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Promjenljivost sré¢anog ritma i oSte¢enje DNK u hemocitama kod mediteranske

dagnje Mytilus galloprovincialis L. kao biomarkeri zagadenja mora

Izvod

Integrisani pristup biomonitoringa koji ukljucuje bateriju biotestova, omogucava
pouzdaniju detekciju razli¢ith vrsta organskog i neorganskog zagadenja u cilju procjene
stanja u morskom ekosistemu.

U ovom radu je pracen uticaj hemijskih stresora na sréani ritam mediteranske
dagnje pri kratkotrajnim tretmanima ex situ. PoSto biomarkeri na ¢elijskom i molekularnom
nivou imaju vecu specifi¢nost, u cilju unaprijedenja pouzdanosti i prakticne primjenljivosti
sr¢anog ritma kao fizioloSkog biomarkera, uradjeni su 1 produzeni tretmani dagnji, takode
ex situ, u kojima su uporedno analizirani sr¢ani ritam i1 oSte¢cenja DNK u hemocitama
mediteranske dagnje.

Pri kratkotrajnim tretmanima, ispitivan je uticaj promjene u salinitetu morske vode
na srcani ritam dagnji koji je pracen fotopletizmografski, fiber-optic metodom. Takode,
ispitivan je odgovor sr¢anog ritma dagnje pri izlaganju kadmijum hloridu, dizel gorivu,
naftnom disperzantu Superdispersant-25 1 dispergovanom dizelu, pri ¢emu je potvrdena
sposobnost dagnji da detektuju stres u ranoj fazi.

Prilikom produzenih tretmana dagnji, uporedno sa pracenjem srcanog ritma,
procijenjen je genotoksi¢ni potencijal kadmijum hlorida kao model mutagena, dizel goriva,
Superdispersant-25, benzo(a)pirena i tributil kalaj hlorida kao zagadivaca cija kontrola je
od velikog znacaja. Uz komet test koji je sluzio za procjenu oSte¢enja DNK, genotoksi¢ni
potencijal tributil kalaj hlorida, analiziran je mikronukleus testom 1 prokariotskim
SOS/umuC testu in vitro. Dobijeni rezultati su pokazali da je dispergovani dizel mnogo
opasniji po skoljke usljed vece dostupnosti njegovih sastojaka. Rezultati pracenja sréanog
ritma pri tretmanima tributil kalaj hloridom mogu se povezati sa podacima dobijenim u
genotoksikoloskim testovima $to ukazuje da bi se src¢ani ritam dagnji mogao koristiti kao

pouzdan biomarker u detekciji zagadenja porijeklom od organokalajnih jedinjenja.



Na osnovu rezultata dobijenih pri kratkotrajnim 1 produzenim tretmanima

organskim 1 neorganskim zagadivafima, sr€ani ritam mediteranske dagnje se mozZe

preporuciti za koriS¢enje kao sastavni dio integrisanog pristupa u biomonitoringu zagadenja

mora.
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Heart rate variation and DNA damage in haemocytes of the Mediteranean mussel

Mpytilus galloprovincialis L. as biomarkers of marine pollution

Abstract

Integrated biomonitoring approach that includes a battery of bioassays, enables
more reliable detection of different types of organic and inorganic pollutants which would
improve the evaluation of the state of the marine ecosystem.

In this study, the influence of short-term treatments by chemical stressors on the
heart rate of the Mediterranean mussel was monitored ex situ. Since cellular and molecular
biomarkers are characterized by higher specificity, extended treatments for comparative
analyses of the heart rate and DNA damage in haemocytes were performed to improve
reliability and applicability of the Mediterranean mussel’s heart rate as a physiological
biomarker.

Fiber-optic method, based on photoplethysmography, was applied for studying the
influence of variations in seawater salinity on the heart rate of mussels. The influence of
cadmium chloride, diesel oil, oil dispersant Superdispersant-25 and dispersed diesel oil was
studied as well, whereby the ability of mussel’s heart rate to detect stress at an early stage
was confirmed.

Comparative analyses of mussel’s heart rate and genotoxic potential of cadmium
chloride as a model mutagen, diesel oil, Superdispersant-25, benzo(a)pyrene and tributyltin
as pollutants of importance to control, in extended treatments were assessed. Comet assay
was used for the assessment of DNA damage. Moreover, genotoxic potential of tributyltin
was assessed in vitro by micronucleus test and prokaryotic SOS/umuC assay. The results
indicated that dispersed diesel oil was more harmful for mussels due to enhanced
availability of its compounds. Heart rate results obtained in tributyltin chloride treatments
can be linked to the data obtained in genotoxicological assays indicating that musels‘s heart

rate could be used as a reliable biomarker for detection of organotin pollution.



The results obtained in short-term and extended treatments by organic and inorganic
pollutants indicated that heart rate of the Mediterranean mussel can be included as a part of

the integrated approach of marine pollution biomonitoring.

Research field: Biology

Specific research field: Ecophysiology

UDC No.: [594.124+591.112.1]:574.64(043.3)

Key words: heart rate, DNA damage, Mediterranean mussel, Mytilus galloprovincialis,

biomarkers, marine pollution



Spisak skracenica koriS¢enih u tekstu

4NQO — 4-Nitrohinolin

A/D — eng. analog to digital

AOQO — akridin oranz

B(a)P — eng. benzo(a)pyrene — benzopiren

CV —koeficijent varijacije

DMSO - dimetil sulfoksid

DSB — eng. double-strand breaks — dvolancani prekidi

EB — etidijum bromid

EDTA — eng. Ethylenediaminetetraacetic acid

EKG — elektrokardiografija

HH — eng. Hedgehogs — jedra sa velikim oSte¢enjem

HRYV — eng. Heart Rate Variability — varijabilnost sr€anog ritma

IMO - eng. International Maritime Organization — Medunarodna pomorska organizacija
LMP — eng. Low Melting Point

MN - frekvencija mikronukleusa

MRI — eng. Magnetic Resonance Imaging — oslikavanje magnetnom rezonancom
NMP — eng. Normal Melting Point

ONPG — 2-nitrofenil-B-d-galaktopiranozid

PAH — eng. polycyclic aromatic hydrocarbons — policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici
PBS — eng. Phosphate Buffered Saline Solution

PCB — eng. polychlorinated bifenyles — polihlorovani bifenili

POP — eng. Persistent Organic Pollutants — perzistentni organski zagadivaci

PPG — eng. Photoplethysmography — fotopletizmografija

ppm— eng. Parts Per Million

rpm — eng. Rounds Per Minute

S-25 — eng. Superdispersant-25

SCE — eng. Sister chromatid exchange — razmjena izmedu sestrinskih hromatida

SCGE - eng. Single Cell Gel Electrophoresis — elektroforeza pojedinacnih ¢elija



SD — standardna devijacija

Si — stopa indukcije

SR — sréani ritam

Sr — stopa rasta

SSB — eng. single-strand breaks — jednolancani prekidi
TBT — eng. tributyltin — tributil kalaj

TBT-CI — eng. tributyltin chloride — tributil kalaj hlorid
TI —eng. Tail Intensity
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Uvod

1. Uvod

Obalni djelovi svjetskog mora 1 velikih rijeka odlikuju se najve¢om gustinom
stanovniStva pa je u tim oblastima antropogeni pritisak najizrazenji. S obzirom da svjetsko
more predstavlja krajnje odrediSte ukupnog zagadenja sa kopna, u cilju ocuvanja Zivotne
sredine 1 odrZivog koriS¢enja mora kao resursa, neophodan je kontinuirani razvoj i
unaprijedenje metodologije pracenja kvaliteta morske vode. Oktobra 2015, preporuka
UNEP/MAP Mediteranskog akcionog plana (MAP) pod okriljem UN programa za zivotnu
sredinu (UNEP), bila je da mediteranske zemlje naprave strategiju na osnovu koje ¢e se
pored klasi¢nih hemijskih metoda, prosiriti i dalje razvijati upotreba bioloSkih metoda za
procjenu stanja ekosistema.

Da bi se dobio $to realniji uvid u stanje morskog ekosistema potrebno je imati
integrisani pristup koji ukljucuje bateriju biotestova sprovedenih od molekularnog pa do

najviseg nivoa funkcionalne organizacije ispitivanog organizma.

1.1. Zagadenje mora

Najve¢i dio zagadenja koje dospijeva u more porijeklom je sa kopna, od toga
znaCajan procenat Cine praznjenja i ispusti koji dolaze vodenim putevima (44%) ili
isparenjima koja se prenose putem atmosfere (33%), 12% ukupnog zagadenja nastaje
pomorskim aktivnostima i nezgodama na moru, odlaganje raznog smeca i otpadnih voda
¢ini 10%, dok svega 1% zagadenja potice od podvodnih rudarenja i buSotina za naftu i gas
(Slika 1.1.; Potters, 2013).

Postoji viSe nacina za podjelu zagadivaca, prema fizicko-hemijskom sastavu
(organski, neorganski), fiziCkom stanju (Cvrsti i rastvoreni), postojanosti (biorazgradivi,
perzistentni) 1 izvoru zagadenja (tackasti, netaCkasti) (Potters, 2013). Najznacajniji organski
zagadivaCi mora su nafta i1 derivati, kao i perzistentni organski zagadivaci, dok se u vazne

neorganske zagadivace ubrajaju metali 1 nutrijenti odnosno hranljive soli.
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Slika 1.1. Udio razli¢itih izvora zagadenja u morskom ekosistemu (Potters, 2013)

1.1.2. Perzistentni organski zagadivaci

Perzistentni organski zagadivaci (eng. persistent organic pollutants — POP) su
jedinjenja koja su uglavnom antropogenog porijekla, otporna su na razgradnju fotolizom,
hemijsku transformaciju i bioloski tretman (Eduljee, 2001). U duzem vremenskom periodu
opstaju u morskom ekosistemu, taloze se u sedimentima i akumuliraju u tkivu pri ¢emu
dovode do trovanja organizama. Mnogi POP su genotoksi¢ni jer mogu modifikovati
strukturu i cjelovitost DNK molekula (Shugart, 1995), pri ¢emu moze do¢i do mutageneze
(mijenjanja geneticke informacija), teratogeneze (poremecaja u razvoju), klastogeneze
(prekida hromozoma) i kancerogeneze (stvaranja tumora) (Siu i sar., 2004a). Prema podjeli
Albaigés (2005), prvu grupu ¢ine organohlorni pesticidi DDT, aldrin, dieldrin, hlordan,
polihlorovani bifenili (eng. polychlorinated bifenyles — PCB), dioksini i furani, dok se u
drugu grupu ubrajaju policiklicni aromati¢ni ugljovodonici (eng. polycyclic aromatic

hydrocarbons - PAH), surfaktanti i organokalajna jedinjenja.
1.1.2.1. Policikli¢ni aromatic¢ni ugljovodonici (PAH)
PAH su jedinjenja nastala u procesu nepotpunog sagorijevanja organskog materijala

u prirodnim procesima, a mogu nastati i antropogenim djelovanjem (Yu, 2002), i imaju

kancerogeno i mutageno dejstvo (Luch, 2005). Plava dagnja (Mytilus edulis) ima nisku
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sposobnost razgradnje PAH-ova §to dovodi do bioakumulacije u tkivima, pa je u literaturi
najcesc¢e koriS¢ena kao model za njihovo proucavanje (Hylland, 2006). Benzo(a)piren
(B(a)P) je PAH koji ima visoku molekulsku masu, njegov kancerogeni potencijal pokazan
je u brojnim studijama sprovedenim na razliitim Zivotinjama (Juhasz i Naidu, 2000).
PAH-ovi se nalaze u razli¢itim koli¢inama u fosilnim gorivima kao §to su nafta, zemni gas i
ugalj.

Velika potraznja za naftom i derivatima, uslovila je njihovu pojacanu proizvodnju,
transport i upotrebu, pa je ponekad neizbjezno ispustanje nafte u more. Pored ranijih
nezgoda velikih razmjera, ukljucujuéi potonuca tankera ili eksplozija na buSotinama,
svakodnevno dolazi do izlivanja manjih koli¢ina nafte i derivata u zivotnu sredinu, $to na
globalnom nivou nije zanemarljivo (Schmidt-Etkin, 2001). Dizel gorivo, kao
najzastupljeniji derivat nafte, moZze imati ozbiljne posljedice po zivotnu sredinu mora jer se
uglavnom sastoji od visoko razgradivih jedinjenja i PAH-ova nize molekulske mase koji su

dostupniji organizmima (Fingas, 2011).

1.1.2.2. Surfaktanti

Surfaktanti (povrSinski aktivne supstance) se ubrajaju u novonastale ili novo
otkrivene zagadivace (eng. emerging pollutants), odnosno jedinjenja koja trenutno nisu
obuhvacena regulativama o kvalitetu vode i za koja se sumnja da predstavlaju opasnost po
zivotnu sredinu (La Farre i sar., 2008). Surfaktanati, kao aktivne komponente i razli¢iti
tipovi rastvaraca su sastavni djelovi naftnih disperzanata koji se koriste pri hemijskom
tretmanu naftnih mrlja da bi povecali nivo razgradnje nafte u vodi (GESAMP, 1993).
Prema podacima iz ranije studije Wells (1984), nafta i derivati nafte imaju veci nivo akutne
toksi¢nosti po organizme u poredenju sa naftnim disperzantima. Zbog brojnih posljedica,
nastalih nakon kasnijeg masovnog kori§¢enja disperzanata, u pitanje se dovodi opravdanost
njihove primjene u Zivotnoj sredini.

Toksi¢na svojstva disperzanata su postala dobro poznata 2010. nakon nezgode na
busotini nafte ,,Deepwater Horizon* u Meksi¢kom zalivu. Negativan uticaj disperzanata po

zivotnu sredinu je veoma znacajan, $to je dokumentovano u pregledu 38 ekotoksikoloskih
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studija (Wise 1 Wise, 2011). Vecina studija koje se bave Stetnim dejstvom disperzanata,
ukljucuje disperzante starije generacije koje sadrze rastvarace na bazi PAH-ova, nasuprot
novijim formulama (treca generacija disperzanata) koje sadrze glikolne etre, pa se smatra
da su manje toksi¢ne po zivotnu sredinu (European Maritime Safety Agency, 2009). S
druge strane, 5 proizvoda tre¢e generacije disperzanata, ¢ak i u niskoj koncentraciji Stetni
su po rane stupnjeve razvoja dvije vrste korala, Sto dovodi u pitanje njihovu in situ
primjenu u blizini koralnih grebena (Epstein i sar., 2000).

Superdispersant-25 (S-25) pripada novijoj generaciji naftnih disperzanata i ima sve
potrebne dozvole za primjenu na morima, plazama i kamenitim obalama (Oil Slick
Dispersants Itd, 2014), a koristi se u zoni Jadranskog mora. Medutim, studija Scarlet i sar.
(2005) pokazala je toksi¢ni efekat S-25 kod Anemonia viridis (LC50 — 20 ppm),
Corophium volutator (LC50 — 260 ppm) i Zostera marina (LC50 — 386 ppm). U studiji De
Flora 1 sar. (1985) pokazan je genotoksi¢ni potencijal 3 Cesto koriS¢ena disperzanta na
osnovu bakterioloSkih testova. Studija Wise i sar. (2014) ukazala je na citotoksicni i
genotoksicni potencijal naftnih disperzanata Corexit 9500 1 Corexit 9527 u primarnim
kulturama celija fibroblasta koze kod uljesure. Generalno, iako ima podataka koji ukazuju
na Stetno dejstvo S-25, nema dostupne literature koja obuhvata njihov uticaj na fiziologiju

morskih organizama i genotoksi¢ni potencijal.

1.1.2.3. Organokalajna jedinjenja

Jedinjenja koja sadrZe bar jednu vezu atoma ugljenika i1 kalaja ubrajaju se u
organokalajna jedinjenja. Pored primjene u proizvodnji plastike, organokalajna jedinjenja
su jedna od najefikasnijih grupa biocida koji se koriste za sprijeavanje razvoja organizama
koji obrastaju ¢vrste predmete u vodi (Champ 1 Seligman, 1996). Naj¢esce koriS¢en biocid
iz ove grupe je tributil kalaj (eng. Tributyltin — TBT). Velika paznja u istraZivanjima
morskog ekosistema posvecena je TBT, biocidnoj komponenti protivobrastajnih boja koje
imaju vazan ekonomski znacaj za plovila 1 infrastrukturu u vodenoj sredini. TBT izaziva
¢itav niz razlicitih Stetnih posljedica po zivotinje u vodi, od kojih je najpoznatiji endokrini

poremecaj — imposeks, koji se javlja kod morskih puzeva i dovodi do steriliteta Zenki koje
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poprimaju polne karakteristike muzjaka (Matthiessen 1 Gibbs 1998; Axiak i sar., 2003;
Dominguez-Ojeda i sar., 2015), zatim neurotoksi¢nosti kod riba (Zhang i sar., 2008; Li i
sar., 2015) i raznih poremecaja u njihovom razvoju (Wu i sar., 2014). Takode, potvrdena je
bioakumulacija u tkivima skoljki, riba i sisara (Iwata i sar., 1995; Regoli i sar., 2001;
Dwivedi 1 Trombetta, 2003). Ovi podaci idu u prilog tvrdnji da je TBT najtoksi¢nija
supstanca koja je sa namjerom uneSena u more (Goldberg, 1986). lako je 2003. god., od
strane Medunarodne Pomorske Organizacije (eng. International Maritime Organization -
IMO), na globalnom nivou zabranjena upotreba protivobrastajnih boja koje sadrze TBT,
odredene zemlje u razvoju i zemlje koje nisu ¢lanice IMO, nastavile su da proizvode ovaj
biocid (Antizar-Ladislao, 2008). Zabrana koriS¢enja TBT se poStuje samo u 40 % slucajeva
1 posto se TBT ubraja u POP, predstavljace problem za zivotnu sredinu mora jo§ duZi niz
godina (Chapman 1 Guillette, 2013).

U dostupnoj literaturi, samo studija Nicholson (2003) se bavi ispitivanjem uticaja
protivobrastajnih boja koje sadrze TBT na sr¢ani ritam (SR) morskih Skoljki, a nedostaju 1
podaci o direktnom dejstvu TBT na SR morskih beski¢menjaka in vivo.

Genotoksi¢ni potencijal jedinjenja TBT proucavan je kod prokariota i eukariota.
Studije sprovedene u prokariotskim sistemima pokazuju nedovoljno podataka o
mutagenosti ovih jedinjenja (Hamasaki 1 sar., 1992, 1993), s druge strane genotoksicni
potencijal TBT je veoma dobro dokumentovan na razli¢itim vodenim organizmima, kao §to
su morski crvi (Hagger i sar., 2002), razne vrste riba (Cipriano i sar., 2004; Micael i sar.,
2007; Tiano i sar., 2001) i skoljke (Hagger i sar., 2005). Uprkos velikom interesovanju za
ovu grupu zagadivaca, joS uvijek u potpunosti nisu razjasnjeni molekularni mehanizmi

genotoksicnog dejstva TBT.

1.1.3. Metali

Metali se prirodno nalaze u zivotnoj sredini mora, pri ¢emu moze do¢i do povecanja
njihove koncentracije antropogenim uticajem. Prisutni su u vodi, sedimentu i tkivima
morskih organizama. Neki od njih su od sustinskog znacaja za odrzavanje vitalnih funkcija

pa se nazivaju esencijalnim i nisu Stetni ukoliko njihove koncentracije ne prelaze prag
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osjetljivosti organizma. S druge strane, neesencijalni metali kao §to su olovo, ziva i
kadmijum mogu biti toksi¢ni u tragovima (Jakimska i sar., 2011).

Kadmijum se u morskoj vodi naj¢es¢e nalazi u kompleksima sa hloridima
(Rainbow, 1985), akumulira se u tkivu organizama i gradi komplekse sa metalotioneinima
(Jakimska 1 sar., 2011). Kadmijum ima Siroku upotrebu, indukuje brojne poremecaje, neki
od njih su jednolancani prekidi DNK jer dovodi do oksidativnog stresa (Waisberg i sar.,
2003), smanjena mogucnost popravke oSteenja DNK, povecana mutageneza i smrt Celije

(Bertin i Averbeck, 2006).

1.1.4. Nutrijenti

Povecana koncentracija nutrijenata, odnosno hranljivih soli (amonijum joni, nitrati,
nitriti 1 fosfati) u moru, porijeklom iz raznih ispusta sa kopna, dovodi do eutrofikacije,
odnosno uslovljava pojacan razvoj planktonskih algi, a time i potroSnju rastvorenog
kiseonika i smanjivanje providnosti §to doprinosi pogorsanju kvaliteta morske vode.
Takode, postoji interferencija zasi¢enja vode nutrijentima sa razvojem patogenih bakterija,
Sto moze dovesti do infektivnih oboljenja kod organizama koji usvajaju nutrijente i putem
lanaca ishrane uticati na stabilnost ekosistema (Smith i Schindler, 2009). Bokokotorski

zaliv je izlozen prilivu kopnenih voda bogatih hranljivim solima, pa je odredivanje njihove

.....

1.2. Mediteranska dagnja kao bioindikator zagadenja

Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis L. (Slika 1.2.) je kosmopolitska
vrsta, hrani se filtriranjem vode, ima sesilan nain Zivota i sposobnost akumuliranja
zagadivaca pa se Cesto koristi u procjeni nivoa zagadenja spoljne sredine i uticaja razlicitih
polutanata (Lionetto et al., 2003; Regoli et al., 2004; Vlahogianni et al., 2007; Moschino 1
sar., 2011; Spada i sar., 2013).

Dagnje su morski organizmi koji naseljavaju zonu plime i osjeke, izloZeni su cestim

i znaCajnim promjenama u temperaturi i salinitetu povrSinskog dijela vodenog stuba.
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Njihova sposobnost da prevazidu i opstanu pod promjenljivim uslovima Zivotne sredine,
¢ini ih veoma pogodnim modelom za proucavanje fiziologije mekuSaca, kao i za razvoj

novih tehnologija koje imaju primjenu u otkrivanju zagadenja mora.

1.3. Testovi za detekciju DNK oStecenja

Genotoksi¢ni agensi indukuju razli¢ita oSte¢enja DNK molekula koja obuhvataju i
jednolancane (eng. single-strand breaks - SSB) i dvolancane (eng. double-stranded breaks -
DSB) prekide (Barnard i sar., 2013). Uprkos visokoj efikasnosti reparacije, moze do¢i do
nastanka sloZenih promjena, §to moZze biti smrtonosno za celiju. Primjenom razlicitih
testova moguce je detektovati oStecenje DNK na molekularnom, genskom i

hromozomskom nivou, kao i na nivou ¢itavog organizma.
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1.3.1. SOS/umucC test za detekciju oStecenja DNK

Prokariotski SOS/umuC test na bakteriji Salmonella typhimurium TA1535
pSK1002, spada u grupu testova za detekciju oSte¢enja DNK na nivou molekula. U ovom
testu prati se sposobnost genotoksi¢nog agensa da indukuje ekspresiju jednog od SOS gena,
umuC gena, odgovornog za ,.error prone‘ reparaciju i mutagenezu kod bakterija (Oda i sar.,
1985). Radi proucavanja regulacije umuC gena koji je pod kontrolom /exA i recA gena,
konstruisan je plazmid koji sadrzi umu operon fuzionisan sa lacZ genom. (Hideo i sar.,
1983). Pri indukciji SOS odgovora, eksprimira se umuC”lacZ fuzionisani gen koji je pod
kontrolom umuDC promotora, pri ¢emu nastaje UmuC”LacZ fuzionisani protein, posto taj
protein ima B-galaktozidaznu aktivnost moguce je odrediti i nivo ekspresije umuC gena

kolorimetrijskim mjerenjem ove aktivnosti (Slika 1.3.; Oda, 2016).

Usljed nedostatka podataka iz literature, tesko je zakljuciti da li sastojci TBT imaju
sposobnost mutageneze. Na osnovu rezultata studije Jovanovi¢ i sar. (2017), u pitanje se
dovodi osjetljivost in vitro testova, uklju¢uju¢i SOS/umuC test, pri ¢emu nije otkriven
genotoksicni potencijal ispitivanih uzoraka, slaba osjetljivost zapazena je i pri izlaganju
B(a)P, koris¢enom kao pozitivna kontrola.

Neindukovane celije

EcoR1 promotor umuD umuC’ ‘lacZ  [acY ori AP EcoR1
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Slika 1.3. Princip umu testa na osnovu umuC”lacZ fuzionisanog gena (Oda, 2016).
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1.3.2. Komet test za detekciju oSte¢enja DNK

Komet test ili elektroforeza pojedinac¢nih ¢elija (eng. single cell gel electrophoresis -
SCGE), je jedna od najznacajnijih metoda za procjenu genotoksi¢nosti kod razli¢itih
organizama, ukljucuju¢i i akvati¢ne, koja detektuje oste¢enje DNK na molekularnom nivou
(Dixon et al., 2002; Chen i sar., 2007; Picado i sar., 2007; Kolarevi¢ et al., 2013; Sunjog et
al., 2014). Znacajne faze u toku izvodenja alkalnog komet testa su odrzavanje uzoraka na
ledu radi usporavanja procesa u Celiji, ¢ime se smanjuje nivo reparacije DNK, zatim
razgradnja celijske membrane, raskidanje vodoni¢nih veza i rasplitanje lanaca DNK pod
uticajem visoke pH. Komet test je osjetljiva 1 brza tehnika koja se zasniva na migraciji
denaturisane DNK u toku elektroforeze. Test pokazuje rane znake oSte¢enja genetickog
materijala (Jha, 2008). Takode, prednost komet testa u primjeni kod akvati¢nih organizama
je §to se oStecenje DNK mozZe mjeriti na nivou individualnih ¢elija, pri ¢emu je manji broj
dovoljan za analizu na bilo kom tipu eukariotske ¢elije (Leroy , 1996; Lee i Steinert, 2003)
i na prokariotskom modelu (Singh i sar., 1999). Ostecena jedra (komete) mogu se vizuelno
analizirati klasifikuju¢i komete na osnovu stepena ostecenja ili koriS¢enjem raCunarskog
programa Comet IV Computer Software (Perceptive Instruments, UK; Slika 1.4.). Komet
testom se detektuju prekidi lanaca, alkalno labilna mjesta i oksidativna oStec¢enja, dok se za
precizniju detekciju oksidovanih baza koriste bakterijski enzimi koji prevode ovaj tip

ostecenja u prekide lanaca (Dhawan i sar., 2009).

Slika 1.4. Hemocita sa oStecenjem DNK prikazana kori§¢enjem racunarskog programa Comet IV Computer

Software (Perceptive Instruments, UK)
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Posto smrt celije ujedno dovodi do ostecenja DNK, prije analize genotoksi¢nog
potencijala neke supstance komet testom, odreduje se prezivljavanje ¢elija u kontrolnoj
grupi jedinki, koje za in vivo testove mora biti >70-80% da bi se iskljucio citotoksi¢ni
efekat (Tice i sar., 2000). Za bojenje DNK u komet testu, kao i pri odredivanju vijabilnosti
¢elija mogu se koristiti fluorescentne boje akridin oranz (AO) i etidijum bromid (EB).
Vijabilnost celija moze se odrediti i ,trypan blue* testom koji omoguéava iskljucivo
bojenje mrtvih ¢elija koje se na mikroskopu uocavaju bez koris¢enja fluoresencije (Strober,

2001).

Posto se inter-specijska varijabilnost ispoljava u razli¢itom unosu, akumulaciji 1
metabolizmu zagadivaca, kao i1 efikasnosti DNK reparacije pri odgovoru na zagadivace,
povezivanje komet testa sa drugim bioloskim odgovorima koji uklju¢uju poremecaje
fizioloskih procesa, vazno je radi holistickog pristupa procjene uticaja zagadenja na

ekosistem (Jha, 2008).

1.3.3. Mikronukleus test za detekciju oStecenja DNK

Za detekciju trajnog oStecenja genetickog materijala koristi se mikronukleus test,
biomarker koji pokazuje akumulirano oSte¢enje DNK u toku Zzivotnog ciklusa celije
(Bolognesi 1 Fenech, 2012). Mikronukleusi su strukture koje nastaju kondenzovanjem
fragmenata, ili ¢itavih hromozoma, koji su izostavljeni iz glavnog nukleusa tokom anafaze
(Al-Sabti, 1995). Zapazena je dozna zavisnost koncentracije raznih polutanta i frekvencije
mikronukleusa nakon dugotrajnog izlaganja pod laboratorijskim uslovima, bez znacajnog
mortaliteta (Bolognesi 1 Cirillo, 2014). Mikronukleus test je primijenjen u mnogim
studijama na morskim Skoljkama (Pavlica i sar., 2000; Dailianis i sar., 2003; Magni i sar.,
2006; Koukouzika i Dimitriadis, 2008; Dallas i sar., 2013) i uvrSten je u UNEP/MAP
program kao osnovni biomarker genotoksi¢nosti. Rezultati komet i mikronukleus testa

obi¢no pokazuju dobru medusobnu korelaciju.

10
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1.4. Src¢ani ritam dagnje kao biomarker

Srca Skoljki 1 sisara imaju niz zajedniCkih osobina, neke od njih su kontraktilna
masinerija, elektri¢na svojstva miocita, kao i uloga mitohondrija u snabdijevanju energijom
(Sosnowska 1 sar., 2013), Sto ukazuje na pristojan nivo organizacije sranog sistema
Skoljki. Mediteranska dagnja im otvoren cirkulatorni sistem, srce se sastoji od jedne
komore i1 dvije pretkomore koje su okruzene perikardijalnom dupljom (Slika 1.5.);
pokazano je da je ukupna zapremina hemolimfe u srcu konstantna (Seo i sar., 2014). Pored
sprovodnih ¢elija koje imaju spontanu depolarizaciju, ulogu u kontroli aktivnosti srca imaju
ekscitatorni serotonergi¢ni 1 inhibitorni adrenergi¢ni neuroni visceralne ganglije

(Kuwasawa 1 Hill, 1997; Curtis, 1999).

D

Anterior oblique vein

Anterior aoria
\

Slika 1.5. Slike zive mediteranske dagnje M. galloprovincialis, prikazane pomocu T, oslikavanja magnetnom
rezonancom (eng. Magnetic Resonance Imaging - MRI). A) Medijalno - longitudinalna slika; vrh strelice
oznacen sa b pokazuje mjesto isjecka za transverzalnu sliku (B), C) Medijalno — longitudinalna slika oblasti

srca, D) 3D rekonstruisana slika srca i sudova (Seo i sar., 2014).

SR je fizioloSki biomarker 1 predstvlja broj kontrakcija, odnosno broj otkucaja srca

po minutu. Promjenljivost (varijabilnost) obrasca SR, razlikuje se od parametra

11
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varijabilnost SR (eng. Heart rate variability — HRV; Curtis 1 sar. 2000), koji predstavlja

trajanje sréanih intervala, odnosno perioda izmedu dva otkucaja srca.

Promjene u obrascu SR morskih beski¢menjaka, rakova 1 mekuSaca koriste se kao
fizioloski biomarker pri izlaganju razli¢itim izvorima zagadenja (Bamber i Depledge,
1997b; Chelazzi i sar., 2004). Jedini nain direktnog mjerenja SR §koljki je invazivni
elektrofizioloski pristup koji ukljucuje busenje ljusture da bi se olakSao pristup elektrodama
srcu (Helm 1 Trueman, 1967; DeFur i Mangum, 1979; Braby i Somero, 2006). S druge
strane, fotopletizmografija (eng. Photoplethismography - PPG), kao na¢in mjerenja SR, nije
invazivna i zasniva na optickoj detekciji ritmic¢kih promjena u krvnim sudovima koje poticu

od kontraktilne aktivnosti srca (Allen, 2007).

SR dagnji koji se prati PPG tehnologijom ima potencijal za primjenu u
biomonitoringu (Galloway i sar., 2002; Hagger i sar., 2010; Prusina i sar., 2014;
Martinovi¢ i sar., 2016). Prednosti PPG pristupa za pracenje SR su §to ne dovodi do stresa
kod ispitivanog organizma, pogodan je za dugotrajno mjerenje 1 moze se primijeniti in situ
(Aagaard, 1996; Styrishave, 2003). PPG koja ukljucuje primjenu infra-crvene svjetlosti za
neinvazivno pra¢enje SR vodenih beski¢menjaka prvi je predstavio Depledge (1984) i
kasnije unaprijedio i razvio CAPMON sistem (Depledge i Andersen, 1990), kao najcesce
koriS¢en metod u novijoj literaturi. Slicna tehnologija, zasnovana na neinvazivnom fiber-
optic metodu, preporucuje se kao sistem za rano upozoravanje od opasnosti kontaminacije
vodenog ekosistema (Kholodkevich i sar, 2008). Na slici 1.6. prikazan je signal SR
(fotopletizmogram) mediteranske dagnje, dobijen fiber-optic metodom koris¢enjem

racunarskog programa VarPulse.
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Slika 1.6. Signal sr¢anog ritma mediteranske dagnje M. galloprovincialis L. dobijen fiber-optic metodom

- S
i =

koriséenjem racunarskog programa VarPulse
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Ogranicenje fiber-optic metoda za pracenje SR je Sto se moze primijeniti samo na
beski¢menjacima sa Cvrstim tjelesnim omotacem (Kholodkevich i sar., 2017) i ne
predstavlja direktan nafin mjerenja SR. Na osnovu signala SR raka Pontastacus
leptodactylus, dobijenih uporednim mjerenjem elektrokardiografijom (EKG) i fiber-optic
metodom, pokazano je da se pokalapaju faze sistole (grcenja) i dijastole (opustanja) srca,
Sto ide u prilog pouzdanosti PPG tehnologije (Fedotov i sar., 2009).

lako promjene obrasca SR akvaticnih organizama pokazuju potencijal za
biomonitoring, malo se zna o osjetljivosti ovog fizioloskog biomarkera prema razli¢itim

grupama zagadivaca.

1.5. Srcéani ritam i oSteCenje DNK u hemocitama mediteranske dagnje pri

kratkotrajnom i produZenom izlaganju odabranim zagadiva¢ima

Predmet istrazivanja ovog rada je neinvazivno pracenje SR mediteranske dagnje
fiber-optic metodom ex situ pri kratkotrajnom izlaganju, kao i uporedna analiza SR i
ostecenja molekula DNK alkalnim komet testom i mikronukleus testom u hemocitama
dagnji u produzenom izlaganju odabranim organskim i neorganskim zagadivafima i to:
dizel gorivu, naftnom disperzantu S-25, tributil kalaj hloridu, B(a)P i kadmijum horidu.
Procjena kvaliteta vode na lokalitetima Stoliv, Dobrota 1 i Dobrota 2 vrSena je na osnovu

fizicko-hemijskih parametara.

Proucavanje SR dagnji uzorkovanih sa lokaliteta Stoliv, Dobrota 1 i Dobrota 2 u

kratkotrajnom izlaganju ex sifu obuhvata tri studije:
* Promjenljivost saliniteta morske vode je detektovana na osnovu SR dagnji
= [spitivanje uticaja dizel goriva, dispergovanog dizela i S-25
= [spitivanje uticaja kadmijum hlorida

Uporedno proucavanje SR 1 oSte¢enja DNK dagnji uzorkovanih sa lokaliteta Dobrota 1

u produzenom izlaganju ex sifu obuhvata dvije studije:
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= Uticaj dizel goriva, dispergovanog dizela, S-25 i kadmijum hlorida na SR i

ostec¢enje DNK u hemocitama dagnji odredeno komet testom

= Uticaj tributil kalaj hlorida i B(a)P na SR i oSte¢enje DNK u hemocitama dagnji
odredeno komet i1 mikronukleus testovima, kao 1 uticaj na DNK oStecenje

procijenjeno prokariotskim SOS/umuC testom in vitro
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Ciljevi

2. Ciljevi

Sa konstantnim povecanjem antropogenog uticaja na akvaticne ekosisteme javlja se
potreba za razvojem sistema ranog upozoravanja, koji bi ukazivao na prisustvo
ksenobiotika u zivotnoj sredini prije dostizanja njihove kriticne koncentracije. Pra¢enjem
vitalnih parametara, ukljucuju¢i sréani ritam, moze se dobiti informacija o zdravstvenom
stanju jedinke na nivou organizma kao cjeline. Visok nivo osjetljivosti fizioloskih
biomarkera i moguénost ranog upozoravanja na opasnost od kontaminacije, ukazujeje da bi
se SR mediteranske dagnje, zajedno sa drugim biomarkerima mogao koristiti u procjeni
zagadenja mora. Biomarkeri na ¢elijskom 1 molekularnom nivou imaju vecu specificnost,
uporedna analiza SR 1 oSte¢enja DNK u hemocitama mediteranske dagnje moze
unaprijediti pouzdanost i prakti¢nu primjenljivost SR kao fizioloSkog biomarkera. U skladu

sa navedenim konkretni ciljevi rada su:

e Procjeniti kvalitet morske vode na lokalitetima Stoliv, Dobrota 1 i Dobrota 2 u
Bokokotorskom zalivu mjerenjem fizi¢ko-hemijskih parametara

e Analizirati SR mediteranske dagnje pod uticajem variranja saliniteta morske vode

e Analizirati SR mediteranske dagnje pod uticajem B(a)P, kadmijum hlorida, TBT-
Cl, dizel goriva, naftnog disperzanta S-25 i dispergovanog dizela u ex situ
tretmanima

e Ispitati genotoksi¢ni potencijal naftnog disperzanta S-25, dispergovanog dizela i
kadmijum hlorida komet testom na hemocitama mediteranske dagnje u ex situ
tretmanima

e Ispitati genotoksicni potencijal TBT-CIl i B(a)P prokariotskim SOS/umuC testom,
komet i mikronukleus testovima na hemocitama mediteranske dagnje u ex situ
tretmanima

o Ispitati korelaciju izmedu SR i nivoa oSte¢enja molekula DNK u hemocitama

mediteranske dagnje prilikom ex situ tretmana
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Materijal 1 metode

3. Materijal i Metode

3.1. Materijal

3.1.1 Hemijske supstance

Dizel gorivo (benzinska pumpa ,,EKO* Kotor, Crna Gora)

S-25 (Superdispersant-25) (UNI AMERICAS L.L.C. Slidell, Louisiana, USA)

TBT-CI (Tributil kalaj hlorid) (CAS Number 1461-22-9, 96%; Sigma-Aldrich,USA)

DMSO (NRK Inzenjering, Beograd, Srbija)

3.1.2. Rastvori
Rastvor I - za lizu (pH 10)

Potrebno za 1 L rastvora:

NaCl ,, Carlo Erba Reagents” (Milano, Italy)........ccccccceevnennnen. 146,6 g
EDTA ,,Sigma“ (St.Louis, MO, USA).....cccceevininiiinineneeee 372¢g
Tris ,,Sigma‘ (St.Louis, MO, USA)......cccoovievieiieeieeeeee e 1,21 g
AH2O e e do 1.000 mL

Triton X-100 “Sigma” (St. Louis, MO, USA)

Nakon podesavanja pH dodaje se 1% Triton X-100 i snaZno se promijesa.

Rastvor II - za denaturaciju i elektroforezu (pH 13)

Potrebno za 1 L rastvora:

10 M NaOH “Superlab” (Belgrade, Serbia)...........ccceevveviieneennen. 30mL
0,2 M EDTA ,,Sigma“ (St.Louis, MO, USA)......ccccecerinirenerenenne. 5mL
AH2O e 965 mL
Ne podesavati pH.

10 M NaOH

Potrebno za 500 mL rastvora:
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0.2 M EDTA

Potrebno za 500 mL rastvora:

EDTA ,,Sigma® (St.Louis, MO, USA)......ccccerieriieeeireiieneeaeens 372 g
AH2O e do 500 mL

Rasvor 111 - za neutralizaciju (pH 7.5)

Potrebno za 1 L rastvora:

Nakon podesavanja pH rastvore ¢uvati u frizideru.

1% NMP za prvi sloj

Potrebno za 100 mL rastvora:

1% NMP za drugi sloj

Potrebno za 100 mL rastvora:

NMP | Eurobio® (France)..........cccecueeeueeeiuie it lg
1xPBS ,,The Cell Culture Company** (Austria)........cccceeeveeveennnne. 99 mL
1% LMP

Potrebno za 100 mL rastvora:

LMP ,.Bio-Rad Labaratories™ (CA, USA).....ccccevieeriieeieeceeeee e, lg
1xPBS ,,The Cell Culture Company*‘ (AuUStria)........ccceecveeecveerrunnne 99 mL
1xPBS

Potrebno za 1 L rastvora:

TOX PBS.. e 100 mL
SETLINA AHO ... e 900 mL
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Etidijum bromid SI
10 mg/mL, ,,Sigma“ (St.Louis, MO, USA)

AKridin oranz SI

10 mg/mL, ,,Sigma“ (St.Louis, MO, USA)

AKridin oranz/etidijum bromid

Potrebno za 1 mL rastvora:

AKTidin oranZ S........cccoiiiiiiiiiie e 10 uL
etidijum Bromid.........ccueviuiiiiiiieiieeiee e 10 uL
AH2O e 980 puL

AKridin oranz za komet

2 pg/mL, ,,Sigma* (St.Louis, MO, USA)

CdCl; (Kadmijum hlorid) primarni stok 10 mg/mL

10xTGA, za 100ml:

Tripton (Lab M, UK) ..oocoiiiiieeeeee e 10g
INACL ettt ettt ettt sttt snee S5¢g
HEPES (SIGMA, USA) ittt e 119¢g
Bidestilovana voda...........cocooiiiiiiiiiii e 80 ml

Sve sastojke rastopiti u destilovanoj vodi i dotjerati pH na 7,0+0,2, sterilisati u autoklavu
(121°C, 20 min). Odmjeriti 2 g glukoze (D(+)-glucose (anhydrous) (SIGMA, USA) i

rastopiti u 20 ml destilovane vode. Sterilisati u autoklavu pa je dodati u 1x TGA (980 ml).
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Nakon $to se sterilisani 1x TGA ohladi dodaje se 50 mg ampicilina na 1000 ml 1x TGA.
Ovako pripremljen 1x TGA cuva se na -20°C do 4 nedjelje.

10x TGA medijum sa kofaktorima (modifikovana metoda) (100ml):

Tripton (Lab M, UK) ..cocuiiiiiiieee e 10g
INACL et sttt et 5¢g

KCI (Zdravlje Leskovac, Stbija) ......cccceeevueeiriiiiiieeieeie e 2,46 g
MgCl x 6H20 (SIGMA, USA) ..o 1,63 g
HEPES (SIGMA, USA) ..ottt 119¢
Bidestilovana voda...........coccoeiiiiiiiiiiiiee e 980 ml

Sve sastojke rastopiti u destilovanoj vodi i dotjerati pH na 7,0+0,2, i sterilisati u autoklavu
(121°C, 20 min). Posebno odmyjeriti 2g glukoze (D(+)-glucose (anhydrous)) 1 rastopiti u 20
ml destilovane vode. Sterilisati u autoklavu pa dodati u 10x TGA (80 ml). Nakon §to se 10x
TGA ohladi dodati 50 mg ampicilina na 100 ml 1x TGA. Ovako pripremljen 10x TGA

cuva se na -20°C do 4 nedjelje.

S9 enzim

S9-SD jetre pacova indukovana arohlorom (Moltox, USA). Koncentracija proteina u

liofilizatu 36,4 mg/ml, zapremina 2,1 ml.

4NQO (SIGMA, USA)

Primarni stok je 10 mg/ml u vodi

B(a)P (SIGMA, USA)

Primarni stok je 10 mg/ml u DMSO

B-pufer:
Na,HPO4 x 2H70 (SIGMA, USA). ..ottt 20,18 g
NaH,;PO4 x H,O (Superlab, Beograd) .........cccoeeveeeiiiiniieiieieeeies 55¢g
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KCl (Zdravlje LeSKOVac) ....cccueevuieeiieiiieeie et 0,75 g
MgSO4x 7THy0 (SIGMA, USA) .ot 0,25¢g
Betamerkaptoetanol (SIGMA, USA) ...cccvieeieeeiiecieeeeeee e 20 ml

Reagens za prekidanje reakcije (1M Na,CO;):

Na,COs (Alkaloid Skoplje, Makedonija)........ccceeeveereeerierneenieenieneenen. 105,99 g
Bidestilovana voda...........coceeiieiiiniieneeee e 10000 ml
ONPG:

ONPG (Germany Boehringer wannhein GMBH)...........cccccceeviiennnnnee. 45 mg
Fosfatni pufer.........cooooiiiiiiie e 10 ml

45 mg ONPG rastopiti u 10 ml fosfatnog pufera. ONPG se slabo topi, pa se priprema ranije

1 cuva na hladnom (4°C).

3.2. Pradenje uticaja stresora na srcani ritam dagnje prilikom kratkotrajnog izlaganja

3.2.1. Uzorkovanje

Za eksperimente ispitivanja uticaja promjene saliniteta na sréani ritam (SR),
uzorkovano je po 20 dagnji sa tri lokaliteta u Bokokotorskom zalivu, Crna Gora (Slika
3.1.): Stoliv (N 42° 28’ 19.70” E 18° 42’ 19.16”), Dobrota 1 (N 42° 26’ 12.52” E 18° 45’
50.29”) i Dobrota 2 (N 42° 26° 9.55” E 18° 45’ 53.04”). Bokokotorski zaliv nalazi se u
jugoistonom dijelu Jadranskog mora. Sastoji se od spoljasnjeg dijela koji ¢ine Tivatski 1
Hercegnovski zaliv, koji je tjesnacem Verige spojen sa unutra$njim dijelom koji obuhvata
Kotorski 1 Risanski zaliv. Usljed pojacanog priliva kopnenih voda u toku zimskih mjeseci,
dolazi do znacajnih odstupanja u temperaturi i salinitetu mora.

U cilju odredivanja fizicko — hemijskih parametara, na mjestima uzorkovanja
izmjereni su temperatura i salinitet morske vode pomoc¢u WTW sonde Multi 3501. Takode,

na mjestu uzorkovanja odredene su vrijednosti nutrijenata kao S$to su nitrati, nitriti,
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amonijum, fosfati, silikati, ukupni azot i ukupni, prema metodama Parsons i sar. (1985) i

Degobbis i sar.(1986).

Slika 3.1. Mapa lokaliteta uzorkovanja dagnji

Na osnovu poznatih izvora zagadenja u ispitivanoj oblasti, kao i blizine glavne luke,
podrucje Stoliva (Slika 3.2.) prepoznato je kao referentno. Lokaliteti Dobrota 1 (Slika
3.3.a) i Dobrota 2 (Slika 3.3.b) su pod antropogenim pritiskom jer su znatno blize luci
Kotor koja je izlozena pojacanom pomorskom saobracaju velikih turistickih brodova,
posebno u ljetnjem periodu. Takode, radi se o lokalitetima koji su smjeSteni u gusto
naseljenoj oblasti, nasuprot Stolivu koji je znacajno manje naseljen pa je u manjem obimu

izlozen zagadenju.
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Za ispitivanje uticaja CdCl, na SR, uzorkovano je tri grupe od po 20 dagnji sa
lokaliteta Dobrota 1 (Slika 3.3.a). Sa ljustura je uklonjen obrastaj i odvojene su u grupe
duzine od 40 — 60 mm.

Cetiri grupe od po 20 jedinki uzorkovano je na lokalitetu Dobrota 1 sa dubine 2-3
metra i postavljene u akvarijum sa morskom vodom, radi ispitivanja uticaja dizel goriva i
S-25 na SR. Zatim, Skoljke su sortirane po duzini (60-70 mm), pri ¢emu su uklonjeni

obrastajni organizmi sa kapaka ljusture.

Slika 3.3. Lokaliteti uzorkovanja: a) Dobrota 11 b) Dobrota 2
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3.2.2. Tretmani jedinki

3.2.2.1. Uticaj promjene saliniteta morske vode na sréani ritam dagnji

Nakon uzorkovanja, jedinke Mediteranske dagnje postavljene su u akvarijume sa
morskom vodom pod laboratorijskim uslovima radi aklimacije, pri temperaturi od 21+1°C.
Za lokalitete Stoliv i Dobrota 1 vrijednost saliniteta u akvarijumima bila je ista kao i na
lokalitetima uzorkovanja (Stoliv — 35,8 %o; Dobrota 1 — 22,2 %o). Na lokalitetu Dobrota 2,
izmjereno je 4,9 %o, pa je salinitet u akvarijumu podeSen na 12,9 %o dodatkom morske soli.
Razlog je bio otezano registrovanje signala SR pri niskom salinitetu. Narednog dana,
dagnje su ociS¢ene od obrastaja i obradene pomocu papira za suvo pjeskarenje. Pod
navedenim uslovima dagnje su odrzavane 24 h, zatim, voda u akvarijumu zamijenjena je sa
10 L morske vode istih fizicko-hemijskih karakteristika koja je bila pripremljena
prethodnog dana. Nakon toga, otpocelo je istovremeno pracenje SR osam dagnji.

Izlaganje je obavljeno po uputstvu iz Kholodkevich 1 sar. (2011). Po dostizanju
bazalnog nivoa SR (stabilan src¢ani ritam bez velikih odstupanja od srednje vrijednosti broja
otkucaja po min.) u trajanju od najmanje 1 h, u akvarijum je dodato 10 L destilovane vode
pri ¢emu je salinitet morske vode smanjen za oko 50 % 1 nova vrijednost je izmjerena
pomocu WTW sonde Multi 350i. Takvi uslovi odrzavani su 1 h, zatim, nakon
preracunavanja, u akvarijum je dodat rastvor morske soli kako bi salinitet dostigao
vrijednost koju je imao prije dodatka destilovane vode. Pracenje SR je nastavljeno sve do

uspostavljanja vrijednosti bez vec¢ih odstupanja unutar grupe dagnji.

3.2.2.2. Uticaj CdCl; na sréani ritam dagnji

Skoljke su postavljene u akvarijume pod laboratorijskim uslovima na aklimaciju od
najmanje 12 h, pri temperaturi 20+£1°C 1 salinitetu 20+1 %o. Nakon aklimacije, pod istim
uslovima, pocelo je registrovanje SR 2-3 h prije izlaganja da bi se odredio bazalni nivo SR
dagnji. Bazalni nivo SR je vaZan kao referentna tacka za analizu mogucih varijacija

izazvanih kasnijim uticajem primijenjenih supstanci. Zatim, u tri odvojena eksperimenta,
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pomocu automatske pipete, u akvarijume sa 10 L morske vode dodato je 40, 400 i 1000 uM
CdCl, rastvorenog u destilovanoj vodi, da bi se dobile finalne koncentracije 4, 40 1 100 uM.
Tretmani su trajali po 2 h, zatim je susptanca isprana i u akvarijum je dodata Cista morska
voda. Vrijeme oporavka SR nakon stresa izazvanog CdCl,, racunato je na osnovu grafika sa
rezultatima, kao vrijeme potrebno za obnavljanje vrijednosti SR prije eksperimentalnih

promjena (Kholodkevich i sar., 2011).

3.2.2.3. Uticaj dizel goriva i Superdispersant-25 na srcani ritam dagnje

Nakon uzorkovanja dagnje su postavljene u akvarijum pod laboratorijskim uslovima
(temperatura 21+1°C 1 salinitet 20+1 %o) radi aklimacije od 72 h. Zatim, da bi se odredio
bazalni nivo SR, registrovanje SR pocelo je 2-3 h prije izlaganja.

Pripremljeno je cCetiri koncentracije: 10.000 pL dizel goriva, 20 pL 1 2000 pL
naftnog disperzanta Superdispersant-25 (S-25), dispergovano dizel gorivo (100 pL dizel
goriva + 100 uL S-25). Dispergovano dizel gorivo pripremljeno je u rastvoru destilovane
vode u odnosu 1:10 1 postavljeno na mehanic¢ku tresilicu radi brze disperzije. U Cetiri
odvojena eksperimenta, supstance su dodate u akvarijume sa po 10 L morske vode da bi se
dobile finalne koncentracije od 1000 uL/L dizel goriva, 2 pL/L 1 200 pL/L S-25, kao 1
mjesavine (10 uL/L dizel goriva + 10 uL/L S-25), pri cemu je izlaganje trajalo 2 h. Nakon
tretmana, voda u akvarijumu zamijenjena je ¢istom morskom vodom. Vrijeme oporavka SR
nakon stresa izazvanog pogorSanjem uslova u morskoj vodi, racunato je po uputstvu

Kholodkevich i sar. (2011).

3.3. Uporedne analize praenja sréanog ritma dagnji i genotoksi¢nosti prilikom

produZenog izlaganja

3.3.1. Uzorkovanje

Za eksperimente sa produzenim izlaganjem dizel gorivu i S-25, uzorkovano je 240

dagnji u avgustu 2014., dok je za eksperimente sa TBT-CI, 380 jedinki uzorkovano istog
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mjeseca 2015. godine. Dagnje su uzorkovane u Bokokotorskom zalivu na lokalitetu
Dobrota 1 (Slika 3.3.a), pri cemu su na mjestu uzorkovanja izmjereni temperatura, salinitet
i rastvoreni kiseonik pomoc¢u multiparametarske sonde WTW Multi 3501, radi procjene
kvalitete vode na osnovu fizicko-hemijskih parametara. Takode, odredene su koncentracije
nutrijenata: nitrati, nitriti, amonijum, fosfati, silikati, ukupni azot i ukupni fosfor, metodama

po (Parsons i sar., 1985; Degobbis i sar., 1986).

3.3.2. Produzeno izlaganje dizel gorivu i S-25

3.3.2.1. Rastvori

Dan prije pocetka izlaganja, primarni rastvori su pripremljeni i oznaceni slede¢im
redom: dizel gorivo u koncentracijama D1’ (1000 puL/L) 1 D2> (10.000 pL/L), S-25 u
koncentracijama S1’ (50 pL/L) 1 S2° (500 pL/L). Primarne mjeSavine dispergovanog dizel
goriva pripremljene su i oznacene kao: M1’ (dizel gorivo 1000 puL/L + S-25 50 uL/L) i M2’
(dizel gorivo 10.000 pL/L + S-25 500 pL/L). Odnos dizel goriva i S-25 u mjeSavinama
dispergovanog dizel goriva pripremljen je na osnovu uputstva proizvodaca disperzanta (Oil
slick dispersants Itd, 2014). Primarni rastvori su pripremljeni u morskoj vodi uzorkovanoj
sa lokaliteta Dobrota 1 (mjesto uzorkovanja Skoljki) u konacnoj zapremini od 800 mL i
postavljeni u mehanicku tresilicu u plasticnim posudama na 24 h kako bi doslo do

mehanicke disperzije.

3.3.2.1. Izlaganje za analizu sréanog ritma

Analize SR obavljene su u 8 odvojenih eksperimenata. Za svaki pojedina¢no, osam
dagnji je smjeSteno u akvarijume sa 7,2 L morske vode pri konstantnoj temperaturi od
21£1°C 1 salinitetu 25+1%o. Primarni rastvori supstanci (po 800 mL za svaki eksperiment)
pripremljeni su kao Sto je prethodno opisano i dodati u akvarijum sa pricvrSéenim
Skoljkama kako bi se dobilo: dizel gorivo u finalnoj nominalnoj koncentraciji D1 (100

pL/L) 1 D2 (1000 pnL/L), S-25 u koncentracijama S1 (5 pL/L) 1 S2 (50 pL/L), mjeSavine
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dispergovanog dizel goriva u koncentracijama M1 (dizel gorivo 100 pL/L + S-25 5 uL/L) 1
M2 (dizel gorivo 1000 uL/L + S-25 50 puL/L). Za negativnu kontrolu dodato je 800 mL
morske vode sa mjesta uzorkovanja Dobrota 1. Za pozitivnu kontrolu, dodato je 800 mL sa
400 uM CdCl, da bi se dobila finalna nominalna koncentracija 40 uM. Jedinke su izlagane
72 h pri konstantnoj temperaturi od 21+1°C u statiCkom sistemu i nisu bile hranjene kako bi
se izbjegla moguca interakcija izmedu ispitivane supstance i hrane.

Prije dodatka supstanci, izmjerena je vrijednost SR u ¢istoj morskoj vodi u trajanju
oko 3 h (period predtretmana) da bi se definisala referentna tacka za moguce promjene SR
u toku izlaganja. Nakon izlaganja, supstance su isprane ¢istom morskom vodom kako bi
uocili reakciju Zivotinja nakon uklanjanja ispitivanih supstanci iz sistema, pri ¢emu je SR

mjeren najmanje 3 h (period nakon tretmana).

3.3.2.2. Izlaganje za procjenu genotoksi¢nosti

Za procjenu genotoksicnosti, tretmani su radeni u dva odvojena eksperimenta.
Dagnje sa o€uvanim bisusnim nitima odvojene su u 8 grupa po 10 jedinki pri cemu je svaka
grupa bila postavljena u akvarijum od 15 L koji je sadrzao 7,2 L morske vode sa mjesta
uzorkovanja Dobrota 1. Prije dodavanja ispitivanih supstanci, sve jedinke su provjerene da
li su pricvrSéene za dno akvarijuma bisusnim nitima. Hemijski tretman i njegovo trajanje
isti je kao 1 tretman koriS¢en za analize SR.

U toku tretmana, provjeravano je prezivljavanje Skoljki na svakih 12 h pomocu
mehanickog podsticanja zatvaranja ljusture. Ukoliko Skoljka nije odgovarala na mehanicko

podsticanje zatvaranja ljusture, izvadena je iz akvarijuma i iskljucena iz eksperimenta.

3.3.3. Produzeno izlaganje TBT-CI

3.3.3.1. Rastvori

Nakon aklimacije, TBT-CIl je rastvoren 10x u DMSO i dodat u akvarijum kako bi

se dobile finalne koncentracije od 10, 100 i 1000 pg/L. Posto je finalna koncentracija za
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DMSO u akvarijumu bila ekstremno niska (0,0008%), kontrola rastvara¢a nije bila
ukljucena u istrazivanje. Za negativnu kontrolu koris¢en je akvarijum sa ¢istom morskom
vodom uzorkovanom sa mjesta Dobrota 1. Kao pozitivna kontrola koris¢en je B(a)P, takode

rastvoren u DMSO, pri ¢emu je dodat u akvarijum da bi se dobila finalna koncentracija od

50 ng/L.

3.3.3.2. Izlaganje za analizu sréanog ritma

Sprovedeno je 5 eksperimenata prilikom analiza SR dagnji pod uticajem TBT-CI.
Za svaki je pripremljen po jedan akvarijum sa 10 L morske vode i 16 dagnji uz stalnu
aeraciju pri konstantnoj temperaturi od 21£1°C 1 salinitetu 32+1 %o. Polovina ovih Skoljki
bila je uklju¢ena u mjerenje SR, dok su drugih 8 jedinki koriS¢ene kao pomocne.
Koncentracije primijenjenih supstanci za tretmane odgovaraju istim upotrijebljenim za
komet 1 mikronukleus test, pri ¢emu je u eksperimentu sa negativnom kontrolom kori§¢ena
samo morska voda. Vrijeme izlaganja za sve eksperimente bilo je 96 h, izuzev za najviSu
koncentraciju TBT-CI, pri ¢emu je tretman prekinut nakon 72 h. Prije dodatka supstanci,
SR je registrovan u periodu predtretmana. Nakon izlaganja, supstance su isprane Cistom

morskom vodom i registrovan je SR u periodu nakon tretmana.

3.3.3.3. Izlaganje za procjenu genotoksi¢nosti

Dagnje sa bisusnim nitima odvojene su u pet grupa po 30 jedinki pri ¢emu je svaka
grupa bila postavljena u staklene akvarijume od po 20 L morske vode uzorkovane sa
lokaliteta Dobrota 1 (Slika 3.4.). Skoljke su ostavljene da se aklimatizuju na laboratorijske
uslove na 24 h. Prije dodavanja ispitivanih supstanci, jedinke su provjeravane da li su
pricvrS¢ene bisusnim nitima za dno akvarijuma. Tretmani su izvedeni u dva odvojena

eksperimenta (prvi i drugi eksperiment dalje u tekstu).
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Slika 3.4. Tretmani dagnji u akvarijumima

Jedinke su izlagane pri konstantnoj temperaturi od 21£1°C u statickom sistemu na
96 h pri ¢emu nisu hranjene kako bi se izbjegla interakcija izmedu ispitivane supstance i
hrane. Kontrolne tacke za analize bile su nakon 24, 48, 72 1 96 h u toku tretmana. Kao $to je
prikazano na slici 4.10., na svakoj kontrolnoj tacki, iz svakog akvarijuma je uzimano po 6
jedinki za analize (preZivljavanje celija, komet i mikronukleus test) i zamijenjeno sa 6
novih jedinki pakovanih u plasti¢ne mreze (promjera okca 0,5 cm?), kako bi se razlikovale
od grupe dagnji pripremljenih na pocetku. U slucaju uginuc¢a u toku tretmana, koris¢ene su
pomo¢ne Skoljke. Eksperimenti sa najviSom koncentracijom TBT-Cl (1000 pg/L) su
zaustavljeni nakon 72 h usljed visoke stope smrtnosti u prethodna 24 h izlaganja (period od

72 -96 h).
3.4. Metode

3.4.1. Aklimacija

Prije kratkotrajnih tretmana promjene saliniteta morske vode, tri grupe dagnji sa
ispitivanih lokaliteta postavljene su u akvarijume radi aklimacije u trajanju od 24 h pri
konstantnoj temperaturi 20+1°C. Aklimacija dagnji sa lokaliteta Stoliv i Dobrota 1 vrSena

je pri vrijednostima saliniteta sa mjesta uzorkovanja, koje su iznosile 35,8 i 22,2 %o0. Na
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lokalitetu Dobrota 2, zbog niske vrijednosti od 4,9 %o, salinitet je podeSen na 12,9 %o
dodatkom morske soli. Razlog je bio otezano registrovanje signala SR pri niskom
salinitetu.

Prije kratkotrajnih tretmana sa CdCl,, Skoljke su postavljene na aklimaciju od
najmanje 12 h u akvarijume sa morskom vodom pod laboratorijskim uslovima pri
konstantnoj temperaturi 20+1°C 1 salinitetu koji je podeSen na 20+1%o. Aklimacija pred
kratkotrajno izalganje dizel gorivu i S-25 trajala je 72 h pod istim uslovima.

Aklimacija dagnji za sve eksperimente sa produzenim tretmanima trajala je 24 h pri
konstantoj temperaturi 21+1°C 1 salinitetu 25 %o za tretmane sa dizel gorivom i S-25, dok je

za tretmane sa TBT-CI salinitet bio 32 %eo.

3.4.2. Fiber-optic metod za pracenje i analizu sr¢anog ritma beski¢menjaka

Eksperimenti pracenja SR mediteranske dagnje radeni su pomocu neinvazivnog
fiber-optic metoda razvijenog 1999. godine u Istrazivackom centru za ekolosku
bezbijednost, Ruska Akademija nauka, Sankt Peterburg, Rusija (Fedotov 1 sar., 2000).
Metod je patentirao Sergey V. Kholodkevich (Kholodkevich i sar. 2013) i zasnovan je na
fotopletizmografiji (eng. photoplethysmography — PPG). PPG tehnologija obuhvata opticku

Slika 3.6. Postavka eksperimenta za pracenje sr¢anog ritma dagnji: 1 — A/D pretvarac, 2 — laserska

fotopltizmograf jedinica, 3 — opticki kablovi, 4 — pumpa za aeraciju, 5 — racunar, 6 — akvarijum sa dagnjama
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detekciju ritmic¢nih promjena u krvnim sudovima koje poti¢u od kontraktilne aktivnosti srca
(Allen, 2007), odnosno promjena u intenzitetu svjetlosti odbijene ili sprovedene kroz tkivo,
na osnovu ¢ega se moze dobiti informacija o otkucajima srca (Tamura i sar., 2014).
Eksperimentalna jedinica sadrzi 8 fotopletizmografa (PPG uredaja), koji
omogucavaju istovremeno pracenje SR kod 8 jedinki (Slika 3.6.). U svakom PPG uredaju
nalazi se izvor i prijemnik (fotodetektor) infracrvene svjetlosti, od kojih vodi par optickih
kablova koji na svom zavrSetku grade senzor tezine oko 2 grama, postavljen u kuciste

(Slika 3.7.13.8.).

11j :\__, 10
12

Slika 3.7. Shema poprec¢nog presjeka kucista i drzaca za senzor sa blok dijagramom komponenti fiber-optic
metoda : 1 —kudéiste, 2 — cilindar drzaca, 3 — rezanj drzaca, 4 — zavrtanj, 5 — prenosno opti¢ko vlakno, 6 —
prijemno opticko vlakno, 7 — izlazni kraj, 8 — ulazni kraj, 9 — djelovi kucista za podrsku vlaknima, 10 —
tjelesni omotac ispitivane Zivotinje, 11 — srce u fazi dijastole, 12 — srce u fazi sistole, 13 — filter digitalnog
signala, 14 — izvor optic¢ke svjetlosti, 15 — prijemnik opticke svjetlosti, 16 —napajanje, 17 — pojacivac, 18 —

A/D pretvarag, 19 — raunar (Kholodkevich i sar., 2013).

Nakon uklanjanja obraStajnih organizama sa kapaka ljusSture, dagnje su obradene
pomocu papira za suvo pjeskarenje, zatim, senzor je prislonjen iznad oblasti srca (Slika
3.8.a), kako bi se pronasao signal SR pracen na monitoru racunara. Po dobijanju
ponavljajuceg signala SR, drza¢ senzora sa zavrtnjem, spojen je dvokomponentnim
epoksidnim lijepkom za obiljezeno mjesto na ljusturi (Slika 3.8.b), nakon susenja lijepka,

senzor je pri¢vrséen za drza¢ pomocu odvijaca (Slika 3.8.c).
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Slika 3.8. A) Trazenje signala, B) Lijepljenje drzaca za senzor, C) dagnja sa povezanim senzorom

Signal SR je dobijen putem prenosnog optickog kabla, izlaganjem srca Skoljke
infracrvenoj svjetlosti koja ima sposobnost prolaska kroz ljusturu, pri ¢emu odbijena
svjetlost, sadrzi informaciju o kontraktilnoj aktivnosti srca i odlazi u fotodetektor PPG
uredaja putem prijemnog optickog kabla na senzoru (Slika 3.7.). Nakon neophodnog
pojacavanja, filtriranja i pretvaranja signala iz analognog u digitalni oblik pomoc¢u A/D
pretvaraca, signal je poslat u racunar, pri ¢emu se na ekranu uoCava u formi

fotopletizmograma (Kholodkevich 1 sar., 2017; Slika 3.9.).

FP ADC PC
f(— ™~ o A"‘\ r -"\\
X=1n :! i' Cl.
+ f X Cl.: &
] Cliss
DF HE
SD
o x,,/ N N >

Slika 3.9. Blok dijagram fiber — optic metoda i automatska obrada sréanog ritma $koljki na primjeru
Anodonta anatina. Skra¢enice: FP — fotopletizmograf, ADC — A/D pretvarac, PC — racunar (eng. Personal
computer), DF — digitalni filter, DA — anliza raspodjele (eng. Distribution analysis). Prikazane su glavne faze
obrade podataka uzoraka sr¢anih intervala — CI (eng. Cardiac interval; CI, ne<50), HR — prosjec¢ni sr¢ani

ritam (eng. Heart rate), SD — standardna devijacija (Kholodkevich i sar., 2017).
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Originalni racunarski program VarPulse oCitava podatke sa A/D pretvaraca odnosno
obraduje pocetni signal sa fotopletizmografa, primjenjuje digitalne filtere i detektuje sréane
intervale u realnom vremenu (sakuplja uzorke sréanih intervala i racuna ih do podesSenog
okvira; Slika 3.9.), obraduje statisticke karakteristike SR, frekvenciju i ¢uva podatke na
disku racunara (Kholodkevich i sar., 2008).

Pored SR, kao pokazatelj nivoa stresa, uveden je parametar dHR koji predstavlja
prosje¢nu razliku u odgovoru SR u odnosu na period predtretmana (vrijednost SR
izmjerena u Cistoj morskoj vodi prije izlaganja zagadenju). dHR je racunat po formuli;

dHR = IHr; - prosjek Hrl,
pri cemu Hr; predstavlja SR mjeren u i — periodu sa pauzom od 10 sekundi izmedu perioda,

dok Hr,; predstavlja SR registrovan u periodu predtretmana.

3.4.3. Uzorkovanje hemolimfe

Nakon izlaganja, hemolimfa je uzorkovana iz miSi¢a aduktora dagnje pomocu
Sprica od 3 mL sa hipodermalnom iglom 26G (Slika 3.10.). Hemolimfa iz 2-3 jedinke je
“pulovana” u mikrotubama na ledu da bi se dobio 1 mL uzorka (ukupno 4 mL za grupu od
10 Zivotinja). Uzorci su centrifugirani u trajanju od 10 min. pri 500 rpm na temperaturi od
4°C; suspenzija celija napravljena je u 60 pL preostalog supernatanta. Zatim je

pripremljena Celijska suspenzija podvrgnuta komet testu.

Slika 3.10. Uzorkovanje hemolimfe
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3.4.4. Diferencijalno bojenje ¢elija akridin oranz/etidijum bromid (AO/EB)

Diferencijalno bojenje pomocu mjeSavine boja akridin oranz (AO) i etidijum
bromid (EB), koriS¢eno je za odredivanje prezivljavanja hemocita dagnji na osnovu
cjelovitosti membrane. AO prolazi kroz membranu, tako da boji jedra Zivih ¢elija koja su
pod mikroskopom zeleno obojena, s druge strane, EB nema sposobnost prolaska kroz
membranu i boji jedra ¢elija ¢ija cjelovitost membrane je naruSena, pa se pod mikroskopom
uoCavaju jedra uginulih celija narandzasto — crvene boje (Squier i Cohen, 2001).
Pripremljeno je 2 nLL. AO/EB i dodato u 20 uL suspenzije ¢elija koja je. Zatim, suspenzija
je postavljena na mikroskopsku plo¢icu i prekrivena pokrovnim staklom. Celije su
analizirane na fluorescentnom mikroskopu (Leica, DMLS, Austria) pod uvelicanjem 400x,

filterom za ekscitaciju 510—-560 nm 1 barijernim filterom 590 nm.

3.4.5. Komet test

Procedura alkalnog kometa testa izvedena je pod Zzutim svijetlom kao §to su opisali
Singh 1 sar. (1988) i Kolarevi¢ i sar. (2013). Mikroskopske ploc¢ice prethodno su bile
presvucene sa 1% NMP (eng. Normal Melting Point) agaroze i suSene na vazduhu 24 h.
Zatim, postavljeno je 80 pL 1% NMP preko postojeceg 1% NMP sloja da bi se napravio
drugi pomo¢ni sloj koji je pomocu pokrovnog stakla prosiren po plocici. Plocica je drzana
na ledu 5 min. da bi doSlo do potpune polimerizacije agaroze. Po uklanjanju pokrovnih
stakala, 30 pL prethodno pripremljene celijske suspenzije blago je promijesano sa 70 puL
1% LMP (eng. Low Melting Point) agaroze (37°C) i pomoc¢u automatske pipete dodato na
pomo¢ni sloj 1% NMP agaroze i prekriveno pokrovnim staklom. Nakon inkubacije od 5
min. na 4°C, uklonjena su pokrovna stakla 1 ploCice su uronjene u svjeze napravljen hladan
(4°C) pufer za lizu u trajanju od 1 h. Zatim su ploCice postavljene u posudu za
elektroforezu koja sadrzi hladan (4°C) alkalni pufer za elektroforezu na 20 min., kako bi
doslo do denaturacije DNK. Elektroforeza je izvedena pri 0,75 V/cm 1 300 mA u trajanju
od 20 min. na 4°C. Nakon elektroforeze, plo¢ice su smjeStene na 15 min. u svjeze

pripremljen pufer za neutralizaciju. Zatim, plocice su fiksirane hladnim metanolom (15
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min. na 4°C) i osuSene na vazduhu u mraku. Bojenje je obavljeno sa 20 puL rastvora

etidijum bromida (2 pg/mL) po plocici.

Slika 3.11. Jedra hemocita dagnji

Plocice su analizirane na fluorescentnom mikroskopu (Leica, DMLS, Austria, pod
uveli¢anjem 400x, filter za ekscitaciju 510-560 nm, barijerni filter 590 nm). Mikroskopske
slike kometa (Slika 3.11.) izbrojene su pomocu softverskog paketa Comet IV Computer
Software (Perceptive Instruments, UK). Analizirano je 50 jedara po preparatu, pri ¢emu je
kao mjera oste¢enja DNK koris¢en parametar koji oznaCava procenat fluorescencije u repu
komete - TI%. Veoma oStecena jedra u kojima se nivo oStecenja DNK nije mogao
kvalitetno procijeniti, definisana kao jedra sa velikim oSte¢enjem — HH%, brojana su
pomoc¢u HH alata dostupnog u Comet Assay IV software. Ucestalost HH% racunata je na

100 analiziranih jedara.

3.4.6. Mikronukleus test

Mikroskopski preparati za mikronukleus test (Slika 3.12) pripremljeni su po
proceduri BarSiene i sar. (2006), uz podesavanja za hemolimfu po uputstvu Straser i sar.
(2011). Za svaki uzorak, hemolimfa je “pulovana” od 6 jedinki iz jedne grupe kako bi se
dobio 1 mL. Uzorak je fiksiran sir¢etnom kiselinom/methanol u odnosu 1 : 3. Suspenzije su

centrifugirane pri 1500 rpm 5 min. i peleti su isprani tri puta sa fiksativom. Za svaki
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uzorak, pripremljena su po tri preparata tako $to se 100 pL fiksirane celijske suspenzije
razlije po plocici. Plo¢ice su susene na vazduhu 24 h, obojene sa akridin oranz (10 pg/mL) i
analizirane pod uvelicanjem 400x uz brojanje frekvencije mikronukleusa (MN) pod suvim
uveli¢anjem od 1000x. Sa svakog preparata proucavano je po 1000 ¢elija (3000 po uzorku).
Mikronukleusi su brojani po kriterijumu iz Hagger i sar. (2005), precnik mikronukleusa bio

jeizmedu 1/3 1 1/10 pre¢nika glavnog jedra.

3.12. Hemocite dagnji za kvantifikaciju mikronukleusa

3.4.7. SOS/umuC

U toku svih tretmana nakon 24, 48, 72 1 96 h uzet je po jedan uzorak vode od po 10
mL iz svakog akvarijuma i zamrznut na -20°C. Test je sproveden sa rastvorima TBT-CI u
finalnoj koncentraciji od 1, 10 1 100 pg/L, koji su pripremljeni u osmotski podesenom PBS
(1000 mosm) 1 kasnije sa uzorcima vode iz akvarijuma profiltrirani kroz pore veliine 2
pum. Test je izveden na osnovu protokola Zegura i sar. (2009), uz nekoliko izmjena.

Prekonoc¢na kultura Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 razblazena je 10 puta sa
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svjezim TGA medijumom i inkubirana na 37°C na 1,5 h uz aeraciju do postizanja faze
eksponencijalnog rasta. Izlaganje je obavljeno u mikrotitarskim plo¢ama dodavanjem 180
pL vode ili rastvora TBT-CI, 20 uL (10 x TGA) i 70 uL bakterijske kulture, ili u slucaju
eksprimenata sa metabolickom aktivacijom 180 pL uzorka vode, ili rastvora TBT-CI, 20
pL (10 x TGA sa kofaktorima) i 70 pL S9 mjeSavine bakterijske kulture pripremljene
prema uputstvu iz ISO standarda (ISO, 2000). 4-NQO (finalna koncentracija 0,5 pg/mL)
koris¢ena je kao pozitivna kontrola u eksperimentima bez metabolicke aktivacije, dok je
B(a)P (finalna koncentracija 10 pg/mL) koris¢en kao pozitivna kontrola u eksperimentima
sa metabolickom aktivacijom. Pri eksperimentima sa TBT-Cl u PBS-u, osmotski podeSen
PBS (1000 mosm) koriS¢en je kao negativna kontrola, dok je pri eksperimentima sa vodom
iz akvarijuma kao negativna kontrola upotrijebljena voda iz kontrolnog akvarijuma.
Mikrotitarske ploce su inkubirane na 37°C, 2 h uz aeraciju. Nakon izlaganja, mjeSavina je
10 puta razblazena u svjezem TGA medijumu u novim mikrotitarskim plo¢ama i inkubirana
na jo§ 2 h. Stopa rasta bakterija odredena je mjerenjem apsorbance na 600 nm na citacu
mikrotitarske ploce. B-galaktozidazna aktivnost odredena je koris¢enjem ONPG supstrata u
trajanju od 20 min. na 25°C.

Apsorpcija je mjerena na 405 nm uz upotrebu referentnog rastvora bez bakterija.
Stopa bakterijskog rasta ra¢unata je primjenom slede¢eg obrazca:

G = uzorak OD600/kontrola OD600.

Stopa rasta (Sr) niza od 0,75, Sto predstavlja 25% inhibicije biomase, uzeta je kao
pokazatelj citotoksi¢nosti.

Stopa indukcije (Si) racunata je po obrascu:

uzorak OD405/(kontrola OD405*G).

Stopa indukcije 1,5 uzeta je kao prag na kome je uzorak smatran genotoksicnim (ISO,

2000).

3.4.8. Statisticke analize

Statisticke analize rezultata dobijenih u eksperimentima uradene su pomocu

programskog paketa Statistica 6.0 Software (StatSoft, inc.). Za provjeru da li rezultati
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komet testa imaju normalnu raspodjelu, prije statistickih analiza koriS¢en je Kolmogorov-
Smirnov test. S obzirom da podaci nisu bili u skladu sa zahtjevima primjene parametarskih
testova, razlike izmedu svake grupe i odgovarajuce negativne kontrole ispitivani su pomocu
Mann-Whitney U testa. Imajuéi u vidu veli¢inu grupa, koris¢en je Studentov t-test (p<0,05)
pri ispitivanju znacajnosti za vijabilnost ¢elija, frekvenciju HH% i frekvenciju MN. Analize
korelacije uradene su pomocu Pearson -ovog testa sa nivoom znacajnosti p<0,05 (u
rezultatima eksperimenata sa TBT-CI) kao i Spearman-ovog testa sa nivoom znacajnosti

p<0,05.(u rezultatima eksperimenata sa dizel gorivom i S-25).
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Rezultati

4. Rezultati

Jedan od ciljeva pracenja SR bio je ispitivanje pocetne reakcije zivotinje na
prisustvo stresora i mjerenje kasnijeg oporavka od stresa prilikom kratkotrajnog izlaganja.
Medutim, u prirodnim uslovima, trajanje zagadenja obicno je duZe pa su organizmi koji su
izloZeni, prinudeni da aktiviraju unutraSnje mehanizme koji im omogucavaju da prevazidu
nepovoljne uslove.

Prema tome, dobijeni rezultati mogu se podijeliti na pracenje SR dagnje, kao
fizioloskog biomarkera pri kratkotrajnom izlaganju promjeni u salinitetu morske vode,
CdCl,, dizel gorivu i S-25 i na uporedne analize SR 1 oSteenja DNK u hemocitama dagnji
kao molekularnih biomarkera, odredivanih pomocu alkalnog komet testa u produzenom
izlaganju ex situ primijenjenim supstancama: CdCl,, dizel gorivo, S-25, PAH (B(a)P) i POP
(TBT-CI).

U cilju odredivanja trajnih posljedica zagadenja porijeklom od POP-a na primjeru
TBT-CI, uveden je i mikronukleus test. Pored biomarkera dagnje, genotoksi¢ni potencijal

TBT-CI, ispitivan je na prokariotskom modelu koris¢enjem SOS/umuC testa in vitro.

4.1. Uticaj stresora na srcéani ritam dagnje prilikom kratkotrajnog izlaganja

Radena su ispitivanja uticaja kratkotrajne promjene u salinitetu morske vode na SR
dagnje ex situ, pri ¢emu je utvrden potencijal “fiber-optic” metoda za otkrivanje prisustva
zagadenja. Takode, vrSena su kratkotrajna izlaganja dagnji zagadenju porijeklom od teskih
metala, kao model je koris¢en CdCl,. Ispitivan je i uticaj zagadenja koje potice od naftnih
derivata na SR dagnji, sa ciljem utvrdivanja potencijalnih razlika u oporavku SR izazvanim
pojedina¢nim uticajima dizel goriva i disperzanta za naftu S-25 i samog dispergovanog

dizel goriva.
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4.1.1. Fizi¢ko — hemijski parametri morske vode na lokalitetima Stoliv, Dobrota 1 i

Dobrota 2

Za eksperimente u kojima je ispitivan kratkotrajni uticaj promjene saliniteta morske
vode na SR, uzorkovane su 3 grupe dagnji sa lokaliteta Stoliv, Dobrota 1 i Dobrota 2. Tom
prilikom, radi odredivanja fizicko — hemijskih parametara, uzorkovana je morska voda sa
povrsine i izmjereni su temperatura, salinitet i rasvoreni kiseonik, in situ, pomocu sonde
WTW Multi 3501 (Tabela 4.1.). Odredivanje nutrijenata sa mjesta uzorkovanja kao sto su
nitrati, nitriti, amonijum, fosfati, silikati, ukupni azot i ukupni fosfor vrSeno je prema
metodama Parsons i sar. (1985) 1 Degobbis i sar.(1986). Dobijeni rezultati prikazani su u
tabeli 4.1. Vrijednost saliniteta povrSine mora u Stolivu od 35,8 %o kao i Dobroti 1 22,2 %o
u oktobru, viSe su u odnosu na lokalitet Dobrota 2 gdje je izmjereno svega 4,9 %o u
novembru 2012. god. Niza vrijednost saliniteta kao i1 viSe koncentracije nitrata, fosfata i
silikata na lokalitetu Dobrota 2 u odnosu na Stoliv i Dobrotu 1, uslovljene su pojacanim
prilivom kopnenih voda putem padavina, pritoka i podvodnih izvora. Dobijeni rezultati u
saglasnosti su sa podacima iz studije Krivokapi¢ i sar. (2011), gdje je pokazana znaCajna
negativna korelacija vrijednosti saliniteta u odnosu na koncentracije nitrata i silikata u

Bokokotorskom zalivu.

Tabela 4.1. Fizicko - hemijski parametri morske vode na lokalitetima Stoliv, Dobrota 1 i Dobrota 2

Lokaliteti Stoliv Dobrota 1 Dobrota 2
' Period uzorkovanja | Oktobar 2012 | Oktobar 2012 | Novembar 2012 |
Temperatura (°C) 18,1 17 13,1
Salinitet (%o) 35,8 22,2 4,9
Kiseonik (mg/L) 7,08 7,9 7,25
Nitrati (umol/L) 1,675 4,405 15,794
Nitriti (umol/L) 0,099 0,019 0,019
Fosfati (umol/L) 0,178 0,223 0,445
Silikati (umol/L) 3,604 4,404 16,416
Ukupni fosfor (umol/L) | 0,235 0,188 0,376
Ukupni azot (umol/L) 7,775 1,178 0,334
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Za grupe eksperimenata koje obuhvataju kratkotrajno izlaganja dagnji CdCl,, kao 1
dizel gorivu i S-25, dagnje su uzorkovane sa lokaliteta Dobrota 1, pri ¢emu je za svaki

eksperiment, temperatura odrzavana na 20+1°C i salinitet na 20+1 %o.

4.1.2. Uticaj kratkotrajne promjene saliniteta morske vode na sr¢ani ritam dagnji

Kako bi se ispitala osjetljivost 1 primjenljivost korisS¢enja Mediteranske dagnje kao
modela sa potencijalom za biomonitoring, uradena je studija pracenja promjene obrasca SR na
kvalitet morske vode. Cilj je bio ispitivanje osjetljivosti ovog fizioloSkog biomarkera,
pokazatelja zdravstvenog stanja, i mogucnost njegove primjene u procjeni kvaliteta morske
vode. Na lokalitetima Stoliv i Dobrota 1 vrijednosti saliniteta povrSine mora iznosile su
35,8 1 22,2 %o (tabela 4.1.). Na lokalitetu Dobrota 2, zbog niske vrijednosti od 4,9 %o,
salinitet je podeSen na 12,9 %o dodatkom morske soli. Lokalitet Stoliv je koriS¢en kao
referentno mjesto u odnosu na lokalitete Dobrota 1 1 2 koji su zbog blizine glavne luke 1
uvecane koncentracije stanovnistva izlozene ve¢em antropogenom pritisku.

Prije dodatka destilovane vode, izmjerena je vrijednost SR u trajanju od oko 2 h
(period predtretmana), da bi se definisala referentna tacka za moguce promjene SR u toku
izlaganja. Po dodatku morske soli, SR je mjeren najmanje 2 h (period nakon tretmana),
kako bi uocili reakciju Zivotinja.

U sva tri eksperimenta, nakon nagle promjene saliniteta morske vode u akvarijumima,
dodatkom destilovane vode (prva strelica; Slika 4.1.), doslo je do pada vrijednosti SR
unutar tri grupe ispitivanih dagnji. Nizi SR odrzao se u toku 1 h izlaganja, da bi po dodatku
morske soli (druga strelica; Slika 4.1.) koja je potrebna za obnavljanje vrijednosti saliniteta
1z predtretmana, doSlo do porasta SR dagnji.

Vrijeme oporavka SR 1 koeficijent varijacije (CV) unutar grupe ispitivanih dagnji koris¢eni
su kao biomarkeri. IzraCunavanje vremena oporavka od stresa za svaku Skoljku zasnivalo se
na graficima (Slika 4.1.) i mjereno je od trenutka dodavanja morske soli u akvarijum sve do
postizanja vrijednosti SR dagnji koje su imale u predtretmanu. CV predstavlja medusobnu

promjenljivost SR unutar grupe zivotinja i racunat je 1 h nakon izlaganja.

40



Rezultati

| ? ol
'PL"Q{“ — HR1
HR2
W TL‘MU’”"‘“’ I'L'--’ - HR3
=~ — HR4

: ; HR5

0 -~ HRS

11:32 12:35 13:38 15:30
Vrijeme, hh:mm

Srcani ritam, otk./min.

— HR1
— HR2
—— HR3

: — HR4
0 5 3 HRS

11:56 13:05 14:06 16:00
Vrijeme, hh:mm

Srcani ritam, otk./min.

—_
O
~—

Dv So

— HR1
— HR2
— HR3
— HR4

HR5

Sréani ritam, otk./min.

10:28 12;38 13;40 15:05
Vrijeme, hh:mm
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41



Rezultati

Najniza prosjecna vrijednost oporavka SR od 49,7 min, izmjerena je unutar grupe dagnji
uzorkovanih na lokalitetu Stoliv. Prosjecna vrijednost oporavka SR kod Skoljki
uzorkovanih sa lokacije Dobrota 1 bila je 60, dok je na lokaciji Dobrota 2 iznosila 52,4
min. Sto se ti¢e CV, najveéa vrijednost unutar grupe $koljki bila je 0,35 u Stolivu.
Primjetno je odstupanje u odnosu na vrijednosti CV iz Dobrote 1 koja je iznosila 0,15 i
Dobrote 2 sa 0,16. Smatra se da visoka vrijednost CV unutar ispitivane grupe Zivotinja

ukazuje da je ispitivani lokalitet pod uticajem zagadenja.

4.1.3. Uticaj CdCl, na sréani ritam dagnji prilikom kratkotrajnog izlaganja

CdCl, koris¢en je kao pogodan model za ispitivanje uticaja teSkih metala na SR
dagnji, kao 1 za mogucénosti “fiber-optic” metoda u detekciji zagadenja morske vode.
Dagnje su po uzorkovanju sa lokaliteta Dobrota 1 odvojene u tri grupe koje su nakon
aklimacije u akvarijumu pod laboratorijiskim uslovima posluzile za ispitivanje uticaja 4, 40
1100 uM CdCl,.

Nije bilo promjene SR unutar grupe dagnji pri izlaganju 4 puM CdCl,. Bazalni nivo
SR bio je stabilan u toku tretmana koji je trajao 2 h (Slika 4.2.a).

Nakon primjene 40 uM CdCl,, doslo je do oStrog pada prosjecne vrijednost SR
unutar grupe od 7 dagnji sa 26,7 na 12,5 otk./min. kao posljedica reakcije stresa (Slika
4.2.b). Takode, primje¢ena je i reakcija zatvaranja ljuSture kod svih jedinki. Nakon
tretmana koji je trajao 2 h, po ispiranju supstance iz akvarijuma doslo do blagog porasta
SR. Medutim, iako je supstanca uklonjena iz sistema, ovako niske vrijednosti SR u odnosu
na vrijednosti registrovane u predtretmanu, odrzale su se 3 h i 49 min, nakon ¢ega je SR
poceo da raste. Prosjecno vrijeme oporavka unutar grupe od 7 dagnji iznosilo je 5 hi 18
min. LjuSture Skoljki ostale su zatvorene dugo po ispiranju CdCl,. Jedna jedinka nije
prezivjela tretman 1 iskljucena je iz rezultata.

Najvisa koncentracija CdCl, (100 uM) izazvala je brzu reakciju u vidu
kratkotrajnog porasta prosjecne vrijednosti SR u grupi od 5 dagnji, sa 29,5 na 35,8

otk./min, a zatim je oStro pala na svega 13,5 otk./min §to je manje od 50 % od pocetne
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Slika 4.2. Prosjecni sréani ritam unutar grupe dagnji (M. galloprovincialis L.) sa standardnom devijacijom

(SD) u predtretmanu, u toku izlaganja i periodu nakon tretmana a) 4 uM, b) 40 uM i ¢) 100 uM CdCl,.

Strelice (slijeva) pokazuju trenutke pocetka i prestanka hemijskog tretmana.

vrijednosti (Slika 4.2.¢). Nakon 2 h izlaganja, primjecen je porast SR ¢ija je vrijednost u

duzem periodu bila nestabilna. Prosjecno vrijeme oporavka za 5 ispitivanih dagnji iznosilo
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je 10 h i 37 min. Pri dodatku ovako visoke koncentracije toksina doslo je do zatvaranja

ljustura kod svih dagnji.

4.1.4. Uticaj dizel goriva i S-25 na srcani ritam dagnji prilikom kratkotrajnog

izlaganja

Zbog sve veceg znacaja na globalnom nivou i ucestalih zagadenja naftom i
derivatima, dizel gorivo i S-25 odabrani su za ispitivanje uticaja na SR dagnje. Nakon 72h
aklimacije, radeno je krakotrajno izlaganje od 2 h u Cetiri odvojena eksperimenta, pri cemu
je u akvarijum sa morskom vodom dodato 1000 pnL/L dizel goriva, 2 pL/L 1 200 pL/L S-25,
kao 1 mjesavine (10 uL/L dizel goriva + 10 pL/L S-25).

Pri dodatku 1000 pL/L dizel goriva u akvarijum, nije bilo promjena SR unutar
grupe dagnji. SR je bio na bazalnom nivou u toku izlaganja. Ista situacija zapazena je
prilikom ispitivanja uticaja 4 uM CdCl, (Slika 4.3.a), pa u ovom slucaju rezultati nisu
prikazani.

Dizel gorivo u koncentraciji 10 uL/L, dispergovano istom koncentracijom naftnog
disperzanta S-25, izazvalo je smanjenje SR Skoljki. Prosjecna vrijednost SR u predtretmanu
unutar grupe od osam dagnji bila je stabilna na 18,7 otk./min sa nizom SD (Slika 4.3.a). U
toku izlaganja (izmedu isprekidanih linija Slika 4.3.), primijecen je blagi porast SR, Sest
minuta nakon primjene supstance, pri ¢emu je doslo do snizavanja do minimalne
vrijednosti od 9,1 otk./min, koja je bila dvostruko niZza od prosjecne vrijednosti SR u
predtretmanu. Nakon ispiranja, SR je bio naglo poviSen sa znacajno viSom SD. Vrijeme
oporavka racunato je kao period od trenutka ispiranja do postizanja stabilnog SR sa niZom
SD i iznosilo je 3 hi 12 min.

Najniza koncentracija S-25 koja je uticala na SR Skoljki bila je 2 pL/L. Takode,
primjecen je veliki pad SR sa 23,1 na 9,6 otk./min, praden viSim vrijednostima SD (Slika
4.3.b). Prije trenutka ispiranja, prosjecna vrijednost SR bila je povecana do 20,2 otk./min
usljed spontanog pocetka oporavka SR. Nakon ispiranja, vrijeme oporavka je bilo 46 min.

Nakon primjene 200 uL/L S-25, pocetna vrijednost SR porasla je na kratko, da bi
kasnije naglo pala sa 23,2 na svega 10,4 otk./min. (Slika 4.3.c). U toku tretmana, usljed
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visoke koncentracije i snazne aktivnosti S-25 nastala je velika koli¢ina pjene u akvarijumu.
Po ispiranju, SR je imao opadajuci trend sa znacajnim odstupanjima u toku duzeg perioda.
Takode, SD je bila visoka i nestabilna. Oporavak SR bio je produzen i iznosio je 18 h i 40

min.

4.2. Uporedne analize praenja sréanog ritma dagnji i genotoksi¢nosti prilikom

produZenog izlaganja stresorima

Kako bi se prikazali §to realniji podaci o promjenljivosti SR, obavljen je i produZeni
tretman dagnji CdCl,, dizel gorivom, S-25, PAH (B(a)P) 1 POP (TBT-CI), takode ex situ.
Kadmijum je ukljuen u dalja istrazivanja kao model polutant, dok su dizel gorivo,
disperzant za naftu 1 TBT-CI odabrani kao zagadivaci ¢ija kontrola je od velikog znacaja za
zivotnu sredinu mora.

U okviru produzenog izlaganja dagnji odabranim zagadiva¢ima, uporedno sa SR
praceno je 1 oStecenje DNK molekula u tretiranim jedinkama. Uz komet test koji je sluzio
kao osnovni metod za odredivanje ostecenja DNK, genotoksic¢ni potencijal TBT-CI, takode
je analiziran mikronukleus testom kao i na prokariotskom modelu koris¢enjem SOS/umuC
testa in vitro.

Dodatni biomarkeri dagnje, kao i prokariotski model za ispitivanje genotoksi¢nosti,
uvedeni su da bi se ukazalo na mogu¢u povezanost izmedu fizioloskih biomarkera, koji su

generalno nespecifi¢ni, sa molekularnim biomarkerima ¢ija kvantifikacija moze pokazati

privremene ili trajne posljedice Stetnog dejstva ispitivanih supstanci.
4.2.1. Fizicko-hemijski parametri morske vode na lokalitetu Dobrota 1

Na lokalitetu uzorkovanja dagnji, Dobrota 1 u Bokokotorskom zalivu, pri dubini od
2-3 metra, izvrSena je procjena kvaliteta morske vode na osnovu fizicko — hemijskih

parametara. Za eksperimenate koji ukljuuju produzeno izlaganje dagnji dizel gorivu 1 S-

25, kao 1 TBT-CI, radenih u toku ljeta 2014., odnosno 2015. god., izmjereni su temperatura,
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salinitet 1 rastvoreni kiseonik in situ (tabela 4.2), pomocu WTW sonde Multi 350i.
Uzorkovanje je obavljeno u toku avgusta zbog izrazenijeg antropogenog pritiska usljed
turisticke sezone, odnosno pogorsanja kvaliteta vode u priobalnom dijelu mora. Takode, u
toku ljetnjih mjeseci zapaZzene su stabilne vrijednosti saliniteta u Bokokotorskom zalivu
(Bellafiore i sar., 2011), Sto moze biti vazno uzimajuci u obzir znacajan uticaj promjene

saliniteta na SR Skoljki iz porodice Mytilidae (Bakhmet i sar., 2005; Sara i De Piro, 2011).

Tabela 4.2. Fizi¢ko - hemijski parametri morske vode na lokalitetu Dobrota 1 u toku avgusta 2014. i 2015.

god.

Period uzorkovanja W Avgust 2015
Temperatura (°C) 22 22
Salinitet (%o) 31 32
Kiseonik (mg/L) 8,1 8,1
Nitrati (umol/L) 1,429 2,505
Nitriti (pmol/L) 0,089 0,047
Fosfati (umol/L) 0,178 0,141
Silikati (umol/L) 2,012 1,982
Ukupni fosfor (umol/L) | 0,289 0,256
Ukupni azot (umol/L) 9,012 6,539

Mjesto uzorkovanja moze se smatrati kao relativno nezagadeno i ve¢ je kori§¢eno
kao referentno mjesto za razli¢ite biomarkere u prethodnim studijama (Da Ros i sar., 2011;
Héberger i sar., 2014).

Takode, izvrSena je i1 analiza nutrijenata u vodi da bi se uzeo u obzir mogu¢i uticaj
pogorsanja kvaliteta mora na dagnje. Odredivanje nutrijenata na mjestu uzorkovanja kao
Sto su nitrati, nitriti, amonijum, fosfati, silikati, ukupni azot i ukupni fosfor vrseno je prema
metodama Parsons 1 sar. (1985) i Degobbis i sar. (1986). Dobijeni rezultati prikazani su u
tabeli 4.2. Koncentracije nutrijenata na lokalitetu Dobota 1 u ispitivanim periodima bile su
niske. Takode, niske koncentracije nutrijenata u toku ljetnjih mjeseci u studiji Krivokapi¢ i
sar. (2009), objasnjene su visokom providnoSéu mora koja omogucéava bolji prodor
svjetlosti, kao i odsustvom cvjetanja fitoplanktona §to ukazuje na oligotrofne uslove u toku

Jjeta.
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4.2.2. Uticaj dizel goriva i S-25 prilikom produZenog izlaganja

Posto je na osnovu dobijenih rezultata, zapazen znacajan uticaj S-25 na SR dagnji, a
sa druge strane nije bilo reakcije pri dodatku dizel goriva u akvarijum pri kratkotrajnom
izlaganju, u narednim eksperimentima, obavljeni su produZeni tretmani uz prethodnu
mehanicku disperziju dizel goriva u morskoj vodi. Trajanje tretmana od 72 h, odabrano je
kao svrsishodno na osnovu studije Barron 1 Ka’aihue, (2003), pa je uzeto da je to optimalan
period koji je potreban da se potencijalno zagadenje mora, porijeklom od naftnih derivata,
ukloni prirodnim putem, odnosno kretanjem vodene mase. Takode, kako bi se simulirali
uslovi zagadenja nastali kao posljedica nezgode na moru, u eksperimentima je koris¢eno
mehanicki dispergovano dizel gorivo u morskoj vodi, kao i mehanic¢ki dispergovane
mjeSavine dizel goriva i S-25. Kao pozitivna kontrola koris¢en je CdCl,. Za negativnu
kontrolu kori$¢ena je grupa jedinki u akvarijumu sa ¢istom morskom vodom.

Posto u dostupnoj literaturi nema podataka o genotoksi¢nosti S-25, uporedo sa
eksperimentima analize SR, uradeni su tretmani istim rastvorima, u trajanju od 72 h u
odvojenim akvarijumima, za analizu oSte¢enja DNK u hemocitama dagnji komet testom. U
akvarijume je dodato dizel gorivo u finalnoj nominalnoj koncentraciji D1 (100 uL/L) 1 D2
(1000 pL/L), S-25 u koncentracijama S1 (5 pL/L) 1 S2 (50 nL/L), mjeSavine dispergovanog
dizel goriva u koncentracijama M1 (dizel gorivo 100 pL/L + S-25 5 pL/L) i M2 (dizel
gorivo 1000 pL/L + S-25 50 uL/L). Za negativnu kontrolu dodato je 800 mL morske vode
sa mjesta uzorkovanja Dobrota 1, dok je za pozitivnu kontrolu dodato 40 uM CdCl,.

4.2.2.1. Uticaj dizel goriva i S-25 na sréani ritam dagnji prilikom produZenog

izlaganja

Analiza SR u produzenom izlaganju dizel gorivu, S-25 i CdCl,, uradena je u 8
odvojenih eksperimenata, pri ¢emu je za pozitivhu kontrolu koris¢en CdCl,, dok su za
negativnu kontrolu dagnje svo vrijeme boravile u akvarijumu sa ¢istom morskom vodom.
SR je prac¢en 2-3 h prije izlaganja (period predtretmana) kako bi se definisao bazalni nivo u

odnosu na koji bi se mogle pratiti kasnije nastale promjene. Takode, nakon ispiranja
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supstanci iz akvarijuma, SR je mjeren (period nakon tretmana) da bi se registrovao njegov

oporavak.
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(SD).: a) C u ¢istoj morskoj vodi, u predtretmanu, u toku izlaganja i postretmanu: b) CD (40 uM), c¢) D, (100
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ukazuju na trenutke pocetka i kraja izlaganja.
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Pored SR, kao pokazatelj nivoa stresa, uveden je parametar dHR koji predstavlja
prosje¢nu razliku u odgovoru SR u odnosu na period predtretmana (vrijednost SR
izmjerena u Cistoj morskoj vodi prije izlaganja zagadenju).

Rezultati dobijeni za kontrole i tretmane dizel gorivom objedinjeni su na slici 4.4.,
dok su rezultati izlaganja S-25 i dispergovanom dizel gorivu prikazani na slici 4.5. Na slici
4.6. predstavljen je dHR u odnosu na vrijednost bazalnog nivoa SR u predtretmanu, u toku
izlaganja 1 periodu nakon tretmana.

Rezultati za negativnu kontrolu bili su ocekivani. Prosjec¢na vrijednost SR bila je
uglavnom stabilna u toku 72 h sa niskom SD. Takode, CdCl, (CD) koji smo koristili kao
pozitivnu kontrolu uticao je na porast prosjene vrijednosti SR sa 16,5 na 24,4 otk./min, a
zatim i pad do 10,7 otk./min $to je bilo ofekivano na osnovu rezultata kratkotrajnog
izlaganja (Slika 4.4.). Dalje izlaganje CdCl, dovelo je do promjenljivosti SR. Parametar
dHR pokazao je da nije bilo velikih odstupanja u SR u toku negativne kontrole, s druge
strane, pri pozitivnoj kontroli jasno se uocavaju razlike prije tretmana, u toku izlaganja i po
ispiranju supstance (Slika 4.6.a).

Obije koncentracije dizel goriva uslovile su promjene u obrascu SR unutar dvije
grupe dagnji. Nakon $to je postignut bazalni nivo SR od 21,8 otk./min primijenjena je niza
koncentracija D; (prva strelica; Slika 4.4.c). Prosjecna vrijednost SR kod osam $koljki
naglo je porasla do 26,3 otk./min. U toku narednih 72 h izlaganja primijecena je
promjenljivost SR i SD uz periode stabilnosti oba parametra. Ispiranje (druga strelica; Slika
4.4.c) je dovelo do stabilnog obrasca SR sa niskom SD. Izlaganje dagnji D,, na samom
pocetku uticalo je na blagi porast prosjecne vrijednosti SR sa 18,5 na 22,2 otk./min. Nakon
toga, uslijedio je znacajan pad na svega 9,6 otk./min pracen promjenljivom SD. Ove
vrijednosti su se odrzale u narednih 11 h i 37 min sa maksimumom od 14,5 otk./min.
Zatim, SR je naglo porastao na 25,4 otk./min. Ostatak izlaganja odlikovao se veoma
visokom SD i promjenljivim SR. Nakon ispiranja, prosjena vrijednost SR bila je veoma
stabilna na visim vrijednostima. Na osnovu dHR, zapaza se da je pri izlaganju D,, prosjecni
SR u odnosu na period predtretmana imao veca odstupanja u poredenju sa D; (Slika 4.6.a).

Niza koncentracija S-25 (S)), uslovila je povecanje prosjecne vrijednosti SR sa 17,8

na 21,9 otk./min. U narednih 72 h doslo je do znacajne promjenljivosti SR. Takode, treceg
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Slika 4.5. Prosjecni sréani ritam unutar grupe dagnji (M. galloprovincialis L.) sa standardnom devijacijom
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(SD) u predtretmanu, u toku izlaganja i periodu nakon tretmana: a) S; (5 uL/L), b) S, (50 pL/L), c) M, (dizel
gorivo 100 uL/L + S-25 5 uL/L), d) M, (dizel gorivo 1000 uL/L + S-25 50 uL/L) ; Skradenice: S-25 —
Superdispersant-25, M — mjeSavina dizel goriva i S-25, i — ispiranje. Strelice ukazuju na trenutke pocetka i

prestanka hemijskog tretmana.

dana izlaganja, zabiljezen je veoma veliki opseg vrijednosti SD. Ispiranje je uslovilo

stabilan SR pri vrijednosti 16,5 otk./min uz nisku SD. Na samom pocetku primjene S,

51



Rezultati

bazalni nivo prosjecnog SR bio je blago povecan sa 17,5 na 20,2 otk./min. Zatim je SR
naglo opalo do 10 otk./min i uglavnom se zadrzao na nizim vrijednostima u toku prvih 24
h. Narednog dana, doslo je do postepenog porasta SR sa maksimumom od 29,8 otk./min.
Nakon ispiranja, prosjecna vrijednost SR bila je stabilna sa niskom SD. Najvece odstupanje
dHR kod obije koncentracije disperzanta bilo je u prvih 24 h izlaganja, da bi se vrijednost
kasnije smanjila i nakon izlaganja (C,) bila u granicama dHR u predtretmanu (C;; Slika

4.6.b).
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Slika 4.6. Prosje¢na razlika sr¢anog ritma (dHR) unutar grupe dagnji (M. galloprovincialis L.): a) u
predtretmanu (C,), kontroli (C), u toku izlaganja CD, D, (5 uL/L ), D, (50 uL/L) i u periodu nakon tretmana
(C,); b) u predtretmanu (C,), u toku izlaganja S; (5 uL/L), S, (50 uL/L), M, (dizel gorivo 100 uL/L + S-25 5

pL/L), M, (dizel gorivo 1000 uL/L + S-25 50 puL/L) i u periodu nakon tretmana (C,). Vrijednosti
predstavljaju prosjek + SD. Skraéenice: CD — kadmijum hlorid, D — dizel gorivo, S-25 — Superdispersant-25,

M — mjeSavina dizel goriva i S-25.
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Izlaganje nizoj koncentraciji dispergovanog dizel goriva (M;) uslovilo je porast
prosjeCne vrijednosti SR sa 19,7 na 24,2 otk./min. U narednih 72 h, primjeena je
promjenljivost SR. Ispiranje je dovelo do stabilnog SR sa visokom SD. Primjena M, uticala
je na znacajan porast prosjecne vrijednosti SR sa 18,7 na 30 otk./min, nakon cega je
uslijedio nagli pad do svega 8,3 otk./min. Ovako niske vrijednosti SR prac¢ene neoc¢ekivano
niskom SD zadrzale su se sve do kraja izlaganja. Po ispiranju supstance prosjecna
vrijednost SR naglo je porasla do 18,4 otk./min uz visoku SD (Slika 4.5.).

Vrijednost dHR bila je najveca u prvih 24 h pri tretmanu sa M;, da bi se u narednom
periodu postepeno smanjivala. Pri izlaganju M,, dHR je bio visok sve do prestanka

tretmana, nakon ¢ega je doslo do ostrog pada vrijednosti u granicama C; (Slika 4.6.b).

4.2.2.2. Uticaj dizel goriva i S-25 na prezivljavanje celija i oSteenje DNK u

hemocitama dagnji prilikom produZenog izlaganja

Izlaganje za procjenu genotoksicnosti dizel goriva, S-25 1 CdCl,, sprovedeno je u 2
odvojena eksperimenta (eksperiment 1 1 eksperiment 2, u daljem tekstu). Za svaki od njih,
dagnje su odvojene u 8 grupa po 10 jedinki, svaka grupa bila je postavljena u akvarijum sa
morskom vodom uzetom sa mjesta uzorkovanja Dobrota 1. Nakon aklimacije, obavljeni su

tretmani prethodno navedenim supstancama u trajanju od 72 h.
4.2.2.2.1. Uticaj dizel goriva i S-25 na vijabilnost hemocita dagnji

Nakon tretmana, uzorkovana je hemolimfa iz miSi¢a aduktora dagnji, da bi se na
osnovu prezivljavanja dobili podaci o citotoksi¢nosti. Rezultati testa prezivljavanja celija

prikazani su u tabeli 4.3. Smanjeno prezivljavanje hemocita primije¢ano je samo za

tretmane sa CdCl; (29% smanjenja).
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Tabela 4.3. Procenat zivih hemocita u tretiranim $koljkama u odnosu na $koljke iz negativne kontrole

S S DD M M D

Eksperiment 1 89% 96% 99% 100% 100% 100% 85%

Eksperiment 2 94% 93% 93% 100% 92% 100% 58%

Sr. vrijednost 91% 95% 96% 100% 96% 100% 1%
4.2.2.2.2. Uticaj dizel goriva i S-25 na nivo oSte¢enja DNK molekula u hemocitama

dagnji - komet test

Parametri genotoksicnosti koji su analizirani bili su T1% 1 HH%. Rezultati komet
testa objedinjeni su na slici 4.7. Znacajan porast TI% primijecen je za obije koncentracije
S-25. Uticaj dizel goriva bio je zapazen samo za koncentraciju D; 1 samo u eksperimentu 1.
Koncentracija M; dovela je do znacajnog porasta oSteCenja DNK u oba eksperimenta.
Znacajan porast oSte¢enja DNK indukovala je koncentracija M; samo u prvom
eksperimentu ali je indukcija bila znacajno niza u poredenju sa S,, D, 1 M; tretmanima. U
oba eksperimenta CdCl, je indukovao znacajno ostecenje DNK (Slika 4.7.a).

Najvisi procenat HH% u oba eksperimenta zapazen je u grupama koje su bile
izlozene S, (Slika 4.7.b). PoviSen procenat javio se takode za D, u prvom, kao i M; u
drugom eksperimentu. Izuzev koncentracije D,, zapazaju se slicni trendovi medu
oste¢enjima DNK u kometama i frekvencije jedara sa velikim oSte¢enjem Sto je potvrdeno

zna€ajnom korelacijom TI% 1 HH% (tex1 = 0.54, rexo = 0.95).
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Slika 4.7. (a) Nivo oste¢enja DNK procijenjen na osnovu intenziteta repa (eng. Tail intensity — T1%,; srednja
vrijednost+ SE), (b) frekvencije kometa sa velikim oste¢enjem (HH%, eng. Hedgehogs; prosjek = SD ) u
hemocitama M. galloprovincialis, nakon izlaganja S-25 u koncentracijama S; i S,; dizel gorivu u

koncentracijama D, i D, i mjeSavinama M; i M,; CD — kadmijum hlorid (40 pM). *p<0.05.

4.2.3. Uticaj TBT-CI prilikom produZenog izlaganja

U daljem radu je testiran efekat tributil kalaj hlorida (TBT-CI), biocidne
komponente boja, koje se koriste u zastiti plovila sa poznatim toksi¢nim i genotoksi¢nim
potencijalom. Paralelno sa pracenjem uticaja na SR, u odvojenim eksperimentima,
obavljena su produzena izlaganja dagnji istim koncentracijama TBT-CI, radi odredivanja
nivoa oStecenja DNK u hemocitama pomoc¢u komet testa i mikronukleus testa. B(a)P koji je
koris¢en kao pozitivna kontrola dok je za negativnu kontrolu uzet akvarijum sa Cistom
morskom vodom. Uporedo sa navedenim koncentracijama, uzeti su uzorci morske vode iz
akvarijuma 1 testiran je mutageni potencijal TBT-CI na prokariotskom modelu SOS/umuC

testu in vitro.
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4.2.3.1. Uticaj TBT-CI na sréani ritam dagnje prilikom produZenog izlaganja

Uradeno je 5 eksperimenata pri kojima je pracen uticaj tri koncentracije TBT-CI
(10, 100 1 1000 pg/L) na SR dagnji. Za svaki eksperiment postavljeno je po 16 dagnji u
akvarijum, pri ¢emu je 8 jedinki bilo ukljuc¢eno u mjerenje SR dok je druga polovina sluzila
kao pomoc¢na. Tretmani su trajali 96 h, SR je registrovan prije izlaganja (predtretman), u
toku izlaganja i nakon ispiranja suspstanci (period nakon tretmana). Pored SR, kao
pokazatelj nivoa stresa, uveden je parametar dHR koji predstavlja prosje¢nu razliku u
odgovoru SR u odnosu na period predtretmana (poglavlje 4.2.1.2)

Rezultati pra¢enja SR prikazani su na slici 4.8., dok je dHR u odnosu na vrijednost
bazalnog nivoa SR u predtretmanu, u toku izlaganja i periodu nakon tretmana na slici 4.9.
Odnosi SR medu jedinkama unutar grupe dagnji predstavljeni su pomocu SD. U C(istoj
morskoj vodi, primje¢ena je promjenljivost SR kod svih 8 jedinki (Slika 4.8.a), Sto je
ujedno uzrok promjena u obrascu prosjecne vrijednosti SR na slici. Ipak, registovani su i
duzi periodi u kojima je vrijednost SR bila stabilna u toku 96 h.

Nakon izlaganja B(a)P nije bilo promjena u prosjecnoj vrijednosti SR (Slika 4.8.b).
Obrazac SR zadrzao se na bazalnom nivou u toku duzeg perioda. Povremeno, dolazilo je do
promjenljivosti SR, koja je bila slicnog opsega kao u prethodnom slu¢aju u uslovima ¢iste
morske vode. U toku perioda nakon tretmana, SR bio je stabilan.

NajniZa koncentracija TBT-Cl bila je 10 ng/L. Na samom pocetku izlaganja doslo je
do povecanja prosjecne vrijednosti SR za 10 % (Slika 4.8.c). Obrazac SR i SD bili su
stabilni 1 imali su minimalna odstupanja u toku 96 h. Ispiranje je dovelo do porasta SR sa
19 na 25 otk./min da bi kasnije doslo do povratka vrijednosti na bazalni nivo.

Tretmani sa 10 1 100 puta viSom koncentracijom izazvali su znacajan odogovor SR. Uticaj
100 pg/L TBT-CI izazvao je povecanje SR za 10 % (Slika 4.8.d). Nakon toga, SR je ostao
na vrijednosti od oko 20 otk./min. u narednih 5 h. Neocekivano, obrazac SR poceo je
postepeno da opada sve do 11 otk./min. u narednih 6 h. Niza vrijednost SR odrzala se do
kraja prvih 24 h izlaganja TBT-CI. Slede¢eg dana, SR se postepeno povecao do vrijednosti

bazalnog nivoa, pra¢en viSom SD do kraja tretmana. Iako je vrijednost dHR u periodu
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Slika 4.8. Prosjecan sréani ritam dagnje M. galloprovincialis L. sa SD u a) ¢istoj morskoj vodi kao negativna
kontrola, u predtretmanu, u toku izlaganja i u periodu nakon tretmana, b) 50 ug/L B(a)P kao pozitivna
kontrola, ¢) 10, d) 1001 e) 1000 pg/L TBT-CI; Skraéenice: SD — standardna devijacija, C — kontrola, B(a)P —
benzo(a)piren, i — ispiranje, h — sati, TBT — (eng. tributyltin) - TBT-C1
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nakon tretmana bila znacajno visa u poredenju sa predtretmanom, treba napomenuti da su
ove vrijednosti bile u slicnom opsegu (Slika 4.9.).

Odgovor prosjecnog SR na 1000 pg/L TBT-CI, takode je bio povisen za oko 10 %
na samom pocetku tretmana, ali nasuprot srednjoj primijenjenoj koncentraciji, primijecen je
oStar pad SR sa 25 na svega 9 otk./min. (Slika 4.8.e). Prosjec¢na vrijednost SR bila je oko
10 otk./min sve do kraja tretmana. Nakon 72 h supstanca je ispiranjem uklonjena iz
akvarijuma. Po ispiranju, prosje¢na vrijednost SR dostigla je 18 otk./min i ostala na istom
nivou. Vrijednost dHR bila je znacajno visa u toku izlaganja, takode bila je i visoka u
periodu nakon tretmana u odnosu na predtretman (Slika 4.9.). Odlucili smo da uklonimo
supstancu iz akvarijuma dan ranije usljed smanjenog prezivljavanja jedinki.

Povezivanje pomocu bisusnih niti za dno akvarijuma bilo je odrzano u toku dodatka
najnize koncentracije TBT-CI, §to je bio slucaj nakon eksperimenata sa B(a)P i negativne
kontrole. S druge strane, Skoljke su bile pricvrS¢ene za povrSinu dna slabijim intenzitetom u

toku tretmana 1 po ispiranju najviSe koncentracije TBT-CI.

dHR
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Slika 4.9. Prosjec¢na razlika sr¢anog ritma (dHR) unutar grupe dagnji (M. galloprovincialis L.) u kontroli (C),
predtretmanu (C,), u toku izlaganja 10, 100 i 1000 pg/L TBT-CI, 50 pg/L B(a)P (benzo(a)piren) i u periodu

nakon tretmana (C,); prikazane su srednje vrijednosti = SD
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4.2.3.2. Uticaj TBT-Cl na nivo osteenja DNK molekula u hemocitama dagnji i

indukciju mutageneze u prokariotskom modelu prilikom produZenog izlaganja

Dagnje su odvojene u pet grupa po 30 jedinki pri ¢emu je svaka grupa bila
postavljena u staklene akvarijume sa po 20 L morske vode. Tretmani su vrSeni u dva

odvojena eksperimenta (prvi i drugi eksperiment dalje u tekstu).
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Slika 4.10. Postavka eksperimenta za procjenu genotoksi¢nosti TBT-CI: a) shema akvarijuma sa Skoljkama,
b) shema dinamike uzorkovanja prikazana na primjeru kontrolnog akvarijuma. *C — akvarijum negativne
kontrole nakon kontrolnih tacaka na 24, 48, 72 i 96 h, isti postupak je sproveden istovremeno za druge
akvarijume. Skracéenice: A — Skoljke za analizu, B — pomoéne $koljke, R — $koljke u plasti¢nim mreZama za
zamjenu, C — negativna kontrola, BP — B(a)P (50 pg/L) kao pozitivna kontrola, TBT-Cl u koncentracijama
(10, 100, 1000 pg/L).

59



Rezultati

Jedinke su izlagane pri konstantnoj temperaturi od 21£1°C u statiCkom sistemu 96
h. Kontrolne tacke za analize bile su nakon 24, 48, 72 1 96 h u toku tretmana (Slika 4.10.)
Na svakoj kontrolnoj tacki, iz svakog akvarijuma uzimano je po 6 jedinki za analize
(citotoksi¢nost, komet i mikronukleus test).

Iz svakog akvarijuma u kome je raden tretman dagnji uzeti su uzorci vode za

analizu mutagenog potencijala SOS/umuC testom.

4.2.3.2.1. Uticaj TBT-CI na na vijabilnost hemocita dagnji

Citotoksi¢ni potencijal TBT-CIl ispitivan je na osnovu stabilnosti membrane
hemocita ,,trypan blue* bojenjem, pri ¢emu se obojene ¢elije smatraju mrtvim. Poredenjem
sa odgovaraju¢om kontrolom, u oba eksperimenta 1000 pg/L TBT-CI doveo je do

znacajnog pada prezivljavanja ¢elija nakon 48 1 72 h izlaganja (Slika 4.11.).
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Slika 4.11. Uticaj TBT-CI (10-1000 pg/L) i B(a)P (50 pg/L) na prezivljavanje hemocita M. galloprovincialis.
Vrijednosti predstavljaju prosjek £ SE dva nezavisna eksperimenta; C — kontrola, BP — B(a)P; a — znacajnost
u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom u prvom eksperimentu, b — znacajnost u poredenju sa

odgovaraju¢om kontrolom u drugom eksperimentu (p < 0.05).

Takode, 100 pg/L TBT-CI znacajano je redukovalo vijabilnost nakon 72 h izlaganja u oba

eksperimenta, dok je nakon 96 h doslo do znacajnog smanjenja vijabilnosti ¢elija samo u
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drugom eksperimentu. Uticaj najnize ispitivane koncentracije TBT-CIl od 10 pg/L zapazen

je samo u drugom eksperimentu, nakon 48 i 72 h.

4.2.3.2.2. Uticaj TBT-CI na nivo oSte¢enja DNK molekula u hemocitama dagnji —
komet test

Genotoksi¢nost je procijenjena na osnovu parametara TI% 1 HH%. Dobijeni
rezultati za komet test prikazani su na slici 4.12. Nakon 24 h izlaganja, primijecen je
znacajan porast oStecenja DNK u grupi izlozenoj 10 pg/L (samo u drugom eksperimentu) i
u grupama izlozenim 1000 pg/L TBT-CI (u oba eksperimenta). U svim grupama izlozenim
TBT-CI doslo je do porasta oSteCenja DNK nakon 48 h izlaganja, medutim statisticki

znacajna razlika, zapaZena je samo u drugom eksperimentu.

Komet test
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Slika 4.12. Uticaj TBT-Cl (10-1000 ug/L) i B(a)P (50 pg/L) na nivo oStec¢enja DNK procijenjen na osnovu
TI%; Vrijednosti predstavljaju prosjek + SE dva nezavisna eksperimenta; C — kontrola, BP — B(a)P; a —
znacajnost u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom u prvom eksperimentu, b — znacajnost u poredenju sa

odgovaraju¢om kontrolom u drugom eksperimentu (p < 0.05).

U grupi izlozenoj koncentraciji od 1000 ug/L, jo§ uvijek je bio prisutan znacajan

porast oStecenja DNK (drugi eksperiment). Nakon 96 h, u oba eksperimenta nivo oStec¢enja
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DNK bio je znacajno viSi u grupama izlozenim 10 pg/L 1 100 pg/L u poredenju sa
kontrolom. Tretmani B(a)P doveli su do znac¢ajnog porasta nivoa oste¢enja DNK nakon 24 i
72 h u oba eksperimenta i nakon 48 h u prvom eksperimentu. Ni u jednom eksperimentu,

nije zapazen znacajan porast nakon 96h

HH%

HH%

grupal/vrijeme

Slika 4.13. Uticaj TBT-CI (10-1000 pg/L) i B(a)P (50 ug/L) na frekvenciju jedara sa velikim oStecenjem
(HH%); vrijednosti predstavljaju prosjek + SE dva nezavisna eksperimenta; C — kontrola, BP — B(a)P; a —
znacajnost u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom u prvom eksperimentu, b — znacajnost u poredenju sa

odgovaraju¢om kontrolom u drugom eksperimentu (p < 0.05).

Znacajan porast HH% bio je zapazen samo u prvom eksperimentu koji kompenzuje
razlike primije¢ene izmedu prvog i drugog eksperimenta na osnovu vrijednosti T1% (Slika
4.13.). Zapazena je znaajna pozitivna korelacija izmedu podataka za vrijednosti TI1% 1
HH% (Slika 4.14.A). Nakon 48 h izlaganja, koncentracije od 100 1 1000 pg/L dovele su do
zna€ajno veceg broja HH% u poredenju sa kontrolom. Nakon 72 h zapazen je znacajan
porast HH% za sve koncentracije TBT-CI. Poredenjem podataka preZivljavanja celija 1

HH%, zapaZena je znaCajna negativna korelacija (Slika 4.14.B).
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Slika 4.14. Odnos izmedu frekvencije jedara sa velikim oste¢enjem (HH%) i (A) TI% i (B) prezivljavanja

¢elija; take predstavljaju prosje¢ne vrijednosti dobijene u dva odvojena eksperimenta.

4.2.3.2.3. Uticaj TBT-CI na nivo oSte¢enja DNK molekula u hemocitama dagnji —

mikronukleus test
U poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom, u oba eksperimenta TBT-CI (1000 pg/L)
doveo je do znacajnog porasta MN nakon 72 h izlaganja (Slika 4.15.). Takode, uticaj 100
ng/L TBT-CI pokazan je nakon 72 h (prvi eksperiment 1 nakon 96 h (drugi eksperiment).

BP je izazvao znacajan porast MN samo nakon 48 h (drugi eksperiment).
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Slika 4.15. Uticaj TBT-CI (10-1000 pg/L) i B(a)P (50 pg/L) na indukciju formi mikronukleusa u hemocitama
M. galloprovincialis. Vrijednosti predstavljaju prosjek = SE dva nezavisna eksperimenta; C —kontrola, BP —
B(a)P; a — znacajnost u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom u prvom eksperimentu, b — znacajnost u

poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom u drugom eksperimentu (p < 0.05).

4.2.3.2.4. Procjena gentoksi¢nog potencijala TBT-CI u akvarijumskoj vodi SOS/umuC

testom

TBT-CI je testiran in vitro u SOS/umuC testu. Kao $to je prikazano na slici 4.16.B.
nijedna od ispitivanih koncentracija rastvora TBT-Cl pripremljena u PBS — u nije imala
uticaj na indukciju SOS odgovora.

Medutim, primijecen je pad biomase ¢elija koji je bio zavisan od primijenjene doze (Slika
4.16.A). Posto je inhibicija rasta bila ve¢a od 25%, primijecen je citotoksi¢ni potencijal pri
koncentraciji od 10.000 pg/L. Takode, SOS/umuC test izveden je na uzorcima vode iz
akvarijuma u kojim je raden tretman kako bi se predstavio potencijalni uticaj izlaganju
TBT-Cl u zivotnoj sredini. Uzorci su sakupljeni iz svih akvarijuma nakon 24, 48, 721 96 h

izlaganja. Kao $to je to bio slucaj u testu izvedenom in vitro, nijedan uzorak nije pokazao
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sposobnost idukcije SOS odgovora (Slika 4.17.B). Pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji

TBT-CI (1000 pg/mL), bio je jasno izraZen uticaj na rast bakterija (Slika 4.17.A).

Stopa rasta Stopa indukcije

10,0 - = S9-
mS9+

9,0
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3.0
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10 100 1000 10000 PC 10 100 1000 10000 PC
Koncentracija pg/L Koncentracija pg/L

Slika 4.16. Uticaj TBT-Cl na rast (A) i stopu indukcije SOS (B); Vrijednosti predstavljaju prosjek + SD dva
nezavisna eksperimenta; PC — pozitivna kontrola 4NQO/B(a)P; crvena linija predstavlja vrijednost praga za

stopu indukcije (1.5) i inhibiciju rasta (0.75)
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Slika 4.17. Uticaj uzoraka vode iz akvarijuma na rast (A) i stopu SOS indukcije (B). Vrijednosti predstavljaju
prosjek = SD dva nezavisna eksperimenta; BP — B(a)P; crvena linija predstavlja vrijednost praga za stopu

indukcije (1.5) i inhibiciju rasta (0.75).
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Diskusija

5. Diskusija

U ovom radu, istrazivanja se mogu podijeliti na dvije cjeline. Prva cjelina obuhvata
ispitivanja kratkotrajnog uticaja promjenljivosti u salinitetu morske vode na SR
mediteranske dagnje. Takode, analizirano je dejstvo teSkih metala na primjeru kadmijum
hlorida, kao i zagadenja porijeklom od dizel goriva i disperzanta za naftu S-25 na SR
navedenih Skoljki.

Posto je potvrden potencijal SR dagnje kao biomarkera zagadenja, obavljena je
studija produzenog izlaganja navedenim supstancama. U ovoj grupi istrazivanja, uvedeni su
dodatni biomarkeri koji se koriste za procjenu genotoksi¢nosti da bi ispitali povezanost SR
dagnje kao fizioloskog biomarkera sa DNK ostecenjem kao molekularnim biomarkerom
koji se Cesto koristi pri pracenju zagadenja zivotne sredine (Kolarevi¢, 2014). Rezultati
studije kratkotrajnog izlaganja koriS¢eni su kao smijernice za konstrukciju testova
produzenog tretmana. Za pozitivne kontrole u testovima odabrani su CdCl, i B(a)P kao
model mutageni za koje postoje literaturni podaci o uticaju i na SR 1 oSteCenje DNK u
dagnjama. Uvedena je i mehanicka disperzija nafte u morskoj vodi prije samog tretmana. U
literaturi nema podataka o uticaju S-25 na oSte¢enja DNK pa je uporedo sa analizama SR
pracena i genotoksi¢nost pomoc¢u komet testa. Uradeni su tretmani tributil kalaj hloridom,
kao polutantom ¢ija kontrola je od velikog znacaja za Zivotnu sredinu mora. Uporedo sa
analizama SR pracen je efekat ovog zagadivaca komet i mikronukleus testovima. Takode,
mutageni potencijal TBT-CI procijenjen je i na prokariotskom modelu u SOS/umuC in vitro

testu.

5.1. Pracenje uticaja stresora na srcani ritam dagnje prilikom kratkotrajnog izlaganja

Pomoc¢u neinvazivnog “fiber-optic” metoda za pracenje srcanog ritma vodenih
beski¢menjaka (Fedotov i sar., 2000), moguce je dobiti podatke o broju otkucaja srca po
minuti u intervalima od 10 sekundi. Prema tome, Cak i kratkotrajna odstupanja u obrascu
SR, nastala pod uticajem prirodnih promjena u Zivotnoj sredini ili antropogenim

djelovanjem, mogu biti prikazana u realnom vremenu (Kholodkevich i sar., 2008).
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Pracenjem SR dagnji pomocu fiber-optic metoda, potvrdena je sposobnost da
detektuju stres pri kratkotrajnom izlaganju promjenama u salinitetu morske vode,
kadmijum hloridu, kao i1 zagadenju dizel gorivom 1 S-25.

Pri ispitivanju uticaja promjenljivosti saliniteta mora, najniza vrijednost prosje¢nog
vremena oporavka SR izmjerena u Stolivu (referentno mjesto) u odnosu na vremena
oporavka dagnji sa lokaliteta Dobrota 1 i 2, ide u prilog stavu da bi se primijenjeni metod
mogao koristiti za detekciju stresa. U studiji Kholodkevich i sar. (2011), navedeno je da
ukoliko prosjecne vrijednosti oporavka SR dagnji na proucavanim lokalitetima nisu vece za
viSe od 50% u odnosu na vrijednost oporavka SR sa referentnog lokaliteta, smatra se da je
na tim mjestima dobar kvalitet vode. S obzirom da vrijednosti prosjecnog vremena
oporavka SR za skoljke uzorkovane sa lokaliteta Dobrota 1 i 2, prevazilaze vrijednosti
izracunate kod jedinki sa referentnog mjesta, moze se re¢i da je potvrdeno prisustvo stresa.
U studiji Kholodkevich 1 sar. (2011), vrijednosti CV kod $koljki sa referentnih lokaliteta
bile su u opsegu od 0,1 — 0,3. Prema tome, na osnovu vrijednosti CV od 0,35 kod dagnji sa
lokaliteta Stoliv, iako je viSa u odnosu na lokalitete Dobrota 1 i1 2, ne moze se tvrditi da se
radi o prisustvu stresa.

Metod bi trebalo dalje testirati u cilju unapredenja i primjene kao sistema za rano
upozoravanje na prisustvo stresa. Potrebno je proSiriti istrazivanje na razli¢ite vrste, kao 1
na niz lokaliteta koji su pod uticajem razli¢itih tipova stresa.

Smatra se da je kadmijum jedan od najopasnijih zagadivaca Zivotne sredine jer
dovodi do povecanog rizika za razvoj kancerogenih oboljenja (Alessandria i sar., 2012), pri
¢emu moze uticati na stabilnost genoma stvaranjem reaktivnih vrsta kiseonika (eng. ROS —
reactive oxygen species) u ¢elijama (Kolarevi¢ i sar., 2013). U studiji Schuwerack i sar.
(2007) proucavan je uticaj 200 ng CdCl, na SR slatkovodnog raka Potamonautes warreni u
trajanju od 3 nedjelje pri ¢emu nije bilo promjene vrijednosti SR. Takode, tretman sa 50 pg
CdCl, u trajanju od 20 dana nije imao uticaj na SR ostrige Crassostrea virginica (Lannig i
sar., 2008). S druge strane, u studiji Bakhmet i sar. (2012), pri izlaganju plave dagnje M.
edulis sa 10, 100 1 500 pg/L CdCl, zapaZen je porast vrijednosti SR nakon tre¢eg dana

tretmana.
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U na$oj studiji, jedan od razloga za odsustvo odgovora SR dagnji prilikom tretmana
sa najnizom koncentracijom CdCl, (4 uM = 733 ng), mogao bi biti kratkotrajno izlaganje.
Primjena srednje (40 uM) 1 najvise koncentracije (100 uM) CdCl, dovela je do pada
prosjecne vrijednosti SR unutar obije grupe Skoljki, koji se zadrzao u toku tretmana i dugo
po ispiranju supstance iz akvarijuma, §to je uticalo na znatno duze vrijeme oporavka SR
kod obije grupe. Takode, vrijeme oporavka SR pri tretmanu sa 100 pM bilo je dvostruko
duze u odnosu na grupu dagnji izlozenih 40 uM CdCl,. To ukazuje da je povecana
koncentracija zagadivaca u akvarijumu uzrok produZenog vremena za oporavak SR. U
postojecoj literaturi ima nekoliko ponudenih objaSnjenja za dugotrajno smanjenje SR
Skoljki u toku izlaganja razli¢itim toksi¢nim zagadivafima. Zatvaranje kapaka ljusture
mediteranske dagnje usljed smanjene potroSnje kiseonika, kao razlog za pad SR, predstavio
je Kholodkevich i sar. (2009). S druge strane, Curtis 1 sar. (2001), ukazali su da stimulacija
inhibitornih holinergi¢nih nerava srca plave dagnje utice na smanjenje SR.

Sto se ti¢e eksperimenata sa uticajem zagadenja dizel gorivom i S-25, primije¢eno
je odsustvo odgovora SR u primjeni 1000 pL/L dizel goriva bez prethodne mehanicke
disperzije u morskoj vodi, §to bi takode moglo biti pripisano relativno kratkom periodu
izlaganja kao i1 smanjenoj rastvorljivosti. Prilikom primjene najnize koncentracije S-25
doslo je do znacajnog odgovora SR dagnje, Sto moze biti dokaz za visoku toksicnost
naftnog disperzanta. Dugotrajna promjenljivost SR pri dodatku 200 pL/L S-25 moze se
pripisati nedovoljnom ispiranju supstance $to je uslovilo veliku koli¢inu pjene u
akvarijumu. Iz tog razloga, vrijednost SR iz predtretmana, postignuta je tek nakon perioda
potrebnog da Skoljke isfiltriraju vodu u akvarijumu. Prema tome, smatramo da bi upotrebu
S-25 i sli¢nih supstanci trebalo smanjiti. U studiji Bakhmet i sar. (2009), dugotrajno
izlaganje zagadenju naftom dovelo je do promjenljivosti SR kod M. edulis.

Razlog za smanjenje vrijednosti SR u primjeni dispergovanog dizel goriva 1 S-25
mogao biti zatvaranje ljusture Skoljke i takode uticaj Stetnih sastojaka koje sadrzi S-25.
Medutim, spontani oporavak SR, zapaZzen po dodatku najnize doze S-25 (2 pL/L), ukazuje
da uprkos prisustvu zagadivaca, Skoljke mogu prevazici stres Sto vodi ka zakljucku da S-25

ima mehanizam dejstva koji ne pogada neurofizioloSke puteve.
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U kombinaciji sa dizel gorivom, S-25 je doveo do duzeg vremena oporavka od
stresa u odnosu na odvojenu primjenu. Nakon disperzije, dizel gorivo je postalo dostupnije

tkivu Skoljke 1 uprkos niskoj koncentraciji moglo je doprinijeti reakciji srca.

Ne moze se tvrditi da dizel gorivo bez prethodne mehanicke disperzije u morskoj
vodi nije Stetno po Skoljke iako nakon 2 h izlaganja nije doSlo do promjene SR. Treba uzeti
u obzir da izlivi nafte pored uticaja na hemijske parametre znatno alteritaju i fizicke
parametre u zivotnoj sredini i predstavljaju ozbiljan problem zbog njihovog direktnog
uticaja na ekosistem u cjelini.

Brz odgovor SR Skoljki na pogorSanje uslova Zivotne sredine, otkriven pomocu
PPG tehnologije, mogao bi postati vazno sredstvo za proucavanje uticaja Stetnih supstanci

koje su prisutne u lukama.

5.2. Uporedne analize pracenja srcéanog ritma dagnji i genotoksi¢nosti prilikom

produZenog izlaganja stresorima

5.2.1. Uticaj dizel goriva i S-25 prilikom produZenog izlaganja

U toku produZenog izlaganja dagnji, ispitivali smo uticaje disperzanta za naftu S-25,
dizel goriva 1 dispergovanog dizel goriva. U postavei eksperimenta, pokuSali smo da
stvorimo uslove moguceg zagadenja zivotne sredine. Zato su prije izlaganja pripremljene
mjeSavine supstanci sa morskom vodom uz upotrebu mehanicke tresilice kako bi se
simulirali uticaji talasa. Zagadenja dizel gorivom u vecini slu¢ajeva su lokalnog karaktera
pri ¢emu je zivi svijet u vodenoj sredini povremeno izloZen visokim koli¢inama
disperzanata. Koristili smo najvec¢u koncentraciju disperzanta koja se moze primijeniti kod
izlaganja u akvarijumu, a da pritom ne dode do stvaranja velike koli¢ine mjehuric¢a usljed
aeracije. Primijenjene koncentracije dizel goriva, uzete su u odnosu na odabrane
koncentracije disperzanta, (pridrzavaju¢i se odnosa zapremina 1:20, disperzant : dizel
gorivo). Imajuéi u vidu trajanje, odnosno zadrzavanje zagadenja u stvarnim in situ

uslovima, dobijeno na osnovu evaluacije metoda za ispitivanje toksi¢nosti naftnih
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disperzanata u studiji Barron 1 Ka’aihue, (2003), odabrali smo period od 72 h kao optimalan

za izlaganje u eksperimentima.

5.2.1.1. Uticaj dizel goriva i S-25 na srcéani ritam dagnji prilikom produZenog

izlaganja

U naSoj studiji, sve supstance koje su testirane bile su brzo otkrivene pomocu
promjene u prosjecnoj vrijednosti SR unutar grupe Skoljki, dok se u ¢istoj morskoj vodi
takve promjene nisu desile. CdCl, (40 uM) je koris¢en kao pozitivna kontrola posto je
ranije zapazen pad SR izazvan istom koncentracijom (Martinovi¢ 1 sar., 2013). Takode,
pokazali smo poremecaj SR kod M. galloprovincialis, nastao kao posljedica primjene S-25
1 dispergovanog dizel goriva u toku dvosatnog izlaganja (Martinovi¢ i sar., 2015a). Niza
koncentracija disperzanta S; (5 pL/L) dovela je do blagog povecanja prosjecne vrijednosti
SR na samom pocetku tretmana, dok je u studiji Martinovi¢ 1 sar. (2015a), kratkotrajno
izlaganje 2,5x manjoj koncentraciji S-25 (2 nL/L), koja prije tretmana nije bila podvrgnuta
mehanickoj disperziji u morskoj vodi, izazvalo znacajan pad SR unutar grupe dagnji. Prema
tome, talasi u moru mogu umanjiti uticaj disperzanta na SR dagnje. Uprkos primjeni
mehanicke tresilice i razblazivanju u morskoj vodi prije izlaganja, viSa koncentracija
disperzanta S, (50 pL/L) dovela je do pada prosjecne vrijednosti SR unutar grupe Skoljki.
Stres izazvan primjenom S; bio je prisutan u toku cijelog perioda izlaganja usljed veoma
visoke promjenljivosti SR i SD sve do ispiranja supstance.

Rezultati zagadenja dizel gorivom za dvije ispitivane koncentracije analogni su
dejstvu disperzanata. D; (100 uL/L) je izazvala porast nivoa SR od 20%, kasnije nastala
promjenljivost SR nije bila velika usljed nize koncentracije. S druge strane, D, (1000 nL/L)
je dovela do pada SR koji je praen znacajnim odstupanjima koja bi se mogla pripisati
sastojcima dizel goriva. Odgvor SR na koncentraciju M, (dizel gorivo 100 pL/L + S-25 5
puL/L) je pored pocetnog povecanja doveo do visoke promjenljivosti SR u odnosu na
odvojene primjene D; (100 pL/L) i S; (5 uL/L), vjerovatno usljed vece dostupnosti
sastojaka dizel goriva Skoljkama nakon disperzije. Odstupanja SR kod M. edulis, kao
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odgovor na uticaj zagadenja naftom opisane su kao adaptacija Skoljki na izlaganje stresu
(Bakhmet i sar., 2009).

Smatramo da ostajanje SR na nizim vrijednostima u toku cjelokupnog perioda
izlaganja koncentraciji M, (dizel gorivo 1000 pL/L + S-25 50 pL/L), praceno brzim
oporavkom nakon ispiranja, ukazuje na nedostatak fizioloSkog mehanizma pomocu koga bi
se prevaziSlo zagadenje dispergovanim dizel gorivom. U ovom slucaju, $koljke bi mogle
aktivirati druge mehanizme zaStite kao $to je smanjenje nivoa filtracije ili zatvaranje
ljusture Sto moZze posluziti kao objaSnjenje za neocekivano nisko oSte¢enje DNK u oba
izlaganja sa M, iako je primijenjena visoka koncentracija. Uzajamna reakcija
(interferencija) zatvaranja ljusture i1 nivoa odgovora, radena na Skoljkama Perna viridis
izlozenoj mjeSavini PAH-ova i hlorovanih pesticida bila je tema proucavanja u studijama
Siu 1 sar. (2004b), kao 1 u studiji Mersch i sar. (1996) sprovedenoj na Dreissena
polymorpha pri izlaganju klastogenima. Stavise, da bi se izbjegle teme povezane sa
zatvaranjem ljusture, u nekim genotoksikoloskim studijama, primijenjena je mehanicka
zaStita zatvaranja ljuSture (Wilson 1 sar., 1998; Pruski i Dixon, 2002). Medutim, pri
izlaganjima D; 1 S,, zapazen je oporavak obrasca SR nakon zadrzavanja na vrijednostima
blizu 9 otk./min. Promjenljivost SR koja se kasnije javila moze se smatrati strategijom
adaptacije koja za posljedicu ima visok nivo oStecenja DNK dobijen u genotoksikoloSkim

studijama.

5.2.1.2 Uticaj dizel goriva i S-25 na nivo oSteCenja DNK molekula u hemocitama

dagnje prilikom produZenog izlaganja

Za procjenu nivoa oSte¢enja DNK u hemocitama dagnji koristili smo komet test. Da
bi izbjegli mogucu interferenciju sa citotoksi¢noSc¢u (Tice 1 sar., 2000; Collins, 2004; Lovell
1 Omori, 2008; Frenzilli i sar., 2009), procijenili smo uticaj izlaganja na prezivljavanje
hemocita. Ni jedna od testiranih koncentracija S-25, dizel goriva ili mjeSavina, nije imala
znacajan uticaj na prezivljavanje hemocita §to dodatno potvrduje rezultate dobijene komet

testom.
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Izlaganje CdCl, koriS¢eno je kao pozitivna kontrola jer je njegov genotoksi¢ni
potencijal pokazan i kod drugih akvati¢nih organizama (Dabas i sar., 2014; Harabawy i
Mosleh, 2014). Na osnovu podataka studije na slatkovodnim Skoljkama Unio pictorum i
Unio tumidus, kod kojih je doveo do znacajnog porasta oste¢enja DNK u toku in vivo
izlaganja (Gaci¢ i sar., 2014) odabrana je koncentraciji od 40 uM.

Nasi rezultati ukazuju da su ispitivane koncentracije S-25 (5 1 50 pL/L), koje su nize
od drugih toksi¢nih koncentracija u literaturi, imale uticaj na nivo oSte¢enja DNK u
hemocitama. U studiji Scarlett i sar. (2005), pokazano je da izlaganje koncentraciji od 250
ppm (250 pL/L) nije imalo toksi¢no dejstvo kod Skoljke M. edulis ali je dovelo do
zatvaranja kapaka ljuSture. S-25 je mjeSavina glikola 1 rastvaraca glikolnih etara,
kombinovan sa jonskim i anjonskim povrsinski aktivnim supstancama (AFI, 2003). Studija
Elias 1 sar. (1996) ukazala je da kratkotrajno izlaganje glikolnim etrima moze dovesti do
genotoksicnog uticaja kod humanih limfocita, dok je u studiji Aye i sar. (2010) sprovedenoj
na Celijama ovarijuma kineskog hr¢ka, pokazano da propilen glikol moze izazvati oStec¢enje
DNK mjereno komet testom.

Izlaganje dizel gorivu nije dovelo do znaajnog povecanja oSteCenja DNK sa
izuzetkom koncentracije D; u prvom eksperimentu. Povecanje frekvencije jedara sa velikim
oSte¢enjem bilo je zapazeno samo za koncentraciju D, (1000 pL/L) i to u drugom
eksperimentu ali nisu uocene promjene drugih parametara. Studije Vanzella i sar. (2007) i
Santos i sar. (2010) su pokazale da frakcija dizel goriva koja je rastvorljiva u vodi moze
imati genotoksi¢ni potencijal, ali u koncentracijama koje su nekoliko puta vise od onih
primijenjenih u nasoj studiji.

Izlaganje mjeSavini M; dovelo je do povecanja oSte¢enja DNK u poredenju sa
kontrolom, ali i u odnosu na grupe koje su bile izlozene S; (5 pL/L) i grupe izlagane D,
(100 pL/L). Takode, zapaZzeno je i povecanje ucestalosti jedara sa velikim oSte¢enjem.
Studija Polli i sar. (2014) pokazala je da je sirova nafta dispergovana hemijskim
disperzantima imala vecu sposobnost izazivanja apoptoze u polnim c¢elijama valjkastog
crva Cenorabdites elegans u odnosu na odvojenu primjenu sirove nafte i disperzanta.
Povecanje toksi¢nosti sirove nafte dispergovane hemijskim disperzantom uoceno je takode

1 kod kalifornijske pastrmke (Ramachandran i sar., 2014). Ovakve studije su pokrenule
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temu znatno povecane biodostupnosti policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika (eng.
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons — PAH) u vodenoj frakciji kao posljedica upotrebe
disperzanata. PAH — ovi su dobro poznati po toksi¢nim i genotoksi¢nim svojstvima i zbog
toga su prepoznati kao opasne supstance visokog prioriteta u vodenim ekosistemima
(Cachot 1 sar., 2006; Inunza i sar., 2006; Barbee i sar., 2008). Izlaganje mjeSavini M, (dizel
gorivo 1000 pL/L + S-25 50 uL/L) nije dovelo do bilo kakvog povecanja parametara komet
testa u poredenju sa negativnom kontrolom, $to ukazuje na mogucu interferenciju sa
zatvaranjem kapaka ljuSture, S$to je moglo imati uticaj na nivo izloZenosti Zivotinja
ispitivanoj supstanci. Upravo je iz tog razloga pra¢en SR kao pokazatelj nivoa izlozenosti
stresu kod dagnji i moguce adaptacije na stres u toku tretmana odabranim jedinjenjima. SR
Skoljki porodice Mytilidae koris¢en je kao pokazatelj stresa pri odgovoru na zagadenje
mora u studijama koje ukljuc¢uju viSe biomarkera (Astley i sar., 1999; Halldorsson i sar.,
2008; Turja 1 sar., 2014). Pad vrijednosti SR praden zatvaranjem ljusture M.
galloprovincialis pri izlaganju zagadivaCima pokazan je u studiji Kholodkevich i sar.
(2009). Takode, zatvaranje ljusture kod iste vrste, uz blokadu ulaznog ili izlaznog sifona,
dovelo je do aktivacije anaerobnog metabolizma kao adaptacije na stres (De Vooys, 1991).
Dobijeni rezultati su pokazali da S-25 i dizel gorivo mogu imati Stetno dejstvo po
mediteransku dagnju. Takode, naSi rezultati pokazuju da zadrzavanje SR na nizim
vrijednostima i povremeno zatvaranje kapaka ljusture predstavlja mehanizam zastite kod
morskih Skoljki koji znacajno smanjuje Stetno dejstvo u toku kratkotrajnog izlaganja
ispitivanim zagadivacima. Dobijeni rezultati pokazuju da je dispergovano dizel gorivo

mnogo opasnije za morske organizme.

5.2.2. Uticaj TBT-CI prilikom produZenog izlaganja

Prilikom ispitivanja uticaja produzenog izlaganja TBT-CI, pracenje SR se odvijalo u
kontinuitetu 96 h, a promjene u postavci eksperimenta omogucile su uporednu procjenu
nivoa stresa na osnovu fizioloskih i molekularnih biomarkera na svaka 24 h. Uz komet test
koji je koriS¢en kao osnovni pokazatelj genotoksi¢nosti, primijenjen je 1 mikronukleus test

radi procjene trajnih oSte¢enja DNK u hemocitama dagnji. Pored biomarkera dagnje, istom
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dinamikom ispitivana je 1 mutagenost TBT-Cl na prokariotskom modelu SOS/umuC

testom.

5.2.2.1. Uticaj TBT-CI na srcani ritam dagnje prilikom produZenog izlaganja

Promjenljivost SR dagnji u ¢istoj morskoj vodi koja je koriS¢ena kao negativna
kontrola, potice uglavnom od kratkotrajnih ali znacajnih smanjenja vrijednosti SR. Pored
slicnih smanjenja SR, Bakhmet i Khalaman (2006), opisali su prestanak rada srca plave
dagnje u ¢istoj morskoj vodi bez spoljnog uticaja. Periodi smanjenja SR kod plave dagnje,
takode u Cistoj morskoj vodi, poklapaju se sa zatvaranjem ljusSture (Curtis 1 sar., 2000).

Primjena B(a)P nije uticala na SR skoljki na pocetku tretmana. Jedan od razloga
zbog koga B(a)P nije izazvao zapaZene promjene SR, mogao bi biti drugaciji nacin dejstva
ovog zagadivaca. Bamber 1 Depledge (1997a) pokazali su da 20 pg/LL B(a)P, primijenjeno
putem unosa hrane, nije dovelo do poremecaja SR obalnog raka Carcinus maenas u toku
osmodnevnog izlaganja. Pored toga, studija Halldorsson i sar. (2008), je pokazala da se
nakon 3 h tretmana na 100 pg/L B(a)P, SR plavih dagnji, uzorkovanih sa cistih lokaliteta
odrZava na istom nivou.

S obzirom da je 10 pg/L TBT-CI izazvalo manja odstupanja prosjec¢ne vrijednosti
SR u odnosu na period predtretmana, smatramo da je to koncentracija koja bi mogla biti
blizu praga detekcije na osnovu prac¢enja promjene obrasca SR dagnji. Na osnovu podataka
iz literature, koncentracije TBT nize od 10 pg/L smatraju se visoko toksi¢nim u vodenoj
sredini (Alzieu, 2000).

Kasniji pad SR dagnji do koga je doslo 5h po dodatku 100 pg/L TBT-Cl mogao je
nastati usljed nedovoljne i dugotrajne detoksikacije koja se nije mogla obaviti za kratko
vrijeme. Medutim, kasnije u toku tretmana doSlo je do obnavljanja vrijednosti SR iz
predtretmana Sto ukazuje da Skoljke imaju sposobnost da odrZze stabilan SR uprkos
znacajnoj koli¢ini zagadivaca.

Pri tretmanu sa 1000 pg/L TBT-CI, nije doslo do potpunog oporavka SR §to moze
biti posljedica loSeg =zdravstvenog stanja Skoljki uslovljenog ekstremno visokom

koncentracijom zagadivaca. ZnaCajna bradikardija, zapazena sve do kraja izlaganja
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dispergovanim dizel gorivom mogla bi biti posljedica nedostatka fizioloskih mehanizama
kod skoljki koji bi im omogudili da prevazidu ovakav tip zagadenja (Martinovi¢ i sar.,
2015b). Promjenljivost SR koja se javila moze biti u vezi sa teSkim metalom kalajem koji
ulazi u sastav TBT-CI. Prethodne studije ukazale su da promjene obrasca SR mogu biti
uslovljene drugim teskim metalima kao Sto su bakar (Grace i Gainey, 1987; Brown i sar.,
2004) 1 kadmijum (Bakhmet i sar., 2012; Martinovi¢ i sar., 2013).

Nasi rezultati, dobijeni stalnim pracenjem SR ukazuju da odgovor na stres uslovljen
odredenom supstancom ne bi trebalo posmatrati isklju¢ivo kao povecanje ili smanjenje SR.
Odgovor zavisi od primijenjene koncentracije, kao i od uslova zivotne sredine koji mogu

uticati na zdravstveno stanje Skoljke 1 dovesti do izmijenjenog odgovora SR na stres.

5.2.2.2. Uticaj TBT-Cl na nivo oSteCenja DNK molekula u hemocitama dagnji i

indukciju mutageneze u prokariotskom modelu prilikom produZenog izlaganja

Podaci o prezivljavanju hemocita skoljki izlaganih TBT-CI su potvrdili citotoksi¢ni
potencijal ove supstance. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa studijom Nakatsu i sar.
(2007) koji su pokazali da TBT-CI u slicnom opsegu koncentracija izaziva citotoksi¢nost i
sposobnost indukcije apoptoze kod pacova u feohromocitoma PC12 ¢elijama. Takode,
sli¢ni podaci predstavljeni su u studiji Urushibara i sar. (2009), gdje pokazuju da TBT moze
biti posrednik u ¢elijskoj smrti preko kaspazno zavisnih puteva kod kalifornijske pastrmke
u RTG-2 ¢elijama.

Dejstvo TBT-CI na sub¢elijskom nivou otkriveno je pomoc¢u komet i mikronukleus
testa. Mikronukleus test predstavlja biomarker efekta i dodat je u ovo istrazivanje da bi se
odredila trajna oSteCenja DNK pod uticajem TBT-Cl, nasuprot komet testu koji je
biomarker izlaganja, odnosno ukazuje na trenutne posljedice po strukturu DNK. U
savremenoj literaturi dostupni su podaci o genotoksi¢nom potencijalu TBT koji su dobijeni
pod razli¢itim uslovima izlaganja (od 24 h do hroni¢nog izlaganja u trajanju od cetiri
mjeseca) za Sirok spektar organizama. U studiji Morales i1 sar. (2013), pokazano je da
izlaganje larvi Diptera TBT, u trajanju od 24 h, moze dovesti do oStecenja DNK u ng/L

koncentraciji dok je u studiji Falcioni i sar. (2008) pokazano da izlaganje leukocita pacova
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TBT-CI dovodi do znagajnog porasta oite¢enja DNK odredenog pomo¢u komet testa. Sto
se tice podataka dobijenih kod vodenih organizama, Tiano i sar. (2001) pokazali su jasno
genotoksicno dejstvo na eritrocite pastrmke, dok su Hagger i sar. (2002) ukazali na
genotoksicni potencijal TBT odreden metodom ucestalosti razmjene izmedu sestrinskih
hromatida (eng. Sister chromatid exchange — SCE) i citotoksi¢ni potencijal TBT kod
morskih crva. U studiji Cipriano i sar. (2004), zapazeno je da TBT dovodi do
hromozomskih aberacija kod neotropskih riba, dok je studija Micael i sar. (2007) pokazala
da TBT dovodi do abnormalnosti jedra kod zebrice Danio rerio. Prilikom izlaganja koja
smo primijenili, koristili smo Sirok opseg koncentracija TBT-CI, pocevsi sa koncentracijom
¢ije dejstvo nije bilo zapazeno na osnovu proucavanih biomarkera, sve do koncentracija
koje su bile letalne u toku 96 h izlaganja.

U studiji Hagger i sar. (2005) TBT oksid doveo je do porasta osStecenja DNK u
hemocitama mediteranske dagnje koje je otkriveno pomoc¢u komet testa kao i mikronukleus
testa nakon 7 dana izlaganja, ali pri koncentracijama nizim od onih koje smo mi ispitivali
primjenom TBT-CI. Na osnovu nama dostupne literature, samo se studija Kergosien 1 Rice
(1998) bavi uporednim dejstvom TBT oksida 1 TBT-CI. U toj studiji, autori su ukazali na
znacajno visu citotoksi¢nost TBT oksida u poredenju sa TBT-CI, koji su proucavani na
makrofagama in vitro ali mehanizam koji dovodi do razlike, za sad ostaje nepoznat.

Kao mogu¢i pokazatelj apoptoze pracena je frekvencija jedra sa velikim oSte¢enjem
(HH%) na svakoj plocici pripremljenoj za komet test (Hartmann i Speit, 1997). Analiza
korelacije, pokazala je da pri izlaganju TBT, postoji bliska veza izmedu oSte¢enja DNK,
apoptoze 1 citotoksi¢nosti. Prema studiji Roos i Kaina (2006), nagomilavanje
nepopravljenih oStecenja, postepeno dovodi do apoptoze. Dokaz se takode moze naéi i u
drugim studijama, na primjer studija Chatel i sar. (2011) je pokazala da TBT moze biti
uzrok ostecenja DNK 1 apoptoze (mjeren pomoc¢u mikrometode) kod mediteranske dagnje
c¢ak 1 nakon 1 h izlaganja. Okoro i sar. (2015), zapazili su da izlaganje TBT vodi
nestabilnosti membrane lizozoma kod hemocita mediteranske dagnje i da je to dogadaj koji
je u bliskom odnosu sa pojavom apoptoze (Johansson i sar., 2010).

U studiji Hamasaki 1 sar. (1992), mutageni potencijal TBT oksida i TBT-CI bio je

otkriven pomocu rec testa (eng. rec-assay) ali nije bio potvrden u SOS hromotestu. Ista
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grupa naucnika (Hamasaki 1 sar. 1993) ukazala je na mutageni potencijal oba jedinjenja u
Ejmsovom testu (eng. Ames test) sa sojem TA100. U toku ispitivanja mutagenosti, najveci
problem predstavlja snazan antibakterijski potencijal proucavanih jedinjenja i upotreba
metabolicke konverzije kao Sto su sistemi mikrozomalne monooksigenaze koji vode do
dealkilacije ili defenilacije TBT i konverzije u DBT i MBT (Kimmel i sar. 1977). U naSem
slu¢aju, podaci koji su dobijeni u SOS/umuC testu ukazuju na nedostatak mutagenog
potencijala TBT u opsegu ispitivanih koncentracija. Medutim, zapazeno je dozno zavisno

smanjenje u ¢elijskoj biomasi $to ukazuje na citotoksicni potencijal TBT.

5.2.2.3. OpSte poredenje izmedu primijenjenih biotestova

Ako uporedimo podatke dobijene pomocu testova na genotoksicnost sa podacima o
promjenljivosti SR, zapazaju se brojne sli¢nosti. [ako to nije bilo ocekivano, primijetili smo
znacajnu promjenljivost dHR u kontroli. Sli¢an trend promjenljivosti nivoa oSte¢enja DNK
otkriven je pomocu komet testa. Trebalo bi uzeti u obzir da $koljke nisu hranjene u toku
izlaganja i da je izlaganje sprovedeno u uslovima statickog sistema. Ovakvi uslovi mogu
dovesti do taloZenja proizvoda metabolizma u akvarijumu, $to zajedno sa gladovanjem
moze usloviti reakciju stresa. Studija Gudimov i sar. (2009) pokazala je da dugotrajno
gladovanje M. edulis moze biti razlog za promjene SR u laboratorijskim uslovima zbog
bliskog polozaja sistema za varenje i sr¢anog sistema.

Najveca vrijednost za dHR kod grupa izlozenih TBT-CI zapazena je u toku prvih 48
h izlaganja. Rezultati komet testa pokazali su najvece razlike medu izlaganim grupama i
njihovim kontrolama u odgovaraju¢em periodu (prvih 48 h). Prema tome, izlaganje u
trajanju od 72 h dovelo je do najvece frekvencije mikronukleusa $to ukazuje da se kod tih
zivotinja javilo trajno oSte¢enje DNK. Kao dodatna potvrda uticaja stresa, kod ovih
zivotinja dHR u periodu nakon izlaganja bio je znacajno vis§i u odnosu na period prije
izlaganja.

Ne bi trebalo zanemariti da uprkos dobijenom genotoksicnom potencijalu B(a)P,

nije registrovan zapazen odgovor SR. Ovo moZze ukazati na razli¢itu osjetljivost SR kao
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fizioloskog biomarkera u otkrivanju raznih tipova zagadenja, §to postavlja temelj nasSim
buduéim istraZivanjima.

Primijenjena baterija biotestova potvrdila je genotoksi¢ni i citotoksi¢ni potencijal
TBT-CI u hemocitama mediteranske dagnje. Pri izlaganju TBT-Cl, zapaZene su bliske veze
izmedu oSte¢enja DNK, apoptoze i citotoksi¢nosti. Promjenljivosti SR otkrivene pri
tretmanima sa TBT-Cl mogu se povezati sa podacima dobijenim pri genotoksikoloskim
testovima, $to ukazuje da se SR moze smatrati pouzdanim fizioloSkim biomarkerom za

otkrivanje prisustva organokalajnih jedinjenja.
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6. Zakljucci

* Pri kratkotrajnom izlaganju promjenama u salinitetu morske vode potvrdena je
sposobnost dagnji da detektuju stres na osnovu sr¢anog ritma, mjerenog fiber-optic
metodom. U cilju unaprijedenja metoda u indikaciji zagadenja mora potrebno je
sprovesti dalja testiranja metoda, uz uklju€ivanje razli¢itth morskih mekuSaca i
rakova, kao 1 lokaliteta koji su pod uticajem razlicitih vrsta stresa.

* Pokazano je da prilikom kratkotrajnog tretmana dagnji kadmijum hloridom
povecanje koncentracije zagadivaca produzava vrijeme potrebno za obnavljanje
vrijednosti SR dobijenog u predtretmanu.

* Primjena mehanicke disperzije u morskoj vodi prije tretmana dagnji, ukazuje da bi
talasi u moru mogli umanjiti Stetan uticaj Superdispersant-25 na sréani ritam
Skoljki.

= Superdispersant-25 dovodi do poremecaja srcanog ritma i genotoksi¢nosti u
hemocitama dagnji Sto ukazuje da je neophodno ograni¢iti njegovu primjenu,
posebno u djelovima mora koji duboko zalaze u kopno i odlikuju se nizim nivom
razmjene vodene mase.

= Visoka promjenljivost obrasca sr¢anog ritma i porast oSteCenja DNK u hemocitama
dagnji pri tretmanu dispergovanim dizelom u odnosu na odvojenu primjenu dizela i
Superdispersant-25, moze se pripisati Stetnom dejstvu sastojaka dizel goriva usljed
vece dostupnosti skoljkama nakon disperzije, Sto pokazuje da je dispergovani dizel
mnogo opasniji za morske organizme.

= Usljed nedostatka fizioloSkog mehanizma kojim bi se prevazi§lo zagadenje,
dugotrajna bradikardija i povremeno zatvaranje kapaka ljusture predstavljaju
mehanizam zasStite kod morskih §koljki koji znacajno umanjuje Stetno dejstvo u toku
izlaganja visokim koncentracijama zagadivaca.

= Uprkos dobijenom genotoksi¢nom potencijalu benzo(a)pirena, na osnovu ostecenja
DNK u hemocitama, nije registrovan zapazen odgovor sréanog ritma dagnji. Ovo

moze ukazati na razliCitu osjetljivost sr¢anog ritma kao fizioloskog biomarkera u
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otkrivanju razli¢itih tipova zagadenja, Sto predstavlja osnov za naSa buduca
istrazivanja.

Odgovor srcanog ritma na stres uslovljen odredenom supstancom, zavisi od
primijenjene koncentracije, kao 1 od uslova Zivotne sredine koji mogu uticati na
zdravstveno stanje skoljke 1 dovesti do izmijenjenog odgovora.

Promjenljivost sréanog ritma otkrivena pri izlaganju tributil kalaj hloridu moze se
povezati sa podacima dobijenim u genotoksikoloskim testovima, §to ukazuje da se
sr€ani ritam moze smatrati pouzdanim fizioloskim biomarkerom za otkrivanje
prisustva organokalajnih jedinjenja.

Na osnovu rezultata dobijenih pri kratkotrajnim 1 produzenim tretmanima
organskim 1 neorganskim zagadiva¢ima, moze se zakljuciti da bi Sira primjena
sr¢anog ritma dagnje kao fizioloSkog biomarkera unaprijedila integrisani pristup u

biomonitoringu zagadenja mora.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucanmn Pajko MaptnHosuh

6poj nHaekca _ 63051/2012

UsjaBbyjem
03 je JOKTOPCKa ancepTaunja nod Hac/IoBOM

MNpomjeH/bUBOCT cpyaHor putma mn owrtehewe [JHK y xemouutama Koh, meauTepaHCKe Aarkbe

Mytilus galloprovincialis L. Kao buomapkepu 3arahera mopa

®  pe3y/TaT COMCTBEHOT UCTPaXKMBAYKOT Paja,

® [a npep/ioXeHa AucepTauuja y UeIMHM HU Yy AefoBMMa Huje 6una npeanokeHa 3a
Aobujarbe 6MN0 Koje guniome npema CTyAUjCKUM NporpammMma Apyrnx BUCOKOLLKOACKMUX
YCTaHOBa,

® [a Cy pe3yntatu KOPEKTHO HaBedeEHN U

® 13 HUCaM KpLUMO/Na ayTopcKa NpaBa M KOPUCTUO MHTENEKTyaIHY CBOjUHY APYTUX Auua.

Motnuc goKTopaHaa

Y Beorpagy,




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 nICTOBETHOCTM LITaMMNaHe U erieKTPOHCKe Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

MUme n npesnme aytopa Pajko MapTtnHosuh

Bpoj nHaekca 53051/2012

CTyamjckm nporpam buonoruja

Hacnos paga MpomjeH/bUBOCT cpyaHor putma u_owtehewe [AHK y xemouutama Koz
meauTepaHcke garkse Mytilus galloprovincialis L. kao 6uomapkepu 3araherba mopa

MeHTOop Ap 3opaH Maymh

MoTtnucaHu Pajko MapTtuHosuh

M3jaB/byjem aa je wWTamnaHa Bep3nja Mor AOKTOPCKOT paja MCTOBETHA €/1IEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
cam npepgao/na 3a objas/buBatbe Ha nopTany [OurutanHor penosutopujyma YHusepsutera y
beorpagy.

[os3sosbaBam Aa ce objaBe Moju NMYHM NoJaLM Be3aHW 3a A06Ujarbe akaJeMCKOr 3Bakba I0KTOpa
HayKa, Kao LLUTO cy MMe U Npe3nme, roanHa n Mecto pohera 1 gatym oabpaHe paaa.

OBM NMYHWM nojaun mory ce o6jaBUTU HA MPEKHUM CTpaHWUama AurutanHe 6ubnuoteke, y
€/1eKTPOHCKOM KaTanory uy nybankaumjama YHusep3auTeta y beorpagy.

Motnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy,




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBep3uteTcky 6ubnmnoteky ,CeBetosap Mapkosuh” pga y AurutanHm
peno3uTopujym YHUBep3uTteTa y beorpasy yHece mojy AOKTOPCKY AncepTaumjy noj Hac10BOM:

[MOOM|EHAMBOCT  CPYOHOT - puTMA 1 owuteherse  AHK v XeMoLUMTaOMA  KOA
MEAMTEPAHCKE Adrtbe Myvtilus galloprovincialis L. kao Buomapkepu 3arafema
MOpa

KOja je moje ayToOpCKo aeno.

OduncepTaumjy ca cBUM NpUIO3NUMa Npeaao/na cam y eneKkTPoHCKOM ¢popmaTy NorogHom 3a TpajHo
apxuBuparbe.

Mojy AOKTOPCKY AucepTaumjy noxpameHy y AurntanHun penosmtopujym YHusepsuteta y beorpagy
MOTYy Jla KOpUCTe CBW KOju nowTyjy oapeabe cagprkaHe y ogabpaHom tuny anueHue KpeaTusHe
3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oaay4uno/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUUNjaAHO
3. AyTopcTBO — HEKOMepUMjanHo — be3 npepage

4. AYyTOpPCTBO — HEKOMEPLMja/IHO — AEANTU NO4 UCTUM YC0BUMA

5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEAUTU NOA UCTUM YCNOBUMA

(Monumo pa 3a0KpyKUTe camo jeaHy 04, WecT NoOHYHeHUX NMLEHLM, KpaTaK Onuc AULLEeHUM 4aT je
Ha nonehunHu nucra).

MoTtnuc gokTopaHaa

Y beorpagy,




1. AytopctBo - [03BO/baBaTe YMHOMaBakbe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caomnwTaBarbe Aena, U
npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa UAM AaBaola ANLeHUe,
Yyak 1y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHWja 04 CBUX NULLEHUM.

2. AytopctBO — HekomepumjanHo. J[lo3BosbaBaTe YMHOXaBarbe, AUCTPUBYLMjY W jaBHO
caonLwiTaBakbe Aena, U Npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unn pasaoua nnueHue. OBa nUEHLA He [,03BO/baBa KOMepLmjanHy ynotpeby aena.

3. AyTOpCTBO - HEKOoMepuujanHo — 6e3 npepage. [Jo3Bo/baBaTe YMHOXaBake, AUCTPUBYLUjY U
jaBHO caonuiTaBare aena, 6e3 npomeHa, npeobankosarba UK ynotpebe aena y cBOM Aeny, ako
ce HaBe/ie MMme ayTopa Ha HauMH oapeheH oA cTpaHe ayTopa MK AaBaoua nuueHue. OBa NMueHUa
He [103B0/baBa KomepLumjanHy ynotpeby aena. Y o4HOCY Ha CBe OCTase NIMLEHLE, OBOM JIMLEHLLOM
ce orpaHu4yaBa Hajsehu 0bum npasa Kopuwhera gena.

4. AYyTOpCTBO - HEKOMEpUMjaaHO — AeAUTU Nod UCTUM ycioBMMa. [03Bo/baBaTe YMHOMXKaBakbe,
AMCTPUBYUMjy M jaBHO caomliTaBakbe gena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oppeheH og cTpaHe ayTopa MAKM AaBaoua NULEHLE M ako ce npepaga AUCTpUbyupa nog UCTOM
WY CAMYHOM iMeHL oM. OBa IMLEHLA He A,03BO/baBa KOMepLUMjaHy ynoTpeby aAena v npepaja.

5. AyTopcTBo — 6e3 npepage. [Jo3Bo/baBaTe YMHOXaBake, AUCTPMOYLIMjY U jaBHO caomliTaBake
nena, 6e3 npomeHa, npeobnuKkoBarba UAM ynoTpebe Oena y CBOM fe/ly, ako Ce HaBede UMe
ayTopa Ha HauuH oapeheH oA cTpaHe ayTopa MAM Aasaola nvueHue. OBa AnUEHLA A03BO/baBa
KoMepLujanHy ynoTpeby aena.

6. AyTOpPCTBO - 4€/UTU No4, UCTUM yCnoBUMA. [Jo3BO/baBaTe YMHOMKaBatbe, AUCTPUBYLU]Y U jaBHO
caonuiTaBarbe Aena, M Nnpepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oA cTpaHe ayTopa
WKW AaBaolla NIMLIEHLE U aKo ce npepaja AMCTpubympa nog UCTOM UAK CANYHOM AunLeHuom. OBa
NMUEHUa A03BO/baBa KOMepLMjanHy ynoTpeby gena u npepaga. CanuHa je codTBEpPCKMM
JIMLEHL,AMA, OAHOCHO /IMLEeHL,aMa OTBOPEHOT KoAa.
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