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1. Uvod 

1.1. Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 

 Mediteranska dagnja, Mytilus galloprovincialis, jedna je od tri vrste školjkaša iz 

porodice Mytilidae koje nalazimo u Europi. Autohtona je vrsta u Jadranskom, Crnom i 

Sredozemnom moru, a antropogenim aktivnostima proširena je i na obalu Atlantskog 

oceana od Portugala do Irske te po ostatku svijeta. Zajedno sa svojim sestrinskim 

vrstama Mytilus edulis i Mytilus trossulus danas je široko rasprostranjena u umjerenim 

područjima sjeverne i juţne hemisfere i smatra se invazivnom vrstom 

(http://www.issg.org/). Tradicionalno se uzgaja u akvakulturi diljem Mediterana, a u 

novije vrijeme i u drugim dijelovima svijeta. 

Dagnje nalazimo u zonama izloţenih kamenitih obala mediolitorala s relativno 

visokom energijom valova, iako se rijeĎe mogu naći i u gustim nakupinama na 

pjeskovitim i muljevitim dnima i do 40m dubine (Ceccherelli i Rossi 1984). Za podlogu se 

čvrsto pričvršćuju bisusnim nitima koje izlučuje stopalo i često su dominantna vrsta u 

zajednicama koje nastanjuju. 

 Ljušture dagnji su trokutastog oblika, tamnoplave, smeĎe ili crne boje. Na jednoj 

strani rub ljušture završava šiljastim i lagano zavijenim vrhom dok je druga strana 

zaobljena iako oblik moţe varirati ovisno o regiji (Slika 1). Na veličinu jedinki uvelike 

utječu karakteristike samog biotopa. Prosječna visina ljušture je 5-8 cm, no mogu narasti 

i do 15 cm (http://www.fao.org/). 

 

http://www.issg.org/
http://www.fao.org/
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Slika 1 Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 (preuzeto s: 

http://www.swims.hku.hk/) 

 

1.1.1. Dagnje kao modelni organizmi 

 Beskralješnjaci, a posebno školjkaši poput dagnji, se smatraju jako dobrim 

organizmima za istraţivanje bioloških efekata onečišćivača (Viarengo i sur. 2007) i često 

se koriste za monitoring obalnih okoliša u cijelom svijetu (Goldberg 1975). 

 Dagnje su po svojim karakteristikama jako dobri modelni organizmi za korištenje 

u ekotoksikološkim istraţivanjima: imaju široku geografsku rasprostranjenost, sesilni su 

organizmi prilagoĎeni širokim ekološkim uvjetima i lako se skupljaju na čistim i 

onečišćenim postajama. Budući da se hrane filtrirajući plakton i detritus, kroz njihove 

škrge i plaštanu šupljinu dnevno prolazi velika količina vode te mogu akumulirati i 

tolerirati visoke koncetracije mnogih organskih i anorganskih onečišćivača u svojim 

tkivima (Livingstone 1991). 

Upravo se zbog velike sposobnosti bioakumulacije i biokoncentracije smatra da 

dagnje jako dobro reflektiraju promjene u stanju onečišćenosti okoliša što ih čini 

poţeljnom bioindikatorskom vrstom (Phillips i Rainbow 1989). Nekoliko studija ukazuje 

na to da akumulacija metala u školjkašima ovisi o koncentaciji zagaĎivača i vremenu 

izlaganja (Roesijadi i Unger 1993, Wang i Evans 1993, Das i Jana 1999). 
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Probavna ţlijezda mekušaca kombinira svojstva jetre i gušterače i često se koristi 

u toksikologiji dagnji jer je glavni organ metabolizma organskih spojeva i glavno mjesto 

biotransformacije ksenobiotika unesenih u organizam hranom (Livingstone 1998). 

Iako su istraţivanja na višim morskim organizmima neophodna za nedvosmislen 

zaključak o stanju ekosustava, dagnje se mogu koristiti za istraţivanje ranog 

upozoravajućeg odgovora na dugotrajno ekološko onečišćenje (Vlahogianni i sur. 2007). 

 

1.2. Oksidativni stres 

 Oksidativni stres se definira kao poremećaj u ravnoteţi izmeĎu produkcije 

reaktivnih kisikovih spojeva (slobodnih radikala) i antioksidativne obrane organizma 

(Betteridge 2000).  

Slobodni kisikovi radikali (ROS) (eng. reactive oxygen species) su nestabilni 

atomi ili molekule koje u vanjskoj elektronskoj ljusci sadrţe jedan nespareni elektron. 

Kako bi postali stabilniji, mogu uzeti elektrone s drugih molekula prilikom čega dolazi do 

stvaranja novih radikalnih vrsta i lanca oksidacije (Halliwell i Gutteridge 1984). ROS 

prirodno nastaju tijekom staničnog aerobnog metabolizma kao rezultat djelomične 

redukcije kisika u vodu, no takoĎer mogu nastati i tijekom metabolizma odreĎenih 

ksenobiotika (Livingstone i sur. 1990). Glavni slobodni radikali kisika koji nastaju 

metabolizmom kontaminanata su superoksidni anion (O2
¯.), vodikov peroksid (H2O2), 

hidroksilni radikali (.OH), peroksilni radikali (ROO.), alkoksilni radikali (RO.) i peroksinitrit 

(.OONO) (Camus i sur. 2004). Dokazano je da je hidroksilni radikal najreaktivniji i 

najmanje selektivan ROS (Davies 2005). 

Niske razine slobodnih radikala su neophodne za odrţavanje homeostaze stanice 

(Ames i sur. 1993), mehanizma signalizacije i regulaciju različitih staničnih funkcija kao 

što su sekrecija, rast i ekspresija gena (Halliwell i Gutterigde 1997). MeĎutim, prevelika 

produkcija reaktivnih kisikovih spojeva, izazvana okolišnim stresom ili metabolizmom 

velike količine kenobiotika, moţe izazvati promjenu u ravnoteţi izmeĎu oksidansa i 

antioksidansa prema oksidansima pri čemu dolazi do oksidativnog stresa. Dulje 

izlaganje dovodi do oksidativne štete na DNK, lipidima i proteinima (Kaloyianni i sur. 
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2009). ROS u tom slučaju mogu izazvati oštećenje tkiva, promjeniti fiziološko-kemijska 

svojstava staničnih membrana i poremetiti vitalne funkcije organizma (Manduzio i sur. 

2005) (Slika 2).  

 

 

 

Slika 2 Shematski prikaz mehanizma kojim ROS i oksidativni stres pridonose oštećenju stanica i 

bolesti organizma (preuzeto i prilagoĎeno iz: Kregel i Zhang 2007) 

 

Razina biološke štete do koje dolazi prevelikom produkcijom slobodnih kisikovih 

radikala ovisi o učinkovitosti antioksidativne obrane organizma (Livingstone i sur. 1992). 

Aerobni organizmi su se u procesu evolucije prilagodili povećanim koncentracijama 

kisika koji im je bitan za odrţavanje metabolizma, no štetan za biomolekule zbog svog 

oksidativnog potencijala. Zaštitu od toksičnosti slobodnih radikala stanicama omogućuje 

kompleksni sustav obrane koji se sastoji od neenzimatskih komponenata i 

antioksidativnih enzima (Regoli 1998). Konkretno, u dagnjama antioksidativni sustav 

obrane sadrţi enzime kao što su katalaza, gluatation S-transferaze, superoksid 

dismutaza, glutation reduktaza te neenzimatske molekule poput glutationa (Livingstone 
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2001). Mnoge studije su pokazale pozitivnu korelaciju izmeĎu stupnja antioksidativne 

obrane i prisutnosti ksenobiotika u organizmu (Orbea i sur. 2002). 

Mjerenje oksidativnih oštećenja, poput stupnja lipidne peroksidacije i karbonilacije 

proteina, te antioksidativnog odgovora organizma se često koristi kao biomarker u 

ekotoksikološkim istraţivanjima i smatra se dobrom metodom za analiziranje različitih 

efekata koje onečišćenje okoliša ima na organizam (Vidal-Liñán i sur. 2010). 

 

1.3. Biomarkeri oksidativnog stresa 

U posljednjim je desetljećima prepoznato da se procjena okolišnog onečišćenja 

ne moţe temeljiti samo na kemijskim analizama jer one ne pruţaju pravu indikaciju 

toksičnih efekata onečišćivača na morski ekosustav (Livingstone 2001). Koncentracija 

kontaminanata u tkivima organizama ne daje informaciju o biološkom značaju i štetnim 

učincima zagaĎenja okoliša na biološke sustave, a budući da je krajnji cilj monitoringa 

okoliša zaštita ekoloških sustava, neophodno je istraţiti cjelokupne biološke efekte 

izlaganja potencijalno štetnim sastojcima u okolišu. Stoga se internacionalne 

organizacije sa iskustvom u procjeni onečišćenja mora zalaţu za korištenje bioloških 

odgovora kao dodatak kemijskim analizama u programima monitoringa (OSPAR 2000, 

ICES 2008). Da bi se to ostvarilo, razvile su se mnoge biološke metode za monitoring, 

od mjerenja odgovora na substaničnoj razini do odgovora cijelog organizma. Takva 

mjerenja ukazuju na vezu izmeĎu kontaminanata i ekoloških odgovora i mogu se koristiti 

za detekciju štetnih sastojaka u morskom okolišu (Goldberg 1986).  

Biomarkeri su promjene na staničnoj, biokemijskoj, molekularnoj ili fiziološkoj 

razini koje se mogu mjeriti u stanicama, tjelesnim tekućinama, tkivima ili organima 

unutar organizma i koje mogu biti indikacija izloţenosti ksenobioticima i njihovom 

djelovanju na organizam (McCarthy i Shugart 1990). Glavna funkcija biomarkera je dati 

rane signale za uzbunu na značajne biološke promjene, budući da se smatra da 

odgovori na razinama niţim od organizma dolaze prije onih koji se dogaĎaju na višim 

razinama biološke organizacije kao što su populacija, zajednica ili ekosustav (Lam 2009) 

(Slika 3).  
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Slika 3 Shema djelovanja biomarkera na različitim biološkim razinama (preuzeto i prilagoĎeno iz: 

Van Gestel i Van Brummelen 1996) 

 

Istraţivanje različitih biomarkera u laboratorijima i na terenu smatra se dobrom 

metodom za procjenu obrambenih, genotoksičnih, klastogenih i histopatoloških 

promjena prije nego doĎe do kroničnih posljedica kao što su bolest, smrt ili promjene 

populacije, te na taj način daju detaljnu sliku o zdravlju organizma i statusu okoliša 

(Danellakis i sur. 2011). Visoka korelacija izmeĎu stanja biomarkera i koncentracije 

onečišćivača je dokazana brojnim studijama (Michel i sur. 1993). 

Kako bi se pravilno interpretirale fiziološke promjene utvrĎene biomarkerima 

neophodno je razlučiti izmeĎu efekata prouzročenih onečišćenjem i prirodnih fluktuacija 
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metabolizma (Handy i sur. 2003). Biomarkeri oksidativnog stresa su povezani s 

promjenama fizičko-kemijskih okolišnih faktora kao što su temperatura, salinitet, 

dostupnost hrane i količina kisika, no i intrizičnim biološkim aktivnostima poput razvoja 

gonada ili reproduktivnog ciklusa (Widdows 1978) te starenja (Canesi i Viarengo 1997). 

Kako te promjene mogu utjecati na normalne metaboličke aktivnosti, uključujući 

antioksidativne odgovore i produkciju slobodnih radikala (Sheehan i Power 1999), 

abiotički i biotički faktori moraju biti ukomponirani u interpretaciju biomarkera 

oksidativnog stresa (Fernández i sur. 2010). 

Stoga, umjesto izbora jednog biomarkera oksidativnog stresa, korištenje široke 

lepeze biomarkera daje potpuniju sliku efekata koje ksenobiotici imaju na oksidativni 

stres u organizmima. Ti biomarkeri bi trebali uključivati i oksidativnu štetu kao i promjene 

u antioksidativnom sustavu obrane (Almroth i sur. 2008). 

 

1.3.1. Katalaza 

Katalaza (CAT) je dobro poznat antioksidsativni enzim, odgovoran za redukciju 

vodikovog peroksida (H2O2) u vodu i kisik. H2O2 moţe nastati tijekom bazalnog 

aerobnog metabolizma, te u povećanim koncentracijama nakon izlaganja onečišćenju 

(Winston i Livingstone 1990). Vodikov peroksid je glavna preteča hidroksilnog radikala 

(.OH) koji je veoma reaktivan i toksičan oblik slobodnog kisikovog spoja. Uklanjanje 

H2O2 je vaţna strategija morskih organizama protiv oksidativnog stresa (Regoli i sur. 

2002a). Box i sur. (2007) su pokazali da je katalaza aktivna pri relativno visokim 

koncentracijama H2O2, dok kod niske produkcije ima manju ulogu u katabolizmu 

vodikovog peroksida. Pri niskim koncentracijama H2O2, za njegovu redukciju i 

odrţavanje normalne stanične funkcije zaduţen je enzim glutation peroksidaza (GP) 

(Vidal-Liñán i sur. 2010). 

CAT ne pokazuje specifični odgovor na odreĎenu grupu kontaminanata pa se 

smatra primarnom obranom protiv oksidativne štete i već je proučavan u školjkašima 

(Pellerin-Massicotte 1997). U istraţivanjima u kojima je CAT korišten kao biomarker 

oksidativnog stresa naĎene su visoke korelacije izmeĎu koncentracije teških metala u 

tkivu dagnji i aktivnosti samog enzima (Regoli 1998). 
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1.3.2. Glutation reduktaza 

Glutation reduktaza (GR) ne igra izravnu ulogu u eliminaciji kisikovih radikala, no 

moţe se smatrati esencijalnim antioksidativnim enzimom jer reducira oksidirani glutation 

(GSSG) i odrţava GSSG/GSH ravnoteţu neophodnu za homeostazu stanice i aktivnost 

drugih enzima (Winston i Di Giulio 1991). Redoks status stanice je generalno odreĎen 

omjerom reduciranog (GSH) i oksidiranog glutationa, a GR i NADPH odrţavaju ovaj 

omjer u korist GSH (Schafer i Buettner 2001) (Slika 4). Ako se omjer previše pomakne u 

korist GSSG moţe doći do apoptoze stanica (Matés i Sánchez-Jiménez 2000). 

Pozitivne korelacije izmeĎu aktivnosti GR i koncentracije ţive, kadmija, olova i 

cinka u prijašnjim istraţivanjima pokazuju povećanje kapaciteta za recikliranje GSH i 

zaštitu protiv toksičnosti metala u dagnjama iz područja koja pokazuju onečišćenje 

metalima (Verlecar i sur. 2008). Dodatno, korelacije naĎene izmeĎu GR i aktivnosti 

drugih glutation-povezanih enzima ukazuju na koordiniranu enzimatsku regulaciju ovih 

enzima da bi se obnovila zaliha GSH i odrţala efektivna antioksidativna obrana 

organizma (Fernández i sur. 2010). 

 

 

Slika 4 Shema oksidoreduktivnog ciklusa glutationa (preuzeto i prilagoĎeno s: http://genomics.unl.edu/) 

 

http://genomics.unl.edu/
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1.3.3. Glutation S-transferaze 

Ksenobiotici u organizmu mogu biti biotransformirani prema mehanizmu koji se 

moţe podijeliti u tri faze. Faza I je alteracija (oksidacija, redukcija ili hidroliza) originalne 

strane molekule, koja onda moţe biti konjugirana u fazi II i katabolizirana u fazi III (Van 

der Oost i sur. 2003). Glutation S-transferase (GST) su skupina biotransformacijskih 

enzima faze II koji kataliziraju konjugaciju ksenobiotika sa –SH grupom glutationa, 

neutralizirajući njihova elektrofilna mjesta i čineći produkte topljivijima u vodi. Glutation 

konjugati se dalje metaboliziraju rastavljanjem na glutamat i glicin, nakon čega se 

slobodna amino grupa cisteina acetilizira da bi se stvorio konačni produkt, 

merkapturična kiselina (Boyland i Chasseaud 1969). Merkapturična kiselina se potom 

izlučuje iz organizma (Habig i sur. 1974). Dodatno, GST mogu katalizirati aktivnost 

glutation peroksidaze (Prohaska 1980) što pridonosi povećanju stupnja antioksidativne 

obrane organizma. 

GST se široko koriste kao biomarkeri izloţenosti policikličnim aromatskim 

ugljikovodicima (PAH) i polikloriranim bifenilima (PCB) te teškim metalima u dagnjama i 

ostalim beskralješnjacima (Vidal-Liñán i sur. 2010). Štoviše, istraţivanja na M. edulis 

pokazuju da prema prirodi onečišćivača u organizmu mogu biti inducirane različite 

izoforme glutation S-tranferaza, budući da one pokazuju specifična svojstva vezivanja za 

različite tipove kemikalija (Fitzpatrick i sur. 1997).  

 

1.3.4. Acetilkolinesteraza 

Acetilkolinesteraza (AChE) je esencijalan enzim za ispravno prenošenje ţivčanih 

impulsa budući da katalizira razgradnju acetilkolina, najvaţnijeg neurotransmitera u 

ţivčanom sustavu mnogih ţivotinja. AChE se uobičajeno nalazi kao transmembranski 

protein u različitim staničnim membranama beskaralješnjaka, kao što su membrane 

škrga i probavne ţlijezde te u hemolimfi (Dailians i sur. 2003). 

 Budući da je AChE osjetljiv na neurotoksične supstance, mjerenje njegove 

aktivnosti široko se koristi kao osjetljiv biomarker neurotoksičnosti u mekušacima 

(Galloway i sur. 2002, Valbonesi i sur. 2003, Rickwood i Galloway 2004). Inhibicija 

AChE je direktno povezana s toksičnim djelovanjem organofosfata i karbamatnih 
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pesticida (Galgani and Bocquené 1989) te nekim metalima i ugljikovodicima (Jebali i sur. 

2006, Banni i sur. 2010). 

 

1.3.5. Karbonili 

Akutni efekt oksidativne štete na proteinima je formacija karbonilnih grupa. 

Izlaganje ROS-u moţe izazvati ireverzibilne modifikacije proteinskih aminokiselinskih 

bočnih lanaca (većinom lizina, arginina, prolina i histidina) u aldehidne i ketonske grupe 

(karbonilacija) što moţe dovesti do agregacije, inaktivacije ili degradacije proteina 

(Levine i sur. 1990). 

Povećanje u razini karbonilnih grupa na proteinima dobro korelira s oksidativnim 

stresom (Shacter i sur. 1994) i karbonilacija proteina je zadnjih godina često korištena 

kao biomarker oksidativnog stresa u nekoliko bioindikatorskih vrsta (Almroth i sur. 2005, 

McDonagh i sur. 2005, Parvez i Raisuddin 2005). Korištenje proteinskih karbonilnih 

grupa kao biomarkera pokazuje prednosti u usporedbi s mjerenjima drugih produkata 

oksidacije jer se relativno rano formiraju, a karbonilirani proteini su stabilni (Davies i 

Goldberg 1987) i stoga ne pokazuju prolazni odgovor tipičan za antioksidativne enzime 

(Prevodnik i sur. 2007). 

Zna se da su karbonilni spojevi toksični zbog svojih kancerogenih svojstava i 

njihova prisutnost u organizmu je stoga izvor zabrinutosti zbog potencijalno negativnog 

učinka na zdravlje (Bakeas i sur. 2003). 

 

1.3.6. Malondialdehidi 

Lipidna peroksidacija je proces kojim slobodni radikali uzimaju elektrone s 

polinezasićenih masnih kiselina u staničnim membranama pri čemu nastaju lipidni 

peroksili. Ukoliko oksidacija lipida nije kontrolirana antioksidativnim sustavima dolazi do 

lančane reakcije koja u konačnici dovodi do oštećenja strukture stanice. Završni produkti 

lipidne peroksidacije su reaktivni aldehidi (Yin i sur. 2001), od kojih su najzastupljeniji 

malondialdehidi (MDA) (Pampanin i sur. 2005) (Slika 5). Lipidna peroksidacija ima bitan 

utjecaj na biološke sustave jer peroksidirane membrane postaju krute, mijenjaju 
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propusnost i integritet. Stupanj lipidne peroksidacije se moţe odrediti prema razini 

primarnih produkata, lipidnih peroksida i krajnjih produkata poput MDA (Stadtman i 

Levine 2000).  

Povećanje količine MDA u organizmu moţe biti povezano s degradacijom okoliša 

i smanjenjem kvalitete vode (Charissou i sur. 2004). Istraţivanja raĎena na morskim 

vrstama su pokazala da je lipidna peroksidacija relevantan indeks biokemijske štete 

inducirane toksinima (Pedrajas i sur. 1995). 

MDA su mutageni i kancerogeni (Marnett 1999) te imaju ekstremno štetan učinak 

na stanice i tkiva jer uzrokuju oštećenja DNK i staničnih proteina (Leuratti i sur. 1998). 

Smatraju se korisnim biomarkerom za mjerenje razine oksidativnog stresa (Del Rio i sur. 

2005). 

 

Slika 5 Mehanizam lipidne peroksidacije (preuzeto i prilagoĎeno s: http://www.intechopen.com/) 

http://www.intechopen.com/
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1.6. Ciljevi istraživanja 

Glavni cilj ovog rada je utvrditi varijabilnost biomarkera oksidativnog stresa 

izmeĎu populacija dagnji sakupljenih s više postaja različite kvalitete okoliša te njihovu 

sezonsku varijabilnost. UsporeĎujući aktivnost biomarkera u dvije različite populacije u 

kontroliranom mezokozmos eksperimentu, gdje će dagnje biti izloţene povećanoj 

koncentraciji bakra, definirati će se populacijski efekt fenotipskog odgovora na stres. 

Usporedbom s rezultatima transplant eksperimenta u prirodnim uvjetima procijenit će se 

aklimatizacijski kapacitet dagnji, primjerice fenotipska fiziološka plastičnost s obzirom na 

promjenjive okolišne uvjete. Transplantiranjem dagnji smanjit će se fiziološka 

varijabilnost meĎu populacijama što će omogućiti bolje istraţivanje promjena potaknutih 

degradacijom okoliša.  

Dobiveni rezultati bit će usporeĎeni s podacima dobivenim kemijskim analizama 

tkiva dagnji s istih postaja. Kombinacijom nativnih populacija, transplanata i 

mezokozmosa analizirat će se prilagodba na onečišćenje u vidu indukcije 

antioksidativnih mehanizma. Usporedbom biomarkera izloţenosti (enzimi) i učinka, 

utvrdit će se učinkovitost staničnog odgovora na stres u očuvanju staničnog integriteta. 
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2. Materijali i metode 

2.1. Područje istraživanja 

Istraţivanje je provedeno na populacijama dagnji s 15 lokaliteta duţ istočne obale 

Jadranskog mora, podjeljenih u tri regije – sjeverni, srednji i juţni Jadran (Slika 6). 

Lokaliteti su odobrani kako bi se pokrio širok raspon geografskih i ekoloških uvjeta. U 

svrhu odreĎivanja utjecaja onečišćenja na biomarkere oksidativnog stresa, odabrane 

postaje podijeljene su na čiste i onečišćene prema povijesti onečišćenja lokaliteta, 

podacima dobivenim kemijskim analizama te prethodnim istraţivanjima na tim 

područjima (Klobučar i sur. 2008, Petrović i sur. 2004, Štambuk i sur. 2013). 

Čistim postajama ili postajama s niskom razinom antropogenog zagaĎenja 

smatraju se Limski zaljev (prirodni rezervat i uzgajalište dagnji u Istri), Ičići (malo 

turističko mjesto u Kvarnerskom zaljevu), Zadar Seline (uzgajalište dagnji na obali 

Velebitskog kanala blizu Paklenice), Marina (uzgajalište dagnji kraj Trogira), Mali Ston 

(naselje u blizini Stona), Ston (uzgajalište dagnji u Dubrovačko-neretvanskoj ţupaniji) te 

Mljet (uvala Saplunara u nacionalnom parku Mljet). 

Onečišćenim postajama s viskom razinom antropogenog onečišćenja smatraju se 

Pula i Rijeka (veliki gradovi i prometne luke), Viktor Lenac (brodogradilište kraj Rijeke), 

Zadar i Togir (marine), Adriavinil (bivša tvornica za proizvodnju kemikalija i kemijskih 

proizvoda kod Splita), Split (veliki grad i prometna luka) te Gruţ (luka u Dubrovniku). 
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Slika 6 Kartografski prikaz istraţivanih postaja 

 

2.2. Prikupljanje i obrada jedinki 

  Jedinke iz nativnih populacija dagnji prikupljane su metalnim grabilom u jesen 

2013. i proljeće 2014. godine sa dubine 0,5-1 m. Nakon prikupljanja, dagnje su stavljene 

na led te prenesene u najbliţi laboratorij u odreĎenoj regiji (privremeni laboratoriji na 

Mljetu i Pelješcu, Istraţivačka postaja Martinska te Centar za istraţivanje mora Rovinj). 

U laboratorijima su izdvojeni uzorci tkiva (10 jedinki po postaji) za kemijske analize i 

probavna ţlijezda za analize biomarkera. Uzorci su čuvani u tekućem dušiku do daljnje 

obrade u Laboratoriju za ekotoksikologju na Prirodoslovno-matematičkom fakultetu u 

Zagrebu. 
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2.2.1. Mezokozmos eksperiment 

 U travnju i svibnju 2014. godine jedinke iz odabrane čiste postaje Marina i 

onečišćene postaje Gruţ izlagane su povećanim koncentracijama bakra u mezokozmos 

eksperimentu. Jedinke sakupljene iz pergolara u Marini (~ 450) i pomoću metalnog 

grabila na postaji Gruţ (~ 450) transportirane su na ledu do akvarija u Puli gdje su 

prebačene u bazene s morskom vodom. Period aklimatizacije je trajao 4 tjedna u 

kontroliranim uvjetima, pri temperaturi od 17 ºC u aeriranim bazenima gdje je reţim 

svjetla i tame bio 12h/12h i ½ vode u bazenu svaki dan zamjenjeno svjeţom morskom 

vodom. Nakon aklimatizacije 224 jedinke svake populacije su izloţene povećanim 

koncentracijama bakra dok su 224 jedinke svake populacije izlagane čistoj morskoj vodi 

(kontrola) (Slika 7). Izlaganje je trajalo 8 dana, tijekom kojih je svaki dan u bazene 

dodavano 7,8 ml bakra (c = 100 µg L-1) i 1,5 ml hrane (suspenzija algi). Nakon 8 dana, iz 

dagnji je izdvojena probavna ţlijezda i pohranjena u tekućem dušiku u Laboratoriju za 

ekotoksikologiju na Prirodoslovno-matematičkom fakultetu do naknadnih analiza 

biomarkera oksidativnog stresa. 

 

Slika 7 Shema mezokozmos eksperimenta u kojem su dagnje izlagane povećanim koncentracijama bakra 

(GK – Gruţ kontrola, GB – Gruţ bakar, MK – Marina kontrola, MK – Marina bakar) 

 

2.2.2. Transplant eksperiment 

 Dagnje iz odabrane referentne postaje Marina s minimalnom razinom 

antropogenog onečišćenja su u travnju 2014. godine transplantirane na 6 postaja 

različite kvalitete okoliša. Čiste postaje uključivale su Limski zaljev, Zadar Seline i Ston, 

dok su onečišćene postaje bile Pula, Zadar marina i Gruţ. 300 jedinki po postaji 

rasporeĎeno je u tri kaveza veličine 50x50 cm, izgraĎenih od drvenog okvira i 

polietilenske mreţe te učvršćenih ribarskim flaksom (Slika 8). Kavezi su postavljeni na 
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dubinu od 1-1,5 m te osigurani sidrom i konopom. Kavezno izlaganje dagnji trajalo je 30 

dana, nakon čega su iz dagnji izvaĎene probavne ţlijezde za biološke analize 

biomarkera. 

 

 

Slika 8 Kavez s dagnjama korišten u transplant eksperimentu 

 

2.3. Kemijska analiza tkiva 

 Kemijska analiza tkiva dagnji raĎena je na uzorcima nativnih populacija dagnji 

prikupljenih u proljeće 2014. godine. 

Za odreĎivanje koncentracije pojedinih metala i metaloida, homogenizirani uzorci 

tkiva dagnji stavljeni su u kivetu sa 10 mL „aqua regia― (omjer 1:3 nitratna 

kiselina:klorovodična kiselina) te u mikrovalnu pećnicu (Multiwave 3000, Anton Paar, 

Graz, Austria). Nakon digestije, uzorci su razrijeĎeni Milli–Q vodom do optimalne 

koncentracije za mjerenje ICPMS (masena spektrometrija s induktivno spregnutom 

plazmom). Prije samog mjerenja u dobivene otopine dodan je indij (1 μg L-1) kao interni 

standard. Multielementalna analiza pripremljenih uzoraka raĎena je pomoću masene 

spektrometrije visoke rezolucije s induktivno spregnutom plazmom (HR ICPMS) koristeći 

instrument Element2 (Thermo, Bremen, Njemačka). Mjerenja odreĎenih izotopa raĎena 

su na tri različite rezolucije: niska rezolucija (7Li, 107Ag, 111Cd, 120Sn, 208Pb, 209Bi), 

srednja rezolucija (51V, 52Cr, 59Co, 60Ni, 63Cu, 66Zn, 121Sb) te visoka rezolucija (27Al, 39K, 

56Fe). 
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Kemijske analize metala i metaloida u tkivu dagnji raĎene su u suradnji s dr.sc. 

Nevenkom Mikac (Laboratorij za anorgansku geokemiju okoliša, Institut RuĎer Bošković, 

Zagreb). 

 

2.4. Analiza biomarkera oksidativnog stresa 

 Za analizu biomarkera oksidativnog stresa prikupljene su probavne ţlijezde 10 

jedinka po postaji. Tkivo je izvagano u laboratoriju i homogenizirano (ureĎaj Qiagen 

Retsch MM300 TissueLyser) sa čeličnim kuglicama (7 mm) 1 minutu na frekvenciji 30 

kHz. Uzorku je potom dodano 1,2 ml kalij – fosfatnog pufera (50 mM, pH=7 + 10 mM 

etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA)) te je homogenizacija ponovljena u istim 

uvjetima. Homogenat je centrifugiran (ureĎaj Sigma 3-18K) 12 minuta pri 10000 x g i     

4 ºC. Supernatant je odvojen i pohranjen na -80 ºC. 

 

2.4.1. Određivanje aktivnosti katalaze 

 Protokol za odreĎivanje aktivnosti enzima katalaze preuzet je i prilagoĎen iz Aebi 

(1984). Reakcijska smjesa sastojala se od 50 ml KP pufera (50 mM, pH 7 + 10 mM 

EDTA) i 50 µl H2O2 (10 mM). U kvarcnu kivetu je dodano 950 µl reakcijske smjese te 50 

µl 5 puta razrijeĎenog ekstrakta (u KP puferu, 50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA). Pad 

apsorbancije mjeren je spektrofotometrijski (ureĎaj Specord 40) svakih 10 sekundi 

tokom 100 sekundi na 240 nm (ɛ = 40 mM-1 cm-1). Za slijepu probu korišten je KP pufer 

(50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA).  

Aktivnost enzima odreĎena je prema formuli: 

(ΔA * Vkivete * razrjeĎenje uzorka) / (Vuzorka * ε * cproteina * dkivete * t) 

gdje je ΔA = promjena apsorbancije u vremenu, Vkivete = volumen kivete, Vuzorka = 

volumen uzorka u kiveti, ε  = apsorpcijski koeficijent, cproteina = koncentracija ukupnih 

proteina, dkivete = promjer kivete, t = vrijeme mjerenja. 

 Aktivnost katalaze izraţena je u jedinicama po mg proteina, pri čemu jedna 

jedinica predstavlja hidrolizu 1 µmol H2O2 po minuti pri 25 °C. 
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2.4.2. Određivanje aktivnosti glutation reduktaze 

 Protokol za odreĎivanje aktivnosti enzima glutation reduktaze preuzet je i 

prilagoĎen iz Ramos-Martinez i sur. (1983). Reakcijska smjesa sastojala se od 500 µl 2 

mM GSSG i 50 µl 2 mM NADPH (otopljeni u KP puferu, 100 mM, pH 7,4 + 10 mM 

EDTA), 350 µL KP pufera (100 mM, pH 7,4 + 10 mM EDTA) i 100 µl 5 puta razrijeĎenog 

uzorka (u KP puferu, 50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA). Apsorbancija je mjerena 

spektrofotometrijski svakih 5 sekundi tokom 1,5 minute pri valnoj duljini 340 nm (ɛ = 6,22 

mM-1 cm-1). Za slijepu probu korišten je KP pufer (100 mM, pH 7,4 + 10 mM EDTA).  

Aktivnost enzima odreĎena je prema formuli: 

(ΔA * Vkivete * razrjeĎenje uzorka) / (Vuzorka * ε * cproteina * dkivete * t) 

gdje je ΔA = promjena apsorbancije u vremenu, Vkivete = volumen kivete, Vuzorka = 

volumen uzorka u kiveti, ε  = apsorpcijski koeficijent, cproteina = koncentracija ukupnih 

proteina, dkivete = promjer kivete, t = vrijeme mjerenja. 

Aktivnost glutation reduktaze izraţena je u jedinicama po mg proteina, gdje jedna 

jedinica predstavlja oksidaciju 1 nmol NADPH po minuti pri 25 °C. 

 

2.4.3. Određivanje aktivnosti glutation S-transferaza 

 Protokol za odreĎivanje aktivnosti glutation S-transferaza preuzet je i prilagoĎen 

iz Habig i sur. (1974). Reakcijska smjesa sastojala se od 840 µl KP pufera (100 mM, pH 

6,5 + 10 mM EDTA), 10 µl 100 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) (otopljenog u 

vrućem 95%tnom etanolu), 100 µl 10 mM GSH (otopljen u KP puferu, 100 mM, pH 6,5 + 

10 mM EDTA) i 50 µl uzorka (pet puta razrijeĎen u KP puferu, 50 mM, pH 7 + 10 mM 

EDTA). Apsorbancija je mjerena spektrofotometrijski svake 3 sekunde tokom 1 minute 

na 340 nm (ɛ = 9,6 mM-1 cm-1). Slijepa proba je bila reakcijska smjesa bez uzorka.  

Aktivnost enzima odreĎena je prema formuli: 

(ΔA * Vkivete * razrjeĎenje uzorka) / (Vuzorka * ε * cproteina * dkivete * t) 

gdje je ΔA = promjena apsorbancije u vremenu, Vkivete = volumen kivete, Vuzorka = 

volumen uzorka u kiveti, ε  = apsorpcijski koeficijent, cproteina = koncentracija ukupnih 

proteina, dkivete = promjer kivete, t = vrijeme mjerenja. 
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 GST akivnost je izraţena kao µmol konjugiranog glutationa po minuti i mg 

proteina pri 25 °C. 

 

2.4.4. Određivanje aktivnosti acetilkolinesteraze 

Protokol za mjerenje aktivnosti enzima acetilkolinesteraze preuzet je i prilagoĎen 

iz Ellman i sur. (1961). Reakcijska smjesa sastojala se od 850 µl KP pufera (100 mM, 

pH 7,4 + 10 mM EDTA), 50 µl 8 mM 5,5'–ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline (DTNB) i 50 

µl 8 mM acetilkolina (otopljeni u KP puferu, 100 mM, pH 7,4 + 10 mM EDTA) i 50 µl 

ekstrakta (pet puta razrijeĎen u KP puferu, 50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA). Apsorbancija 

je mjerena spektrofotometrijski na 412 nm svakih 10 sekundi kroz dvije minute (ɛ = 0,07 

mM-1 cm-1). Slijepa proba je reakcijska smjesa bez uzorka.  

Aktivnost enzima odreĎena je prema formuli: 

(ΔA * Vkivete * razrjeĎenje uzorka) / (Vuzorka * ε * cproteina * dkivete * t) 

gdje je ΔA = promjena apsorbancije u vremenu, Vkivete = volumen kivete, Vuzorka = 

volumen uzorka u kiveti, ε  = apsorpcijski koeficijent, cproteina = koncentracija ukupnih 

proteina, dkivete = promjer kivete, t = vrijeme mjerenja. 

 Aktivnost AChE je izraţena kao nmol nastalog tiokolina po minuti i mg proteina pri 

25 °C.  

 

2.4.5. Određivanje koncentracije karbonila 

Sadrţaj karbonila odreĎen je po protokolu preuzetom i prilagoĎenom iz Levine i 

sur. (1994). 200 µl ekstrakta (razrijeĎenog u omjeru 1:1 s KP puferom, 50 mM, pH 7 + 

10 mM EDTA) stavljeno je u Eppendorf epruvete sa 300 µl 10 mM 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) (otopljenog u 2 M HCl) te je smjesa inkubirana 1 sat u tami, 

na sobnoj temperaturi uz miješanje svakih 15 minuta. Nakon inkubacije, smjesi je 

dodano 500 µl 10% trikloroctene kiseline (TCA) te je ohlaĎena 5 minuta na -20 ºC. 

Smjesa je centrifugirana 10 minuta pri 12000 g i 4 ºC. Dobiveni talog ispran je tri puta s 

500 µl otopine etanola i etilacetata (1:1). Talog je otopljen u 1 ml 6 M uree u KP puferu 

(20 mM, pH 2,4). Sadrţaj karbonila odreĎen je spektrofotometrijski na 370 nm (ɛ = 22 

mM-1 cm-1), a sadrţaj proteina procijenjen mjerenjem apsorbancije uzorka na 280 nm. 
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Slijepa proba bila je 200 µl ekstrakta (razrijeĎenog u omjeru 1:1 s KP puferom, 50 mM, 

pH 7 + 10 mM EDTA) i 300 µl 2 M HCl.  

Koncentracija proteina u svakom uzorku izračunata je na temelju baţdarne 

krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije niza razrjeĎenja (od 0,096 mg mL-1 do 0,8 mg 

mL-1) otopine albumina iz goveĎeg seruma poznatih koncentracija (Sigma-Aldrich 

Protein Standard 2 mg proteina ml-1) prema formuli: 

(A(280) – l) / k 

gdje je A(280) = apsorbancija izmjerena pri 280 nm, l = odsječak pravca dobiven iz 

baţdarne krivulje, k = nagib pravca dobiven iz baţdarne krivulje. 

Koncentracija karbonila odreĎena je prema formuli: 

(A(370) * cproteina) / (ɛ * 1000) 

gdje je A(370) = apsorbancija izmjerena pri 370 nm, cproteina = koncentracija ukupnih 

proteina, ɛ = apsorpcijski koeficijent. 

Sadrţaj karbonila izraţen je u µmol po mg proteina. 

 

2.4.6. Određivanje koncentracije malondialdehida 

 Stupanj lipidne peroksidacije odreĎen je mjerenjem sadrţaja malondialdehida po 

protokolu preuzetom i prilagoĎenom iz Buege i Aust (1978). 150 µl nerazrijeĎenog 

uzorka stavljeno je u Eppendorf epruvete sa 450 µl 10% TCA i centrifugirano 15 minuta 

pri 10000 g i 4 ºC. U male staklene epruvete dvojeno je 550 µl supernatanta i dodano  

550 µl 0,7% tiobarbiturne kiseline (TBA) (otopjene u 10% TCA) te je smjesa stavljena u 

sušionik (ureĎaj Bari, serija ―est‖) na 15 minuta pri 90 ºC do pojave crvenog obojenja. 

Nakon zagrijavanja smjesa je ohlaĎena na ledu. Apsorbancija supernatanta odreĎena je 

spektrofotometrijski na 532 nm (ɛ = 155 mM-1 cm-1), a korekcija za nespecifični turbitet 

napravljena oduzimanjem apsorbancije izmjerene na 600 nm. Za slijepu probu korišten 

je KP pufer (50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA).  

Koncentracija malondialdehida odreĎena je po formuli: 

(A(532) – A(600)) / (ɛ * cproteina * dkivete) 

gdje je A(532) = apsorbancija izmjerena pri 532 nm, A(600) = apsorbancija izmjerena pri 

600 nm, ɛ = apsorpcijski koeficijent, cproteina = koncentracija ukupnih proteina, dkivete = 

promjer kivete. 
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Sadrţaj MDA izraţen je kao µmol po mg proteina. 

 

2.4.7. Određivanje ukupnih proteina 

 Sadrţaj ukupnih proteina odreĎen je spektrofotometrijski prema protokolu 

preuzetom i prilagoĎenom iz Bradford (1976) mjerenjem apsorbancije reakcijske smjese 

koja se sastojala od 950 µl filtriranog Bradford reagensa (Sigma-Aldrich Bradford 

Reagent 1-1,400 µg ml-1 proteina) i 50 µl uzorka (pet puta razrijeĎen u KP puferu, 50 

mM, pH 7 + 10 mM EDTA), nakon nastajanja plavog obojanja, pri 595 nm. 

Koncentracija ukupnih proteina u svakom uzorku izračunata je na temelju 

baţdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije niza razrjeĎenja (od 0,096 mg mL-1 

do 0,8 mg mL-1) otopine albumina iz goveĎeg seruma poznatih koncentracija (Sigma-

Aldrich Protein Standard 2 mg proteina ml-1) prema formuli: 

(A – l) / k 

gdje je gdje je A= apsorbancija, l = odsječak pravca dobiven iz baţdarne krivulje, k = 

nagib pravca dobiven iz baţdarne krivulje. 

 

2.5. Statistička obrada podataka 

Dobiveni rezultati statistički su obraĎeni korištenjem programa STATISTICA 12 

(StatSoft, Inc. 2013) i R (R Core Team version 3.2.0). 

Statistički značajne razlike meĎu postajama utvrĎene su jednosmjernom 

analizom varijance ANOVA i post-hoc Tukey testom u programu STATISTICA. Rezultati 

su predstavljeni dijagramima na kojima su iznad svake postaje prikazana slova koja 

označavaju statistički značajnu razliku (p < 0.05). Ukoliko postaja ima barem jedno isto 

slovo kao i neka druga, znači da izmeĎu te dvije postaje nije utvrĎena statistički 

značajna razlika. 

Analize glavnih komponenti (PCA) biomarkera oksidativnog stresa te regresijske 

analize biomarkera i metala u tkivu dagnji metodom parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS) 

dobivene su pomoću statističkog programa R. 
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3. Rezultati 

3.1. Biomarkeri oksidativnog stresa i neurotoksičnosti u dagnjama 

uzorkovanim u jesen 2013. godine 

Aktivnost antioksidativnih enzima te količina produkata oksidativnog stresa u 

jedinkama uzorkovanim u jesen 2013. godine su dosta varirali i izmeĎu i unutar postaja 

različite kvalitete okoliša. 

Najveće aktivnosti enzima katalaze izmjerene su u Ičićima i na Mljetu, a najmanje 

na postajama Pula, Viktor Lenac, Trogir, Adriavinil i Split (Slika 9). Aktivnost katalaze je 

općenito bila viša na čistim nego na onečišćenim postajama, pri čemu je jedino u 

Limskom zaljevu zabiljeţena relativno niska aktivnost enzima.  

Enzim glutation reduktaza pokazao je povećanu aktivnost na nekoliko čistih i 

onečišćenih postaja. Najveće aktivnosti izmjerene su u Limskom zaljevu, Puli, Viktor 

Lencu, Trogiru, Mljetu i Gruţu, dok su na ostalim postajama aktivnosti enzima bile 

relativno niske (Slika 10).  

Najveća aktivnost enzima glutation S-transferaza zabiljeţena je na Mljetu, a 

najmanja na postajama Marina, Split i Mali Ston (Slika 11).  
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Slika 9 Aktivnosti enzima katalaze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji M. 

galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u jesen 2013. godine (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena onečišćene 

postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje (p<0,05). (LB = Limski zaljev, PL = Pula, IC = 

Ičići, RJ = Rijeka, VL = Viktor Lenac, ZB = Zadar Seline, ZM = Zadar marina, MA = Marina, TM = Trogir, 

AD = Adriavinil, SL = Split, MS = Mali Ston, SA = Mljet, GZ = Gruţ) 

 

 

Slika 10 Aktivnosti enzima glutation reduktaze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji 

M. galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u jesen 2013. godine (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena onečišćene 

postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje (p<0,05). (LB = Limski zaljev, PL = Pula, IC = 

Ičići, RJ = Rijeka, VL = Viktor Lenac, ZB = Zadar Seline, ZM = Zadar marina, MA = Marina, TM = Trogir, 

AD = Adriavinil, SL = Split, MS = Mali Ston, SA = Mljet, GZ = Gruţ) 
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Slika 11 Aktivnosti enzima glutation S-transferaza mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama 

dagnji M. galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u jesen 2013. godine 

(medijan+donji/gornji kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, 

crvena onečišćene postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje (p<0,05). (LB = Limski 

zaljev, PL = Pula, IC = Ičići, RJ = Rijeka, VL = Viktor Lenac, ZB = Zadar Seline, ZM = Zadar marina, MA = 

Marina, TM = Trogir, AD = Adriavinil, SL = Split, MS = Mali Ston, SA = Mljet, GZ = Gruţ) 

 

 

 Aktivnost acetilkolinesteraze općenito je bila veća na čistim nego na onečišćenim 

postajama, pri čemu je jedino Limski zaljev pokazao niţu, a Split veću aktivnosti ovog 

enzima. Najveća aktivnost zabiljeţena je na postajama Ičići, Zadar Seline i Split, a 

najmanja u Limskom kanalu, Rijeci i Gruţu (Slika 12).  

 Najveće razine karbonila zabiljeţene su u Gruţu, koji se i statistički razlikovao od 

većine ostalih postaja, uz iznimku Ičića, Rijeke i Malog Stona koje su takoĎer pokazale 

nešto višu koncentraciju karbonila (Slika 13). Ostale postaje su pokazale dosta nisku 

razinu karbonila, iako je ukupno ona bila veća na čistim nego na onečišćenim 

postajama. 

 Najviše koncentracije malondialdehida izmjerene su u Trogiru, Adriavinilu i Gruţu, 

a najmanje u Puli, Marini i Malom Stonu, dok su ostale postaje pokazale velik raspon 

izmjerenih vrijednosti (Slika 14). Općenito je veća količina malondialdehida izmjerena na 

onečišćenim, nego na čistim postajama. 
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Slika 12 Aktivnosti enzima acetilkolinesteraze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji 

M. galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u jesen 2013. godine (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena onečišćene 

postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje. (LB = Limski zaljev, PL = Pula, IC = Ičići, RJ 

= Rijeka, VL = Viktor Lenac, ZB = Zadar Seline, ZM = Zadar marina, MA = Marina, TM = Trogir, AD = 

Adriavinil, SL = Split, MS = Mali Ston, SA = Mljet, GZ = Gruţ) 

 

 

Slika 13 Sadrţaj karbonila odreĎen spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji M. galloprovincialis 

uzorkovanih na istraţivanim postajama u jesen 2013. godine (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena onečišćene postaje, a različita slova 

statistički značajno različite postaje. (LB = Limski zaljev, PL = Pula, IC = Ičići, RJ = Rijeka, VL = Viktor 

Lenac, ZB = Zadar Seline, ZM = Zadar marina, MA = Marina, TM = Trogir, AD = Adriavinil, SL = Split, MS 

= Mali Ston, SA = Mljet, GZ = Gruţ) 
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Slika 14 Sadrţaj malondialdehida odreĎen spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji M. 

galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u jesen 2013. godine (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena onečišćene 

postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje. (LB = Limski zaljev, PL = Pula, IC = Ičići, RJ 

= Rijeka, VL = Viktor Lenac, ZB = Zadar Seline, ZM = Zadar marina, MA = Marina, TM = Trogir, AD = 

Adriavinil, SL = Split, MS = Mali Ston, SA = Mljet, GZ = Gruţ) 

 

3.2. Biomarkeri oksidativnog stresa i neurotoksičnosti u dagnjama 

uzorkovanima u proljeće 2014. godine 

 Svi biomarkeri oksidativnog stresa mjereni u dagnjama uzorkovanim u proljeće 

2014. godine su bili izrazito varijabilni i izmeĎu i unutar postaja, pri čemu onečišćene 

postaje pokazuju veći raspon vrijednosti za sve biomarkere. 

 Aktivnost enzima katalaze je na čistim postajama u većini uzoraka bila u 

vrijednostima izmeĎu 300 i 600 µmol min-1 mg-1 proteina, dok su onečišćene postaje 

pokazale veći raspon vrijednosti. Najveće vrijednosti zabiljeţene su na postajama 

Adriavinil, Split i Gruţ, a najmanje u Rijeci i Trogiru (Slika 15). Postaja Adriavinil se 

pokazala statistički najrazličitijom od ostalih pokazujući najveću aktivnost ovog enzima. 

 Glutation reduktaza je pokazala statistički značajnu razliku samo izmeĎu postaja 

Rijeka i Marina te postaja Split i Gruţ (Slika 16). Najveće aktivnosti glutation S-

transferaza zabiljeţene su na postajama Zadar Seline i Gruţ, a najmanje u Rijeci, 

Marini, Adriavinilu i Splitu (Slika 17). 
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Slika 15 Aktivnosti enzima katalaze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji M. 

galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u proljeće 2014. godine (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena onečišćene 

postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje. (LBP = Limski zaljev, PLP = Pula, ICP = Ičići, 

RJP = Rijeka, VLP = Viktor Lenac, ZBP = Zadar Seline, ZMP = Zadar marina, MAP = Marina, TMP = 

Trogir, ADP = Adriavinil, SLP = Split, MSP = Mali Ston, SUP = Ston, SAP = Mljet, GZP = Gruţ) 

 

 

Slika 16 Aktivnosti enzima glutation reduktaze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji 

M. galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u proljeće 2014. godine (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena onečišćene 

postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje. (LBP = Limski zaljev, PLP = Pula, ICP = Ičići, 

RJP = Rijeka, VLP = Viktor Lenac, ZBP = Zadar Seline, ZMP = Zadar marina, MAP = Marina, TMP = 

Trogir, ADP = Adriavinil, SLP = Split, MSP = Mali Ston, SUP = Ston, SAP = Mljet, GZP = Gruţ) 
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Slika 17 Aktivnosti enzima glutation S-transferaza mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama 

dagnji M. galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u proljeće 2014. godine 

(medijan+donji/gornji kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, 

crvena onečišćene postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje. (LBP = Limski zaljev, 

PLP = Pula, ICP = Ičići, RJP = Rijeka, VLP = Viktor Lenac, ZBP = Zadar Seline, ZMP = Zadar marina, 

MAP = Marina, TMP = Trogir, ADP = Adriavinil, SLP = Split, MSP = Mali Ston, SUP = Ston, SAP = Mljet, 

GZP = Gruţ) 

 

 

 

Najveća aktivnost enzima acetilkolinesteraze zabiljeţena je na postaji Split (Slika 

18) te se ona statistički razlikuje se od ostalih postaja. MeĎu ostalim postajama nije 

zabiljeţena značajna razlika. 

 Onečišćene postaje su pokazale veći raspon izmjerenih vrijednosti karbonila od 

čistih dok se medijani nisu značajnije razlikovali meĎu postajama. Najveća vrijednost 

izmjerena je na postaji Zadar marina, a najmanja u Malom Stonu (Slika 19). 

 Najveće koncentracije malondialdehida su izmjerene na postajama Viktor Lenac, 

Adriavinil, Mali Ston i Ston, a najmanje u Ičićima, Rijeci, Marini, Mljetu i Gruţu (Slika 20). 

Postaja Mali Ston se statistički najviše razlikovala od ostalih i slična je samo s postajma 

Zadar Seline, Adriavinil i Ston. 
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Slika 18 Aktivnosti enzima acetilkolinesteraze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji 

M. galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u proljeće 2014. godine (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena onečišćene 

postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje. (LBP = Limski zaljev, PLP = Pula, ICP = Ičići, 

RJP = Rijeka, VLP = Viktor Lenac, ZBP = Zadar Seline, ZMP = Zadar marina, MAP = Marina, TMP = 

Trogir, ADP = Adriavinil, SLP = Split, MSP = Mali Ston, SUP = Ston, SAP = Mljet, GZP = Gruţ) 

 

 

Slika 19 Sadrţaj karbonila odreĎen spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji M. galloprovincialis 

uzorkovanih na istraţivanim postajama u proljeće 2014. godine (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, a crvena onečišćene postaje. (LBP = Limski 

zaljev, PLP = Pula, ICP = Ičići, RJP = Rijeka, VLP = Viktor Lenac, ZBP = Zadar Seline, ZMP = Zadar 

marina, MAP = Marina, TMP = Trogir, ADP = Adriavinil, SLP = Split, MSP = Mali Ston, SUP = Ston, SAP = 

Mljet, GZP = Gruţ) 
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Slika 20 Sadrţaj malondialdehida odreĎen spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji M. 

galloprovincialis uzorkovanih na istraţivanim postajama u proljeće 2014. godine (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena onečišćene 

postaje, a različita slova statistički značajno različite postaje. (LBP = Limski zaljev, PLP = Pula, ICP = Ičići, 

RJP = Rijeka, VLP = Viktor Lenac, ZBP = Zadar Seline, ZMP = Zadar marina, MAP = Marina, TMP = 

Trogir, ADP = Adriavinil, SLP = Split, MSP = Mali Ston, SUP = Ston, SAP = Mljet, GZP = Gruţ) 

 

 

3.3. Biomarkeri oksidativnog stresa i neurotoksičnosti u dagnjama 

izlaganima u mezokozmos eksperimentu 

 Aktivnost enzima katalaze generalno je bila veća u jedinkama s postaje Gruţ za 

koju je zabiljeţen i veći raspon aktivnosti. Za obje populacije izloţene bakru aktivnost 

katalaze bila je podjednaka (Slika 21). Statistički se razlikovala samo postaja Gruţ u 

kontroli. 

 Najveću aktivnost enzima glutation reduktaze su pokazale jedinke iz Gruţa 

izlagane bakru, a najmanju jedinke iste postaje u kontroli. Obje populacije izloţene 

bakru pokazale su slične medijane aktivnosti enzima iako su jednike iz Gruţa imale 

puno veći raspon vrijednosti (Slika 22).  

 Aktivnost enzima glutation S-transferaze nije se značajno razlikovala meĎu 

jedinkama iz različitih bazena, no u jedinkama s postaje Marina koje su izlagane bakru 

izmjeren je najveći raspon vrijednosti (Slika 23).  
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Slika 21 Aktivnosti enzima katalaze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji M. 

galloprovincialis izlaganih u mezokozmos eksperimentu (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). Različita slova označavaju statistički raličite populacije. (GB = Gruţ 

bakar, GK = Gruţ kontrola, MB = Marina bakar, MK = Marina kontrola) 

 

 

Slika 22 Aktivnosti enzima glutation reduktaze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji 

M. galloprovincialis izlaganih u mezokozmos eksperimentu (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). (GB = Gruţ bakar, GK = Gruţ kontrola, MB = Marina bakar, MK = Marina 

kontrola) 
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Slika 23 Aktivnosti enzima glutation S-transferaza mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama 

dagnji M. galloprovincialis izlaganih u mezokozmos eksperimentu (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). (GB = Gruţ bakar, GK = Gruţ kontrola, MB = Marina bakar, MK = Marina 

kontrola) 

 

 

 

 Aktivnost enzima acetilkolinesteraze nije se značajno razlikovala meĎu 

izlaganjima. Najveći raspon aktivnost su pokazale jedinke s postaje Gruţ izlagane 

bakru, najmanju jedinke iz Gruţa u kontroli (Slika 24).  

 Koncentracija karbonila bila je generalno veća u jedinkama iz Gruţa te manja u 

jedinkama iz Marine (Slika 25). Statistički su se razlikovale jedinke iz Gruţa i Marine 

koje nisu izlagane bakru. 

 Sadrţaj malondialdehida nije se značajno razlikovao izmeĎu jedinki iz različitih 

bazena, iako je u jedinkama iz Marine u kontroli izmjeren najveći raspon vrijednosti 

(Slika 26).  
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Slika 24 Aktivnosti enzima acetilkolinesteraze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji 

M. galloprovincialis izlaganih u mezokozmos eksperimentu (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). (GB = Gruţ bakar, GK = Gruţ kontrola, MB = Marina bakar, MK = Marina 

kontrola) 

 

 

Slika 25 Sadrţaj karbonila odreĎen spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji M. galloprovincialis 

izlaganih u mezokozmos eksperimentu (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. vrijednost+netipične 

vrijednosti). Različita slova označavaju statistički raličite populacije. (GB = Gruţ bakar, GK = Gruţ 

kontrola, MB = Marina bakar, MK = Marina kontrola) 
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Slika 26 Sadrţaj malondialdehida odreĎen spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama dagnji M. 

galloprovincialis izlaganih u mezokozmos eksperimentu (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). (GB = Gruţ bakar, GK = Gruţ kontrola, MB = Marina bakar, MK = Marina 

kontrola) 

 

3.4. Biomarkeri oksidativnog stresa i neurotoksičnosti u kavezno 

izlaganim dagnjama unutar transplant eksperimenta 

Rezultati dobiveni mjerenjem aktivnosti biomarkera u dagnjama korištenim u 

transplant eksperimentu usporeĎene su s aktivnostima istih izmjerenim u jedinkama na 

nativnoj postaji Marina iz koje su dagnje uzimane za kavezno izlaganje i koja je 

korištena kao kontrola. 

Aktivnosti enzima katalaze općenito su bile više na onečišćenim nego na čistim 

postajama, iako je postaja Gruţ pokazala dosta niske vrijednosti. Statistički su se od 

ostalih postaja razlikovale Pula i Zadar marina koje su pokazale i najviše izmjerene 

vrijednosti aktivnosti enzima (Slika 27). 

 Najviša aktivnost enzima glutation reduktaze zabiljeţena je na postaji Zadar 

marina, a najniţa na postajama Limski zaljev i Pula (Slika 28). Onečišćene postaje su 

pokazale višu aktivnost enzima, iako su vrijednosti izmjerene u jedinkama iz Pule bile 

dosta niske. Statistički se od ostalih značajno razlikovala postaja Zadar marina koja je 

slična jedino s Gruţom. 
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 Onečišćene postaje su pokazale veću aktivnost enzima glutation S-transferaza, 

pri čemu se od čistih postaja statistički razlikuju postaje Pula i Zadar marina, koje su 

pokazale najviše izmjerene vrijednosti, dok se postaja Gruţ nije razlikovala od čistih 

postaja (Slika 29). 

 

 

 

 

Slika 27 Aktivnosti enzima katalaze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama kavezno 

izlaganih dagnji M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena nečiste, a ţuta nativnu populaciju 

Marina, koja predstavlja kontrolu. Različita slova označavaju statistički raličite populacije. (LBT = Limski 

zaljev, PLT = Pula, ZBT = Zadar Seline, ZMT = Zadar marina, SUT = Ston, GZT = Gruţ, MAP = Marina) 
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Slika 28 Aktivnosti enzima glutation reduktaze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama 

kavezno izlaganih dagnji M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena nečiste, a ţuta 

nativnu populaciju Marina, koja predstavlja kontrolu. Različita slova označavaju statistički raličite 

populacije. (LBT = Limski zaljev, PLT = Pula, ZBT = Zadar Seline, ZMT = Zadar marina, SUT = Ston, GZT 

= Gruţ, MAP = Marina) 

 

 

Slika 29 Aktivnosti enzima glutatuion S-transferaza mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama 

kavezno izlaganih dagnji M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena nečiste, a ţuta 

nativnu populaciju Marina, koja predstavlja kontrolu. Različita slova označavaju statistički raličite 

populacije. (LBT = Limski zaljev, PLT = Pula, ZBT = Zadar Seline, ZMT = Zadar, SUT = Ston, GZT = 

Gruţ, MAP = Marina) 
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 Aktivnost enzima acetilkolinesteraze bila je najveća na postajama Pula i Zadar 

Seline, a najmanja u Limskom zaljevu koji je bio i statistički različit od postaja Pula, 

Zadar Seline i Zadar marina (Slika 30). Nije bilo velike razlike u aktivnosti enzima 

izmeĎu čistih i onečišćenih postaja. 

 Sadrţaj karbonila općenito je bio viši na čistim postajama, iako je postaja Gruţ 

pokazala najniţe vrijednosti, a Pula najveće (Slika 31). Statistički se značajno nije 

razlikovala postaja Gruţ od Pule i Zadar Selina. 

 Postaje Zadar marina i Gruţ su pokazale jako veliki raspon sadrţaja 

malondialdehida, dok su ostale postaje imale dosta visoke koncentracije MDA s puno 

manjim rasponom (Slika 32).  

 

 

 

Slika 30 Aktivnosti enzima acetilkolinesteraze mjerene spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama 

kavezno izlaganih dagnji M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta (medijan+donji/gornji 

kvartil+min./max. vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena nečiste, a ţuta 

nativnu populaciju Marina, koja predstavlja kontrolu. Različita slova označavaju statistički različite 

populacije. (LBT = Limski zaljev, PLT = Pula, ZBT = Zadar Seline, ZMT = Zadar marina, SUT = Ston, GZT 

= Gruţ, MAP = Marina) 
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Slika 31 Sadrţaj karbonila odreĎen spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama kavezno izlaganih dagnji 

M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena nečiste, a ţuta nativnu populaciju 

Marina, koja predstavlja kontrolu. Različita slova označavaju statistički različite populacije. (LBT = Limski 

zaljev, PLT = Pula, ZBT = Zadar Seline, ZMT = Zadar marina, SUT = Ston, GZT = Gruţ, MAP = Marina) 

 

 

Slika 32 Sadrţaj malondialdehida odreĎen spekrofotometrijski u probavnim ţlijezdama kavezno izlaganih 

dagnji M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta (medijan+donji/gornji kvartil+min./max. 

vrijednost+netipične vrijednosti). Plava boja predstavlja čiste, crvena nečiste, a ţuta nativnu populaciju 

Marina, koja predstavlja kontrolu. (LBT = Limski zaljev, PLT = Pula, ZBT = Zadar Seline, ZMT = Zadar 

marina, SUT = Ston, GZT = Gruţ, MAP = Marina) 
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3.5. Analiza glavnih komponenti (PCA) biomarkera oksidativnog stresa 

i neurotoksičnosti 

 Prve dvije glavne komponente u PCA analizi (eng. principal component analysis) 

biomarkera iz dagnji uzorkovanih u jesen 2013. godine objasnile su 87,14% ukupne 

varijance, pri čemu je prva komponenta objasnila 57,28%, a druga 29,86% varijance 

(Prilog 1). Te glavne komponente su pokazale visoka faktorska opterećenja za katalazu, 

glutation reduktazu i glutation S-transferaze, no ne i značajnu korelaciju izmeĎu ova tri 

biomarkera (Slika 33). 

 Jedinke se nisu odvajale s obzirom na kvalitetu okoliša (Slika 34), niti su se 

jedinke s istih postaja grupirale skupa (Slika 35). 

 

 

 

Slika 33 Biplot PCA analize provedene na prikupljenim podacima o biomarkerima za dagnje M. 

galloprovincialis uzorkovane u jesen 2013. godine 
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Slika 34 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za dagnje M. galloprovincialis 

uzorkovane u jesen 2013. godine s obzirom na kvalitetu okoliša 

 

 

 

Slika 35 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za 14 populacija dagnji M. 

galloprovincialis uzorkovanih u jesen 2013. godine (LB = Limski zaljev, PL = Pula, IC = Ičići, RJ = Rijeka, 

VL = Viktor Lenac, ZB = Zadar Seline, ZM = Zadar marina, MA = Marina, TM = Trogir, AD = Adriavinil, SL 

= Split, MS = Mali Ston, SA = Mljet, GZ = Gruţ) 
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 U PCA analizi biomarkera u dagnjama uzorkovanim u proljeće 2014. godine prve 

dvije glavne komponente su objasnile 79,14% ukupne varijabilnosti u uzorku, pri čemu je 

prva objašnjavala 54,42%, a druga 24,72% varijance (Prilog 2). Prva glavna 

komponenta je pokazala visoka faktorska opterećenja za katalazu i glutation reduktazu, 

a druga za CAT, GR, ali i glutation S-transferaze. Biomarkeri nisu meĎusobno korelirali 

(Slika 36). 

 Postaje se nisu odvajale s obzirom na kvalitetu okoliša, budući da su jedinke s 

onečišćenih postaja pokazale veliku varijabilnost, iako su se jedinke s čistih postaja 

većinom grupirale skupa (Slika 37). Jedinke su pokazale i veliku varijabilnost unutar 

samih postaja, pa su se tako tek dagnje s postaja Limski zaljev, Zadar Seline i Rijeka 

grupirale zajedno (Slika 38). 

 

 

 

Slika 36 Biplot PCA analize provedene na prikupljenim podacima o biomarkerima za dagnje M. 

galloprovincialis uzorkovane u proljeće 2014. godine 
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Slika 37 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za dagnje M. galloprovincialis 

uzorkovane u proljeće 2014. godine s obzirom na kvalitetu okoliša 

 

 

 

Slika 38 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za 15 populacija dagnji M. 

galloprovincialis uzorkovanih u proljeće 2014. godine (LBP = Limski zaljev, PLP = Pula, ICP = Ičići, RJP = 

Rijeka, VLP = Viktor Lenac, ZBP = Zadar Seline, ZMP = Zadar marina, MAP = Marina, TMP = Trogir, ADP 

= Adriavinil, SLP = Split, MSP = Mali Ston, SUP = Ston, SAP = Mljet, GZP = Gruţ) 
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Prve dvije komponente u PCA analizi biomarkera iz dagnji izlaganih u 

mezokozmos eksperimentu su objasnile 72,82% varijabilnosti u uzorku, pri čemu prva 

43,75%, a druga 29,07% varijance (Prilog 3). Najveća faktorska opterećenja u prvoj 

komponenti bila su za katalazu, glutation reduktazu i glutation S-transferaze, a u drugoj 

za CAT i GST. Glutation reduktaza je korelirala s GST (Slika 39). 

 Analiza je pokazala odvajanje populacije iz Gruţa u kontroli na temelju katalaze, 

te je u jedinkama iz te populacije zabiljeţen i široki raspon vrijednosti. (Slika 40). 

 

 

 

 

 

Slika 39 Biplot PCA analize provedene na prikupljenim podacima o biomarkerima za dagnje M. 

galloprovincialis izlagane u mezokozmos eksperimentu 

 

 

 



44 
 

 

Slika 40 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za populacije dagnji M. 

galloprovincialis izlaganih u mezokozmos eksperimentu (GB = Gruţ bakar, GK = Gruţ kontrola, MB = 

Marina bakar, MK = Marina kontrola) 

 

 

 

 U PCA analizi biomarkera iz kavezno izlaganih dagnji unutar transplant 

eksperimenta, prve dvije komponente su objasnile 84,56% varijabilnosti uzorka, pri 

čemu prva 46,76%, a druga 37,80% varijance (Prilog 4). Najveća faktorska opterećenja 

u obje ove komponente bila su za katalazu, glutation reduktazu i glutation S-transferaze. 

Glutation reduktaza je korelirala s GST (Slika 42). 

 Čiste i onečišćene postaje su se odvojeno grupirale, pri čemu su onečišćene 

postaje pokazale veći raspon podataka (Slika 43). Najveće varijacije unutar postaja su 

zabiljeţene za Pulu i Zadar marinu (Slika 44). 
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Slika 41 Biplot PCA analize provedene na prikupljenim podacima o biomarkerima za kavezno  

izlagane dagnje M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta 

 

 

Slika 42 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za kavezno izlagane dagnje 

M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta s obzirom na kvalitetu okoliša u koji su transplantirane 
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Slika 43 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za 6 populacija kavezno 

izlaganih dagnji M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta (LBT = Limski zaljev, PLT = Pula, ZBT 

= Zadar Seline, ZMT = Zadar marina, SUT = Ston, GZT = Gruţ, MAP = Marina) 

 

3.6. Korelacije između koncentracije metala u tkivu dagnji i biomarkera 

oksidativnog stresa i neurotoksičnosti 

 Regresijska PLS analiza (eng. partial least squares), metoda parcijalnih najmanjih 

kvadrata, na jedinkama uzorkovanim u jesen 2013. godine pokazala je korelaciju 

biomarkera acetilkolinesteraze i katalaze s kadmijem, arsenom, molbidenom te 

manganom i selenom. Glutation S-transferaze su takoĎer korelirale s manganom i 

selenijem no i s uranijem, kobaltom, rubidijem i niklom, dok je glutation reduktaza 

korelirala s barijem i aluminijem. Karbonili i MDA su pokazali korelaciju s rubidijem i 

niklom te aluminijem i barijem (Slika 44). 

Postaje su se odvajale po kvaliteti okoliša najviše na temelju aktivnosti GST i s 

njime koreliranih metala, no postaje Limski zaljev i Marina su grupirane s onečišćenim 

postajama. Jedinke su se unutar postaja većinom grupirale zajedno uz izutetak Limskog 

zaljeva i Marine za koje je zabiljeţena veća varijabilnost (Slika 45). 
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Slika 44 PLS analiza korelacije biomarkera i metala u tkivu dagnji M. galloprovincialis uzorkovanih u jesen 

2013. godine 

 

Slika 45 PLS analiza biomarkera i metala u tkivu dagnji M. galloprovincialis uzorkovanih na 14 postaja u 

jesen 2013. godine (LB = Limski zaljev, PL = Pula, IC = Ičići, RJ = Rijeka, VL = Viktor Lenac, ZB = Zadar 

Seline, ZM = Zadar marina, MA = Marina, TM = Trogir, AD = Adriavinil, SL = Split, MS = Mali Ston, SA = 

Mljet, GZ = Gruţ) 
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 Analiza korelacije biomarkera oksidativnog stresa i metala u tkivu dagnji 

uzorkovanih u proljeće 2014. godine PLS metodom pokazala je korelaciju 

acetilkolinesteraze sa stroncijem i vanadijem, karbonila s cinkom i rubidijem, a glutation 

S-transferaza s kositrom, arsenom, olovom i barijem. Glutation reduktaza i katalaza su 

korelirale sa selenom, a malondialdehidi sa selenom i kadmijem (Slika 46). 

Postaje se nisu grupirale skupa s obzirom na kvalitetu okoliša, a kod onečišćenih 

postaja se pokazala i velika varijabilnost izmeĎu i unutar samih postaja s obzirom na 

PLS analizu korelacije biomarkera s metalima u tkivu jedinki (Slika 47). 

 

 

Slika 46 PLS analiza korelacije biomarkera i metala u tkivu dagnji M. galloprovincialis uzorkovanih u 

proljeće 2014. godine 
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Slika 47 PLS analiza biomarkera i metala u tkivu dagnji M. galloprovincialis uzorkovanih na 15 postaja u 

proljeće 2014. godine (LBP = Limski zaljev, PLP = Pula, ICP = Ičići, RJP = Rijeka, VLP = Viktor Lenac, 

ZBP = Zadar Seline, ZMP = Zadar marina, MAP = Marina, TMP = Trogir, ADP = Adriavinil, SLP = Split, 

MSP = Mali Ston, SUP = Ston, SAP = Mljet, GZP = Gruţ) 

 

 

 PLS analiza kavezno izlaganih dagnji u transplant eksperimentu pokazala je 

korelaciju glutation S-transferaza sa stroncijem i olovom, te cinkom, srebrom i kositrom, 

a acetilkolinesteraze i glutation reduktaze s litijem i titanijem. Katalaza, karbonili i MDA 

nisu pokazali nikakvu korelaciju s metalima (Slika 48). 

 Postaje su se grupirale s obzirom na kvalitetu okoliša te je za onečišćene postaje 

zabiljeţena puno veća varijabilnost podataka (Slika 49). 
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Slika 48 PLS analiza korelacije biomarkera i metala u tkivu kavezno izlaganih dagnji M. galloprovincialis u 

transplant eksperimentu 

Slika 49 PLS analiza biomarkera i metala u tkivu kavezno izlaganih dagnji M. galloprovincialis unutar 

transplant eksperimenta na 6 postaja različite kvalitete okoliša (LBT = Limski zaljev, PLT = Pula, ZBT = 

Zadar Seline, ZMT = Zadar marina, SUT = Ston, GZT = Gruţ, MAP = Marina)  
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4. Rasprava 

4.1. Utjecaj kvalitete okoliša i sezonalnosti na biomarkere 

oksidativnog stresa i neurotoksičnosti 

 Analiza biomarkera oksidativnog stresa i neurotoksičnosti u nativnim 

populacijama dagnje Mytilus galloprovincialis je pokazala značajnu varijabilnost izmeĎu 

postaja s obzirom na kvalitetu okoliša i sezonu uzorkovanja. Dobiveni rezultati su u 

skladu s prijašnjim studijama raĎenim na ovom području (Petrović i sur. 2004, Borković i 

sur. 2005, Štambuk i sur. 2013).  

Mnogi autori su već utvrdili da su promjene u vrijednostima biomarkera 

oksidativnog stresa povezane s varijacijama u abiotičkim faktorima kao što su 

temperatura i salinitet (Petrović i sur. 2004, Bocchetti i Regoli 2006, Fernández i sur. 

2010, Attig i sur. 2014). TakoĎer, utvrĎeno je da su oksidativne promjene tipični odgovor 

školjkaša u periodima intenzivnog hranjenja kao rezultat povećanog aerobnog 

metabolizma (Regoli i sur. 2002b). Ipak, smatra se da do najveće promjene u 

hidrobiontima dolazi tijekom mrijesta jer je otpuštanje spolnih produkata popraćeno s 

aktivnom degradacijom tkiva i staničnih struktura, što povećava oksidacijske procese u 

stanicama (Shulman i Love 1999). Proljeće u Jadranu je karakterizirano naglim 

povećanjem temperature i najvećim pikom fitoplanktonskog razvoja koji počinje krajem 

siječnja i traje sljedeća 2 mjeseca (Zoppini i sur. 1995), što uvelike pridonosi povećanju 

dostupne hrane za školjkaše. Ti faktori utječu i na to da je proljeće glavni period 

gametogeneze u dagnjama s ovog područja (Regoli i Orlando 1994, Pampanin i sur. 

2005). Dodatno, Soldatov i sur. (2007) su uočili da antioksidativni enzimski kompleks 

dagnje pokazuje odreĎenu specifičnost za tkiva. S obzirom da neki unutrašnji faktori 

(prehrana, razmnoţavanje) imaju puno veći utjecaj na antioksidativni kompleks 

probavne ţlijezde, Manduzio i sur. (2004) su predloţili da, za razliku od škrga, probavna 

ţlijezda kao metabolički najaktivniji organ moţe pokazati veće fluktuacije stupnja 

enzimatske aktivnosti izmeĎu sezona. 

 Aktivnost biomarkera oksidativnog stresa u dagnjama uzorkovanim u proljetnom 

periodu ovog istraţivanja je stoga bila dosta promjenjiva izmeĎu i unutar istraţivanih 
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postaja te se bitno razlikovala od vrijednosti izmjerenih u jesen, što je potvrdila i PCA 

analiza rezultata. 

Brojnim istraţivanjima utvrĎeno je da odgovori antioksidativnih enzima, poput 

katalaze, glutation reduktaze i glutation S-transferaza u gradijentu onečišćenja pokazuju 

zvonasti profil u kojem im se aktivnost povećava dok se ne dosegnu visoke razine 

staničnog stresa, pri čemu sintezu proteina nadvlada kataliza istog te dolazi do inhibicije 

enzima (Winston i Di Giulio 1991, Regoli i Principato 1995, Dagnino i sur. 2007, Banni i 

sur. 2010). U takvim uvjetima, aktivnost biomarkera više nije korisna za opisivanje stresa 

uzrokovanog onečišćenjem što se pokazalo i na rezultatima dobivenim analizom 

prirodnih populacija. Tako je primjerice aktivnost enzima katalaze u jesen 2013. bila vrlo 

visoka za postaje Ičići, Marina i Mljet koje su smatrane čistim postajama, dok je za luke 

poput Pule, Splita i Gruţa bila znatno niţa te se moţe pretpostaviti da je u tom slučaju 

došlo do inhibicije aktivnosti ovog enzima. Slični rezultati zabiljeţeni su i za aktivnost 

glutation S-transferaza. Aktivnost enzima glutation reduktaze bila je veća za onečišćene 

postaje poput Pule, Viktor Lenca, Trogira i Gruţa, ali i za postaje Limski zaljev i Mljet 

koje su smatrane čistim postajama. Razlog tome moţe biti činjenica da je Limski zaljev 

dugačka, zatvorena uvala sa slabom strujom vode te većina onečišćivača koji se u nju 

unesu tamo i ostaju, dok se onečišćenje koje je moglo uzrokovati oksidativni stres u 

dagnjama s postaje Mljet moţe pripisati porastu nautičkog turizma u tom području. S 

druge strane, niska aktivnost reduktaze je očekivano zabiljeţena za čiste postoje Ičići, 

Zadar Seline, Marina, Mali Ston, ali i za onečišćene postaje kao što su Rijeka, Zadar 

marina ili Split gdje je moglo doći do inhibicije ovog enzima. Slične su varijacije 

zabiljeţene i u jedinkama uzorkovanim u proljeće pri čemu je većina postaja imala 

povećane vrijednosti u odnosu na jesenski period za tri prethodno navedena 

biomarkera. 

Dagnje uzorkovane u jesen 2013. godine pokazuju generalno veću aktivnost 

enzima acetilkolinesteraze za čiste postaje, uz iznimku postaje Limski zaljev, te manju 

za onečišćene postaje, dok se aktivnost smanjila na svim postajama istraţivanim u 

proljeće. Acetilkolinesteraza je jako dobro proučen enzim u ţivotinjskom svijetu, no zbog 

svoje uloge u neuroprijenosu smatra se jako podloţnim biotičkim i abiotičkim 

promjenama (Banni i sur. 2010) te je zbog toga rezultate dobivene mjerenjem njegove 
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aktivnosti teško protumačiti u kontekstu oksidativnog stresa. AChE se stoga koristi kao 

biomarker generalnog fiziološkog statusa dagnji (Bellas i sur. 2014). Vrijedi spomenuti 

da, dok karabimati i organofosfati inhibiraju aktivnost AChE, drugi faktori, poput metala i 

različitih prirodnih fluktuacija (temperatura, biotoksini ili cijanobakterije) takoĎer mogu 

modulirati njegovu aktivnost (Najimi i sur. 1997, Dellali i sur. 2001, Dailianis i sur. 2003, 

Frasco i sur. 2005, Gorbi i sur. 2008). Uz to, aktivnost acetilkolinesteraze je takoĎer 

kontrolirana koncentracijom onečišćivača i duljinom izlaganja, kao što su nedavno 

pokazali Jebali i sur. (2006) eksperimentom na ribi Seriola dumerilli s kadmijem te Attig i 

sur. (2010) tretiranjem dagnji niklom. U oba istraţivanja manja koncentracija metala je 

inducirala, a povećana inhibirala aktivnost AChE.  

Izmjerene koncentracije karbonila su bile mnogo veće kod dagnji uzorkovanih u 

proljeće nego kod dagnji uzorkovanih u jesen, pri čemu je koncentracija znatno veća za 

onečišćene postaje Pula, Viktor Lenac, Split i Gruţ. Puno veća razina karbonila 

izmjerena u proljetnom razdoblju, moţe se pripisati različitoj sezonskoj indukciji 

proteolitičkih sustava za koje je pokazano da su podloţni abiotičkim promjenama u 

okolišu (Hofmann and Somero 1995). Uz to, Grune i sur. (2003) su pokazali da, dok se 

pri višim koncentracijam oksidansa povećava količina karbonila, umjerene koncentracije 

oksidansa mogu inducirati proteolitičku razgradnju oštećenih proteina. Tako bi i 

povećanje i smanjenje u razini karbonizliranih proteina, ako se usporeĎuje s kontrolom, 

moglo sluţiti kao biomarker oksidativnog stresa, pri čemu bi povećanje bio odgovor na 

kronično, a smanjenje na umjereno zagaĎenje. Koncentracije malondialdehida, 

produkata lipidne peroksidacije, bile su visoke i širokog raspona vrijednosti na uzorcima 

iz jeseni, dok su na proljeće koncentracije bile niţe i pokazale manji raspon vrijednosti. 

Ipak, vaţno je uzeti u obzir da se količina MDA mjerena kao konjugati TBA kiseline 

moţe precijeniti, kao što je i predloţeno u istraţivanjima koje su proveli Mendes i sur. 

(2009) te Attig i sur. (2014). Niska razina MDA, ali povećana razina karbonila, ukazuju 

da indukcija katalaze nije uspjela spriječiti oksidativnu štetu na postaji Mali Ston, ali i 

različit mehanizam nastanka karbonila i MDA te njihove povezanosti s oksidativnim 

stresom. Smatra se da su različiti oksidansi povezani s formacijom različitih produkta. 

Mijeloperoksidaza će, na primjer, inducirati stvaranje karbonilnih grupa na proteinima, ali 

će imati mali ili nikakav učinak na DNK i lipide, dok neki drugi ROS mogu bolje oksidirati 
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DNK i lipide od proteina (Dalle-Donne i sur. 2003). Za metale se isto tako zna da potiču 

stvaranje karbonila putem metal-kataliziranih oksidativnih reakcija (MCO), dok nemaju 

tako štetan učinak na lipide (Stadtman i Oliver 1991).  

 

4.2. Utjecaj bakra na biomarkere oksidativnog stresa i 

neurotoksičnosti 

 U mezokozmos eksperimentu provedenom u proljeće 2014. godine dagnje sa 

čiste postaje Marina i onečišćene postaje Gruţ izlagane su povećanim koncentracijama 

bakra. 

 Bakar je esencijalni element za mnoge biološke sustave i prisutan je u niskim 

koncentracijama u različitim stanicama i tkivima. Velik broj enzima ima bakar u svojoj 

strukturi ili im je on potreban kao kofaktor (Nath 1997, Suzuki i sur. 2002). Ipak, bakar je 

dobro poznat okolišni zagaĎivač, budući da se u prošlosti koristio u bojama protiv 

obraštaja i pesticidima. Za veće koncentracije prijelaznih metala poput ţeljeza i bakra 

ustanovljeno je da mogu pridonjeti formaciji ROS-a u biološkim sustavima (Aust i sur. 

1985, Cheeseman i Slater 1993).  

 Nekoliko istaţivanja se već temeljilo na istraţivanju utjecaja bakra na dagnje. 

Maria i Bebianno (2011) su ustanovili da se pri izlaganju različitim koncentracijama 

bakra, aktivnost CAT, GR i GST te količina MDA znatno povećala u škrgama M. 

galloprovincialis, dok su u probavnoj ţlijezdi isti oksidativni biomarkeri bili inhibirani. 

Suprotno tome, Canesi i sur. (1999) su primjetili indukciju GST, a Viarengo i sur. (1990) 

zabiljeţili povećane koncentracije MDA u oba tkiva M. galloprovicialis izlaganih bakru. 

Lehtonen i Leiniö (2003) su mjerli aktivnost AChE u M. edulis izlagnim bakru te su 

zabiljeţili inhibiciju tog enzima, dok su u sličnom eksperimentu Brown i sur. (2004) 

primjetili indukciju AChE. Za izlaganje bakru zabiljeţeno je da takoĎer utječe i na 

karbonilaciju proteina u probavnoj ţlijezdi M. edulis (Kirchin i sur. 1992).  

 IzmeĎu dagnji sa obje postaje izlagane bakru u našem eksperimentu uočena je 

odreĎena varijacija, ali ne i statistički značajna razlika te nije moguće utvrditi da su 

dagnje s onečišćene postaje pokazale bolju ili lošiju aklimatizaciju na okolišno 
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onečišćenje od jedinki sa čiste postaje. Značajna razlika u vrijednostima biomarkera nije 

zabiljeţena ni izmeĎu pojedinačnih izlaganja, uz iznimku katalaze i karbonila. Aktivnost 

katalaze bila je veća kod kontrolne populacije Gruţ, nego kod kontrolne populacije 

Marina te se moţe zaključiti da je prilikom izlaganja bakru došlo do inhibicije enzima u 

populaciji Gruţ i indukciji aktivnosti kod populacije Marina. Pri tome se kontrolna 

populacija Gruţ statistički značajno razlikovala od ostalih izlaganja. Ista populacija je 

imala visoku koncentraciju karbonila koja se značajno razlikovala od koncentracije istih u 

kontrolnoj populaciji Marina. Jedinke s postaje Marina u kontrolnom bazenu su pokazale 

slične vrijednosti svih biomarkera s dagnjama iz obje populacije izlaganim bakru.  

Vaţno je uzeti u obzir da su Khessiba i sur. (2001) primijetili da aklimatizacijski 

period pri izlaganju M. galloprovincialis u mezokozmos eksperimentu moţe utjecati na 

aktivnost CAT i količinu MDA, pri čemu se oboje povećalo u periodu prije izlaganja, dok 

se tijekom izlaganja vrijednosti nisu mijenjale. 

4.3. Utjecaj kaveznog izlaganja unutar transplant eksperimenta na 

biomarkere oksidativnog stresa i neurotoksičnosti 

Predloţeno je da transplantiranje dagnji s kontrolne postaje na druge lokacije 

smanjuje fiziološku varijabilnost meĎu populacijama što omogućuje bolje istraţivanje 

promjena potaknutih degradacijom okoliša (Box i sur. 2007). Transplantiranje  dagnji se 

smatra dobrom metodom kojom se reducira utjecaj gentetičkih i populacijskih razlika, 

sezonalne varijabilnosti ili kompenzacijskih prilagodba jedinki s kronično onečišćenih 

postaja, faktora koji mogu smanjiti sposobnost za razlikovanje izmeĎu različitih razina 

okolišnih poremećaja (Gorbi i sur. 2008).  

U našem eksperimentu, dagnje s čiste postaje Marina su izlagane na 6 lokacija 

duţ Jadrana. Značajna aktivnost enzima katalaze, glutation reduktaze i glutation S-

transferaza zabiljeţena je na postaji Zadar marina, kao i povećana aktivnost katalaze i 

glutation S-transferaza na postaji Pula. Za Pulu je zabiljeţena i veća koncentracija 

karbonila te aktivnost acetilkolinesteraze, pri čemu ona nije odskakala od vrijednosti 

zabiljeţenih i za obje Zadarske postaje. Koncentracije MDA se nisu značajnije 

razlikovale meĎu izlaganjima ali su sve postaje pokazale puno veću količinu MDA od 
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kontrolne. Ti rezultati mogu biti posljedica stresa nastalog tijekom transportacije ili 

izlaganja drugačijem okolišu, ali i moguće precijene MDA mjerene kao konjugata TBA 

kiseline. Uz to, smatra se da se MDA moţe relativno brzo razgraditi u tkivu zdravih 

jedinki (Siu i Draper 1982), što bi moglo objasniti njihovu malu količinu na kontrolnoj 

postaji. Grintzalis i sur. (2012) su stoga predloţili da se umjesto MDA, kao biomarker 

oksidativne štete, koriste neki drugi produkti lipidne peroksidacije poput lipidnih 

hidroperoksida (LOOH). 

Transplatirane jedinke su u PCA analizi pokazale bolje razdvajanje i samih 

postaja i postaja na temelju kvalitete okoliša od nativnih jedinki podvrgnutih analizi 

biomarkera direktno nakon uzorkovanja. Gruţ je pri tome pokazao bolje svrstavanje uz 

postaje koje su smatrane čistima, što potvrĎuju i relativno niske aktivnosti 

antioksidativnih enzima na toj postaji. Uz to, niska razina oksidativne štete u tkivima 

dagnji iz Gruţa govori da organizmi na tom području, unatoč velikom pomorskom 

prometu, nisu izloţeni snaţom oksidativnom stresu.  

Iako je period od 4-5 tjedana za izlaganje unutar transplant eksperimenta često 

korišten u drugim studijama (Pampanin i sur. 2005, Gorbi i sur. 2008, Moschino i sur. 

2011) i smatra se optimalnim, treba uzeti u obzir da promjene u okolišnim faktorima 

poput temperature, saliniteta i dostupnosti hrane mogu direktno utjecati na fiziološki 

status ţivotinja. Primjerice, Rank i sur. (2007) su u svom radu konstatirali da kavezno 

izlaganje unutar transplant eksperimenta ima potencijalno negativan učinak na aktivnost 

AChE. 

 

4.4. Integracija bioloških i kemijskih analiza 

Metali, kao što su kadmij, nikal, krom, olovo i ţiva, su toksični za vodene 

organizme zbog svog oksidativnog potencijala, dok su drugi poput ţeljeza, cinka, bakra, 

selenija i mangana esencijalni za njihov metabolizam, ali postaju toksični kada se 

njihova koncentracija u tkivu poveća. Metali su generatori slobodnih radikala i imaju 

tendenciju oksidiranja drugih staničnih molekula (Viarengo i sur. 1990, Vlahogianni i sur. 

2007). Attig i sur. (2010) su pokazali da se pri većoj koncetraciji nikla u dagnjama 
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povećava aktivnost CAT i GST te količina MDA. Slične su rezultate dobili Verlecar i sur. 

(2008) izlaganjem školjkaša Perna viridis ţivi, pri čemu je zabiljeţena indukcija CAT, GR 

i GST te veća količina malondialdehida i karbonila. Dailianis i sur. (2009) su zabiljeţili 

povećanje koncentracije karbonila, a Jebali i sur. (2006) zvonolik odgovor aktivnosti 

AChE prilikom izlaganja kadmiju. 

Kemijske analize metala u tkivu dagnji su u ovom eksperimentu korištene kao 

indikator promjene njihove bioraspoloţivosti na različitim postajama (Prilog 5). Kada su 

podaci o koncentracijama metala integrirani s odgovorom biomarkera u tkivu dagnji 

uzorkovanih u jesen i proljeće 2013/14 te kavezno izlaganih jedinki unutar transplant 

eksperimenta, dobivene su veoma varijabilne korelacije ovisno o sezoni ili eksperimentu 

(Prilozi 6, 7 i 8). Rezultate za nativne populacije je stoga teško protumačiti, no u PLS 

analizi transplanata se jasno odvajaju čiste postaje on onečišćenih i to na temelju razlika 

u indukciji enzima te koncentraciji stroncija, olova, cinka, bakra, srebra i kositra koji su 

korelirali s njima. Nativne populacije su pokazale znatno drugačije korelacije što je 

vjerojatno rezultat promijenjene biodostupnosti metala i same varijabilnosti biomarkera s 

obzirom na biotičke čimbenike.  

Za biomarkere oksidativnog stresa korištene u ovom istraţivanju, dokazano je da 

pokazuju odgovor i na organsko zagaĎenje poput PAH čestica (Cheung i sur. 2001, 

Lima i sur. 2007, Grintzalis i sur. 2012). Budući da su provedene analize uzimale u obzir 

samo koncentracije metala u tkivu dagnji, ne moţe se isključiti da su uz njih i organski 

onečišćivači pridonjeli promjeni odgovora antioksidativnih enzima te stvaranju 

oksidativne štete u jedikama. Sinergistički učinak organskih i anorganskih zagaĎivača je 

primjećen u prijašnjim istraţivanjima (Banni i sur. 2009, Maria i Bebianno 2011). 
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5. Zaključak 

 
Analizom biomarkera oksidativnog stresa i neurotoksičnosti u nativnim 

populacijama dagnji Mytilus galloprovincialis utvrĎena je značajna varijabilnost izmeĎu 

postaja različite kvalitete okoliša. 

Ustanovljena je i sezonska varijacija u vrijednostima biomarkera, pri čemu je u  

proljetnom periodu zabiljeţena veća aktivnost antioksidativnih enzima, najvjerojatnije 

kao rezultat učinka fizičko-kemijskih i bioloških parametara drugačijih od specifičnog 

zagaĎenja mora. 

Snaţna inhibicija enzima katalaze, glutation reduktaze i glutation S-transferaza 

na jako onečišćenim postajama objašnjena je zvonolikim profilom aktivnosti tih enzima. 

UtvrĎena je niţa aktivnost enzima acetilkolinesteraze u proljeće te na onečišćenim 

postajama. U proljetnom periodu izmjerena je veća koncentracija karbonila, dok su 

razine malondialdehida pokazale širok raspon i visoke vrijednosti u jesen, a u proljeće 

niţe vrijednosti i manji raspon. 

UsporeĎujući aktivnost biomarkera meĎu postajama izloţenim povećanim 

koncentracijama bakra pri istim kontroliranim uvjetima nije utvrĎen populacijski efekt 

fenotipskog odgovora na stres. Razlike su ustanovljene samo za kontrolna izlaganja, pri 

čemu je Gruţ, kao onečišćena postaja, pokazao veće vrijednosti katalaze i karbonila od 

čiste postaje Marina. 

Jedinke transplatirane na postaje različite kvalitete okoliša su dale najbolju 

kvalitetu podataka, pokazujući bolje razdvajanje i samih postaja i postaja na temelju 

kvalitete okoliša od nativnih jedinki podvrgnutih analizi biomarkera izravno nakon 

uzorkovanja.  

Integracijom podataka o odgovoru biomarkera i koncentracijama metala u tkivu 

nativnih populacija dagnji dobivene su korelacije koje varariraju ovisno o sezoni, no 

analizom kavezno izlaganih dagnji je utvrĎeno jasno odvajanje čistih postaja od 

onečišćenih na temelju razlika u indukciji enzima te koncentraciji stroncija, olova, cinka, 

bakra, srebra i kositra. 
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7. Prilozi 

 
Prilog 1 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za dagnje 

M. galloprovincialis uzorkovane u jesen 2013. godine 

Prilog 2 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za dagnje 

M. galloprovincialis uzorkovane u jesen 2014. godine 

Prilog 3 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za 

populacije dagnji M. galloprovincialis izlaganih u mezokozmos eksperimentu 

Prilog 4 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za kavezno 

izlagane dagnje M. galloprovincialis 

Prilog 5 Koncentracije teških metala i metaloida odreĎene masenom spektrometrijom 

visoke rezolucije s induktivno spregnutom plazmom u uzorcima tkiva dagnji M. 

galloprovincialis sakupljenih na istraţivanim postajama u proljeće 2014. godine 

Prilog 6 Regresijski koeficijenti PLS analize korelacije biomarkera i metala u tkivu dagnji 

M. galloprovincialis uzorkovanih u jesen 2013. godine 

Prilog 7 Regresijski koeficijenti PLS analize korelacije biomarkera i metala u tkivu dagnji 

M. galloprovincialis uzorkovanih u proljeće 2014. godine 

Prilog 8 Regresijski koeficijenti PLS analize korelacije biomarkera i metala u tkivu 

kavezno izlaganjih dagnji M. galloprovincialis  

 



I 
 

Prilog 1 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za dagnje 

M. galloprovincialis uzorkovane u jesen 2013. godine 

 

 PC1 PC2 PC3 PC4 

Rotacija: 

CAT 0.2694875 -0.8934381 0.3591265 -0.0018728 

GR -0.9078636 -0.1115448 0.4040425 -0.0043003 

GST -0.3209742 -0.4349747 -0.8411621 0.0147568 

AChE 0.0088857 -0.0108827 -0.0064862 -0.5548228 

Karbonili 0.0000398 -0.0000121 0.0000543 -0.0007489 

MDA -0.0075343 0.0021304 -0.0134936 -0.8318240 

Standardna devijacija: 

 255.693449 184.600031 120.638045 8.031880 

Udio varijance: 

 0.5728 0.2986 0.1275 0.0005 

Ukupni udio: 

 0.5728 0.8714 0.9989 0.9994 

 
 
Prilog 2 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za dagnje 

M. galloprovincialis uzorkovane u proljeće 2014. godine 

 

 PC1 PC2 PC3 PC4 

Rotacija: 

CAT 0.7443613 0.480118 0.4640426 -0.0083786 

GR 0.6670324 -0.566826 -0.4835034 0.0005441 

GST -0.0308499 -0.6694112 0.7422181 0.006541 

AChE 0.005747 0.0082685 -0.0005944 0.9913427 

Karbonili 0.0007968 -0.0002783 0.0003434 -0.007862 

MDA 0.0029436 0.0039086 -0.0008564 0.1306316 

Standardna devijacija: 

 202.726097 136.641948 124.993189 8.982092 

Udio varijance: 

 0.5442 0.2472 0.2068 0.0010 

Ukupni udio: 

 0.5442 0.7914 0.9982 0.9992 



II 
 

Prilog 3 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za 

populacije dagnji M. galloprovincialis izlaganih u mezokozmos eksperimentu 

 

 PC1 PC2 PC3 PC4 

Rotacija: 

CAT 0.2666069 -0.9087416 -0.3210210 -0.0013557 

GR 0.7146967 -0.0370577   0.6984272 -0.0054431 

GST 0.6465536   0.4154773 -0.6394477   0.0192729 

AChE 0.0024078   0.0062927   0.0034049   0.3386913   

Karbonili 0.0000186 -0.0014926 -0.0013081 -0.0183518   

MDA 0.0095953   0.0123337 -0.0154313 -0.9405043   

Standardna devijacija: 

 132.241069 107.783160 103.748152 8.508666 

Udio varijance: 

 0.4375 0.2907 0.2693 0.0018 

Ukupni udio: 

 0.4375 0.7282 0.9975 0.9993 

 

 

Prilog 4 PCA analiza provedena na prikupljenim podacima o biomarkerima za kavezno 

izlagane dagnje M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta 

 

 PC1 PC2 PC3 PC4 

Rotacija: 

CAT 0.9106499   0.4032074 -0.0902109 -0.0000587 

GR 0.3771160 -0.9002106 -0.2165909   0.0202116 

GST 0.1685643 -0.1632138   0.9720792   0.0027714   

AChE 0.0078992 -0.0184718 -0.0015687 -0.9989499 

Karbonili 0.0004548 -0.0000574 -0.0009954 -0.0309415 

MDA -0.0048552   0.0080409   0.0029854   0.0269349 

Standardna devijacija: 

 212.110832 190.713832 121.267297 10.112926 

Udio varijance: 

 0.4676 0.3780 0.1528 0.0011 

Ukupni udio: 

 0.4676 0.8456 0.9984 0.9995 
 



III 
 

Prilog 5 Koncentracije teških metala i metaloida odreĎene masenom spektrometrijom visoke rezolucije s induktivno 

spregnutom plazmom u uzorcima tkiva dagnji M. galloprovincialis sakupljenih na istraţivanim postajama u proljeće 2014. 

godine. Koncentracije su izraţene u mg kg-1. 

 
 Mljet Ston Marina Zadar 

Seline 
Limski 
zaljev 

Mali 
Ston 

Ičići Gruž Split Adriavi
nil 

Trogir Zadar 
marina 

Viktor 
Lenac 

Rijeka Pula 

Pb 0.55 0.65 1.12 0.96 0.74 2.28 1.03 6.04 3.27 2.71 2.10 14.05 11.23 5.10 8.41 

Bi 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.04 0.04 0.02 0.02 0.13 0.03 0.02 0.03 

Sn 0.05 0.05 0.08 0.06 0.07 0.21 0.12 0.40 0.18 0.22 0.29 2.39 1.70 0.22 0.45 

Cu 5.20 5.41 5.08 5.24 4.76 13.31 5.88 43.99 9.78 7.49 55.82 312.98 46.65 19.28 16.21 

Cd 0.71 0.90 0.69 0.87 0.72 1.96 0.96 0.65 0.86 0.94 0.70 0.95 1.29 1.02 0.64 

Zn 72.45 70.64 111.84 64.15 107.71 126.20 86.70 172.11 209.25 148.01 102.03 410.94 278.06 152.89 176.89 

Ag 0.01 0.03 0.00 0.04 0.03 0.01 0.01 0.04 0.07 0.01 0.11 0.25 0.03 0.23 0.07 

Sb 0.03 0.03 0.02 0.02 0.03 0.04 0.03 0.13 0.03 0.02 0.03 0.05 0.07 0.05 0.07 

Cr 0.81 6.47 2.26 1.25 1.44 2.77 1.61 2.90 1.70 1.72 1.66 3.13 5.17 1.82 2.48 

Ni 2.03 2.00 1.39 1.78 1.49 1.73 1.77 1.97 1.55 1.26 1.53 1.30 2.42 1.52 1.13 

Li 1.44 1.52 1.78 1.37 1.52 1.55 1.45 1.53 1.26 1.22 1.40 1.86 1.00 1.28 1.20 

Rb 6.02 6.64 6.70 6.74 5.95 5.78 6.08 6.12 5.16 6.25 6.99 5.61 5.96 5.59 5.97 

Mo 9.23 3.41 2.42 7.21 0.99 1.78 5.01 1.26 1.52 1.33 1.49 3.11 2.69 1.00 1.25 

U 0.17 0.10 0.11 0.14 0.10 0.17 0.13 0.19 0.12 0.10 0.09 0.14 0.14 0.12 0.11 

Al 151.49 393.54 453.50 408.44 619.51 293.66 342.27 507.70 168.99 186.53 410.21 328.36 318.05 242.15 184.57 

Ti 9.12 21.10 28.66 22.61 32.37 23.39 21.51 36.48 10.71 10.05 23.95 54.16 23.12 16.36 13.08 

V 1.83 2.41 2.78 2.54 3.23 1.52 2.42 2.65 1.25 1.39 1.74 1.77 2.12 1.01 18.13 

Mn 6.63 11.55 9.05 17.32 9.19 17.13 8.48 8.96 6.64 6.77 8.81 6.33 10.27 6.48 5.15 

Fe 143.34 289.71 304.00 284.48 425.26 345.62 274.57 388.78 207.61 179.40 279.98 386.93 661.64 264.07 234.99 

Co 0.98 0.59 0.82 0.71 0.75 1.05 1.03 0.75 0.69 0.68 0.64 0.67 1.27 0.52 0.44 

Sr 95.56 58.19 80.81 36.07 33.34 65.30 47.68 55.20 55.52 60.74 84.67 80.54 55.98 56.09 65.86 

Ba 7.31 2.47 16.39 6.68 3.46 5.06 2.66 18.69 4.54 9.36 6.10 5.36 8.93 1.98 11.16 

As 22.19 23.04 29.23 32.39 24.00 23.09 31.70 27.24 27.13 26.33 23.62 24.82 27.50 27.30 23.79 

Se 8.87 5.37 5.04 5.30 3.67 5.28 7.28 3.96 4.28 4.91 4.15 3.12 4.83 3.93 3.22 
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Prilog 6 Regresijski koeficijenti PLS analize korelacije biomarkera i metala u tkivu dagnji 

M. galloprovincialis uzorkovanih u jesen 2013. godine 

 
 CAT GR GST AChE Karbonili MDA  

Li 0.111719 -0.308409 -0.123834 0.107873 0.014286 -0.111702 

Rb -0.022175 0.16785 0.090778 -0.01883 -0.019102 0.066289 

Mo 0.11875 0.15015 0.188437 0.149249 -0.086456 0.072559 

Ag 0.006318 -0.063621 -0.00891 0.031371 -0.025088 -0.032824 

Cd 0.07091 -0.294285 -0.165345 0.040863 0.05558 -0.104591 

Sn -0.028251 0.12061 0.096681 0.012119 -0.058005 0.03512 

Sb -0.11837 0.119969 -0.01224 -0.134155 0.034952 0.03696 

Pb -0.070208 0.098936 0.047483 -0.041923 -0.029663 0.023045 

Bi 0.030297 -0.068792 0.010495 0.063989 -0.0413 -0.033792 

U 0.050234 -0.101278 -0.056185 0.026021 0.029915 -0.028195 

Al -0.053789 0.068792 -0.000331 -0.064198 0.018175 0.023706 

Ti 0.005078 -0.054457 -0.015999 0.018454 -0.011319 -0.025883 

V -0.082151 0.081091 0.004689 -0.07883 0.006702 0.020735 

Cr -0.08618 0.018788 -0.044089 -0.092052 0.026818 -0.003496 

Mn 0.06774 -0.184116 -0.100175 0.038971 0.04131 -0.059102 

Fe -0.101777 0.164783 0.041204 -0.100578 0.004073 0.053553 

Co 0.048426 0.029762 0.034879 0.037985 -0.002848 0.022773 

Ni -0.026362 0.255068 0.131816 -0.031467 -0.018165 0.104701 

Cu 0.022584 0.015257 0.063601 0.06358 -0.05875 -0.001664 

Zn -0.029545 -0.00038 0.012562 -0.000257 -0.029045 -0.012846 

Sr 0.01791 0.041638 0.052647 0.035232 -0.031244 0.015362 

Ba -0.079585 0.025037 -0.05233 -0.100981 0.043764 0.004484 

As 0.11582 -0.308697 -0.137051 0.096795 0.032231 -0.106946 

Se 0.118049 0.045017 0.095131 0.118749 -0.036222 0.036601 

 



V 
 

Prilog 7 Regresijski koeficijenti PLS analize korelacije biomarkera i metala u tkivu dagnji 

M. galloprovincialis uzorkovanih u proljeće 2014. godine 

 
 CAT GR GST AChE Karbonili MDA  

Li -0.105828 -0.07537 0.044959 0.005766 -0.008437 -0.093286 

Rb -0.087193 -0.039864 0.109681 -0.033431 -0.020336 -0.052469 

Mo -0.046904 -0.008696 0.090572 -0.035515 -0.022733 -0.017273 

Ag -0.131772 -0.087562 0.070896 -0.001183 -0.016586 -0.110952 

Cd 0.085521 0.062665 -0.025506 -0.009877 0.007837 0.078844 

Sn 0.031878 0.013363 0.023808 -0.015057 0.035908 0.038282 

Sb 0.00587 0.013162 0.057408 -0.028963 0.007554 0.024225 

Pb 0.029541 0.010684 0.008789 -0.007694 0.031143 0.031287 

Bi 0.030108 0.00137 -0.019155 0.007213 0.038692 0.022344 

U 0.002306 0.024138 0.068797 -0.037148 -0.014879 0.025592 

Al -0.149348 -0.084317 0.158989 -0.039895 -0.015567 -0.100385 

Ti -0.103911 -0.067297 0.116678 -0.027755 0.008373 -0.069001 

V -0.026324 -0.024382 -0.006813 0.010931 0.00146 -0.029262 

Cr 0.100488 0.059882 -0.010685 -0.01577 0.043736 0.096886 

Mn -0.031328 0.002334 0.107918 -0.046711 -0.011574 0.003663 

Fe -0.026814 -0.005619 0.115395 -0.047628 0.014265 0.009201 

Co 0.060629 0.0566 0.028571 -0.030884 0.001039 0.071321 

Ni 0.024322 0.045546 0.102532 -0.058728 -0.006609 0.058619 

Cu -0.021998 -0.024174 0.033754 -0.006776 0.024708 -0.013011 

Zn 0.073904 0.029093 -0.048237 0.010412 0.04462 0.057402 

Sr 0.005229 -0.000616 -0.046121 0.020025 -0.009122 -0.009098 

Ba 0.048198 0.02896 -0.029551 0.002931 0.010531 0.039145 

As -0.065293 -0.035191 0.061255 -0.014379 -0.013416 -0.046181 

Se 0.022519 0.032829 0.007343 -0.013645 -0.023827 0.026847 
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Prilog 8 Regresijski koeficijenti PLS analize korelacije biomarkera i metala u tkivu 

kavezno izlaganjih dagnji M. galloprovincialis unutar transplant eksperimenta 

 
 CAT GR GST AChE Karbonili MDA  

Li -0.029702 0.056806 0.006673 -0.016324 -0.060338 -0.044251 

Rb -0.074687 0.008476 -0.038551 0.060908 0.039323 0.005983 

Mo -0.060604 0.062645 -0.002142 0.136499 0.06942 -0.01389 

Ag 0.037283 0.071941 0.05787 0.063857 0.009333 -0.034297 

Cd -0.041097 0.067971 0.009863 0.090373 0.026315 -0.027697 

Sn 0.034855 0.071342 0.055501 0.050665 -0.002441 -0.037001 

Sb -0.003593 0.033769 0.011819 -0.023738 -0.046765 -0.029138 

Pb 0.061594 0.061046 0.067036 0.049541 0.007503 -0.029298 

Bi 0.021734 0.079818 0.051344 0.050596 -0.010402 -0.043312 

U -0.053729 0.076215 0.003361 0.037125 -0.02942 -0.046129 

Al -0.071172 -0.039449 -0.066371 -0.11673 -0.085276 -0.001577 

Ti -0.021376 0.058157 0.012322 -0.016341 -0.060299 -0.044952 

V 0.10107 -0.04596 0.0413 0.013579 0.058864 0.038149 

Cr -0.015267 0.023224 0.001053 -0.002106 -0.020938 -0.017126 

Mn -0.091645 0.023031 -0.042059 0.066076 0.031126 -0.003467 

Fe -0.033539 -0.008283 -0.029256 -0.109433 -0.09691 -0.020514 

Co -0.088401 0.015286 -0.049178 -0.051556 -0.068947 -0.025173 

Ni -0.10939 0.027658 -0.05432 -0.008944 -0.042243 -0.024561 

Cu 0.021041 0.075255 0.048775 0.048388 -0.009121 -0.040661 

Zn 0.046147 0.060743 0.056616 0.03017 -0.011707 -0.034019 

Sr 0.054015 0.061968 0.06303 0.053164 0.009139 -0.029326 

Ba -0.003839 0.027783 0.010179 0.001218 -0.019856 -0.019201 

As -0.068854 0.055173 -0.012109 0.10255 0.04324 -0.016773 

Se -0.08971 0.018766 -0.043383 0.053813 0.023442 -0.003272 
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