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POPIS KRATICA | KEMIJSKIH SIMBOLA
Ag — srebro

AgCI — srebro klorid

Cd — kadmij

Cl - klor

Co(NH3)sClz — heksaaminokobalt (111) klorid

Cr - krom

Cu — bakar

DME/SMDE - kapajuca zivina elektroda

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

DPV - diferencijalna pulsna voltametrija

Fe — Zeljezo

GISD - Global Invasive Species Database

Hg — ziva

HMDE - stacionarna visec¢a zivina elektroda
H20; - vodikov peroksid

KCI — kalijev klorid

MME - Multi Mode elektroda

Mn - mangan

MT- metalotionein

MT-10 - monomerni oblik metalotioneina
MT-20- dimerni oblik metalotioneina

NH4CI — amonijev klorid

NH;OH — amonijev hidroksid

Ni — nikal

Pb - olovo

PCP — pentaklorofenol

-SH skupina - tiolna skupina, sulfhidrilna skupina

Zn - cink



1. Uvod

Uslijed neizbjezne i intenzivne uporabe teskih metala u raznim granama suvremene
industrijske proizvodnje te uslijed urbanih onecis¢enja koja doprinose zagadenju naseg okolisa, u
danasnje je vrijeme nemoguce izbjeci izlaganje teSkim metalima (Srebocan i sur., 2014). Brojne
ljudske aktivnosti, poput industrije, agrikulture, rudarstva, naftnih buSotina i djelatnosti u
morskim lukama utjecu na prisutnost metala u okoliSu. Morske luke i brodogradilista su Cesto
onecis¢ena metalima poput Zn i Cu. Ovi metali se nalaze u sedimentu i morskoj vodi, a potjecu
od protuobrastajnih boja koje ih sadrze. U brojnim industrijaliziranim zemljama veliki problem
predstavlja onecCiS¢enje metalima zbog njihove toksi¢nosti, otpornosti i bioakumulacije u
vodenim organizmima (Dragun i sur., 2010). Metali su toksi¢ni jer se vezu za esencijalne
biomolekule, poput enzima i transportnih proteina. Neki metali sudjeluju u stvaranju radikala.
Stoga, organizmi zele ukloniti metalne ione iz blizine bitnih molekula. To najceSce rade
akumulacijom metala u granule i lizosome ili se metali vezu na citosolne proteine, poput
metalotioneina (MT) (Strizak i sur., 2014).

Mekusci, posebno $koljkasi koji Zive u obalnoj zoni, akumuliraju visoke razine metala u
svoja tkiva. Kada su izlozeni topljivim metalima, npr. Cd, oni se akumuliraju u plastu i $krgama.
Unos metala putem hrane uzrokuje nakupljanje u tkivima za pohranu, poput probavne zlijezde
(Raspor 1 sur., 2004). Neki mekusci su prilagodeni na odredene razine metala te uspijevaju
prezivjeti 1 u ovakvim teSkim Zivotnim uvjetima. Zbog ovakve tolerancije na metale, mekusci se
koriste za biomonitoring oneciS¢enja u morskim ekosustavima. Njihova tolerancija ovisi o
sposobnosti da reguliraju metale u svojim tkivima i stanicama te da akumuliraju metale u
netoksi¢nom obliku. Dagnje se hrane filtracijom morske vode i imaju visoke stope filtracije te
dnevno profiltriraju veliki volumen vode. Stoga unos metala znacajno doprinosi njihovoj
akumulaciji u skrgama. Na primjer, dagnje roda Mytilus su otporne na toksi¢nost teSkih metala
djelomi¢no zahvaljujuéi velikom broju kopija izoformi MT-a (BarSyte i sur., 1999; citirano
prema Raspor i sur., 2005).

Regionalna ekonomija je u mnogim dijelovima svijeta bazirana na ribarskim aktivnostima
koje mogu biti ugrozene antropogenim utjecajima u priobalnim ekosustavima (Pellerin i Amiard,
2009). Akvaticni organizmi, poput Skoljkasa predstavljaju vrlo cijenjenu i, u pojedinim
geografskim podru¢jima, ucestalo konzumiranu hranu. Stoga je vazno da takva hrana bude Sto
nizeg rizika za zdravlje potrosaca (Srebocan i sur., 2014). Primjena biomarkera kao indikatora

zagadenja kod akvaticnih organizama se razvila tijekom zadnjih nekoliko desetljeca.
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Pomoc¢u biomarkera moguce je izraziti kemijski stres kojem su organizmi izlozeni. Da bi se
biomarkeri mogli ispravno upotrijebiti, potrebno je znati raspon njihove prirodne varijabilnosti
kod istrazivanih vrsta koje naseljavaju geografska podrucja sa sliénim hidrografskim i
klimatoloskim karakteristikama kao i onim kod podrucja istrazivanog zbog oneciséenosti (Leinid
I Lehtonen, 2005). Idealan biomarker u ekotoksikoloSkim istraZzivanjima ne pokazuje sezonsku
varijabilnost kao odgovor na dostupnost hrane i reproduktivni status, nego varira samo zbog
onecis¢enja. Medutim, u praksi je ovo rijedak sluc¢aj (Sheehan i Power, 1999; citirano prema
Leinid i Lehtonen, 2005 ).

1.1. Mekusci

Koljeno Mollusca (mekusci) spada u skupinu nekoluticavih Coelomata, zajedno sa
Strcaljcima (koljeno Sipuncula) i zvjezdanima (koljeno Echiura). Mekusci su jedna od najbolje i
najsvestranije istrazenih skupina beskraljeznjaka. Oni su vrlo raznolika i rasprostranjena skupina.
Poznato je oko 130 000 vrsta mekuSaca, od ¢ega ih je oko 35 000 fosilnih. Danas su sistematski
rasporedeni u sedam razreda: Aplacophora (bezljusSturasi), Polyplacophora (mnogoljusturasi),
Monoplacophora (jednoljusturasi), Gastropoda (puzevi), Cephalopoda (glavonosci), Bivalvia
(8koljkasi) i Scaphopoda (koponosci). Uglavnom zive u moru, ali prisutni su i u slatkim vodama
te na kopnu (Habdija i sur., 2011).

Mekusci su bilateralno simetriéne ili sekundarno asimetricne protostomicne Zzivotinje.
Njihovo tijelo se moZe razluciti na glavu (osim SkoljkaSa), stopalo, utrobnu vrecu i vapnenacku
ljusturu s plastom. Misicavo i trepetljikavo stopalo nalazi se na ventralnoj strani tijela te im sluzi
za puzanje po podlozi, za ukopavanje ili za uvlacenje tijela u ljusturu u slucaju opasnosti. Utroba
je smjestena dorzalno te je zastiCena sa vapnenackom ljusturom koja moze biti jednodijelna,
dvodijelna ili viSedijelna, dok je neki mekusci uopée nemaju. Stijenka tijela mekusSaca je gradena
od epiderme 1 miSi¢a. Plast je dio stijenke tijela koja se nalazi s dorzalne strane. Na mjestu gdje
nije srastao s tijelom stvara plastanu Supljinu. U plastanoj Supljini se nalaze Skrge, osfradiji,
nefridiopori, gonopori i analni otvor. Skrge ili ktenidije mekusaca se sastoje od sredi$nje osi i dva
niza Skrznih listi¢a, koji su nanizani sa svake strane srediSnje osi. Listi¢i usmjeravaju strujanje
vode i na taj nacin dolazi do izmjene plinova i izbacivanja nepozeljnih Cestica. Mekusci imaju
tetraneuralan Ziv€ani sustav koji se sastoji od 5-6 pari Ziv€anih ganglija i dva para uzduZnih
ziv€anih vrpci. Gangliji su medusobno povezani zivéanim komisurama i konektivama. Kod

mekusSaca je prisutan proces cefalizacije ziv€anog sustava te su svi gangliji koncentrirani blizu
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okozdrijelnog prstena. GlavonoSci imaju najrazvijeniji ziv€ani sustav od svih mekusSaca te se on
moze usporediti s onim kod kraljeZnjaka. Probavilo mekuSaca prilagodeno je njihovom nacinu
prehrane. Oni mogu biti filtratori, herbivori i karnivori. Njihovo probavilo je izgradeno od
prednjeg (stomodeum), srednjeg (mezenteron) i straznjeg dijela (proktodeum). Svi mekusci, osim
Skoljkasa, u ustima imaju radularni aparat koji je sastavljen od radule (trenice) i odontofora.
Radularni aparat sluzi za otkidanje i Zvakanje hrane. Osnovna tjelesna Supljina je hemocel
tj. primarna tjelesna Supljina. Sekundarna tjelesna Supljina, celom, ograni¢enaje na gonocel i
male prostore oko srca i nefridija. Svi mekuSci, osim glavonozaca, imaju otvoren optjecajni
sustav. Izgraden je od srca, aorte, krvnih Zzila, hemocela i hemolimfe. U hemolimfi se nalaze
respiratorni pigmenti hemocijanin, hemoglobin ili hemeritrin. Za ckskreciju mekuSci imaju
sloZzeno gradene metanefridije sa nefrostomima i nefridioporima. Pretezno su razdvojena spola i
imaju vanjsku oplodnju. Razvijaju se preko li¢inke trohofore koja je karakteristi¢na ne samo za
mekusce, ve¢ i za koluti¢avce, Strcaljce, zvjezdane 1 druge protostomi¢ne Zivotinje. Kod puzeva,
Skoljkasa i koponozaca trohofora prelazi u odvedeniji li¢inacki stadij, veliger. Iz li¢inke veliger

razvija se mladi mekusac nakon §to nade pogodnu podlogu (Habdija i sur., 2011).

1.2. Skoljkasi

Razred skoljkasi (Bivalvia) su isklju¢ivo vodeni organizmi te mogu biti sjedilacki ili
polusjedilacki oblici. Oni naseljavaju morske 1 slatkovodne ekosustave. Do danas je opisano oko
25 000 vrsta $koljkaSa. Tijekom evolucije su se specijalizirali na zivot u vrlo raznolikim
staniStima. Najveéi broj skoljkasa zivi ukopan u mekanom sedimentu, ali postoje i oni koji su
pri¢vrsceni na podlozi ili zive slobodno u bentalu. Neki buse hodnike u kamenu ili drvetu, a mali
broj skoljkaSa su nametnici 1 komenzali na drugim beskraljeZnjacima. MiSi¢avo stopalo im sluzi
za ukopavanje te im takav Zivot omogucuje zastitu od grabezljivaca. U stopalu se nalazi i veliki
stopalni sinus koji pomaze u zakopavanju. Strujanje vode kroz plastanu Supljinu je vrlo vazno za
sve zivotne aktivnosti Skoljkasa. Oni iz vode uzimaju Kisik i hranjive tvari, a u nju izbacuju
ugljikov dioksid, ekskrecijske i izmetne produkte te gamete (Habdija i sur., 2011).

Tijelo Skoljkasa je bo¢no spljosteno te je zatvoreno dvodijelnom vapnenackom ljusturom
koja se naziva §koljka. Skoljku izluéuje plast, koji potpuno obavija cijelo tijelo $koljkasa i zatvara
plastanu Supljinu. Na straznjoj strani plast tvori ulazni 1 izlazni otvor, koji mogu biti produzeni u
sifo ili tulajicu. Otvaranje i zatvaranje Skoljke omogucuje antagonisticko djelovanje ligamenta i

miSi¢a zatvaraCa. Mogucnost brzog zatvaranja ljuStura je bitna u obrani od grabeZljivaca.



Skrge imaju bitnu ulogu u disanju, procjedivanju vode i sakupljanju hrane. Skoljkasi su prema
gradi Skrga podijeljeni na Ccetiri reda: Protobranchia, Filibranchia, Eulamellibranchia 1
Septibranchia. Predstavnici Protobranchia imaju par jednostavnih trepetljikavih ktenidija u
plastanoj Supljini. Trepetljike stvaraju struju vode i odnose Gestice sa $krga. Skrge im sluze samo
za disanje, a pomocu trepetljikavih pipala uzimaju hranu iz sedimenta. Filibranchia i
Eulamellibranchia su evolucijski odvedenije skupine. Oni se hrane procjedivanjem vode na
Skrgama 1 koriste Cestice iz struje vode. Ovakav nacin hranjenja, neovisan o sedimentu, omogucio
im je osvajanje novih staniSta (epibentos, ¢vrsti supstrat). Kod njih je doslo do poveéanja
povrsine Skrga tako §to su Skrzna vlakanca postala duza i brojnija. Vlakna su preklopljena i tvore
Skrzni list ili lamelu pa se ovakve $krge nazivaju listaste. Trepetljike imaju ulogu u razvrstavanju
Cestica na vlaknima. Predstavnici Septibranchia imaju mi$i¢ne pregrade za izmjenu plinova. Oni
nemaju lamele za procjedivanje jer su grabezljivei ili detritivori. Kod $koljkasa je doslo do
decefalizacije ziv€anog sustava zbog sjedilackog nacina zivota te su osjetilni organi rasporedeni
svugdje po tijelu. Najveca koncentracija osjetila je na rubu plasta te se tu nalaze mehanoreceptori,
kemoreceptori 1 fotoreceptori. Zbog karakteristicnog nacina prehrane, SkoljkaSi nemaju radulu
niti celjust. Njihov optjecajni sustav je otvoren. Izmjena plinova se odvija preko Skrga, plasta i
stopala. Skoljka$i su veéinom razdvojena spola, ali postoje i dvospolci. Morski $koljkasi
uglavnom imaju vanjsku oplodnju u slobodnoj vodi, dok se kod slatkovodnih skoljkasa oplodnja
odvija u plastanoj Supljini. Iz oplodenog jaja se razvija li¢inka trohofora, a zatim
slobodnoplivajuca planktonska li¢inka veliger. Nakon $to se veliger pri¢vrsti za podlogu, iz nje se
razvija mladi $koljkaS. Zbog strujanja vode u rijekama i male gusto¢e vode, kod slatkovodnih
Skoljkasa ne postoji planktonska li¢inka, osim kod raznolike trokutnjace (Dreissena polymorpha).
Stoga se kod njih iz trohofore razvija licinka glohidija, koja je nametnik na ribama. Glohidija se
razvija u mladog SkoljkaSa i pada na dno (Habdija i sur., 2011).

Skoljkasi su se prilagodili na razne uvjete staniita. Oni koji Zive ukopani u mekanom
sedimentu imaju ulaznu 1 izlaznu cijev tulajice na straznjoj strani tijela. Pomocu tulajice su
povezani sa vodom iznad sedimenta. Neki Skoljkasi su presli u epibenticka stanista te se mogu
pricvrstiti za podlogu pomocu bisusnih niti (npr. Mytilus, Pinna, Dreissena, Modiolus) ili
cementa (npr. Ostrea). Skoljkasi koji Zive slobodno u bentalu mogu u opasnosti plivati
otvaranjem i zatvaranjem Skoljke te se tako stvara mlazni vodeni pogon (npr. Pecten). Postoje i
Skoljkasi koji buse ¢vrste supstrate (kamen, drvo) te si sami stvaraju zivotni prostor. Oni struzu

kamen ljuSturama (npr. Teredo), a neki kao dodatnu pomo¢ koriste kemijske tvari koje



omeksavaju stijene (npr. Lithophaga). Manji broj Skoljkasa su nametnici i komenzali na

spuzvama, mnogocetinasima, rakovima i bodljikasima (Habdija i sur., 2011).

1.2.1. Skoljkasi kao bioindikatorski organizmi

Sesilni benti¢ki organizmi su optimalni bioindikatori zagadenosti morskog okolisa
(Leini6 i Lehtonen, 2005). Skoljkasi se vrlo esto koriste kao organizmi za praéenje utjecaja
onecis¢enja u vodenom okolisu jer su Siroko raSireni i brojni u ekosustavima diljem svijeta. Oni
ispunjavaju vecinu kriterija vaznih za dobre bioindikatore: vrlo su brojni, lako se sakupljaju
tijekom cijele godine, Siroko su rasprostranjeni, predstavljaju bitnu kariku u hranidbenom lancu,
sedentarni su organizmi, akumuliraju zagadivace, prikladne su veli¢ine za istrazivanja, dovoljno
su robusni da prezive transport, prezivljavaju u bocatim vodama, lako se odreduju i imaju
ekonomsku veliku vaznost (Raspor 1 sur., 2005).

Zbog njihove velike sposobnosti filtracije vode i sesilnog nacina zivota, oni predstavljaju
vremensku i prostornu sliku bioloske dostupnosti metala u okoligu. Skrge $koljkasa se koriste za
istrazivanja kratkorocnog onecis¢enja metalima. Probavna Zlijezda je bitna za metabolizam
metala te predstavlja tkivo za dugotrajnu pohranu metala (Hamza-Chaffai i sur., 2000). Brojni
Skoljkasi, poput dagnji, pokazuju odgovor na okoliSne uvjete. Zbog svoje sposobnosti
bioakumulacije se takoder koriste za biomonitoring zagadenja u mnogim zemljama. Dagnje se
Cesto uzgajaju u kavezima za procjenu kvalitete vode. Uzgoj u kavezima se primjenjuje jer
sprjeCava izmjenu genetickog materijala izmedu populacija te omogucava kontrolu starosti i
spolne zrelosti uzoraka (Pellerin i Amiard, 2009).

Unos metala u Skoljkase se odvija putem Skrga, probavne Zlijezde 1 povrSine plasta,
ovisno o specijaciji tj. obliku metala (Cossa, 1989; citirano prema Dragun i sur., 2006). Plast
utjece na ukupnu masu dagnje jer se gonade tijekom gametogeneze razvijaju unutar plasta i
izmedu folikula probavne Zlijezde (Regoli, 1998; citirano prema Dragun i sur., 2006). Probavna
zlijezda dagnji predstavlja tkivo sa najviSom razinom MT-a 1 Cd te se zbog toga €esto u njoj
mjere MT-i kao biomarkeri izloZenosti metalima. Medutim, moguée je mijeriti njihovu
koncentraciju i u ¢itavom tkivu dagnji Sto je brzi i jednostavniji proces. Razina MT-a i metala u

citosolu se mijenja kao odgovor na okolisne uvjete (Dragun i sur., 2006).



1.2.2. Muytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)

Mediteranska dagnja, Mytilus galloprovincialis(Slika 1) je vrsta morskog Skoljkasa koja
dominira u Mediteranu, ali zivi i u Crnom moru te uz europske obale sjevernog Atlantika
(Gardner i sur., 1992). Naseljava kamenitu zonu plime i oseke te uz to osigurava ekoloske nise za
druge organizme. Ima ljusturu trokutasta oblika, tamno modre do crne boje. Hrani se filtracijom
morske vode, u ¢emu joj pomazu filibranhijalne skrge. Spada u nadred Filibranchia (Habdija i
sur., 2011). Za ¢vrsti supstrat se prihvac¢a bisusnim nitima. Kod dagnje, kao i kod ostalih
Skoljkasa sa bisusnim nitima, stopalo je svedeno na bisusni kompleks s bisusnim stopalnim
zlijezdama. Bisusne zlijezde luce tekuci konhiolin u bisusni Zlijeb na stopalu, u kojem se izluceni
protein oblikuje u nit (Habdija i sur., 2011). Kao i ostale dagnje, ima agregacijsko ponasanje te se
jedinke ¢esto mogu naéi u nakupinama. Mediteranska dagnja je gonohorist. Kod nje dolazi do
razvoja gonada od travnja do lipnja/srpnja, a razdoblje mrijesta je najucestalije u listopadu
(Regoli i Orlando, 1994; citirano iz Bocchetti i Regoli, 2006).Na razmnozavanje dagnji utjecu
egzogeni i endogeni Cimbenici. Najvazniji egzogeni Cimbenici su temperatura, salinitet,
fotoperiod i dostupnost hrane, a endogeni su zalihe hranjivih tvari, hormonalni ciklus i genotip
(Bajnoci, 2014).

Ova vrsta je jedna od najvaznijih akvakulturnih vrsta u Europi. Visoko je tolerantna vrsta
1 moZe podnijeti Siroki raspon okoliSnih uvjeta. Zbog toga je jedna od najistrazivanijih vrsta u
podrucju ekotoksikologije. Zbog sjedilatkog nacina zivota, filtracijske prehrane i visokog
bioakumulacijskog kapaciteta ve¢ine morskih onecis¢ivaca vrlo je prikladna vrsta za dobivanje
bioloskih izvjestaja. Takoder, ima visok potencijal rasprostranjivanja zbog planktonskih li¢inki
dugog Zivotnog vijeka (Stambuk i sur., 2013). Ova vrsta ima brojne osobine snaznog kompetitora
kao Sto su brzi rast duz velikog raspona temperature vode, otpornost na isuSivanje, parazite i
nanose pijeska te ima veliki reproduktivni kapacitet (Hockey i van Erkom Schurink, 1992). Zbog

toga je diljem svijeta prisutna kao invazivna vrsta.



Slika 1. Mediteranska dagnja, Mytilus galloprovincialis (Lamarck 1819), foto: Luigi Rignanese
http://eol.org/data_objects/13265746

1.2.3. Dreissena polymorpha (Pallas, 1771)

Skoljkas raznolika trokutnjata, Dreissena polymorpha (Slika 2) je slatkovodna vrsta.
Naziv raznolika trokutnjaca je dobila zbog svoje ljuSture koja ima oblik trokuta izvedenog na
razli¢ite nacine. Njezina Skoljka je Zuto-smede do sive boje te je proSarana prugama poput zebre,
pa se na engleskom naziva zebra mussel. Spada u nadred Eulamellibranchia te diSe pomocu
listastih trepetljikavih Skrga. Njihova velika povrSina im omogucava laku izmjenu plinova 1
izdvajanje hranjivih tvari iz vode (Habdija i sur., 2011). Raznolika trokutnjaca predstavlja
iznimku medu slatkovodnim S$koljkaSima, jer se njezin razvojni ciklus odvija preko veliger
li¢inke, a ne glohidije. Planktonska veliger li¢inka je inace karakteristicna za morske Skoljkase.
Pomocu slobodnoplivajuée veliger licinke, raznolika trokutnjac¢a moze se lako rasiriti i dominirati
u novom prostoru.

Jedna je od najinvazivnijih vrsta na svijetu jer uzrokuje brojne probleme u funkcioniranju
vodoopskrbnih i hidroenergetskih objekata. Uvrstena je na listu 100 najgorih svjetskih invazivnih
vrsta, prema Global Invasive Species Database (GISD) (Hudina i sur., 2009). Gusto obrasta dno
te na taj naCin mijenja sastav Zivotne zajednice. Ova vrsta se u 19. stoljecu rasprostranila pomocu
brodova u mnogim vodotocima sredisnje i zapadne Europe, a u jezera su je prenijele ptice. Danas
stvara velike probleme i u Sjevernoj Americi, gdje se prosirila balastnim vodama prekooceanskih
brodova. Ima brojne karakteristike koje joj omogucuju veliku prilagodljivost na ekoloske uvjete i
otpornost na razne promjene u okoliSu. Uz pomo¢ bisusnih niti se pri¢vrSéuje za ¢vrstu podlogu,

poput brodova, dokova i cjevovoda. Takoder obrasta i druge skoljkase te Im na taj nacin
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onemogucava otvaranje ljuSture i filtraciju vode. Zbog iznimno velike plodnosti istiskuje
autohtone vrste Skoljkasa i drugih benti¢kih organizama (Lajtner, 2005). Filtracijom
fitoplanktona 1 zooplanktona smanjuje dostupnost hrane drugim vrstama te tako utjece na cijeli
hranidbeni lanac (Karatayev i sur., 1997).

Redovito se koristi kao indikator onecis¢enja slatkovodnih ekosustava te kao bioindikator
izloZenosti tesSkim metalima zbog visokih stopa filtracije 1 visoke sposobnosti bioakumulacije

teskih metala (Lecoeur i sur., 2004).

Slika 2.Raznolikatrokutnjaca, Dreissena polymorpha (Pallas, 1771), foto: Biopix
http://eol.org/data_objects/19158843



http://eol.org/data_objects/19158843

2. Biomonitoring

Akvati¢ni organizmi, poput Skoljkasa, predstavljaju vrlo znacajan izvor kvalitetnih
bjelancevina i masnih kiselina te stoga zauzimaju vazno mjesto u ljudskoj prehrani. Zbog toga je
nuzno u njima kontinuirano pratiti prisutnost toksi¢nih elemenata i drugih onecis¢ivaca kako bi
se mogla procijeniti razina rizika za zdravlje ljudi (Srebocan 1 sur., 2014).

Biomonitoring je istrazivacki pristup U kojem se detektiraju i kvantificiraju biokemijske
interakcije izmedu zagadivaca i bioloskog odgovora zivog organizma. Koncentracije zagadivaca
koje su potrebne da bi potaknule ovaj odgovor trebaju biti nize od onih koje dovode organizam u
Zivotnu opasnost ili izazivaju degradaciju ekosustava (Hamza-Chaffai i sur., 2000). Biomarkeri
se preporucuju za biomonitoring jer rano upozoravaju na oneciséenje okolisa i na Stetne ucinke
koje imaju zagadivaci na stani¢noj razini. Oni su odraz zdravstvenog stanja organizma na
stani¢noj ili molekularnoj razini te brzo odgovaraju na stres. Stoga imaju velik toksikoloski
znacaj (Erk 1 sur., 2002). Glavna poteSkoca pri koriStenju biomarkera u biomonitoringu je njihova
interferencija sa okoliSnim ¢imbenicima i zagadenjem. Biomarkeri koji se koriste moraju biti u
mogucénosti razlikovati utjecaj okolisnih ¢imbenika od antropogenog onecis¢enja (Hamer i sur.,
2008). Potrebno je odrediti bazalne koncentracije biomarkera u istrazivanom organizmu kako bi
se stres uzrokovan oneciS¢enjem mogao razlikovati od prirodne varijabilnosti biomarkera
(Ivankovi¢ 1 sur., 2003). Prije koriStenja biomarkera kao bioloSkih indikatora kemijskog
zagadenja, potrebno je odrediti kako razliCiti zagadivaci utjecu na specificni odgovor biomarkera

u organizmu (Ivankovi¢ i sur., 2010).



3. Metalotioneini (MT-i)

Metalotioneini (MT-i) su niskomolekularni, termostabilni proteini koji vezu metale. Imaju
visok sastav cisteina i visok afinitet za vezanje kationa poput Ag, Cd, Cu, Hg i Zn. Oni su
sveprisutni kod prokariota i eukariota te su identificirani u mnogim tkivima kod kraljesnjaka 1
beskraljesnjaka (Hamza-Chaffai i sur., 2000). Imaju strukturu koja je ostala konzervirana tijekom
evolucije (Marie i sur., 2006). SadrZe puno metala, imaju specifi¢an aminokiselinski sastav (puno
cisteina, nema aromatskih aminokiselina niti histidina), jedinstven aminokiselinski slijed i
svojstva metalnih tiolata. Oni se nalaze u citosolu te su topljivi u vodi (Raspor i sur., 2004).

Glavno mjesto razgradnje MT-a je u probavnoj zlijezdi (Raspor i sur., 2005).

3.1. Funkcija MT-a

MT-1 su topljivi stani¢ni ligandi Cija je primarna funkcija odrZzavanje homeostaze
esencijalnih metala (kao $to su Zn i Cu) i detoksifikacija neesencijalnih metala (Cd, Hg i Ag) kod
morskih beskraljesnjaka (Dragun i sur., 2010). Cu i Zn su potrebni za metabolicke procese
proteina, ugljikohidrata i lipida, za stani¢nu signalizaciju, rast stanica i disanje. Medutim, u
visokim koncentracijama mogu biti toksi¢ni (Strizak i sur., 2014). MT-i sudjeluju u homeostazi
Zn 1 Cd tako $to odrZavaju intracelularnu koncentraciju ovih iona na niskoj razini te tako Sto
pohranjuju Cu 1 Zn za kasnije potrebe organizma (Raspor i sur., 2005). BioloSka funkcija MT-a
ukljucuje 1 detoksifikaciju esencijalnih metala unutar stanice (Amiard 1 sur., 2006). Zahvaljujuci
ovim funkcijama, organizmi koji Zive u okoliSu zagadenom metalima su tolerantni na metale.

To su specifi¢ni inducibilni proteini. MT-i $tite organizme od toksi¢nosti metala jer imaju
visok afinitet za vezanje metala. Na taj na¢in sluze kao koristan ,,surogat” toksi¢nim metalima
kod vodenih organizama prije nego su organizmi izloZeni subletalnim 1 letalnim koncentracijama
odgovor na izloZenost metalima, kao §to su Cd, Cu, Zn i Hg (Raspor 1 sur., 2004). Sa pove¢anom
koncentracijom metala u tkivima dolazi do poveéane ekspresije MT-a (Amiard i sur., 2006). Na
ekspresiju MT-a utjecu i drugi ,,nemetalni* zagadivaci, poput pesticida pentaklorofenola (PCP-a)
(Ivankovi¢ i sur., 2010). Nadalje, MT-i su inducirani spojevima koji stvaraju oksidativni stres.
Oni prikupljaju oksiradikale 1 veZu metale te na taj nacin Stite stanicu od oksidativnog stresa
(Viarengo i sur., 2000; citirano prema Figueira i sur., 2012). Na primjer, MT-i vezu Zn jer on $titi
stanicu od peroksidacije lipida 1 stabilizira DNA (Figueira i sur., 2012). Pojacana ekspresija MT-

a povecava otpornost tkiva i stanica na oksidativni stres. Ovi proteini sluze i kao intermedijeri u
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imunoloskom odgovoru (Viarengo i sur., 2000; citirano prema Marie i sur., 2006). Takoder, MT-i
su biomarkeri hipoosmotskog stresa te pri niskom salinitetu dolazi do njihove smanjene
koncentracije, a pri jako snizenom salinitetu se njihova koncentracija povec¢ava (Hamer 1 sur.,
2008).

Medutim, bioticki i abioticki faktori dodatno utjecu na razinu MT-a (Raspor i sur., 2004).
Hormoni, citokini i drugi endogeni faktori potic¢u biosintezu MT-a. Odgovor MT-a na metale je
specifican za svako tkivo (Raspor i sur., 2004). Pokazano je da bazalne razine MT-a u
organizmima variraju ovisno o sezoni, reproduktivnom statusu, temperaturi vode, salinitetu i
razini otopljenog kisika (Leini6 i Lehtonen, 2005).

MT-1 su jedni od biomarkera oneciS¢enja morskog okolisa koji se najviSe koriste kao
biokemijski indikatori izlozenosti metalima (Figueira i sur., 2012). Oni predstavljaju rani
odgovor organizma na izlozenost teskim metalima, na primjer: Cd, Cu, Hg, Ag (Lecoeur i sur.,
2004). Zbog njihove bioloske reaktivnosti kao odgovor na bioakumulaciju metala, predstavljaju
molekularne indikatore zagadenja metalima (Marie i sur., 2006). Medutim, MT-i se kao
biomarkeri moraju koristiti sa oprezom. Brojni faktori, poput gladovanja, anoksije, prisutnosti
antibiotika, vitamina ili herbicida, mogu doprinijeti varijaciji MT-a (Amiard i sur., 2006). Kod
morskih SkoljkaSa zabiljezen je utjecaj dostupnosti hrane, reproduktivnog ciklusa i sezonskih
faktora na razinu MT-a (Raspor i sur., 2004; Ivankovi¢ i sur., 2005). Zbog ovih faktora, razina
MT-a se moze pogresno interpretirati kao posljedica antropogenih aktivnosti. Uz koncentraciju
MT-a, koncentracija metala koji su se akumulirali u tkivima s$koljkasa takoder se moze koristiti
kao indikator bioloske dostupnosti metala u vodi (Sunlu, 2006; citirano prema Dragun i sur.,
2010).

Odredivanje MT-a kod SkoljkaSa se bazira na njihovoj topljivosti, termostabilnosti i
visokom sastavu cisteina (Hamza-Chaffai i sur., 2000). Najces¢e metode koje se koriste za
kvantifikaciju MT-a su diferencijalna pulsna polarografija i spektrofotometrijska metoda, a

baziraju se na odredivanju sulfhidrilnih (-SH) skupina (Ivankovi¢ i sur., 2003).

3.2.  Odredivanje MT-a Brdicka reakcijom

Za odredivanje koncentracije MT-a u toplinski obradenom citosolu znanstvenici koriste
elektrokemijsku metodu koja se zove diferencijalna pulsna voltametrija (DPV). Ovu metodu je
prvi opisao ¢eSki znanstvenik Rudolf Brdicka pa se po njemu naziva Brdicka reakcija. Ova
metoda se bazira na polarografskom odredivanju proteina koji sadrze —SH grupe u otopini

kobaltove(IlI)soli, u kojoj se nalazi amonijacni pufer. Elektrokemijski signal potjece od redukcije
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tiolnih skupina (-SH skupina) na cisteinskim ostacima koji se nalaze na MT-ima (Dragun i sur.,
2010).

Brdicka reakcija se koristi za analizu proteina. Provodi se u otopini amonija¢nog pufera i
Co(NH?3)eClgz, pri diferencijalnom pulsu pomoc¢u Zivine elektrode (Raspor, 2001). Ova metoda se
moze primijeniti na odredivanje MT-a kod organizama koji su bili izlozeni metalima u okoliSu.
Mjerenje se izvodi na uredaju za voltametriju 797 VA Computrace. Uredaj se sastoji od
spremnika za zivu, kapilare kroz koju prolazi ziva, membrane za Zivu, igle za Multi Mode
elektrodu, Ag/AgCI referentne elektrode sa posudom za elektrolit te protuelektrode od platine.
Ovaj uredaj ima Multi Mode elektrodu (MME) koja moZze kombinirati kapajuéu zivinu elektrodu
(engl. dropping mercury electrode, DME/SMDE) i stacionarnu vise¢u zivinu elektrodu
(engl. stationary hanging mercury drop electrode, HMDE). Stacionarna vise¢a zivina elektroda
(HMDE) sadrzi zivu pomoéu koje se provodi cijeli korak s naponom. Ziva koja se nalazi u
spremniku prolazi kroz staklenu kapilaru, tvore¢i kapljicu na kraju kapilare. Tok zive je
kontroliran pomocu igle koja se moze pneumatski podiéi ili spustiti. Tlak inertnog plina u
spremniku Zive pritiS¢e iglu prema gore te omogucava da Ziva iscuri van. Osim radne Zivine
elektrode, uredaj sadrzi referentnu i protuelektrodu (engl. auxiliary electrode). Napon radne
elektrode je kontroliran pomocu referentne 1 protuelektrode. Ag/AgCl referentna elektroda sadrzi
unutras$nji sustav sa elektrolitom KCI ¢ija je koncentracija ¢(KCl)=3 mol/L. Ova elektroda se
nalazi u posudi koja sadrzi elektrolit NH4Cl + NH4OH. Elektrolit NH4Cl + NH4OH sluzi kao
most izmedu referentne elektrode 1 tekuceg uzorka te se koristi da bi se izbjegla kontaminacija sa
Ag'/CI" u uzorku. Elektroda omogucava stabilan i konstantan referentni potencijal, neovisan o
kemijskom sastavu razli¢itih uzoraka. Uredaj je povezan sa kompjuterom pomocu 797 VA

Computrace Software 1.0, koji moZe raditi kvalitativne 1 kvantitativne analize.

3.3.  Primjena MT-a kao biomarkera izloZenosti metalima in situ i in vitro

Vecina istraZivanja koja ispituju upotrebu MT-a kao biokemijskog indikatora oneciS¢enja
metalima provode se u laboratorijskim uvjetima. Istrazivanja u laboratoriju su od velikog interesa
u toksikologiji, ali je tesko uspostaviti uvjete koji vladaju u okoliSu. Laboratorijska istraZzivanja se
provode u Kontroliranim abiotickim uvjetima (temperatura, salinitet, razina oneciS¢ivaca), a
organizmi ¢esto nemaju dovoljno hrane (Raspor i sur., 2005). Tu se organizmi kratkotrajno izlazu
visokim i nerealnim koncentracijama oneci$¢ivaca, ¢esto ve¢im nego Sto su to u prirodi (Hamza-
Chaffai i sur., 2000). Vrijeme izlaganja oneci§¢iva¢ima je krace u laboratorijskim uvjetima, a

nacin na koji organizmi asimiliraju metale je drugaciji. Stoga je tesko ekstrapolirati ove rezultate
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na istrazivanja provedena na terenu (Cairns, 1992; citirano prema Hamza-Chaffai i sur., 2000).
Pri istrazivanju in vitro, Skoljkasi se uzimaju iz svojeg prirodnog staniSta te se moraju
aklimatizirati na nove uvjete u laboratoriju, $to za njih moze predstavljati veliki stres.

S druge strane, in situ istrazivanja omogucéuju uvid u stanje organizma u odredenom
prostoru i vremenu. Rezultati ovih istrazivanja ukazuju na sloZene bioloske odgovore te je
potrebno razumjeti fiziologiju i metabolizam proucavanog organizma (Raspor i sur., 2005).
Istrazivanja na terenu su potrebna kako bi pruzila informacije o odgovoru organizama u
prirodnim uvjetima, gdje brojni bioti¢ki i abioticki ¢imbenici utjeCu na razinu MT-a. Ovi
¢imbenici mogu maskirati indukciju MT-a uzrokovanu zagadenjem metalima. Istrazivanja koja
ukljuuju transplantaciju organizama in situ omogucuju kontrolu porijekla populacija i bioloskih
karakteristika jedinki. Prednost istraZivanja na terenu je i to $to se organizmi uzgajaju u njihovom
prirodnom okolisu te $to se mogu Koristiti izabrani organizmi iz iste populacije (Hamza-Chaffai
i sur., 2000).

3.4. MT-i kao biomarkeri izloZenosti metalima u S§koljkasa

3.4.1. MT-i kao biomarkeri izloZenosti metalima u skrgama dagnji

Znanstvenici su pokazali da su $krge pogodno indikatorsko tkivo za mjerenje MT-a kao
biomarkera izlozenosti metalima kod raznih Skoljkasa (Bebianno i sur., 1993, Dragun i sur.,
2004). Skrge su respiratorni organ i organ za filtriranje morske vode te je stoga u njima
najznacajniji odgovor MT-a. Kroz njih se odvija unos metala posto su direktno izlozene
vanjskom mediju. Ukljucene su u pohranu i ekskreciju metala te imaju visok kapacitet za sintezu
MT-a (Dragun i sur., 2010). U skrgama dagnji metali se akumuliraju brze u usporedbi sa rastom
organa, $to dovodi do njihove pohrane u ovom tkivu (Dragun i sur., 2004). Tijekom
reproduktivnog ciklusa masa Skrga se neznatno mijenja, za razliku od probavne zlijezde ¢ija se
masa znacajno poveca. One pokazuju najmanju sezonsku varijabilnost, $to je jo§ jedna prednost
njihova koriStenja u istraZivanjima.

Dragun i sur. (2004) su koristili $krge dagnje Mytilius galloprovincialis kao ciljani organ
da bi istrazili izlozenost dagnja metalima putem MT-a. Istrazivanje je provedeno u Kastelanskom
zaljevu u trajanju od jedne godine. Tijekom jedne godine se povecala koncentracija metala u
Skrgama. U njima je najviSe prisutan Zn, zatim Fe, Mn, Cu i Cd. Uocena je sezonska varijabilnost
MT-a te je njihova razina povecana na jesen i ljeto. Razina MT-a je najvise povezana sa Zn 1 Cd.
Cd 1 Zn se unose u otopljenom obliku. Unos Cu, Mn i Fe kroz Skrge se odvija u partikularnom
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obliku iz okolne vode. Povecana razina MT-a na ljeto je povezana sa razinom Cd. Tijekom ljeta
doslo je do povecane akumulacije Zn 1 Cd u Skrgama zbog vece dostupnosti ovih metala u
otopljenom stanju, viSe temperature vode ili zbog vece stope difuzije. To je dovelo do indukcije
MT-a. Sastav metala i MT-a je znacajno povezan sa masom Skoljke, koja predstavlja starost
dagnje. Stoga sa rastom dagnje dolazi do poveéanja sastava metala i MT-a. Skrge takoder rastu
paralelno sa staros¢u dagnje. Varijabilnost u masi Skrga je rezultat razli¢ite dostupnosti hrane.
Veca dostupnost hrane je posebno izrazena u jesen, kada dolazi do resuspenzije sedimenta zbog
jakog vjetra i valova. To rezultira ve¢im sastavom suspendiranih Cestica u vodenom stupcu. U
Skrgama dagnji niska razina akumuliranog Cd uzrokuje poveéanje MT-a (Dragun i sur., 2004),
dok to nije slucaj kod probavne zlijezde (Raspor i sur., 2004).

Medutim, u istrazivanju koje je provedeno u jesenskom periodu (Dragun i sur., 2010)
pokazano je da postoji puno faktora koji mogu otezati upotrebu Skrga dagnje Mytilius
galloprovincialis kao indikatorskog tkiva za procjenu razine zagadenosti metalima. Naime,
sinteza MT-a je povezana sa bioti¢kim i abiotickim faktorima, kao $to su vrijeme uzorkovanja,
ukupna koncentracija citosolnih proteina, veli¢ina dagnje i masa S$krga, a ne sa razinom
esencijalnih metala (Cu i Zn) u citosolu. Ovo ograni¢ava koristenje Skrga kao biomarkera
izlozenosti niskim koncentracijama metala. Potrebne su vise koncentracije Cd da bi potakle
sintezu MT-a u Skrgama. Stoga je za procjenu zagadenosti morske obale sa niskom
koncentracijom metala bolje istraziti koncentraciju metala (Cu i Cd) u toplinski obradenom

citosolu skrga.

3.4.2. MT-i kao biomarkeri izloZenosti metalima u probavnoj Zlijezdi dagnji

Probavna zlijezda je glavno tkivo za pohranu nutrijenata i metala te zato ima visoku
bazalnu razinu MT-a (oko 2 mg g! mokre mase kod dagnje) (Raspor i sur., 2005). Ona
pohranjuje visoke razine Cu i Zn (Geffard i sur., 2001; citirano prema Raspor i sur., 2004).
Takoder, ima znaCajnu ulogu u intracelularnoj i ekstracelularnoj probavi. Akumulira tvari
potrebne za razvoj gonada (glikogen, lipide i proteine) 1 poti¢e gametogenezu (Raspor 1 sur.,
2005). Od svih organa, probavna Zzlijezda ima najvisi sastav MT-a. Prema Mediteranskom
akcijskom planu (UNEP/MAP, 1999), probavna zlijezda Mytilus galloprovincialis je ciljani
organ za procjenu izlozenosti dagnji teskim metalima putem MT-a.

U Kastelanskom zaljevu provedeno je istrazivanje na dagnjama da bi se utvrdilo je li

probavna zlijezda pogodno tkivo za procjenu izloZzenosti Cd putem MT-a (Raspor i sur., 2004).
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Odredena je koncentracija metala (Cd, Zn, Cu, Mn i1 Fe) i MT-a u citosolu kako bi se istrazila
njihova medusobna povezanost. Cd, Zn i Cu su metali koji poticu sintezu MT-a, a Mn i Fe su
esencijalni za metabolizam dagnji. Razina MT-a u probavnoj zlijezdi mediteranske dagnje ovisi o
bioti¢kim i abiotickim parametrima. Dostupnost hrane i reproduktivni ciklus utje¢u na vremensku
varijabilnost mase probavne Zlijezde. Razdoblje sa visom koncentracijom MT-a i metala se
preklapa sa razvojem gonada i pove¢anom dostupnosti hrane. U razdoblju izmedu veljace 1 lipnja
dolazi do povecanja mase probavne zlijezde jer ona sluzi za intracelularnu i1 ekstracelularnu
probavu te za pohranu nutrijenata. Tada je koncentracija MT-a dva puta visa, a koncentracija
metala u tragovima tri puta visa nego u ostalim mjesecima. Vecéa koli¢ina hrane omogucava
akumulaciju glikogena, lipida i proteina te poti¢e gametogenezu. Dostupnost hrane povecava
stopu filtracije i prolaz vode kroz $krge, $to utjeGe na unos metala. Bitan izvor metala u
probavnoj Zzlijezdi je fitoplankton jer primarni producenti pokazuju jednu od najvisih razina
akumulacije metala u hranidbenim lancima. Zbog povecanog izvora hrane, povecava se i
koncentracija metala.

Medutim, istovremeno dolazi do razvoja gonada. Prilikom razvoja, folikuli gonade
»prodiru® u probavnu zlijezdu pa utjeCu na povecanje njene ukupne mase (Regoli i Orlando,
1993; citirano prema Raspor i sur., 2004). Niske koncentracije metala u tragovima u gonadama
uzrokuju ,,biolosko razrjedenje* metala u probavnoj Zlijezdi i nizu koncentraciju MT-a u tom
organu. Zato je najviSa masa probavne Zlijezde zabiljeZena u travnju, kada je izmjerena i najniza
koncentracija MT-a (Raspor i sur., 2004). Sa staros¢u dolazi do povecanja koncentracije Cd $to
ukazuje na akumulaciju ovog toksi¢nog metala u probavnoj zlijezdi dagnji, koje su uzgajane u
priobalnoj zoni izloZenoj urbanom zagadenju. Probavna Zlijezda ima najviSu koncentraciju Zn i
Cu jer MT-i imaju visok afinitet vezanja ovih metala. Cd u probavnoj zlijezdi nije dosegao razinu
pri kojoj bi uzrokovao dodatnu sintezu MT-a. Bazalna razina MT-a u probavnoj zlijezdi je vec¢
visoka zbog visoke koncentracije esencijalnih metala, Zn i Cu, koji poti¢u sintezu MT-a (Geffard
i sur., 2001; citirano prema Raspor i sur., 2004). Ova razina MT-a je dovoljna za detoksifikaciju
metala u citosolu (Cd, Zn i Cu) te zato ne dolazi do de novo sinteze MT-a. Razvoj gonada i
dostupnost hrane viSe utjeCu na promjene razine MT-a nego bioloski raspolozive koncentracije
Cd. Stoga, probavna Zlijezda nije pogodna za procjenu izloZenosti mediteranske dagnje (Mytilus
galloprovincialis) subletalnim razinama Cd, unato¢ visokoj akumulaciji metala (Raspor i sur.,
2004).

Hamza-Chaffai i sur. (2000) su istrazili potencijal MT-a kao biomarkera izlozenosti

metalima (Cd, Cu i Zn) kod morskog $koljkasa Ruditapes decussatus. Skoljkas je uzgajan in situ
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na mjestu oneciS¢enja sa industrijskim ispustima. Na metabolizam metala i MT-a utjece
reproduktivna aktivnost, posebno kod zenki Skoljkasa. Da bi se izbjegao utjecaj ovog biotickog
¢imbenika, Skoljkas$i su se uzorkovali u fazi kada nisu bili reproduktivno aktivni. Koncentracije
MT-a i metala su odredene u probavnoj Zlijezdi. Cd i Cu se podjednako nalaze u topljivoj i
netopljivoj frakciji, a Zn je vefinom prisutan u netopljivoj frakciji. Metali koji se nalaze u
topljivoj frakciji se mogu vezati za MT-e ili mogu nespecifino reagirati sa stani¢nim
komponentama (npr. enzimima) te imati toksi¢ne ucinke. Na lokaciji koja je izlozena tvornickim
ispustima sa visokom koncentracijom Cd, Cu i Zn, razina MT-a i metala u tkivu $koljkasa se
povecala. Na drugoj lokaciji, gdje je ograniCena industrijska aktivnost, razina MT-a je ostala
niska tj. nije se mijenjala. Rezultati su pokazali da su MT-i znacajno povezani sa metalima, a
najvise sa Cd. To se slaze sa afinitetom metala za MT-e: Hg > Ag > Cu > Cd > Zn. Da bi MT bio
biomarker izlozenosti metalima, njegova razina treba pokazivati koli¢inu metala u tkivu
Skoljkasa. Pokazano je da su koncentracije metala u citosolu proporcionalne koncentracijama u
Citavoj probavnoj zlijezdi i da postoji velika povezanost izmedu metala i MT-a u citosolu.
Istrazivanje je pokazalo da do sinteze MT-a dolazi i pri manjim varijacijama u koli¢ini metala.
MT je efikasan biomarker izlozenosti metalima kod Skoljkasa Ruditapes decussatus, sto dokazuje

snazna korelacija izmedu MT-a i metala (Cd, Cu i Zn).

3.4.3. Upotreba MT-a za procjenu zdravstvenog rizika konzumacije $koljkasa

Pellerin i Amiard (2009) su istrazili indukciju MT-a kod plave dagnje (Mytilus edulis) i
pjescanog zijala (Mya arenaria) kako bi procijenili zdravstveni rizik konzumenata $koljkasa koji
su uzgajani u estuariju izlozenom otpadnim vodama i metalima. Zbog ucestalog prometa
brodova, estuarij rijeke St. Lawrence (Quebec, Kanada) zagaden je metalima u tragovima (Pb,
Zn, Cu, Cr i Ni). Koncentracija metala i MT-a je odredena u probavnoj zlijezdi i citosolu Skrga
kako bi se ispitala razina zagadenja metalima. Plava dagnja i pjeScano zijalo imaju razlicite
sposobnosti filtracije i razli€itu ekofiziologiju metala pa pokazuju drugacije zagadenje metalima.
Plava dagnja ima vecu sposobnost bioakumulacije metala, posebno u probavnoj Zlijezdi. Duzina
reproduktivnog ciklusa, asinkrono ispustanje gameta 1 sezonske promjene u dostupnosti hrane
imaju utjecaj na tezinu organa, a samim time i na koncentraciju metala i MT-a. Povecana
koncentracija MT-a u Skrgama kod pjesc¢anog zijala, izlozenog metalima u tragovima, pokazuje
da indukcija MT-a ima ulogu u detoksifikacijskim procesima metala. Najvise koncentracije MT-
asu pronadene u probavnoj zlijezdi, u usporedbi sa Skrgama i ostalim tkivima. Medutim, niska

razina de novo sinteze MT-a kao odgovor na izlozenost kadmiju smanjuje moguénost primjene
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probavne zlijezde za biomonitoring metala putem MT-a. Unato¢ tome, prema Mediteranskom
akcijskom planu (UNEP/ RAMOGE, 1999), preporuca se analiza probavne zlijezde. Kod
pjesc¢anog zijala Cd 1 Cu su u probavnoj zlijezdi pronadeni u topivoj frakciji, dok su kod dagnje u
Skrgama pronadeni u netopivoj frakciji. U probavnoj Zlijezdi dagnje pronadeni su takoder u
topivoj frakciji. Ovo pokazuje da ova dva skoljkasa imaju razli¢ite mehanizme detoksifikacije i
indukcije MT-a. Posto je kod dagnji najveca koli¢ina metala pronadena u netopivoj frakciji,
manji je rizik za konzumente. Kod pjesc¢anog zijala toksi¢ni metali (Cd i Cu) su prisutni u topivoj
frakciji u tkivima. Spojevi koji sadrze Cd se smatraju karcinogenima kod ljudi. Stoga su
konzumenti ovog Skoljkasa na istrazivanom podrucju izloZzeni zdravstvenom riziku (Pellerin i

Amiard, 2009).

3.4.4. Usporedba MT-a kao biomarkera oksidativnog stresa i stresa uzrokovanog
metalima

Figueira i sur. su 2012. istrazili i usporedili osjetljivost MT-a na izlozenost Cd i
vodikovom peroksidu (H202) kod Skoljkasa Cerastoderma edule. Takoder, procijenili su broj
metalnih iona koji su vezani za MT-e, kada su organizmi izlozeni stresu. Cd predstavlja izvor
stresa uzrokovanog metalima, a H20. uzrokuje oksidativni stres. Sinteza MT-a se povecala sa
izloZzeno$¢u Skoljkasa Cd i H20.. Kod organizama koji su bili izlozeni Cd, MT-i su se znac¢ajno
povecali. U prisutnosti oksidansa (H202) MT-i su se znacajno povecali samo kada je oksidativni
stres bio jako velik, a polovica organizama uginula. Ovi rezultati pokazuju da MT-i nisu dobri
biomarkeri oksidativnog stresa jer je smrtnost organizama jednostavniji parametar koji ukazuje
na stres. Za razliku od H202, MT-i su se povecali pri bilo kojoj koristenoj koncentraciji Cd te su
svi skoljkasi prezivjeli. Ovo dokazuje da metali induciraju ekspresiju MT-a, ¢ak i kada organizmi
nisu izlozeni stresu te da se indukcija MT-a povecava sa koncentracijom metala. Stoga, MT-i se
mogu Koristiti kao jako osjetljiv biomarker izloZenosti Cd kod $koljkasa Cerastoderma edule. U
kontrolnim uvjetima, MT-i vezu vecinu esencijalnih metala (Zn i Cu) u otopini. U stresnim
uvjetima, kao $to je izloZzenost Cd ili H2O2, MT-i ne vezu Cu i veZzu manje Zn. Kada su organizmi
bili izlozeni Cd, nije se promijenio ukupan broj vezanih iona metala, u usporedbi sa kontrolom.
Medutim, dio iona Zn i svi ioni Cu su zamijenjeni sa ionima Cd (Figueira i sur., 2012). Rezultati
pokazuju da su MT-i odli¢ni biomarkeri stresa uzrokovanog metalima, ali ne i oksidativnog

stresa.
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3.4.5. Mjerenje MT-a u ukupnom tkivu slatkovodnih $koljkasa

Osim mjerenja MT-a u Skrgama i probavnoj zlijezdi, provode se mjerenja u ukupnom
tkivu Skoljkasa. Lecoeur i sur. (2004) istrazili su utjecaj smjese metala (Cd + Cu) i pojedinac¢nih
metala na odgovor MT-a i bioakumulaciju metala kod slatkovodnog Skoljkasa raznolike
trokutnjace, Dreissena polymorpha. Jedinke su sakupljene na nezagadenom podrucju i prenesene
u laboratorij. U istrazivanju se ispitala izloZzenost smjesi metala, a ne samo pojedinatnom metalu
kako bi se dobili uvjeti sli¢ni onima u prirodi. Odredena je ukupna koncentracija MT-a i metala.
Rezultati su pokazali znaCajno povecanje biosinteze MT-a nakon kratkog vremena izloZenosti
Cd. Povecanje koncentracije MT-a je povezano sa bioakumulacijom Cd u tkivu Skoljkasa.
Bioakumulacija Cd je ovisna o koncentraciji i trajanju izlozenosti metalu. Sa povecanjem
koncentracije Cd dolazi do vece akumulacije Cd i veée koncentracije MT-a. Povecana
akumulacija Cd pokazuje da ga Dreissena polymorpha ne moze eliminirati iz tkiva. Medutim,
velike koli¢ine MT dozvoljavaju $koljkasima da koncentriraju puno Cd bez ostecenja. Za razliku
od Cd, Cu nije utjecao na ukupnu razinu MT-a te su dagnje pokazale ograni¢enu bioakumulaciju
Cu. Sa svakim povecanjem koncentracije Cu dolazi do nove uspostave ravnoteze Cu u
organizmu. Ova ravnoteza ukazuje da $koljkasi mogu aktivno uklanjati Cu. Smjesa metala Cd i
Cu je samo slabo utjecala na akumulaciju metala i na odgovor MT-a. Oblik MT-a koji se nalazi
kod raznolike trokutnjace nije inducibilan putem Cu (Lecoeur i sur., 2004). Ovo ograni¢ava
koriStenje MT-a kao biomarkera izloZenosti teSkim metalima u slatkovodnim ekosustavima kod
Skoljkasa Dreissena polymorpha. Odgovor Cu je specifi¢an za svako tkivo te je moguce da se ne
uocava prilikom mjerenja MT-a u ukupnom tkivu. Iz tog razloga moZe do¢i do manjka indukcije
MT-a u prisutnosti Cu.

U istrazivanju provedenom 2006. Marie i sur. su usporedili odgovor MT-a kod dva
slatkovodna S$koljkasa, Corbicula fluminea i Dreissena polymorphau okolisu onecis¢enom
metalima (Cd i Zn). Oni zauzimaju razli¢ite ekoloske nise: Corbicula fluminea zivi zakopana u
gornjem sloju sedimenta, a Dreissena polymorpha zivi pri¢vrSéena za cCvrsti supstrat. Kod
raznolike trokutnjace, varijacije u koncentraciji MT-a su snazno povezane sa bioakumulacijom
Cd i Zn. Takoder, ona je pokazala ve¢u akumulaciju metala, posebice Zn. Kod skoljkasa
Corbicula fluminea koncentracije MT-a su povezane samo sa akumulacijom Cd. U kracem
vremenskom razdoblju je doslo do znacajnog povecanja koncentracije MT-a zbog akumulacije
Cd. Ovaj skoljkas ima efikasne detoksifikacijske mehanizme koji ograni¢avaju akumulaciju Cd te

smanjuju koncentraciju Zn. Ovi detoksifikacijski mehanizmi ukljucuju izlu¢ivanje metala kroz
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stanicnu membranu i postojanje povecanog broja transmembranskih proteina. Sposobnost
regulacije Zn kod slatkovodnih SkoljkaSa ovisi o vrsti, razini i trajanju izlozenosti metalu.
Corbicula fluminea je pokazala vecu osjetljivost odgovora MT-a na oneciS¢enost metalima.
Ivankovi¢ i sur. (2010) su istrazili inducibilnost biosinteze MT-a u ukupnom tkivu
raznolike trokutnjace, Dreissena polymorpha izlozene raznim koncentracijama Cd, Cu i PCP
(pentaklorofenola). PCP je organski zagadivad tj. pesticid. Istrazivanje je provedeno kako bi se
procijenila iskoristivost MT-a kao biomarkera izlozenosti metalima kod ove vrste. Metali u
citosolu vise utjecu na razinu MT-a, nego netopljivi metali u stanicama. Razina MT-a se povecala
sa povecanjem koncentracije Cd, dok pri najvisoj koncentraciji Cd nije doslo do dodatne sinteze
MT-a. Moguc¢ razlog je Sto je ova koncentracija (500 pg/L) toksi¢na i prelazi obrambeni kapacitet
stanice te uzrokuje prestanak filtracije. Ovo povecanje MT-a je pratilo povecanje Cd u citosolu.
Izlozenost povecanim koncentracijama Cd je rezultiralo povec¢anjem Cd u topljivoj frakciji u
tkivu $koljkasa. Poveéana koncentracija MT-a u tkivu je povezana sa ve¢om akumulacijom Cd u
tkivu. Razlog ovakve indukcije MT-a mozZe biti prisutnost slobodnih metala sa prooksidativnim
svojstvima (Cu i Cd). IzloZenost subletalnim koncentracijama Cu dovela je do promjena u
koncentraciji MT-a u tkivu, ali nije pokazana linearna ovisnost MT-a u tkivu sa koncentracijom
Cu u vodi. Izlozenost povecanim koncentracijama Cu u vodi dovela je do povecane akumulacije
Cu u tkivu. Nakon veéih koncentracija Cu i Cd, doslo je do smanjenja Zn u citosolu. Do toga je
doslo zbog kompetitivne zamjene Zn u molekuli MT-a i njegova transporta u lizosome i jezgru.
Remobilizacija Zn u jezgru ukazuje na njegovu vaznost u indukciji MT-a. KoriStene
koncentracije PCP-a nisu uzrokovale sintezu MT-a, moguce jer nije doslo do biotransformacije
PCP-a. Vece koncentracije PCP-a su uzrokovale povecane koncentracije Cd i smanjene
koncentracije Cu i Zn u citosolu. Mnogi drugi autori su takoder pokazali da Cd ima veliki
potencijal da uzrokuje biosintezu MT-a kod drugih slatkovodnih i morskih $koljkasa, a da Cu ima
mali potencijal biosinteze MT-a (Lecoeur i sur., 2004, Marie i sur., 2006). Ovi rezultati dokazuju

da je MT dobar specifi¢an biomarker izloZenosti kadmiju kod raznolike trokutnjace.

3.5. Polimorfizam MT-a kod mediteranske dagnje, Mytilus
galloprovincialis

Polimorfizam MT-a je fenomen koji je pronaden kod morskih beskraljeSnjaka. Razli¢ite
izoforme MT-a mogu imati fizioloSku i zaStitnu funkciju. Do sada su kod dagnji Mytilus
galloprovincialis i Mytilus edulis, koje su izloZene povisenim razinama Cd i Hg, pronadena dva

oblika MT-a, monomerni i dimerni (Ivankovi¢ i sur., 2002).
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U probavnoj zlijezdi mediteranskih dagnji koje su bile izloZzene Cd, kao i onih koje uopce
nisu bile izlozene metalima, su istrazeni viSestruki oblici MT-a (Ivankovi¢ 1 sur., 2002).
Pronadena su dva razli¢ita oblika MT-a koji imaju razli¢ite molekularne mase, monomerni (MT-
10) i dimerni (MT-20) oblik. Dimerni oblik ima vecu sposobnost kompleksiranja metala. Vece
razine MT-a su izolirane iz dagnji izloZzenih Cd, nego iz onih koje uopée nisu bile izloZene
metalima. U dagnjama koje nisu bile izlozene metalima (kontrolne dagnje) prevladava MT-10
oblik, koji sadrzi vise razine Zn i Cu nego Cd. To je zato jer je MT uklju¢en u homeostazu Zn i
Cu. U dagnjama izlozenim Cd pronadeno je vise MT-20 oblika te je vise Cd vezano za dimerni
nego za monomerni oblik. Veéi udio dimernih oblika ukazuje na izlozenost metalima u prirodno
zivu¢im populacijama dagnji. Dimerni oblici MT-a nastaju u organizmima oksidacijom zbog
izlozenosti metalnim ionima u suvisku ili zbog nastajanja S-S mostova tijekom pripreme uzoraka.
Najizrazeniji dimerni oblik MT-a kod dagnji izlozenih Cd je MT-20-1 (Ivankovi¢ i sur., 2002).
Stoga, ovaj oblik MT-a moze biti bolji biomarker izloZenosti metalima od ukupnog sastava MT-a
u probavnoj zlijezdi. Istrazivanje potvrduje postojanost visestrukih oblika MT-a kod dagnji roda

Mytilus koje su izlozene visokim koncentracijama metala u laboratoriju i u okolisu.

3.6. Problemi koristenja MT-a kao biomarkera

Postoji mnogo ¢imbenika koji mogu utjecati na sastav MT-a te samim time oteZati
primjenu MT kao biomarkera izloZenosti metalima. Povecanje koncentracije metala u tkivu
Skoljkasa nije uvijek razlog povecane sinteze MT-a. Na povecanu sintezu MT-a mogu utjecati i

brojni bioticki i abioticki cimbenici.

3.6.1. Utjecaj biometri¢kih parametara na razinu MT-a i metala kod dagnji

Istrazivanja su pokazala da biometri¢ki parametri, kao S$to su masa Skoljke/ljusture,
ukupna masa svjezeg tkiva i indeks kondicije, u znatnoj mjeri utje¢u na razinu MT-a u ¢itavom
organizmu(Dragun i sur., 2006). Promjene ovih parametara uzrokuju varijabilnost MT-a. Zbog
toga je tesko razlikovati je li povezanost izmedu metala i MT-a odraz indukcije MT-a putem
metala ili je odraz akumulacije metala tijekom godina. Ukupno svjeze tkivo obuhvaca brojne
organe sa razli¢itim biokemijskim funkcijama. Iz ovog razloga se ukupno svjeze tkivo dagnje ne
smatra pogodnim za mjerenje MT-a kao biomarkera izlozenosti metalima. Bolja opcija je izolirati
specificno tkivo koje pokazuje nepromjenjivu povezanost izmedu indukcije MT-a i akumulacije

metala.
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U istrazivanju(Dragun i sur., 2006) koje je provedeno u Kastelanskom zaljevu, u koji se
ulijevaju urbane i industrijske otpadne vode, zabiljeZene su najviSe koncentracije Zn u citosolu
dagnji. Ostali metali su prisutni u znatno nizim koncentracijama: Fe > Cu > Mn> Cd. Tijekom
jedne godine se povecala masa Skoljke, Sto ukazuje na starenje dagnji. Varijabilnost mase
ukupnog tkiva dagnji nije strogo povezana sa staro$¢u, ve¢ na nju utjecu razlike u dostupnosti
hrane i razli¢ite faze reproduktivnog ciklusa (Mourgaud i sur., 2002; citirano prema Dragun i
sur., 2006). Na dostupnost hrane mogu utjecati alge koje stvaraju obrasStaje na kavezima za
uzgajanje dagnji te uzrokuju manju cirkulaciju vode, a samim time i manji dotok hrane. Zbog
toga je dugoro¢no uzgajanje dagnji u kavezima u eutrofi¢cnom podrucju, poput Kastelanskog
zaljeva, nepovoljno.

Metali, a samim time i MT-i su ovisni o biometri¢kim parametrima. Cd, Fe i Zn su metali
koji su ovisni o masi $koljke, tj. o starosti dagnje te se akumuliraju proporcionalno sa staro$cu.
Sto je dagnja starija to je vise metala prisutno u njoj. Na unos metala i njihovu akumulaciju ne
utjece samo starost, ve¢ 1 abioticki faktori poput koncentracije metala u vodi, hrani ili sedimentu.
Masa ukupnog svjezeg tkiva takoder ima utjecaj na koncentraciju metala kod akvati¢nih
mekusaca (Boyden, 1974; citirano prema Dragun i sur., 2006). Dragun i sur. (2006) su pokazali
da se koncentracija Mn i Fe kod dagnji povecava sa masom ukupnog svjezeg tkiva. Brojni
metaboli¢ki procesi su ovisni 0 masi tkiva te su povezani sa koncentracijom metala, posebno sa
prisutno$¢u Mn. Ovaj je metal povezan sa prehrambenim i reproduktivnim stanjem dagnji te ima
bitnu ulogu tijekom gametogeneze zbog ¢ega je dobar indikator cjelokupnog zdravlja dagnje.

Metali koji poti¢u sintezu MT-a (Cd, Zn i Cu) ne pokazuju ovisnost 0 promjeni mase
ukupnog svjezeg tkiva. Medutim, povecanje mase tkiva dagnji uzrokuje povecanje koncentracije
MT-a. Kako je MT protein, na koli¢inu MT-a u tkivu utjecu faktori koji poti¢u metabolizam
proteina. To moZe biti ve¢a dostupnost hrane, koja povec¢ava somatski rast, a samim time i
sintezu svih proteina (Mourgaud i sur., 2002; citirano prema Dragun i sur., 2006). Koli¢ina MT-a
se povecava sa staroS¢u dagnji, a na nju utjece i cjelokupno stanje dagnje. Cd je toksi¢an metal i
uzrokuje sintezu MT-a. Dragun i sur. (2006) su pokazali da se akumulacija Cd odvija
istovremeno sa povecanom sintezom MT-a. Poznato je da se akumulacija metala povecava sa
sintezom proteina koji vezuju metale, poput MT-a (Dragun i sur., 2006). Akumulacija Cd je
posljedica sinteze MT-a koji se induciraju zbog starenja dagnji. Zbog razli¢itih biokemijskih
odgovora razli¢itih organa dolazi do slabije povezanosti izmedu Cd i MT-a u ukupnom tkivu

dagnji.
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3.6.2. Sezonska varijabilnost MT-a

Razumijevanje prirodnih promjena biomarkera je bitno za interpretaciju rezultata na
terenu te da se spozna razlika izmedu prirodne varijabilnosti 1 bioloskih onecis¢enja.
Koncentracije metala u tragovima kod dagnji pokazuju sezonske fluktuacije vezane za
reproduktivni ciklus (Bocchetti i Regoli, 2006). Medutim, na razinu MT-a mogu utjecati i drugi
okolisni i bioloski ¢imbenici (Ivankovi¢ i sur., 2005). Bocchetti i Regoli (2006) su istrazivali
sezonsku varijabilnost MT-a kod mediteranske dagnje Mytilus galloprovincialis u nezagadenom
podrucju u Jadranskom moru. Odredene su bazalne razine i sezonske fluktuacije MT-a u
probavnoj zlijezdi. Tijekom prolje¢a u sjevernom dijelu Jadranskog mora dolazi do najveceg
razvoja fitoplanktona, posebno dijatomeja koje predstavljaju izvor hrane za dagnje. Mnogi
znanstvenici su istrazivali MT-e kao biomarkere izloZenosti metalima u tkivu mediteranske
dagnje, ali su dosli do razliitih rezultata. Dagnje koje Zive u Jadranskom moru su imale vise
razine MT-a zimi, a nize ljeti (Ivankovi¢ i sur., 2005). Viarengo i sur. su 1997. dobili suprotne
rezultate (citirano prema Bocchetti i Regoli, 2006). Rezultati ovog istrazivanja (Bocchetti
i Regoli, 2006) pokazuju da razina MT-a u istrazivanju nije znacajno varirala tijekom godine
dana. Probavna Zlijezda je karakteristi¢na zbog poviSene bazalne razine MT-a pa ove poviSene
razine mogu maskirati sezonske varijacije u bioloskoj dostupnosti metala. S druge strane, MT-i
se ponaSaju kao antioksidansi pa razina ovih proteina moze varirati u istim okoliSnim
¢imbenicima. Na varijacije antioksidanata kod mediteranske dagnje utjecu dostupnost nutrijenata,
temperatura i reproduktivni status. Sezonske razlike u temperaturi i dostupnosti hrane variraju
duz istoc¢ne 1 zapadne obale Jadranskog mora zbog dubine, morskih struja i prisutnosti rijeka. Ove
varijacije utjeCu na reproduktivni ciklus dagnji, koji nije sinkroni kod razli¢itith populacija.
Ovisno o intenzitetu ovih oscilacija, okolisni ¢imbenici mogu inducirati ili inhibirati
antioksidanse. Okoli$ni ¢imbenici pokazuju razli€ite oscilacije na razli¢itim podru¢jima. Stoga se
razli¢iti podaci mogu dobiti za iste parametre u istrazivanim populacijama (Bocchetti i Regoli,
2006).

Ovisno o dostupnosti hrane, reproduktivnom statusu i rastu, fluktuira razina zagadivaca i
odgovor biomarkera tijekom godine. Zbog toga promjene u razini biomarkera ne moraju biti
povezane sa promjenama izlozenosti kemijskom zagadenju (Sheehan i Power, 1999; citirano
prema Leinid i Lehtonen, 2005). U priobalnom sjevernom dijelu Balti¢kog mora istrazivana je

sezonsku varijabilnost MT-a kod Skoljkasa Mytilus edulis i Macoma balthica (Leinid i Lehtonen,
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2005). Mytilus edulis se hrani filtracijom u podrucju litorala, a Macoma balthica je detritivor.
Zbog razlicitih staniSta ovih dviju vrsta, mjerenjem biomarkera na istom geografskom podrucju
moze se dobiti tocnija slika razine oneciS¢enja. U Baltickom moru je izrazena sezonska
varijabilnost temperature vode, dostupnosti hranjivih tvari i zasicenosti kisikom. MT-i su
izmjereni u probavnoj zlijezdi. Razina MT-a nije povezana sa sezonskim promjenama tezine
probavne Zlijezde, nego samo povremeno slijedi sezonske oscilacije u temperaturi mora (Leinio i
Lehtonen, 2005). Takoder, njihova razina je povezana sa reproduktivnim ciklusom i periodom
rasta. Kod ovih skoljkasa dolazi do istovremenog razvoja gonada i obilja hrane. Zbog velikih
sezonskih razlika u dostupnosti hrane u BaltiCkom moru, razvoj gonada kod Mytilus edulis i
Macoma balthica je reguliran viSe sa dostupno$¢éu hrane nego sa temperaturom mora.
Hormonalni status i ostali endogeni faktori induciraju biosintezu MT-a. Stoga, maksimalna razina
MT-a odgovara periodu mrijesta kod ovih dvaju $koljkasa (od svibnja do lipnja kod Macoma
balthica, u srpnju kod Mytilus edulis), a ne koli¢ini metala u okoliSu.

Promjene tezine takoder utjeCu na vremenske i prostorne promjene razine MT-a kod
Mytilus edulis i Macoma balthica. Kod Macoma balthica koncentracija MT-a varira ovisno o
godisnjem dobu zbog fluktuacija u tjelesnoj masi. Smanjena koncentracija MT-a ljeti je povezana
sa visSom tjelesnom masom (Bordin i sur., 1997; citirano prema Leini6 i Lehtonen, 2005). Razlike
u tipu sedimenta na kojem zive Skoljkasi (npr. sulfidni mulj, pijesak) takoder mogu utjecati na
koncentraciju i bioloSku dostupnost metala (Hummel i sur., 1998; citirano prema Leini¢ i
Lehtonen, 2005) te mogu doprinijeti razini MT-a kod Macoma balthica. Sezonske promjene MT-
a mogu biti pod utjecajem promjena razine metala tijekom godisnjih doba (Sheehan i Power,
1999). Na istrazivanom podrucju Baltickog mora, gdje nije prisutno visoko oneci$cenje, sezonske
promjene viSe utjeCu na razinu MT-a nego onecis¢enje metalima. lzrazena sezonska varijabilnost
u temperaturi i povecana dostupnost hrane u proljece, koje reguliraju reproduktivni ciklus
Skoljkasa,objasnjavaju prirodnu varijabilnost biomarkera u Baltickom moru (Leini6 i Lehtonen,
2005).

Takoder, Baudrimont i sur. (1997) su pokazali da promjene razine MT-a nisu povezane sa
koncentracijom metala u tkivu jer je ona ostala nepromijenjena tijekom godine. Kod
slatkovodnog skoljkasa Corbicula fluminea fluktuacije u razini MT-a koreliraju sa
reproduktivnim ciklusom te su povecane tijekom proljeca, kada dolazi do sazrijevanja gonada.
Nakon perioda mrijesta dolazi do naglog pada razine MT-a u kolovozu (Baudrimont i sur., 1997;

citirano prema Leinio i Lehtonen, 2005).
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4, Zakljucak

Zbog brojnih bioindikatorskih karakteristika, Skoljkasi su danas jedni od najéescih
organizama koji se koriste u istrazivanjima MT-a. Indukcija MT-a je biokemijski odgovor na
visoke razine metala u okoliSu te su metali poput Cd, Cu, Zn i Hg poznati po tome §to poti¢u
sintezu ovog proteina. Medutim, brojna istrazivanja $koljkasa pokazala su mnoge kontradikcije
oko indukcije MT-a. Isti metal razlicito utjece na sintezu MT-a kod razli¢itih vrsta ili razliciti
metali drugacije utjeCu na sintezu MT-a kod iste vrste.

Unato¢ brojnim istrazivanjima koja su provedena u posljednjih nekoliko desetlje¢a, izbor
najpogodnije vrste za biomonitoring i najboljeg organa za odredivanje MT-a su predmet brojnih
rasprava. Potvrdeno je da probavna Zlijezda ima najviSu koncentraciju MT-a, u usporedbi sa
ostalim tkivima. Stoga se ona koristi kao ciljani organ za procjenu izlozenosti metalima putem
MT, kako je predlozeno prema Mediteranskom akcijskom planu (UNEP/RAMOGE, 1999).
Medutim, niska razina de novo sinteze MT-a smanjuje njezinu mogucnost koriStenja u
biomonitoringu za procjenu izlozenosti Cd kod dagnji. S druge strane, kod vrste Ruditapes
decussatus do sinteze MT-a u probavnoj zlijezdi dolazi i pri niskim koncentracijama metala.
Jedan od razloga ovako kontradiktornih rezultata moze biti varijacija anatomskih i fizioloskih
karakteristika organa unutar istih vrsta te izmedu razli€itih vrsta Skoljkasa. Stoga je pri koristenju
MT-a kao biomarkera vrlo vazno odabrati prikladan organ za mjerenje koncentracije ovog
proteina. Zbog ovakvih razlika izmedu organa, neki znanstvenici provode mjerenja MT-a u
ukupnom tkivu $koljkasa, dok neki smatraju da je kao indikator izloZenosti metalima bolje
koristiti razinu metala u toplinski obradenom citosolu. Iako su mnoga istrazivanja pokazala
indukciju MT-a u prisutnosti metala, postoji mnogo ¢imbenika koji takoder utjeCu na njihovu
indukciju. Neki od njih su prisutnost antibiotika, vitamina, herbicida, gladovanje i anoksija.
Nadalje, sezonske varijacije u temperaturi i dostupnosti hrane, kao i biometricki parametri (poput
mase Skoljke, ukupne mase svjezeg tkiva 1 indeks kondicije) mogu znatno utjecati na
koncentraciju MT-a. Ovi ¢imbenici mogu znatno otezati primjenu MT-a kao biomarkera
izlozenosti metalima. Takoder, rezultati istrazivanja indukcije MT-a u odredenom organu na
terenu se razlikuju od rezultata dobivenih u laboratoriju te interpretacija rezultata predstavlja
problem. Kako bi se smanjila razlika izmedu populacija istih vrsta provode se eksperimenti
premjestanja iste populacije Skoljkasa sa nezagadenog na zagadeno podrucje istrazivanja.
Vrijeme uzorkovanja je takoder vrlo bitno jer reproduktivna aktivnost utjeCe na metabolizam

MT-a te je zato bolje uzorkovati Skoljkase kada nisu reproduktivno aktivni.
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Za racunanje koncentracije MT u tkivima postoje razli¢ite metode pomocu kojih se dobiju
razli¢iti podaci za istu vrstu. Stoga bi trebalo ujednaciti koriStenje metoda u istrazivanjima kako
bi se lakSe mogli usporediti podaci razli¢itih znanstvenika. Sve viSe istraZzivanja u danasnje
vrijeme kombinira kvantifikaciju nekoliko biomarkera, a MT je samo jedan od njih. Tehnike
molekularne biologije doprinose otkricu razli¢itih izoformi MT-a te se postavlja pitanje ima li
svaka od njih specifi¢nu ulogu u organizmu. Takoder, smatram da bi bilo korisno istraziti utjecaj
patogenih organizama (bakterija, virusa, nametnika) na akumulaciju metala kod dagnji
(Mytilidae) i trokutnjaca (Dreissenideae). Istrazivanja kod nekih vrsta porodice ladinki
(Veneridae) pokazuju da infekcija sa patogenima utje¢e na poveéanu akumulaciju metala (Paul-
Pont i sur., 2010). Zaklju¢no, MT ima vrlo bitnu ulogu kao biomarker izlozenosti metalima kod
SkoljkaSa ukoliko se pravilno koristi u dobro dizajniranim istraZzivanjima. Posebno je vazno

obratiti pozornost na odabir organizma, organa te metode za analizu MT-a.

25



5. Literatura:

Amiard J.-C., Amiard- Triquet C., Barka S., Pellerin J., Rainbow P. S., 2006: Metallothioneins in
aquatic invertebrates: Their role in metal detoxification and their use as biomarkers. Aquatic
Toxicology 76, 160-202.

Bajnoci A., 2014: Ucinci organskog unosa kaveznim uzgojem ribe na kondiciju dagnji (Mytilus
galloprovincialis) u Bistrini. Diplomski rad. Odjel za akvakulturu, Sveuciliste u Dubrovniku.

Barsyte D., White K.N., Lovejoy D.A., 1999: Cloning and characterization of metallothionein
cDNAs in the mussel Mytilus edulis L. digestive gland. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Pharmacology, Toxicology and Endocrinology 122, 287-296.; citirano prema
Raspor i sur., 2005

Baudrimont M., Lemaire-Gony S., Ribeyre F., Métivaud J., Boudou A., 1997: Seasonal
variations of metallothionein concentrations in the Asiatic clam (Corbicula fluminea).
Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Pharmacology, Toxicology and
Endocrinology 188, 361— 367.;citirano prema Leini6 i Lehtonen, 2005

Bebianno M. J., Nott J. A., Langston W. J.: 1993: Cadmium metabolism in the clam Ruditapes
decussata: The role of metallothioneins, Aquatic Toxicology 27, 315-334.

Bocchetti R., Regoli F., 2006: Seasonal variability of oxidative biomarkers, lysosomal
parameters, metallothioneins and peroxisomal enzymes in the Mediterranean mussel Mytilus
galloprovincialis from Adriatic Sea. Chemosphere 65, 913-921.

Bordin G., McCourt J., Cordeiro Raposo F., Rodriguez A.R., 1997: Metallothionein-like
metalloproteins in the Baltic clam Macoma balthica: seasonal variations and induction upon
metal exposure. Marine Biology 129, 453-463.; citirano prema Leinid i Lehtonen, 2005

Boyden C. R., 1974: Trace element content and body size in mollusks. Nature 251, 311-314.;
citirano prema Dragun i sur., 2006

Cairns J. Jr., 1992: The threshold problem in ecotoxicology. Ecotoxicology 1, 3-16.; citirano
prema Hamza-Chaffai i sur., 2000

Cossa, D., 1989: A review of the use of Mytilus spp. as quantitative indicators of cadmium and
mercury contamination in coastal waters. Oceanologica Acta 12, 417-432.; citirano prema
Dragun i sur., 2006

Dragun Z., Erk M., Ivankovi¢ D., Zaja R., Filipovi¢ Mariji¢ V., Raspor B., 2010: Assessment of
low-level metal contamination using the Mediterranean mussel gills as the indicator tissue.
Environmental Science and Pollution Research 17, 977-986.

Dragun Z., Raspor B., Erk M., Ivankovi¢ D., Pavic¢i¢ J., 2006: The influence of the biometric

parameters on metallothionein and metal level in the heat-treated cytosol of the whole soft tissue
of transplanted mussel. Environmental Monitoring and Assesment 114, 49-64.

26



Dragun Z., Erk M., Raspor B., Ivankovi¢ D., Pavi¢i¢ J., 2004: Metal and metallothionein level in
the heat-treated cytosol of gills oftransplanted mussels Mytilus galloprovincialis Lmk.
Environment International 30, 1019-1025.

Erk M., Ivankovi¢ D., Raspor B., Pavic¢i¢ J., 2002: Evaluation of different purification procedures
for the electrochemical quantification of mussel metallothioneins. Talanta 57, 1211-1218.

Figueira E., Branco D., Antunes S.C., Gongalves F., Freitas R., 2012: Are metallothioneins
equally good biomarkers of metal and oxidative stress? Ecotoxicology and Environmental Safety
84, 185-190.

Gardner J. P. A., 1992: Mytilus galloprovincialis (Lmk) (Bivalvia, Mollusca): the taxonomic
status of the Mediterranean mussel. Ophelia 35, 219-243.

Geffard A., Amiard-Triquet C., Amiard J.-C., Mouneyrac C., 2001: Temporal variations of
metallothionein and metal concentrations in the digestive gland of oysters (Crassostrea gigas)
from a clean and a metal-rich site. Biomarkers 6, 91-107.; citirano prema Raspor i sur., 2004

Habdija I., Primc Habdija B., Radanovi¢ I., Spoljar M., Matoni¢kin Kepéija R., Vujéi¢ Karlo S.,
Milisa M., Ostoji¢ A., Serti¢ Peri¢ M., 2011: Protista-Protozoa i Metazoa- Invertebrata. Strukture
i funkcije. Alfa, Zagreb, 216- 279.

Hamer B., Jaksi¢ Z., Pavi¢i¢-Hamer D., Peri¢ L., Medakovi¢ D., Ivankovié¢ D., Pavi¢ié J.,
Zilberberg C., Schroderd H.C., Muller W.E.G., Smodlaka N., Batel R., 2008: Effect of
hypoosmotic stress by low salinity acclimation of Mediterranean mussels Mytilus
galloprovincialis on biological parameters used for pollution assessment. Aquatic Toxicology 89,
137-151.

Hamza-Chaffai A., Amiard J.C., Pellerin J., Joux L., Berthet B., 2000: The potential use of
metallothionein in the clam Ruditapes decussatus as a biomarker of in situ metal exposure.
Comparative Biochemistry and Physiology, Part C 127, 185-197.

Hockey C. L., van Erkom Schurink C., 1992: The invasive biology of the mussel Mytilus
galloprovincialis on the southern African coast. Transactions of the Royal Society of South
Africa 48, 123-139.

Hudina S., Luci¢ A., Lajtner J., Zganec K., Gottstein S., 2009: Invazivne vrste beskraljeSnjaka u
vodotocima Hrvatske, stru¢ni prikazi. Hrvatske vode 69/70, 281-285

Hummel H., Magni P., Amiard-Triquet C., Rainglet F., Modderman R., van Duijn Y.,
Herssevoort M., de Jong J., Snitsevorg L., Ystma M., Bogaards R., de Wolf L., 1998: Influence
of the level of oxygenation in sediment and water on copper bioavailability to marine bivalves:
laboratory experiments and translocation experiments in the field. Hydrobiologia 373/374, 297—
310. U: Oceans, Rivers and Lakes: Energy and Substance Transfers at Interfaces, Amiard. J. -C.,
Le Rouzic B., Berthet B., Bertru G. (ur.), Kluwer Academic Publishers, Dordrecht

27



Ivankovi¢ D., Pavic¢i¢ J., Beatovi¢ V., Sauerborn Klobucar R., Klobucar G.I.V., 2010:
Inducibility of Metallothionein Biosynthesis in the Whole Soft Tissue of Zebra Mussels
Dreissena polymorpha Exposed to Cadmium, Copper, and Pentachlorophenol. Environmental
Toxicology 25, 198-211.

Ivankovi¢ D., Pavic¢i¢ J., Erk M., Filipovi¢-Mariji¢, Raspor B., 2005: Evaluation of the Mytilus
galloprovincialis Lam. digestive gland metallothionein as a biomarker in a long-term field study:
Seasonal and spatial variability. Marine Pollution Bulletin 50, 1303-1313.

Ivankovié¢ D., Pavii¢ J., Raspor B., Falnoga 1., Tusek-Znidari¢ M., 2003: Comparison of two
SH-based methods for estimation of metallothionein level in the digestive gland of naturally
occurring mussels, Mytilus galloprovincialis. International Journal of Environmental Analytical
Chemistry 83, 219-231.

Ivankovi¢ D., Pavici¢ J., Kozar S., Raspor B., 2002: Multiple forms of metallothionein from the
digestive gland of naturally occurring and cadmium-exposed mussels, Mytilus galloprovincialis.
Helgoland Marine Research 56, 95-101.

Karatayev A.Y., Burlakova L.E., Padilla D.K., 1997: The effects of Dreissena polymorpha
(Pallas) invasion on aquatic communities in eastern Europe. Journal of Shellfish Research 16,
187-203.

Lajtner J., 2005: Reproduktivni ciklus Skoljkasa Dreissena polymorpha (Pallas, 1771) u rijeci
Dravi. Doktorska disertacija. Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu.

Lecoeur S., Videmann B., Berny Ph., 2004: Evaluation of metallothionein as a biomarker of
single and combined Cd/Cu exposure in Dreissena polymorpha. Environmental Research 94,
184-191.

Leinio S., Lehtonen K.K., 2005: Seasonal variability in biomarkers in the bivalves Mytilus edulis
and Macoma balthica from the northern Baltic Sea. Comparative Biochemistry and Physiology,
Part C 140, 408-421.

Marie V., Baudrimont M., Boudou A., 2006: Cadmium and zinc bioaccumulation and
metallothionein response in two freshwater bivalves (Corbicula fluminea and Dreissena
polymorpha) transplanted along a polymetallic gradient. Chemosphere 65, 609-617.

Mourgaud Y., Martinez E., Geffard A., Andral B., Stanisiere J.Y., Amiard J.C., 2002:
Metallothionein concentration in the mussel Mytilus galloprovincialis as a biomarker of response
to metal contamination: validation in the field. Biomarkers 7, 479-490.; citirano prema Dragun i
sur., 2006

Paul-Pont I., de Montaudouin X., Gonzalez P., Jude F., Raymond N., Paillard C., Baudrimont M.,
2010: Interactive effects of metal contamination and pathogenic organisms on the introduced
marine bivalve Ruditapes philippinarum in European populations. Environmental Pollution 158,
3401-3410.

28



Pavi¢i¢ J., Skreblin M., Raspor B.,Branica M.,1987: Metal pollution assessment of marine
environment by determination of metal-binding proteinin Mytillus sp. Marine Chemistry 22,235—
248.; citirano prema Figueira i sur., 2012

Pellerin J., Amiard J.-C., 2009: Comparison of bioaccumulation of metals and induction of
metallothioneins in two marine bivalves (Mytilus edulis and Mya arenaria). Comparative
Biochemistry and Physiology, Part C 150, 186-195.

Rainbow P.S., 2002: Trace metal concentrations in aquatic invertebrates: why and so what?
Environmental Pollution 120, 497— 507.

Raspor B., Dragun Z., Erk M., 2005: Examining the suitability of mussel digestive gland to serve
as a biomonitoring target organ. Arhiv za higijenu rada i toksikologiju 56, 139-147.

Raspor B., Dragun Z., Erk M., Ivankovi¢ D., Pavi¢i¢ J., 2004: Is the digestive gland of Mytilus
galloprovincialis a tissue of choice for estimating cadmium exposure by means of
metallothioneins? Science of the Total Environment 333, 99-108.

Raspor B., 2001: Short communication: Elucidation of the mechanism of the Brdicka reaction.
Journal of Electroanalytical Chemistry 503, 159-162.

Raspor B., Pavici¢ J., Branica M., 1987: Possible biological referencematerial for environmental
control analyses—cadmium induced proteins from Mytilus galloprovincialis. Fresenius
Zeitschrift fur Analytische Chemie 326, 719- 22.

Regoli, F., 1998: Trace metals and antioxidant enzymes in gills and digestive gland of the
Mediterranean mussel Mytilus galloprovincialis. Archives of Environmental Contamination and
Toxicology 34, 48-63.; citirano prema Dragun i sur., 2006

Regoli F., Orlando E., 1994: Seasonal variation of trace metal concentrations in the digestive
gland of the Mediterranean mussel Mytilus galloprovincialis: comparison between a polluted and
a non-polluted site. Archives of Environmental Contamination and Toxicology 27, 36-43.;
citirano prema Bocchetti i Regoli, 2006

Regoli F, Orlando E., 1993: Mytilus galloprovincialis as a bioindicator of lead pollution:
biological variables and cellular responses. Science of the Total Environment Supplement 2,
1283-92.; citirano prema Raspor i sur., 2004

Sheehan, D., Power, A., 1999: Effects of seasonality on xenobiotic and antioxidant defence
mechanisms of bivalve molluscs. Comparative Biochemistry and Physiology Part C:
Pharmacology, Toxicology and Endocrinology 123, 193— 199.;citirano prema Leini0 i Lehtonen,
2005

Srebocan E., Strunjak-Perovi¢ 1., Lasi¢ D., Opacak A., Knezevi¢ D., 2014: Znanstveno misljenje
o prisutnosti zive, olova, kadmija 1 arsena u akvatiénim organizmima na trziStu Republike
Hrvatske, Hrvatska agencija za hranu

29



Strizak Z., Ivankovi¢ D., Profrock D., Helmholz H., Cindri¢ A.M..Erk M., Prange A., 2014:
Characterization of the cytosolic distribution of priority pollutant metals and metalloids in the
digestive gland cytosol of marine mussels: Seasonal and spatial variability. Science of the Total
Environment 470-471, 159-170

Sunlu U., 2006: Trace metal levels in mussels (Mytillus galloprovincialis L. 1758) from Turkish
Aegean sea coast. Environmental Monitoring and Assessment 114, 273-286.; citirano prema
Dragun i sur., 2010

Stambuk A., Srut M., Satovi¢, Z., Tkalec M., Klobudar G. 1. V., 2013: Gene flow vs. pollution
pressure: Genetic diversity of Mytilus galloprovincialis in eastern Adriatic. Aquatic Toxicology
136-137, 22-31.

Viarengo, A., Burlando, B., Ceratto, N., Panfoli, 1., 2000: Antioxidant role of metallothioneins: a
comparative overview. Cellular and Molecular Biology 46, 407-417.; citirano prema Figueira i
sur., 2012 i prema Marie i sur., 2006

Viarengo A., Ponzano E., Dondero F., Fabbri R., 1997: A simple spectrophotometric method for
metallothionein evaluation in marine organisms: an application to Mediterranean and Antarctic
molluscs. Marine Environmental Research 44, 69-84.; citirano prema Bocchetti i Regoli, 2006

Internetski izvori:

Encyclopedia of Life, http://eol.org/data_objects/13265746, pristupljeno 31. kolovoza 2015.

Encyclopedia of Life, http://eol.org/data_objects/19158843, pristupljeno 31. kolovoza 2015.

30


http://eol.org/data_objects/13265746
http://eol.org/data_objects/19158843

6. Sazetak

Organizmi koji zive u morskim, estuarijskim i slatkovodnim ekosustavima ¢esto su izlozeni
antropogenom utjecaju. Medu onecis¢ujuc¢im tvarima, metali imaju posebnu vaznost jer nisu
biorazgradivi. Skoljkasi se hrane filtracijom vode i pri tome akumuliraju visoke razine teskih
metala pa se koriste kao bioindikatorski organizmi onecis¢enja metalima. IzloZenost toksi¢nim
metalima za njih predstavlja stres jer se oni vezu za esencijalne biomolekule. Stoga Skoljkasi
razvijaju mnoge detoksikacijske mehanizme kako bi uklonili metale iz blizine bitnih molekula.
Jedan od nacina je taj da se metali vezu na metalotioneine (MT-e). MT-i su citosolni proteini
male molekulske mase, koji su odgovorni za odrzavanje homeostaze esencijalnih (Zn, Cu) i
detoksikaciju toksi¢nih metala (Cd, Hg, Ag). Ovi metali induciraju sintezu MT-a i vezu se na
njega. Pobudna sinteza MT-a predstavlja biomarker izlozenosti metalima. MT-i se kao
biomarkeri koriste u biomonitoringu jer rano upozoravaju na oneciS¢enje okoliSa 1 na Stetne
ucinke zagadivaca. Unos metala u Skoljkase se odvija putem Skrga, probavne zlijezde i povrSine
plasta te se stoga u njima mjeri razina MT-a. Medutim, brojni bioticki i abioticki parametri mogu
utjecati na povecanu sintezu MT-a. Stoga je potrebno razlikovati utjecaj okolisnih ¢imbenika od
antropogenog utjecaja. Takoder, odgovor MT-a na izloZzenost metalima ovisi o organizmu, tkivu
koje se ispituje i 0 izoformi MT-a koja se proucava. Primjena MT-a kao biomarkera izlozenosti
metalima kod SkoljkaSa korisna je u mnogim ekotoksikoloSkim istraZivanjima te je od velikog

znacaja za procjenu razine zagadenosti vodenih ekosustava.
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7. Summary

Organisms that live in marine, estuary and fresh ecosystems are often exposed to
anthropogenic influence. Among the pollutants, metals are of major concern because they are not
biodegradable. Bivalves are filter-feeding organisms and accumulate high levels of heavy metals.
Therefore, they are widely used as bioindicators of metal contamination. Exposure to toxic metals
Is stressful because metals can bind to essential biomolecules. Therefore, bivalves develop
detoxification mechanisms to remove metals from the vicinity of important molecules. This may
be achieved by binding metals to metallothioneins (MT-s). MT-s are cytosolic low-molecular
weight proteins which are responsible for maintaining homeostasis of essential (Zn, Cu) and
detoxification of non-toxic metals (Cd, Hg, Ag). These metals are inducers of MT synthesis and
bind on MT. Induction of MT is considered as biomarker of metal exposure. MT-s are used as
biomarkers in biomonitoring because they are early-warning indicators of pollution and signal
harmful effects of contaminants. The uptake of metals may take place via gills, digestive gland or
via the surface of the mantle so level of MT is measured in them. However, many biotic and
abiotic factors can influence higher synthesis of MT. Therefore, it is necessary to distinguish
between the impact of environment factors and anthropogenic contaminants. Also, MT response
to metals depends on the organism, the tissue examined and the MT isoform studied. Applying
MT-s in bivalves as biomarkers of metal exposure is useful in many ecotoxicological studies and

is of great importance to assess level of contamination in aquatic environment.
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