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AhR - arilhidrokarbonski receptor, (eng. Aril Hydrocarbons Receptor)

ARNT - Ah-receptorski nuklearni translokator

EROD - etoksiresorufin-O-deetilaza

FAD - flavin adenin dinukleotid

hsp90 - ,,heat-shock* protein

POP - teSko razgradiva organska zagadivala (eng. Persistent Organic Pollutants; POPS)
LD50 - doza testne tvari koja uzrokuje smrtnost za 50% zivotinja (eng. lethal dose 50)
NOEL - (eng. No Observable Effect Level), najveca koncentracija testne tvari koja ne
uzrokuje statisticki mjerljivi uinak na sustav

PAH - policiklicki aromatski ugljikovodici (eng. Polynuclear Aromatic Hydrocarbons)
PCB - poliklorirani bifenili

PLHC-1 - stanicCna linija ribljih hepatoma stanica (eng. Poeciliopsis lucida hepatoma cell
line)

OMF - oksidaze mijeSanih funkcija

PCDD - poliklorirani dibenzo-p-dioksini

PCDF - poliklorirani dibenzofurani

PCN - poliklorirani naftaleni

CYP - citokrom-P450 ovisne monooksigenaze

TCDD - 2,3,7,8-tetraklordibenzo-p-dioksin

TCDF - 2,3,7,8-tetraklordibenzofuran

XRE - eng. Xenobiotic Responsive Element

IC50 - razrjedenje uzorka koje je uzrokovalo 50%-tnu inhibiciju rasta testnog organizma
(eng. inhibitory 50 concentration/dillution)

LID - najmanje razrjedenje koje je uzrokovalo manje od 5 % inhibicije rasta testnih
organizama (eng. lowest ineffective dillution)

L C50 — koncentracija testne tvari koja uzrokuje smrtnost za 50% Zivotinja (eng. lethal
concentracion 50)

TJ — toksicne jedinice

DMSO - dimetil-sulfoksid

YES —eng. Yeast Estrogen Screen

FBS — fetalni govedi serum (eng. Fetal Bovine Serum)

PBS - fosfatni pufer (eng. Phosphate Buffered Saline)

BSA - govedi serumski albumin (eng. Bovine Serum Albumin)

ECy - koncentracija testnog uzorka koja rezultira redukcijom x postotka specificne stope rasta
u odnosu na kontrolu

DMEM - eng. Dulbecco’s Modified Eagle Media

MEM - minimalni esencijalni medij

TEF - faktor toksic¢ne jednakosti (eng. Toxicity Equivglency Factor)

TEQ - toksicni ekvivalent (eng. Toxicity Equivalent)

FEL-TEQ - toksicni ekvivalenti na zadanoj razini ucCinka (eng. Fixed-Effect-Level Toxicity
Equivalents)

S-EQ/L - sedimentni ekvivalenti po litri




PER - procjena ekoloskog rizika



1. UuvoD



Uvod

1.1. Ekotoksikologija i biomarkeri

Svakim danom u svijetu je prisutan sve veci broj tzv. ksenobiotika. Te egzogene, ¢ovjekovom
aktivnoScu stvorene ,,nove kemijske tvari, ¢esto su neprepoznatljive i/ili u energetskom ili
strukturnom smislu neiskoristive za Ziva bi¢a. Velik broj ksenobiotika zbog toga se sporo

razgraduje i posljedi¢no gomila u okolisu (Kurelec, 1982).

Znanost koja prepoznaje i procjenjuje ucinke ksenobiotika na ekosustav, te granice
optereCenja koje neka Zivotna zajednica moZze podnijeti bez poremecaja, naziva se
ekotoksikologija. Rizici na razini ekosustava mogu biti procijenjeni istovremenom upotrebom
strukturalnih (raznolikost, meduzavisnost, rasprostranjenost) i funkcionalnih (produkcija,
potrosnja, kolanje hrane i energije, evolucija) parametara ekosustava. ToksiCne reakcije koje
mjeri ekotoksikologija su patoloski Sto raniji odgovori na biokemijskoj, imunoloskoj,
fizioloskoj ili organizmicCkoj razini, tj. na razini tzv. biomarkera. Testiranje neke kemijske
tvari na toksicnost odvija se u laboratoriju. U takvoj procjeni toksicnosti valja razlikovati

akutnu, subakutnu i procjenu kronicne toksicnosti.

Akutna se toksicnost odreduje na test-Zivotinjama, a jedno od osnovnih mjerila toksicnosti
(eng. end-point) jest LD50 ili LC50. Procjena subakutne toksi¢nosti nema jedinstveno
mjerilo, a Stetnost se moze zapazati od promjene u ponasanju do, na pr., promjena na Kozi.
Kljucno mjerilo u tom slucaju je tzv. NOEL (eng. No Observable Effect Level) koncentracija
testne tvari. Takav NOEL utvrden na, na pr., glodavcima sluzi kao temelj za ekstrapolaciju
opazene LD50 doze na Covjeka primjenom arbitrarnog multiplikativnog faktora, tzv.
sigurnosnog faktora. UobiCajeno, taj je faktor 100, od Cega je 10 za meduvrsnu (eng.
interspecies), a 10 za unutarvrsnu (eng. intraspecies) varijaciju. Svrha je ove procjene da
definira ,,sigurnosnu razinu“, pa se zbog ugradene ekpserimentalne nesigurnosti arbitrarni

faktor ¢esto uveéava na 1000.

Procjena kroni¢ne toksi¢nosti Cesto se vrsi za toksiCne tvari koje uzrokuju veoma ozbiljne
Stetne ucCinke (rak, primjerice) pa je potrebno istraziti i razine izlaganja kod kojih postoji i
najmanji rizik. U tom slucaju se najceSce koriste tzv. biotestovi (eng. bioassay), pri ¢emu se
testira vrlo Sirok raspon doza s malim brojem pokusnih zivotinja. Tako dobivene rezultate
valja ekstrapolirati na razinu izloZenosti, npr. ¢ovjeka, koja Ce predstavljati rizik od npr.

pojave jednog slucaja raka na milijun izloZenih ljudi. Umjesto ,,sigurnosne razine®“, tu cemo
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imati ,,razinu prihvatljivog rizika“, a umjesto visestrukog mjerila imat ¢cemo jednostruko (eng.

single end-point) — rak.

Okolisni ili ekotoksikoloski biomarkeri su rane promjene na molekularnoj ili fizioloSkoj
razini uzrokovane fizikalnim ili kemijskim zagadivalom (Kurelec, 2000). Danas su
biomarkeri nezaobilazni sastavni dio procesa procjene okoliSnog rizika i svakog programa za
praéenje (monitoring) okoliSa. Oni uspjeSno nadopunjuju dosadasnji kemijski monitoring
okolisa i biote (biomonitoring), koji najCeS¢e nisu davali odgovor na pitanje rizika za
eksponiranu populaciju, jer se razina ksenobiotika u okoliSu ili tkivu najcesce nije mogla
korelirati na doza-odgovor naCin sa simptomima zapaZzenim u prirodi. Stvarnu veliCinu
izlozenosti mozemo mijeriti jedino pokazateljima koji mjere koncentraciju ksenobiotika na
ciljnoj molekuli, npr. molekuli DNA. U slucaju izlozenosti policiklickim aromatskim
ugljikovodicima (eng. Polynuclear Aromatic Hydrocarbons, PAH) i polikloriranim
bifenilima (PCB), biomarker izloZenosti bit Ce indukcija aktivnosti citokrom-P450 oksidaza
mijeSanih funkcija (OMF), jer ta Ce indukcija biti siguran pokazatelj da su ksenobiotici

dosegli svoju ciljanu molekulu — Ah-receptor (Kurelec, 2000).

Za ucCinkovitu zastitu cjelokupnih sustava potrebno je pravodobno detektirati pojavu promjena
u njima. Brzina pojave promjene uzrokovanih nekim zagadivalom, unijetim u ekoloski sustav
u subletalnoj kolicini, koje se mogu detektirati, opada s razinom ekoloSkog sustava, dok se

istovremeno smanjuje vjerojatnost njegovog popravka (Slika 1).
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Slika 1. Opadanije vjerojatnosti uspjeSnog popravka ekoloskog sustava s povecanjem
vremena proteklog od unosa subletalne koli€ine zagadivala.

Vjerojatnost da Ce neka doza uzrokovati promjene na razini ekoloskog sustava Cesto je
jednaka vjerojatnosti da Ce isti ekoloSki sustav, bilo puferskim mehanizmom, bilo
mehanizmima detoksikacije, eliminirati utjecaj zagadivala na njegovu strukturu i funkcije.
Monitoring populacija i rezultati koji su dobiveni na taj nacin, izvrstan su pokazatelj promjena
u stukturi ekosustava. Medutim, oni ne daju odgovor na pitanja vezana uz uzrok tih promjena.
Osim toga, prema Slici 1, kada se uoCe promjene na tako visokim razinama ekoloskog sustava
kao Sto je populacija neke vrste, bitno su smanjene mogucnosti sanacija posljedica (Hansen,
1995).

Glavni zadatak procjene ekoloskog rizika (PER) je ustanoviti prioritete i sprovesti regulativne
mjere na znanstvenoj osnovi. Procjena ekoloSkog rizika je definirana kao postupak
odredivanja vjerojatnosti da se dogodi neka ekoloSka promjena kao rezultat djelovanja jednog
ili viSe stresora. Razinu izlozenosti okolisnih organizama stresoru mjerimo koncentracijom
ksenobiotika na njihovim ciljanim molekulama u organizmima (mjerenje bioloskog ucinka).
Samo takva mjerenja, za razliku od mjerenja koncentracije ksenobiotika u okolisu, ili u tkivu

izloZenih organizama, mogu biti bioloski relevantna (Kurelec, 1997).
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1.2. Policiklicki aromatski ugljikovodici, poliklorirani dibenzodioksini,

dibenzofurani i bifenili

UnatoC zabranama i smanjenoj emisiji nekih teSko razgradivih organskih zagadivala (eng.
Persistent Organic Pollutants; POPs) (npr. PCB-ova u zadnjih par desetljeca), oni jo$ uvijek
imaju jednako veliku vaznost u okoliSu, a njihova okoliSna kemija i ekotoksikologija
podrucje je sve naprednijeg i Sireg istrazivanja. Visoke koncentracije pojedinih POPs-ova
posljedice su njihovog potencijala za dalekoseznim zraCnim rasprostiranjem u udaljena
podrucja, bioakumulacije zbog opcenito visoke hidrofobnosti i relativno visoke otpornosti
raspadanju u okoliSnim uvjetima. Brojni POPs-ovi, poput polikloriranih dibenzo-p-dioksina i
furana (PCDD/F), PCB-a, polikloriranih naftalena (PCN), ali i PAH-ova su izrazito toksicni
(dibenzodioksini su najtoksic¢nije tvari antropogenog podrijetla) (Kutuzovi¢ Hackenberger,
1999), ukljucuju kancerogene ucinke na reproduktivni sustav, atrofiju timusa, gubitak tjelesne
mase i akutnu letalnost kod sisavaca. Smatra se da su mnogi od ovih uCinaka posredovani
preko arilhidrokarbonskog receptora (AhR). Vezanjem na AhR, dioksini, PCB-ovi, i/ili PAH-
ovi pokrecu kaskadu stani¢nih dogadaja koja vodi do pojacane ekspresije citokroma-P4501A
(CYP1A) gena i s tim povezane katalitiCke aktivnosti 7-etoksiresorufin-O-deetilaze (Brack i
sur., 2000).

1.2.1. Policiklicki aromatski ugljikovodici

Jos sedamdesetih godina velika se paznja pocela obracati utvrdivanju podrijetla, prisutnosti i
mehanizmima djelovanja policiklickih aromatskih ugljikovodika, budu¢i da je to skupina
organskih spojeva koja ukljucuje i tvari s kancerogenim djelovanjem, pa je stoga vazna kako
po Kriteriju njihove Stetnosti za okolis, tako i po kriteriju Stetnosti po zdravlje Covjeka
(Stegeman, 1981).

Svaka prirodna voda sadrZi odredenu koli€inu prirodnih PAH-ova, ¢ak i u podrucjima znatno
udaljenim od antropogenog utjecaja (Windsor i Hites, 1979). PAH-ovi su nadeni u
atmosferskim Cesticama (Prahl i sur., 1984), slatkoj i morskoj vodi, vodenim organizmima
(Gardner i sur., 1979; Karickhoff i Morris, 1985), razliCitim sedimentima i u tlu (Hites i sur.,
1980). Jedan od najvaznijih predstavnika PAH-ova, benz[a]piren, pronaden je u sedimentu,

vodi i morskim organizmima na zapadnoj obali Grenlanda (Stich i Dunn, 1980) i Tihom
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oceanu (Niaussat i Auger, 1970), dakle na lokacijama vrlo udaljenim od industrijskog
zagadenja.

Prirodni izvori PAH-ova su Sumski poZari (Blumer, 1976), diageneza u sedimentima (Tan i
Heit, 1981), geoloSke pojave kao Sto su vulkani, gejziri i sl. (Kaden i sur., 1979), i
metabolizam zivih organizama (Neff, 1979).

Nepostojanje vecih koncentracija tih tvari u prirodi pokazuje da one bivaju metabolizirane
unutar okoliSa te da zateCeno stanje predstavlja zapravo stanje ravnoteze izmedu ulaska
(nastanka) i (bio)degradacije PAH-ova u okolisu (Lee i sur., 1978).

Glavni izvori kancerogenih policiklickih aromatskih ugljikovodika, kao i velikog broja drugih
spojeva (pesticidi, teSki metali, poliklorirani bifenili, dibenzodioksini, dibenzofurani, naftni
derivati, detergenti i dr.) antropogene su prirode (Hites i sur, 1980).

PAH-ovi nastaju uglavnom kao nusprodukti, meduprodukti ili krajnji produkti razlicitih
tehnoloskih postupaka, kao npr. pri dobivanju acetilena iz prirodnog plina, pri nastajanju
benzena pirolizom Kkerozina, pri proizvodnji toluena i ostalih organskih otapala, pri
proizvodnji drvenog ugljena pirolizom drveta, pri pretvaranju ugljena u plin, pri proizvodnji
sintetskog alkohola i preradi nafte, pri sagorijevanju drveta, pri proizvodnji koksa, pri
transportu i spaljivanju smeca. Ostali izvori su ispusti i ispusi termoelektrana, asfaltnih baza,
rafinerija itd. (Mix, 1984).

PAH-ovi ulaze u vodeni okoli$ na razne nacine: ispiranjem povrsina oborinskim vodama,
otpadnim vodama iz industrije (Harrison i sur., 1978), otjecanjem gradskih povrsinskih voda
nakon padavina, otpadnim vodama domacinstava (Barrick, 1982) i izljevima nafte, Cija
veliCina varira od ispuStanja goriva u marinama do velikih izljeva u slucaju havarija naftom
natovarenih tankera (Kurelec i sur., 1977; Coleman i sur., 1984; Hellou i Payne, 1987). U

Tablici 1. su prikazani neki PAH-ovi vazni za ekotoksikoloska istrazivanja.
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Tablica 1. Pregled nekih policiklickih aromatskih ugljikovodika vaznih za zagadenje okolisa i
ekotoksikoloSka istraZzivanja (PAH factsheet, 2009; Zavod za primijenjenu kemiju i ekologiju,

2009; Gestis, 2009; Sigma Aldrich, 2009).
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1.2.2. Poliklorirani dibenzodioksini i dibenzofurani

Za poliklorirane dibenzodioksine (PCDD) Cesto se u literaturi upotrebljava kraci naziv:
dioksini. To nije posve tocno jer je dioksin naziv za relativno jednostavan heterociklicki spoj,
1,4-dioksin ili p-dioksin. Ipak u svijetu je naziv dioksin Siroko prihvacen kao sinonim za
2,3,7,8-tetraklor-dibenzo-dioksin (TCDD) (Baird, 1995), dok se dioksinima nazivaju svi
spojevi takve triciklicke, dibenzodioksinske strukture s dioksinskim prstenom izmedu dva

benzenska (kongeneri) (Slika 2).

O
Slika 2. Strukturna formula dibenzodioksina (Ontario, 2009).

Vrlo sli¢nu strukturu dioksinima imaju dibenzofurani (DF) kod kojih se na mjestu centralnog
prstena, umjesto dioksina nalazi furan (Slika 3). Postoji 75 razlicitih kloriranih dioksina i 135

kloriranih dibenzofurana. Svi dibenzodioksini i dibenzofurani su planarne molekule.

0

Slika 3. Strukturna formula dibenzofurana (Ontario, 2009).

Cinjenica koja ovu grupa kemijskih spojeva &ini izuzetno zanimljivom sa stajalista
ekotoksikologije je da se niti jedan od ovih spojeva ne proizvodi ciljano, vec se svi javljaju ili
kao nezeljeni nusprodukti ili kao intermedijeri u razliCitim kemijsko-tehnoloskim postupcima.
Jedan od znacajnijih kemijsko-tehnoloskih postupaka pri kojem nastaje znatna kolicina PCDD
je sinteza kloriranih fenola (kod proizvodnje npr. pesticida). Drugi vazni izvori su spalionice i

loZionice (Sagunski i Perger, 1994). Ukoliko se u spalionici spaljuje drveni materijal
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prethodno tretiran zastitnim sredstvom na bazi pentaklorfenola (PCP), ili bilo koja druga tvar
koja sadrzi neki klorirani fenol, pod utjecajem poviSene temperature, dovoljno velike za
pobudivanje reakcije, ali nedovoljno visoke za potpuno izgaranje, odredeni dio Ce, uz

eliminaciju klorovodika, stvarati dibenzodioksine.

Izvori PCDF-a vezani su za proizvodnju ili preradu PCB-a. Naime, jako zagrijavanje PCB-a
uz prisutstvo kisika moze dovesti do sineze dibenzofurana eliminiranjem po jednog

supstituenta sa svakog benzenskog prstena u orto polozaju u odnosu na bifenilnu vezu.

MoZe se re€i da su najvazniji izvori dibenzodioksina i dibenzofurana spalionice otpada, te
kemijski i metalurski pogoni. Ne mogu se zanemariti ni emisije ovih tvari ispusnim
automobilskim plinovima, plinovima iz kotlovnica, itd. Svako mjesto na kojem se nesto
spaljuje ili na kojem se radi pod poveCanom temperaturom, uvjetno re€eno, predstavlja
moguci izvor razlic¢itih PCDD i PCDF (Mocarelli i sur., 1991).

1.2.3. Poliklorirani bifenili

Poliklorirani bifenili (PCB) naziv su za grupu industrijskih organoklornih kemijskih spojeva
koji se sastoje od dva medusobno spojena fenilna prstena (Slika 4). Postoji 209 razliCitih
kongenera PCB-a. Ovi spojevi svoj najveci znaCaj za okoli$ dobili su tijekom osamdesetih i
devedesetih godina. Od kraja pedesetih godina do danas proizvedeno je preko milijun tona
PCB-a (Baird, 1995).

4 4'

(@ y—/ —, (e

Slika 4. Strukturna formula bifenila (SpringerLink, 2009).
PCB posjeduju veliku fizikalno kemijsku stabilnost tako da zadrzavaju uljnu konzistenciju i

pri vrlo visokim temperaturama. Osim toga, PCB su otporni na otvoreni plamen i provode

vrlo dobro elektricitet. Zbog tih svojstava PCB-ji su se upotrebljavali u mnogobrojnim
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otvorenim i zatvorenim sustavima. Trafo-stanice, hidraulicni pogoni, rashladni uredaji itd.,

samo su neki od primjera Siroke primjene ovih tvari.

Zanimljivo je da produkt sinteze PCB nikada nije bio jedan jedini spoj, ve¢ uvijek mijeSavina
nekoliko razli¢itih PCB-ja. Na osnovi namjene sintetizirale su se viSe ili manje klorirane
smjese, pri cemu se viskoznost i gusto¢a povecavala s povecanjem koliCine klora (Koss,
1994).

U okolis PCB-ji dospijevaju industrijskim otpadnim vodama prilikom remonta, nesre¢ama pri
havarijama trafo-stanica, procijedivanjem s otpada na koji su baceni transformatori itd. Vece
znacCenje PCB-ji imaju za stvaranje dibenzofurana. Naime, gorenjem pri temperaturama
nedovoljnim za potpuno izgaranje, od polikloriranih bifenila lako nastaju poliklorirani
PCDD i PCDF moZemo smatrati i izvorima PCB-a, i obrnuto (Kutuzovi¢ Hackenberger,
1999).
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1.3. Bioloska aktivacija policiklickih aromatskih ugljikovodika,

polikloriranih dibenzodioksina, dibenzofurana i bifenila

Mikrosomi u endoplazmatskom retikulumu nekih stanica mogu pored oksidacije spojeva
endogenog porijekla (hormoni, vitamini, masne kiseline), oksidirati i razliCite egzogene tvari
(ksenobiotike), medu kojima ima aromatskih ugljikovodika i njihovih derivata. BioloSke
oksidacije opcéenito obuhvacdaju dvije kategorije reakcija: reakcije dehidrogenacije, gdje je
primatelj cijela molekula kisika i/ili druga molekula karakteristicna za druge anaerobne
organizme, i reakcije adicije kisika, pri kojima se moZze adirati cijela molekula kisika
(posredovanjem enzima dehidrogenaze) ili pola molekule kisika (posredovanjem enzima
monooksigenaza ili hidroksilaza). Za biotransformaciju ksenobiotika najznacajnije su adicije
Kisika.

Reakcije monooksigenaza predstavljaju prvi stupanj u oksidaciji ksenobiotika visih
organizama. U tom se koraku ksenobiotici oksidiraju uz pomo¢ citokroma-P450,
hemoproteina Kkoji reagira s molekularnim kisikom aktivirajui ga kako bi se vezao za
supstrat.

Oksidaze mijeSanih funkcija (OMF) su enzimatski sustav ovisan o citokromu-P450 kojim se
uspjeSno detoksiciraju mnoge strane tvari, ali se druge nazalost pretvaraju u meduprodukte
(metabolite) koji su toksicni, mutageni ili kancerogeni. Enzimska aktivnost OMF-a ukazuje
na zdravstveno stanje organizama, genetska oSteCenja i veliCinu bioakumulacije (Kurelec,
1982).

Prijenosom jednog atoma kisika iz molekule kisika na supstrat, citokrom-P450 ovisne
monooksigenaze (CYP) kataliziraju reakcije epoksidacije, hidroksilacije i dealkilacije.

Daljni metabolizam oksidiranih produkata ukljucuje ponovnu okisdaciju pomocéu istog
sustava, hidrataciju epoksid metabolita u dihidrodiole (Yang i sur., 1978) te daljnju oksidaciju
do diol epoksida (Yang i sur., 1976; Thakker i sur., 1977; 1978) ili konjugaciju oksidiranih
metabolita u vodotopive konjugate s glutationom (Hesse i Jernstrom, 1984), glukuronidom ili
sulfatom (James, 1986). Diolepoksid mnogo je aktivniji od aren oksida i smatra se
kancerogenom, tj. molekulom odgovornom za pojavu raka (Kapitulnik i sur., 1978) (Slika 5).

Poznato je da neke od ovih rekcija stvaraju metabolicke produkte koji se kovalentno vezu na
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DNA i RNA (Lutz, 1979; Ahokas i sur., 1979; Farber i Sarma, 1986), pokazujuci razli€itu
biolosku aktivnost ukljucujuci citotoksi¢nost (Wislocki i sur., 1976), mutagenost (Bartsch i
sur., 1982), transformaciju stanica in vitro (Kapitulnik i sur., 1978) kao i indukciju raka u

eksperimentalnim organizmima (Kutuzovi¢ Hackenberger, 1999).
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Slika 5. Primjer metabolizma benz[a]pirena preko oksidaza mijeSanih funkcija (Toksikanti u
hrani, 2009).
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1.4. Detoksikacijski sustav oksidaza mijeSanih funkcija

1.4.1. Sustav citokrom-P450 ovisnih oksidaza mijeSanih funkcija

Monoooksigenacije ksenobiotika katalizirane su sustavom citokrom-P450 ovisnih
monooksigenaza ili monooksigenazama koje sadrze flavin adenin dinukleotid (FAD). Oba

sustava nalaze se u endoplazmatskom retikulumu stanica poglavito jetre, ali i drugih tkiva.

Citokrom-P450 otkriven je 1958. u endoplatmatskom retikulumu hepatocita sisavaca. To je
atipican citokrom tipa b s protohemom kao prostetickom skupinom (Slika 6). Citokrom-P450,
kao i drugi hemoproteini ima karakteristiCan apsorpcijski spektar u vidljivom polozaju.
Dodavanje razlicitih organskih i anorganskih liganda rezultira promjenom spektra.

Slika 6. Zeljezo u protohemu citokroma P450 (Smith College, 2009).

Razlikuju se tri osnovna tipa liganda prema nacinu na koji mijenjaju apsorpcijski spektar
citokroma-P450. Najvazniji diferencijalni spektar oksidiranog citokroma-P450 cine ligandi
tipa 1, s apsorpcijskim maksimumom oko 385-390 nm i minimumom oko 420 nm. Ligandi
ovog tipa su razliitog kemijskog sastava i u njih su ukljuceni lijekovi, okoliSna zagadivala,
insekticidi, itd. Ligandi tipa Il uzrokuju vrh kompleksa pri 420-435 nm i minimum pri 390-

410 nm. Svaki ovakav ligand je Cesto inhibitor aktivnosti monooksigenaza ovisnim o
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citokromu-P450. Najpoznatiji ligand tipa Ill je etil-izocijanid. RazliCite citokrom-P450
monooksigenaze su konstutitivni enzimi koji sluze posebno u metabolizmu steroida, lijekova
i ksenobiotika.

Svi tipovi citokroma-P450 su polipeptidi s oko 500 aminokiselinskih ostataka i s hemom
vezanim za sekvencu od dvadeset i dvije aminokiseline bogatu cisteinom u blizini C-
terminalnog kraja. Geni sa sekvencijskom podudarnosti veCom od 40% svrstani su u jednu
obitelj. Do sada je opisano sedamdeset i Cetiri takvih obitelji (Familiae) (Anaesthetist.com,
2009). Unificirana nomenklatura propisana 1991. godine uzima za obvezu kraticu ,,CYP* za
nadobitelj (superfamiliae) i sugerira puno Citljivije arapske brojke za oznaCavanje obitelji i
podobitelji (npr. gen CYP2EL).

Citokrom-P450 reduktaza i citokrom-P450 pronadeni su u mikrosomima jetre gotovo svih
kraljeznjaka. U nizih kraljeZznjaka veliki interes pridaje se ovim enzimima kod riba pogotovo
zbog njihovog ekotoksikoloskog znacaja. Prvi nalaz citokroma-P450 kod riba uslijedio je kod
pastrve Salmo gairderi (Conney, 1967). Sustav monooksigenaza s citokromom-P450 otkriven
je kod mnogih insekata. VecCina citokroma-P450 beskraljeznjaka i riba je usporedljiva s
enzimima sisavaca samo u njihovim karakteristikama inducibilnosti ili inhibicije (Stegeman i
Lech, 1991).

U kraljeznjaka najvecCi dio citokroma-P450 nalazi se u jetri koja je i najaktivnija u
monooksigenaciji ksenobiotika. lako je kod insekata glavno mjesto nalaza citokroma-P450
crijevo, on se moze naci u masnom tijelu, integumentu i drugim organima. Osim uloge u
metaboliziranju ksenobiotika, kod insekata citokrom-P450 sustav ima i druge vazne uloge u
metaboliziranju endogenih tvari: epoksidacija juvenilnog hormona u corpora allata,
hidroksilacija ekdisona u masnom tijelu, inaktivacija ekdisteroida, biosinteza nekih feromona
i metabolizam insekticida (Hodgson, 1983; Collins, 1985; Feyereisen i Farnsworth, 1985;
Riviere i Cabanne, 1987).

1.4.2. Indukcija sinteze citokroma-P450 i monooksidaza mijeSanih funkcija

Aktivnost OMF-a moze se u nazocnosti ksenobiotika uvecati (inducirati). Kemijske osobine i
farmakoloska aktivnost poznatih tvari koje induciraju oksigenaze mijeSanih funkcija su
razliCite i njihova je jedina zajednicka osobina visoka topljivost u mastima. Indukcija moze

biti izazvana gotovo svakim supstratom ovih enzima. Ona ovisi o afinitetu supstrata za
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citokrom-P450 (i ostalih mikrosomskih enzima), dozi supstrata, ucestalosti primjene kao i
brzini njegovog metabolizma i oslobadanja s enzimima (Payne, 1984).

Induceri monooksigenaza mogu se najopcenitije podijeliti na dva tipa: tip fenobarbitala (u
koji spadaju mnoge kemikalije, posebno lijekovi i insekticidi) i tip 3-metilkolantrena (u koji
spadaju policiklicki ugljikovodici kao npr. benz[a]piren). Mnogi induceri moraju se primjeniti
u relativno visokim dozama da bi bili u€inkoviti. Veli€ina doza obicno se krece od vise od 10
mg/kg do preko 200 mg/kg. Danas najbolji poznati inducer je TCDD koji inducira vec pri
koncentraciji od 1 pg/kg.

Pri djelovanju inducera fenobarbitalnog tipa dolazi do snazne proliferacije glatkog
endoplazmatskog retikuluma kao i do snaznog povecanja sadrZaja citokroma-P450 u
hepatocitima. Nasuprot tome, djelovanje inducera metilkolantrenskog tipa ne uzrokuje
proliferaciju glatkog endoplazmatskog retikuluma, iako takoder uzrokuje povecanje
citokroma-P450.

Poznato je da se u citoplazmi nalazi Ah-receptor (eng. Aril Hydrocarbon Receptor) vezan na
»heat-shock* protein hsp90 (Probst i sur., 1993). Po dospijecu ksenobiotika u citoplazmu on
se veze (ukoliko po gradi odgovara) za Ah-receptor pri ¢emu se on otpusta sa hsp90.
Kompleks ksenobiotika (inducera) i Ah-receptora veze se na Ah-receptorski nuklearni
translokator (ARNT), te dospijeva u staniCnu jezgru u kojoj se veze na XRE regiju na DNA
(eng. Xenobiotic Responsive Element). Vezanje kompleksa inducera s Ah-receptorom na XRE
inducira transkripciju susjednih strukturnih gena. U kontrolnom podrucju Ah-genske baterije
postoje dodatni elementi koji utjeCu na kvalitetu indukcije. Naime, zbog tih kontrolnih
elemenata, svaki induktor metilkolantrenskog tipa ne inducira jednako jako transkripciju svih
enzima kompleksa Ah-gena.

Ah-receptor posjeduje vezno mjesto za velike planarne, hidrofobne ligande. S obzirom na
veliCinu ligandi se mogu podijeliti u dvije skupine. Jo$ nije sasvim jasno posjeduje li Ah-
receptor dva vezna mjesta ili postoje dvije subpopulacije Ah-receptora.

Na manje vezno mjesto idealno odgovaraju PCDD i PCDF, pogotovo njihovi tetraklorni
kongeneri (2,3,7,8-TCDD i 2,3,7,8-TCDF). PremjeStanjem substituenata (klora) na druga

nelateralna mjesta u molekuli smanjuje se afinitet vezanja za Ah-receptor (Koss, 1994).
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1.4.3. EROD - test indukcije CYP1A

Za istrazivanje enzimskog sustava OMF prisutnog u mikrosomima jetre kraljeznjaka bilo je
potrebno razviti osjetljive i odgovarajuce biokemijske metode za odredivanje enzimske
aktivnosti. Vecina od njih zasniva se na inkubaciji specificnog supstrata s enzimom,
odjeljivanju metabolita (obi¢no ultimativnih mutagena) iz inkubacijskog medija i mjerenju
njegove koli¢ine pomocu spektrofotometrijskih te brzih, direktnih fluorimetrijskih metoda za

mjerenje enzimske aktivnosti.

Jedna od takvih je i metoda mjerenja aktivnosti enzima etoksirezorufin-O-deetilaze (EROD)
(Burke i Mayer, 1974). Osnovna svojstva EROD su brzina, osjetljivost i iznad svega
jednostavnost odredivanja aktivnosti monooksigenaza u mikrosomima jetre i drugih tkiva.
Metoda je zasnovana na deetilaciji 7-etoksirezorufina u produkt rezorufin jake fluorescencije
(Klotz i sur., 1984) (Slika 7).

HG O 0
NADPH, O, i = % ﬁ
" EROD . H,c—CH

Slika 7. Oksidacija 7-etoksirezorufina posredstvom 7-etoksirezorufin-O-deetilaze (EROD).

Razni spojevi za koje je utvrdeno da izazivaju indukciju monooksigenaza isto tako utjeCu i na
aktivnost etoksirezorufin-O-deetilaze. Aktivnost EROD moze se stoga koristiti kao pokazatelj
aktivnosti OMF ovisnih o citokromu-P448 (Rifkind i Muschick, 1983). Ovo svojstvo Cini
mjerenje EROD aktivnosti vrijednim za kvalitativhu procjenu aktivnosti OMF induciranih
izlaganjem organizama brojnim okoliSnim zagadivalima (Payne i sur., 1987).

CYP1Al i 1A2 glavni su izoenzimi ukljuCeni u metabolizam PAH-ova u vodenih
kraljeznjaka. Osnovno svojstvo CYP1A enzima jest njihova inducibilnost uslijed izlaganja
organskim zagadivalima iz skupine PAH-ova. Indukcija se odvija putem spomenutog
citosolnog Ah-receptora koji uslijed vezanja liganda odlazi u jezgru stanice i dovodi do
pojaCane transkripcije CYPL1A gena. Povecana koliCina CYPL1A enzima prati se mjerenjem

enzimske aktivnosti koristeCi 7-etoksirezorufin kao supstrat. Reakcijom dealkilacije koju
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katalizira CYP1A (EROD), supstrat se prevodi u fluorescentni produkt rezorufin koji se mjeri
fluorimetrijski na specificnim ekscitacijskim i emisijskim valnim duljinama (535/590 nm).
Indukcijski potencijal okoliSnih uzoraka moZe se pratiti in vivo, intraperitonealnim tretiranjem
modelnih organizama. Nakon 3-4 dana iz jedinki se izolira postmitohondrijalna frakcija
hepatocita u kojoj se odredi aktivnost EROD-a. Mjerenje indukcijskog potencijala u in vitro
uvjetima temelji se na izlaganju stanica u primarnoj ili trajnoj kulturi. Za mjerenje
indukcijskog potencijala okolisnih uzoraka u ekotoksikologiji najceSCe koriStena stani¢na
linija je PLHC-1. PLHC-1 stanice riblje su hepatoma stanice koje su zadrzale mehanizam
indukcije CYP1A enzima. In vitro metode nude osjetljiviju, brzu, ali i eticki prihvatljiviju
opciju za testiranje velikog broja okolisnih uzoraka.
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1.5. Odredivanje kronic¢ne toksi¢nosti

1.5.1. Zelena alga Selenastrum subspicatus

Selenastrum subspicatus (Slika 8) je nepokretna, jednostanicna zelena alga (Chlorophyceae)
okruglog oblika (40 do 60 um3) koja je Cesta u vecini slatkih voda. Ova alga se jednostavno
kultivira, a i lako je dostupna od dobavljavaca. Njihova morfologija Cini ih idealnima za
brojanje pomocu eletronskog brojata Cestica. Grupiranje se rijetko pojavljaje kod S.
subspicatus jer nemaju kompleksnih struktura i ne stvaraju lance. Rast je dovoljno brz da se

izmjeri broj stanica nakon 72 h, a i vrsta je srednje osjetljiva na toksi¢ne supstance.

Slika 8. Zelena alga Selenastrum subspicatus. (VUSTAH, 2009)
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1.5.2. Test inhibicije rasta jednostaniCne alge vrste Selenastrum subspicatus

Niti od jednog testa, ili testnog organizma, ne moZe se ocCekivati davanje jednoznacnih
odgovara dostatnih za zadovoljavanje sloZzenog pristupa oCuvanju i zastiti okolisa. Samo kada
se pojedini test koristi kao dio u seriji dobro definiranih testova toksicnosti, gdje se mjeri
mnostvo krajnjih toCaka i ispitano je mnogo vrsta, rezultati mogu pridonijeti holistickoj
interpretaciji toksicnih ucinaka. Potpuno testiranje toksi¢nosti otpadnih voda u usporedbi s
testiranjem jedne kemikalije omogucuje vecu korelaciju izmedu rezultata testova toksi¢nosti i
vjerojatnih utjecaja na stvarni okolis. Vjerodostojnost laboratorijskih testova toksicnosti
prema okoliSu je takoder pojaCana upotrebom prirodnih vrsta poput slatkovodne alge
Selenastrum subspicatus. Test inhibicije rasta koriStenjem slatkovodne alge jest jedan od

kljucnih vodenih testova toksic¢nosti izabranih za standardizaciju.

Test rasta zelene alge Selenastrum subspicatus ima relativno kratko vrijeme izlaganja (72-96
h), ali ipak govorimo o kroni¢nom testu toksi¢nosti, buduci da ukljuCuje viSe zavrSenih
zivotnih ciklusa. Pojam kroni¢ne toksi¢nosti odnosi se na na dugotrajne ucinke koji su
povezani s promjenama u metabolizu, rastu, reprodukciji ili sposobnosti prezivljavanja. U
ovom testu, kroniCna toksicnost je nastali Stetni ucCinak (letani ili subletalni) induciran u

testnom organizmu tijekom znacajnog i osjetljivog dijela Zivotnog cikusa.

JednostaniCne alge vrste S. subspicatus kultiviraju se u trajanju od nekoliko generacija u
definiranom mediju koji sadrzava seriju koncentracija ili razrijedenja pojedinacnih kemikalija,
odnosno okolisnih uzoraka koji se testiraju. Testni medij priprema se tako da se u
odgovaraju¢im omjerima pomijesa hranjivi medij, testna supstanca/uzorak i inokulum algi u
eksponencijalnoj fazi rasta. Tako pripremljena testna smjesa inkubira se 72-96 sati na sobnoj
temperaturi, a tijekom tog perioda gustoca algi u testnoj smjesi fluorimetrijski se odreduje
svakih 24 sata.

Inhibicija rasta na kraju se odreduje i izrazava kao redukcija u broju algi u odnosu na
kontrolni uzorak bez test supstanci, odnosno uzorak tzv. pozitivne kontrole koji sadrzava

seriju koncentracija modelnog toksikanta (u ovom slucaju kalijevog bikromata, K,Cr,0O-).

Kada su u pitanju okolisni uzorci poput testiranih ekstrakata sedimenta, toksi¢nost se obi¢no
izraZzava kao ono razrjedenje uzorka koje je uzrokovalo 50 %-tnu inhibiciju rasta algi (eng.

inhibitory 50 concentration/dillution; IC50); ili alternativnho kao tzv. LID vrijednost (eng.
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lowest ineffective dillution), odnosno najmanje razrjedenje koje je uzrokovalo manje od 5 %
inhibicije rasta algi. Dobivene vrijednosti potom se mogu preracunati i u EC50 vrijednosti
koje izraZavaju koliCinu uzorka potrebnu da izazove izmjereni toki¢ni ucinak po volumenu

medija, odnosno u toksicne jedinice (TJ) koje omogucavaju izravnu usporedbu uzoraka.
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1.6. Cilj istrazivanja

Uz potok Gorjak, u blizini Savskog Marofa, nalaze se industrijski pogoni tvrtki Pliva
Hrvatska d.d. i Kvasac d.0.0., koje ispusStanjem neprociscenih industrijskih (tehnoloskih)
otpadnih voda desetljeCima predstavljaju problem za lokalnu i Siru zajednicu. Radi se o
industrijskim postrojenjima u kojima se desetljeCima proizvode farmaceutici, posebno
makrolidni antibiotici, dakle tvari s jasnim bioloskim ucinkom. Osim toga, nije teSko
pretpostaviti da su otpadne vode ,,Plive” i ,,Kvasca“ optere¢ene i brojnim tvarima koje su

uobicCajeno prisutne u slozenim industrijskim procesima i postrojenjima.

Opsezna istraZzivanja provedena 1988. i 1989. godine obuhvatila su ispitivanje kakvoce i
sastava podzemnih i povrSinskih voda (tekucCica i stajacica), sedimenta, tla i otpada uz potok
Gorjak. Ta istrazivanja pokazala su da je sediment potoka Gorjak (analize su provedene samo
na dvije lokacije) izrazito oneciscen pojedinim toksi¢nim metalima. Analize otpada iz pogona
«Plive» ukazale su da otpad sadrZi znatne koli€ine anorganskih i organskih zagadivala. Tlo
ispod i u blizini otpada sadrzavalo je viSe koncentracije zagadivala nego sedimenti

vodonosnika (lzvjestaj, 2008).

Ispustanje tehnoloskih i sanitarnih voda u potok Gorjak s jedne strane ugrozava kvalitetu
samog potoka, ali takoder predstavlja i potencijalnu opasnost za zagadenje podzemnih voda.
Naime, potok Gorjak nalazi se u Sirem podrucju vodocrpilidta Sibice. Prodor zagadenja iz

potoka u podzemlje mogao bi dakle direktno ugroziti izvore pitke vode za grad ZapreSic.

U svrhu sanacije potoka Gorjak i njegovog dovodenja u prijasnje stanje na razinu vodotoka 1.
kvalitete prema vazecoj nacionalnoj klasifikaciji, provedene su kemijske analize anorganskih i
organskih zagadivala te ekotoksikoloska ispitivanja sedimenta/mulja potoka Gorjak.

Biotestovi opisani u ovom diplomskom radu dio su ekotoksikolo3kih ispitivanja.
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2.1. Lokacija uzimanja uzoraka i uzorkovanje

Sakupljanje uzoraka napravljeno je na 20 lokacija rasporedenih uzduz potoka Gorjak, opéina
Brdovec (Slika 9).

Lokacije uzorkovanja bile su rasporedene od pogona ,,Plive* do utoka potoka Gorjak u rijeku
Savu. Pri odredivanju pozicije lokacija vodilo se raCuna i o specificnoj situaciji na terenu, kao
Sto su proSirenja ili suZenja korita potoka Gorjak. Na svakoj lokaciji procijenjena je Sirina
potoka, dubina vode iznad mulja, dubina stupca mulja, te moguci nain uzorkovanja mulja na

pojedinim lokacijama s obzirom lokaciju, dubinu i konzistenciju mulja.

Uzorkovanje sedimenta iz potoka Gorjak izvrSeno je u toku 3 dana u periodu 26-28.2.2008.,
na svih 20 odabranih lokacija.

Uzorci su sakupljeni pomocu plasti¢nih korera ili pomoc¢u improviziranog uzorkivaca za vrlo
rijetki mulj na pojedinim lokacijama, ovisno o pristupacnosti lokacije te dubini i
karakteristikama mulja na pojedinoj lokaciji. Na svakoj lokaciji sakupljeno je 3-4 kg mokrog
mulja i pohranjeno u plasticne vreCice. Takoder je za potrebe izoliranja porne vode iz
sedimenta na svakoj lokaciji direktno uzet sediment u plasticnu bocicu i dobro zatvoren da se
izolira od ulaska zraka. Prilikom uzorkovanja poduzete su odgovarajuce mjere zastite svih
suradnika koji su bili opremljeni zaStitnom opremom (odjelima, Cizmama i rukavicama), te je

sva oprema nakon upotrebe dezinficirana.

Na karti je prikazana pozicija 20 lokacija odabranih za uzimanje uzoraka sedimenta. Lokacije
S0, S1, S5, S10 i S19 odabrane su za lokacije na kojima su se vrSila ekotoksikoloSka
ispitivanja ovog diplomskog rada. Odabir tih lokacija napravljen je tako da one obuhvacaju
referentnu lokaciju prije Plive (S0), lokaciju odmah iza Plive (S1), lokaciju koja sadrzi tekuci
organski mulj (S5), lokaciju iza proSirenja potoka u blizini smetlista (S10), te zadnju lokaciju
prije utoka potoka Gorjak u rijeku Savu (S19). Vecina dodatnih parametara odredena je i na
lokaciji S3.
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Slika 9. Karta podrucja oko potoka Gorjak s oznaCenim postajama sakupljanja uzoraka.
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2.2. Priprema uzoraka

Uzorci sedimenta su nakon sakupljanja osuSeni na zraku, te za potrebe ekotoksikoloskih
analiza ekstrahirani u diklormetan-metanolu kako bi se iz uzoraka ekstrahirala Sto Sira
(nespecificnija) serija zagadivala. Diklormetan, odnosno metanolski ekstrakti upareni su
potom do suha na rotavaporu, odnosno u struji duSika, udruzeni, te potom otopljeni u dimetil-
sulfoksidu (DMSO). Od tako pripremljenih uzoraka otopljenih u DMSO-u pripremljene su

odgovarajuce serije razrjedenja koje su analizirane biotestovima in vitro.

Za provedbu ekotoksikoloskih analiza uzoraka sedimenta u okviru istraznih radova na
utvrdivanju stanja u potoku Gorjak odabrana je serija suvremenih in vitro biotestova koji
pokrivaju razliCite mehanizme toksicnosti, odnosno taksonomske kategorije pokusnih

organizama iz kojih su dobivene odgovarajuce stanice ili sojevi. To su:

1) Odredivanje kronicne toksicnosti — testom inhibicije rasta jednostanicne alge vrste
Selenastrum subspicatus;

2) Odredivanje bioloski relevantne izlozenosti zagadivalima koja induciraju
detoksikacijski sustav CYP1A ovisnih enzima — mjerenjem EROD aktivnosti u kulturi
ribljih PLHC-1 hepatoma stanica;

3) Odredivanje estrogenog potencijala uzoraka — koriStenjem YES biotesta s genetski

modificiranim sojem pekarskog kvasca (Saccharomyces cerevisiae);

4) Odredivanje mutagenog/genotoksic¢nog potencijala uzoraka — Ames bakterijskim

testom uz koristenje modificiranog soja bakterije vrste Salmonella typhimurium

U okviru ovog diplomskog rada bit ¢e predstavljeni rezultati dobiveni odredivanjem kroni¢ne
toksicnosti, te bioloski relevantne izlozenosti tvarima koje induciraju CYP1A ovisne enzime.
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2.3. Kemikalije i materijali

Za obradu uzoraka i izvrSenje svih potrebitinh mjerenja pri izradi ovog rada upotrebljene su
sljedece kemikalije:

Amonijev klorid

Magnezijev klorid

Kalcijev klorid — dihidrat
Magnezijev sulfat
Kalij-dihidrogenfosfat
Zeljezov(l11) klorid — heksahidrat
Borna kiselina

Manganov(ll) klorid — tetrahidrat
Cinkov klorid

Kobaltov(ll) klorid — heksahidrat
Bakrov(Il) klorid — dihidrat
Natrijev molibdat — dihidrat
Natrijev hidrogenkarbonat
Kalijev bikromat

Acetonitril

7-etoksirezorufin

BSA (govedi serumski albumin)
Fluorescamin

Dinatrij etilendiamintetraacetat — dihidrat

Gore navedene kemikalije kupljene su od tvrtke Sigma/Aldrich (St. Louis, MO, SAD)
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FBS (fetalni govedi serum) — GibcoBrl, Life Technologies, Karlsruhe, Njemacka
PBS (fosfatni pufer) — Seromed, Biochrom KG, Berlin, Njemacka

Tripsin-EDTA u PBS-u ; koncentrirana (10x) otopina tripsin-EDTA (0,5 - 0,2 %) u PBS-u —

Seromed Biochrom KG, Berlin, Njemacka

2,3,7,8 - tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) - Cambridge Isotope Laboratories, Andover ,
MA |, SAD

DMEM - (52100, Gibco, SAD) — kupljen u Imunoloskom zavodu d.d. , Zagreb, Hrvatska
Natrijev hidroksid - Kemika, Zagreb, Hrvatska

Dimetilsulfoksid (DMSO) — Kemika, Zagreb, Hrvatska

Diklormetan - Kemika, Zagreb, Hrvatska

Metanol — Kemika, Zagreb, Hrvatska

2.2.1. EROD - test indukcije CYP1A

MATERIJALI:

- stanicna linija; PLHC-1 (Poeciliopsis lucida hepatoma cell line) stanic¢na linija

- mediji i otopine za rad sa stanicnom kulturom; minimalni esencijalni medij, DMEM, fetalni
govedi serum (FBS), fosfatni pufer (PBS), 0,025 % tripsin u PBS-u

- otopina za pokus (moZe se u manjim volumenima drzati na -20°C); MEM: Razrjedenja
uzoraka

- modelni inducer, supstrat i otapalo; TCDD (1 nM), 7-etoksiresorufin (2 puM), 50 mM
fosfatni pufer pH=8

LABORATORIJSKA OPREMA:
- kabinet za rad u sterilnim uvjetima - Heraeus instruments, Njemacka

- niskotemperaturni inkubator za stanice
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- vodena kupelj

- boCice 75 cm? za uzgoj stanica

- invertni mikroskop - Hund, Njemacka

- boca s teku¢im duSikom za zamrzavanje stanica

- hemocitometar

- plasti¢ne mikroploce, s 96 jamica ravnog dna — TPP, Trasadingen, Svicarska
- mikropipete

- fluorimetrijski Cita€ za mikroploCe Fluorolite 1000 — Dynatech Laboratories Inc., Chantilly,
SAD;

2.2.2. Test inhibicije rasta jednostanicne alge vrsta Selenastrum subspicatus

MATERIJALI:

- testni organizam; jednostanicna alga vrste Selenastrum subspicatus

- deionizirana voda ; koriStena u pripremi medija rasta i otopina s testnim supstancama

- hranjiva; pripremljene Cetiri temeljne otopine u vodi, sastav naveden u Tablici 2., otopine

sterilizirane filtriranjem (promjer pora 0,2 um), drzane u tami na 4°C.

- kalijev bikromat

LABORATORIJSKA OPREMA:
- kabinet za rad u sterilnim uvjetima — Heraeus instruments, Njemacka

- hemocitometar
- invertni mikroskop — Hund, Njemacka

- autoklav za sterilizaciju plasticnih nastavaka i otopina
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- suhi sterilizator za sterilizaciju staklenog posuda

- sterilni nastavci, pipete, stakleno posude

- jednokanalne i 8-kanalne mikropipete — Eppendorf, Njemacka

- pipeta za viSekratno dodavanje (razdjeljivanje) — Eppendorf, Njemacka

- analitiCka vaga

- plasti¢ne mikroploGe, s 96 jamica ravnog dna — TPP, Trasadingen, Svicarska

- fluorometrijski Cita¢ za mikroploCe Fluorolite 1000 — Dynatech Laboratories Inc., Chantilly,
SAD

- spektrofotometrijski Cita€ za mikroploCe Anthos Reader HT3, Anthos, Bec, Austrija

- aparat za membransku filtraciju — koristi filtere srednje veli¢ine pora 0,2 um

- pH metar
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Tablica 2. Masena koncentracija hranjiva u testnoj otopini.

Temeljna otopina Nutrijent Masena Konacha masena
(hranjivo) koncentracija u koncentracija u
temeljnoj otopini testnoj otopini
Temeljna otopina 1: NH,CI 1,59/l 15 mg/I
makro-hranjiva
MgCl,-6H,0 1,2 g/l 12 mg/I
CaCl,-2H,0 1,8 g/l 18 mg/l
MgSQOy-7H,0 1,59/ 15 mg/l
KH,PO, 0,16 g/l 1,6 mg/l
Temeljna otopina 2: FeCl3-6H,0 64 mg/l 64 ug/l
Fe-EDTA
Na,EDTA-2H,0 100 mg/I 100 pg/l
Temeljna otopina 3: H;BO3 185 mg/l 185 g/l
elementi u MnCl,-4H,0 415 mg/l 415 pog/l
tragovima
ZnCl, 3 mg/l 3 ug/l
CoCl,-6H,0 1,5 mg/l 1,5 pg/l
CuCl,-2H,0 0,01 mg/l 0,01 pg/l
Na;Mo0O,4-2H,0 7 mg/l 7 ug/l
Temeljna otopina 4: NaHCO; 50 g/l 50 mg/l
N&HCOg
H3BO3; moze biti  otopljen dodatkom 0,1 mol/l NaOH.

28



Materijali i metode

Priprema medija rasta

Medij rasta za zelene alge pripremamo dodavanjem odgovarajuéih volumena temeljnih

otopina prikazanih u Tablici 2. vodi. U 500 ml vode dodajemo:

10 ml temeljne otopine br. 1

1 ml temeljne otopine br. 2

1 ml temeljne otopine br. 3

1 ml temeljne otopine br. 4
Nadolijemo vodu do ukupnog volumena od 1000 ml.

Prije upotrebe, ostavljamo medij preko noci u kontaktu sa zrakom kako bi se pH uravnotezio.
Ukoliko je potrebno, pH se treba prilagoditi do 8,1 +0,2 dodavanjem ili 1 mol/l kloridne
kiseline ili 1 mol/l otopine natrijevog hidroksida.

Medij rasta puferiran je bikarbonatima i atmosferskim ugljik-dioksidom. RazliCite pH
vrijednosti mogu se odrZzavati mijenjajuci koncentraciju HCOg i/ili atmosferskog CO..

Priprema pre-kulture i nasadivanije

Pre-kultura se treba nasaditi do Cetiri dana prije pocCetka testa. U medij rasta se nasaduju
stanice s dovoljno niskom gustoéom (npr. 5 x10° st/ml do 10* st/ml za tri dana pre-kulture)
kako bi se odrzao eksponencijalni rast do pocCetka testa. Pre-kultura treba biti inkubirana pod

istim uvjetima kao i ona u testu.

Eksponencijani rast pre-kulture koristi se kao nasada za test. Izmjerimo stani¢nu gutocu u pre-

kulturi odmah prije upotrebe u svrhu izraCuna trazenog volumena za nasadivanje.

Izbor koncentracija testnog uzorka

Alge se izlazu testnom uzorku u vrlo Sirokom rasponu geometrijskih razrjedenja. Razrjedenja
koje trebaju biti izabrana, trebaju obuhvatiti barem jednu inhibitornu toCku iznad i barem
jednu ispod Zeljenog E,Cyx parametra. Takoder, minimalno dvije inhibitorne tocCke
(razrjedenja) izmedu 10% i 90% trebaju biti ukljuCene u svrhu dobivanja podataka za

regresivnu analizu.
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Priprema testnog uzorka i temeljnih otopina

U sluCaju vodenog testnog uzorka, potrebno je obraditi uzorak prije pocCetka testa (npr.
filtracijom ili neutralizacijom), ovisno o prirodi uzorka i svrsi testa. Uzorku se dodaju

hranjive temeljne otopine kao $to je opisano u Pripremi medija rasta.

Test se provodi bez prilagodavanja pH medija nakon Sto je dodan testni uzorak. Medutim,
neke supstance mogu uzrokovati toksicni uc¢inak zbog izrazene kiselosti ili luznatosti. U svrhu
odredivanja toksi¢nosti uzorka neovisno o pH, prilagodimo pH vodenog uzorka ili temeljne
otopine (prije serijskog razrjedenja) mediju sa stanicnom kulturom koristeéi ili 1 mol/l

kloridne kiseline ili 1 mol/l otopine natrijevog hidroksida.

Priprema testnih i kontrolnih grupa

Priprema testnih i kontrolnih grupa mijeSanjem odgovaraju¢ih volumena testnog uzorka ili

otopina temeljnih testnih uzoraka medija rasta i nasada u testnim komorama.

Ukupni volumen, koncentracije dodanih hranjivih medija rasta i stani¢na gustoca treba biti
ista u svim jamicama. PocCetna gustoa stanica treba biti dovoljno niska da omogudi
eksponencijalni rast u kontrolnoj kulturi stanica tijekom trajanja testa bez promjene pH vise

od 1,5 pH jedinica. Zbog toga po&etna gustoca stanica ne smije prelaziti 10* stanica/ml.

Inkubacija

Testne komore trebaju biti dobro pokrivene kako bi se izbjegla zracna kontaminacija i
smanjilo isparavanje vode, ali ne smiju biti hermeticki zatvorene kako bi CO, mogao ulaziti u

komore. Inkubiramo testne komore na 23°C £2°C, ispod stalnog, bijelog svjetla.

Mjerenja
Mjerimo stani¢nu gustocu u svakoj testnoj komorici najmanje svakih 24 sata.

Test traje 72-96 * 2 sata.
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Brojanje stanica

Stanice na hemocitometru smo izbrojali pod mikroskopom, nakon €ega smo koncentraciju

stanica po ml izracunali po sljede¢oj formuli:

C =n-10*
Crrrreees koncentracija stanica (broj stanica / ml)
[ TR srednja vrijednost broja stanica po kvadratu

Volumen stani¢ne suspenzije koju smo razrijedili do konacnog volumena, izracunali

smo putem izraza:

Vs = Ca-V
C
(OF: TR broj Zeljenih stanica / ml
ORI broj izmjerenih stanica / ml
| V£ T volumen stanicne suspenzije (ml)
|V konacni volumen medija (ml)
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2.3. Tijek testa EROD

U ovom pokusu koristili smo PHLC-1 stanice koje smo uzgajali u boCicama od 75 cm? s
otprilike 20 ml medija za stanice. PHLC-1 stani¢nu liniju odrZavali smo po uobiCajenom
protokolu i presadivali dva puta tjedno (koristili smo otopinu tripsina za odljepljivanje stanica
od podloge).

Dan prije pokusa (kada je pokrivenost bocCice 95-100 %) stanice smo isprali s 10 ml sterilnog
PBS-a i odlijepili stanice s dodatkom 1 ml otopine tripsina (0,025 % tripsin u PBS-u).
Tripsinizaciju smo zaustavili dodatkom 2 ml DMEM-a, propuhali stanice, prebacili 200 ul u
Cistu tubicu, tome dodali jo§ 800 pl DMEM-a i izbrojali koncentraciju stanica pomodu
hemocitrometra. Za pokus nam treba 40-50 x 10 stanica/ml DMEM-a, 200 ul po jamici, te
smo izraCunali koncentraciju stanica za nasadivanje na mikrotitarske ploCice. Napravljenu
stanicnu suspenziju smo asepticki razdijelili 8-kanalnom mikropipetom u dvije mikrotitarske
ploCice s 96 jamica, u vanjske jamice umjesto stanicnih suspenzija dodali po 200 pl miliQ

vode. Pripremljene plocice stavili smo u inkubator za stanice te inkubirali 24 h na 30°C.

Prethodno napravljenoj sterilnoj otopini za pokus (DMEM mediju) dodali smo antibiotik (1 pl
antibiotika/ml DMEM) zbog sumnje na prisutnost anaerobnih bakterija u uzorku potoka
Gorjak. U otopini smo potom napravili seriju dvostrukih razrjedenja uzoraka (od 1:200 do
1:50000), prema Tablici 3. Razrjedenja smo radili tako da smo najprije napravili najmanje
razrjedenje uzorka dodavanjem 4,4 ul uzorka u 440 pl DMEM-a. Otopinu smo nekoliko puta
propuhali te prebacili 220 pl u slijedeCih 605 pl DMEM-a te smo tako napravili jo$ vece
razrjedenje uzorka. Ovaj postupak ponavljali smo dok nismo napravili i posljednje, najvece
razrjedenje svakog uzorka. Za svaki pokus napravili smo dvostruka razrjedenja uzoraka
modelnog inducera TCDD u DMEM-u (konacna koncentracija u rasponu od 0 do 1 nM),
prema Tablici 4. Koncentraciju od 1 nM otopine TCDD dobili smo mijeSanjem 0,8 ul
TCDD-a s 376 ul MEM-a. Dobivenu otopinu nekoliko smo puta propuhali i prebacili 127 pl u
225 pul MEM-a i tako dobili 0,36 nM koncentraciju otopine TCDD-ja. Postupak smo ponovili
prebacivanjem 101 pl otopine u 264 ul MEM-a dobivsi 0,1 nM koncentraciju TCDD-a. Na
isti naCin dobili smo i ostala razrjedenja. Volumen od 100 pul stanicnog medija zamijenili smo
sa 100 pl razrjedenja uzorka, odnosno modelnog inducera. Inkubirali smo potom stanice 24 h
na 30°C.
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Tablica 3. Shema testnih razrjedenja uzorka sedimenta potoka Gorjak.

RAZRJEDBENJE | V(uzorak)(ul) | V (DMEM-a)(ul)

200 4,4 440
750 220 605

2000 220 366,67
5000 220 330
10 000 220 220
25000 220 330
50 000 220 220
0 0 220

Tablica 4. Shema razrjedenja TCDD-a.

¢ (TCDD-a)(nM) | V (TCDD-a)(ul) | V(MEM-a)(ul)
1 0,8 376
0,36 127 225
0,1 101 264
0,036 115 204
0,01 69 181
0 0 250
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Slijedeci dan smo pripremili otopinu supstrata (2 UM 7-etoksiresorufin u fosfathom puferu) i
pufer za ispiranje. Zatamnili smo prostoriju u kojoj izvodimo test i izlili PBS u Cistu kadicu. U
okrenuli ploCice sa stanicama i pritisnuli na papir kako bismo uklonili stani¢ni medij, zatim
smo isprali sa 100 pl PBS-a po jamici i na kraju 8-kanalnom pipetom dodali lagano 100 pl
supstrata po jamici, te odmah pristupili kinetickom mjerenju fluorescencije na CitaCu za

mikroploce.

Kinetika se mjeri 10 minuta u ciklusima od minute, pri ekscitaciji na 535 nm i emisiji na 590
nm. Nakon mjerenja mikroploCe stavljamo u zamrzivac na -20°C, pa nakon 24 h odredujemo
koli€inu proteina prema kojoj ¢e na kraju biti izrazena fluorescencija, odnosno koli¢ina

rezorufina.

2.4. Tijek testa inhibicije rasta jednostanicne alge vrsta Selenastrum subspicatus

Pokus sa zelenim algama radili smo pod aseptiCkim uvjetima u sterilnom kabinetu i sa

sterilnim 96 mikroploCama i priborom.

Prije poCetka testa, izbrojali smo gustoCu stanica u prethodno uzgojenoj kulturi zelenih alga.
Napravili smo staniénu suspenziju s koncentracijom stanica od 5 x 10* st/ml, te izlijali u
kadicu i pomocu viSekanalne mikropipete nanosili smo po 100 ul u funkcionalne jamice (koje
nisu rubne) triju mikroploc¢a. U rubne jamice nanosili smo po 200 pl miliQ vode. Prema

Tablici 5. prikazanoj dolje radili smo seriju dvostrukih razrjedenja.
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Tablica 5. Dvostruko razrjedivanje uzorka.

(2x) Razrjedenja | V(uzorak)(ul) | V(medija)(ul)
1: 195,311 5,12 500
1: 390,6 250 250
1:781,2 250 250
1:1561,5 250 250
1:3125 250 250
1: 6250 250 250
1:12500 250 250
1:25000 250 250
1:50000 250 250
1:100000 250 250

Dodavanjem 5,12 ul uzorka u 500 ul medija napravili smo najmanje razrjedenje uzorka.
Nakon $to smo dobivenu otopinu propuhali, prebacili smo 250 ul u slijedecih 250 pl medija,
dobivsi jo$ veée razrjedenje uzorka (1:390,6). Postupak smo ponavljali i zavrSili s najveéim
razrjedenjem, a to je 1:100000. Pripremljena razrjedenja prebacili smo u prethodno
pripremljene mikroploCe. KoristeCi visekanalnu pipetu uzeli smo po 100 ul razrjedenja
najmanje koncentracije odredenog uzorka i nanosili u odgovarajuce jamice na mikroploci.
Postupno smo uzimali rastuée koncentracije istog uzorka dok nismo nanijeli i posljednju,

najvecu koncentraciju. Ovaj postupak ponovili smo sa svakim uzorkom.

Prije kraja testa, napravili smo i razrjedenja pozitivne kontrole, kalijevog bikromata.
Razrjedenja smo radili prema podacima iz Tablice 6. U 604 pl medija rasta dodali smo 151,1
ul kalijevog bikarbonata, propuhali otopinu i prebacili 256 ul u 454 pl medija rasta dobivsi

manju koncentraciju otopine kalijevog bikromata (3,6 mg/l). Ponovnim propuhivanjem i
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prebacivanjem 210 pl otopine u 545 pl medija rasta napravili smo jo§ manje koncentriranu
otopinu kalijevog bikromata (1 mg/l). Postupak ponavljamo dok ne napravimo i najmanje

razrjedenje kalijevog bikromata.

Tablica 6. Serija razrijedenja kalijevog bikromata.

c(KyCr,07)(mg/l) | V(K,CrO7)(ul) medij rasta(jl)

10 1511 604
3,6 256 454

1 210 545
0,36 255 454
0,1 209 544
0,036 253 450
0,01 203 527
0,0036 230 409
0,001 139 361
0 - 500

Iduéim korakom prebacili smo razli€ite koncentracije kalijevog bikromata u jamice na trecoj
mikroplocCi. Zapoceli smo s najmanjom koncentracijom, Sto je u ovom slucaju bio Cisti medij
rasta. Mikropipetom smo uzimali po 100 ul i punili odgovarajuce jamice. Postepeno smo

uzimali sve vece koncentracije i zavrsili s najve¢om.

Na pripremljenim mikroplo¢ama pomocu fluorometrijskog CitaCa za mikroploe mjerili smo

fluorescenciju na 440/680 nm. Mjerenja smo ponavljali svakih 24 sata do Cetvrtog dana.
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Rezultati

3.1. EROD test

Problem koriStenja in vitro EROD testa za testiranje okoliSnih uzoraka, jest nedostatak
opéenito prihvacenog pristupa kvantifikaciji dobivenih rezultata. Ovo je povezano s
¢injenicom da slozeni uzorci sadrze viSe kemijskih spojeva i Cesto ne rezultiraju klasicnom,
sigmoidalnom doza-odgovor krivuljom. Umjesto toga, EROD aktivnost pokazuje sloZenu
krivulju u obliku zvona €ija maksimalna indukcija ovisi o smjesi (Brunstrém i sur., 1995;
Lorenzen i sur., 1997), ili krivulju s izrazenim vrhom s ponekad loSe definiranim razinama
zasicenja, te s opadajucom EROD aktivno3¢u na vecim testnim koncentracijama (Slika 10).
Ovo moZze biti rezultat superpozicije indukcije ili inhibicije enzima toksikantima u uzorku Sto

komplicira izracun pouzdanih EC50 vrijednosti (Hahn i sur., 1996; Villeneuve i sur., 1997).
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Slika 10. Krivulje doza-odgovor za indukciju etoksiresorufin-O-deetilaze (EROD) uzoraka
potoka Gorjak ne opisuju tipicne sigmoidalne doza-odgovor krivulje, vec¢ krivulje s izrazenim
vrhom i inhibicijom EROD aktivnosti na veéim koncentracijama uzoraka.

Buduci da ucinci sloZenih okolisnih uzoraka nisu uzrokovani samo jednim, individualnim
spojem, ve¢ smjesom toksikanata, potvrda toksic¢nosti zahtjeva valjani koncept za takvu
ujedinjenu toksicnost. Sto se EROD indukcije tice, opcenito je prihvaéen koncept aditivnih

koncentracija temeljen na ekvivalentima toksi¢nosti kao produkta koncentracije i faktora

37



Rezultati

toksicne jednakosti (eng. Toxicity Equivalency Factor, TEF-a) koji se odnosi na jakost
najjaCeg inducera EROD testa TCDD-ja (Ahlborg i sur., 1994; Clemons i sur., 1997).
Medutim, nema dogovora o ucinkovitoj razini koja bi sluzila kao osnova za izraCunavanje
toksicnih ekvivalenata, (eng. Toxicity Equivalent, TEQ). Upravo te ucinkovite razine mogu
biti od kljuCne vaznosti za analizu toksiCnosti uzorka s obzirom na kombinaciju ucCinaka
(Brack i sur., 2000).

Jakost indukcije EROD testa raznih uzoraka usporeduju se medusobno na osnovu vrijednosti
toksicnih ekvivalenata u odnosu na TCDD. ECx vrijednosti TCDD-ja izraCunate su koristecCi
softver Prism (GraphPad Prism, San Diego, CA, USA).

Toksicni ekvivalenti mogu se izracunati na dva nacina;

- na osnovu ucinkovitih koncentracija na zadanoj razini ucinka (eng. fixed-effect-level,
FEL), ili

- naosnovu najvece EROD indukcije koju postigne svaki uzorak (max EROD).

Fixed-effect-level ekvivalenti toksi¢nosti (FEL-TEQ) izraCunati su KkoristeCi zadanu
indukcijsku razinu koja odgovara EC10 vrijednostima TCDD-ja (Engwall i sur., 1997). Uz
pretpostavku da je citokrom-P450 induciran spojem neovisne maksimalne razine,
toksikantima slicnim dioksinima i da razliCite maksimalne razine EROD indukcije nastaju
zbog superpozicije enzimske inhibicije (Hahn i sur., 1996), €ini se razumnim izabrati nisku
ucinkovitu razinu za utvrdivanje TEQ, koji je rijetko kad pogoden inhibicijskim ucincima. S
druge strane, izabrana ucinkovita razina mora jasno biti iznad znaCajne razine. EC10+1¢cpp
ispunjava ove zahtjeve i zbog toga se preporuca za kvantifikaciju EROD indukcije slozenih
okolidnih uzoraka. Ova indukcijska razina neovisna je o maksimalnoj razini EROD indukcije
testiranog uzorka. UCinkovite koncentracije (EC1Otcpp) definiramo kao ucinkovite
koncentracije u masenim sedimentnim ekvivalentima po volumenu medija (g S-EQ/I), koje
pokazuju EROD indukciju na zadanoj razini jednakoj TCDD induciranoj EROD razini pri
njegovoj EC10 koncentraciji.

Buduci da indukcija EROD-a koju pobude okolisni ekstrakti i frakcije obi¢no ne slijedi
klasi¢nu sigmoidalnu doza-odgovor krivulju, Ciji model moZzemo dobiti pomocu Probit ili
Logit distribucija, ECyo vrijednosti izraCunate su linearnom ekstrapolacijom izmedu dvije

najblize ucCinkovite koncentracije iznad i ispod ECj vrijednosti (Brack i sur., 2000).
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Druga koriStena metoda za izraCunavanje TEQ-a temelji se na maksimalnoj EROD indukciji

svakog uzorka (max-EROD).

3.2.1. Kalibracijska krivulja rezorufina

Kalibracijsku krivulju rezorufina dobili smo koriste¢i Microsoft Excel program
fluorimetrijskim mjerenjem rezorufina na specificnim ekscitacijskim i emisijskim valnim
duljinama (535 nm/590 nm). Na os apcisu nanosimo koncentraciju rezorufina po jamicama
mikroplocCe, a na ordinatu fluorescentne jedinice (f.j.) od kojih je oduzet nespecificni signal
(Slika 11). Na osnovi linearnog dijela pravca dobivamo jednadzbu pravca u koju se tad

ubacuju f.j. za uzorke. Konacno se dobiju TCDD EQ izrazeni po litri.

1800,00

y=2069x+ 36,217

1600,00 + R?=0,9979

1400,00 -
1200,00 -

1000,00 -

f.j.

800,00
600,00
400,00 A
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Rezorufin (pmol)

Slika 11. Kalibracijska krivulja mjerenja koncentracije rezorufina na spektrofluorometru.
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3.2.2. Mjerenje proteina fluorescencijom

Ponajprije smo napravili seriju razrjedenja BSA (10 mg/ml) u fosfatnom puferu pH=8, koja
nam treba za kalibracijski pravac. Uzeli smo stock fluorescamina (1,5 mg/ml) te ga razrijedili
u acetonitrilu do 0,15 mg/ml i tako dobili radnu koncentraciju supstrata. Nanijeli smo
razrjedenja BSA u volumenu od 100 pl u jamice te izvadili ploCice iz leda i otopili ih. Dodali
smo 100 pl radne koncentracije fluorescamina u svaki bunari¢, inkubirali 3-5 min na RT i

potom mijerili fluorescenciju (na Varianu) u ovim uvjetima:
Fliteri: 390/465
t=0,0125
slitovi=10 nm

Napon=600 V

Koristene su koncentracije proteina u rasponu od 0 do 5 mg/ml, ali buduci da je najbolji
linerani trend izmedu koncentracija 0 i 0,15625 mg/ml, tom je intervalu prilagodena
kalibracijska krivulja proteina. Na os apcisu upisane su vrijednosti mase proteina (mg), a na

ordinatu pripadajuce fluorimetrijske jedinice (f.j.) (Slika 12).
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Slika 12. Kalibracijska krivulja proteina.
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3.2.3. IzraCun TCDD toksicnih ekvivalenata (TCDD TEQ)

U odgovaraju¢im ploCicama mijerili smo fluorescenciju rezorufina svake jamice na
fluorimetrijskom CitaCu, te koliCinu proteina. 1zmjerene fluorimetrijske jedinice kod mjerenja
proteina prevodili smo u masu proteina po jamici mikroploce koristeci a i b koeficijente iz

jednadzbe pravca kalibracijske krivulje proteina.

IZRACUN FEL-TEQ (EC10+cpp)

Rezultate ocCitanja rezorufina obiju plocCica obradili smo u Microsoft Office Excell programu.
Mjerenje smo wvrSili 10 puta u razmaku od jedne minute. Za svaku jamicu i njenih 10
pripadajucih vrijednosti pomocu formule LINEST dobili smo vrijednost koja najbolje opisuje
a koeficijent rastuceg linearnog pravca — promjenu fluorescencije po minuti (dF/min). Kada
smo te vrijednosti podijelili s koeficijentom a iz jednadzbe pravca bazdarne krivulje
resorufina dobili smo promjenu fluorescencije u pmol po min; dF(pmol/min). Dobivene
vrijednosti smo podijelili s pripadajuéim masama proteina svake jamice i tako dobili
promjenu fluorescencije po pmolu u minuti po mg proteina (pmol/min*mg). Sve $to smo
radili s uzorcima, uCinili smo i s pozitivnom kontrolom, TCDD-jem. Nakon toga smo
izracunali srednju vrijednost ovih vrijednosti buduci smo mjerili dvije iste koncentracije istog
uzorka. Dobivene vrijednosti TCDD-ja ubacili smo u softver GraphPad Prism i tako dobili

parametre koji su nam kljucni za daljnju analizu (Slika 13).

IzraCunali smo EC50, EC25, EC10 i EC5 vrijednosti TCDD-ja u nM, a potom i koli€inu
pobudene CYP1A aktivnosti, tj. induciranih oksidaza mijeSanih funkcija TCDD u

pmol/min/mg prot preko jednadzbe;
y=bottom+(top-bottom)/(1+10"((logeC50-log(c))*Hill))

da bi potom preracunali sve dobivene EC vrijednosti iz nM u ng/l mnoZeci s molarnom
masom TCDD-ja. Na kraju sada iz tih podataka jo$ izraCunamo i FEL-TEQ, odnosno TCDD

TEQ (ng/g sedimenta) na temelju EC10+cpp za svaki uzorak.
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TCDD
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Slika 13. Graf pozitivhe kontrole, 2,3,7,8 - tetraklorodibenzo-p-dioksina (TCDD) s dobivenim
parametrima koje koristimo za izracun toksi¢nih ekvivalenata (TEQ).

IZRACUN TCDD TEQ PREKO MAX-EROD INDUKCIJE UZORAKA

IzraCunali smo logaritam koncentracije svakog uzorka koristeCi formulu s prethodno

izraCunatim parametrima TCDD-ja:

log(c)=(logEC50*Hill-log((y-t)/(b-y)))/Hill

gdje umjesto y ubacujemo vrijednost najvece indukcije EROD-a za pojedini uzorak.
Dobivene vrijednosti smo antilogaritmirali, pomnozili s razrjedenjem uzorka pri kojem je
postignuta najveca EROD indukcija svakog pojedinog uzorka ¢ime smo dobili ekvivalente
izrazene u nmol/l, to smo dijeljenjem s 1000 preveli u nmol/ml. MnoZenjem s molarnom
masom TCDD-ja i dijeljenjem s koncentracijom sedimenta, koja je 10,92 g/ml DMSOQO, dobili

smo ekvivalente toksi¢nosti u ng/g sedimenta. Odredivanje potencijala ispitivanih uzoraka da
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induciraju (stimuliraju) aktivnost CYP1A ovisnih enzima (EROD), kao temeljnih
detoksikacijskih enzima ukljuCenih u obranu stanice od potencijalno toksicnih tvari, takoder
ja jasno pokazalo da postoji velika razlika izmedu bioloski relevantne izloZzenosti ovim
zagadivalima prije i poslije pogona ,,Plive* (Slika 14). Kao i u slu¢aju mjerenja kroni¢ne
tokicCnosti, uzorak SO (prije pogona) ne mozemo smatrati referentnim nezagadenim uzorkom,
jer izrazeno u toksicnim ekvivalentima modelnog inducera/toksikanta TCDD-a sadrzava
znaCajnu koli¢inu EROD (CYP1A) inducirajucih zagadivala, reflektirajuci zagadenje koje se
vjerojatno moze povezati s ispuStanjem otpadnih voda domacinstava. Medutim, koli€ina
EROD inducera izrazito je, oko 9 puta kod FEL-TEQ te viSe od 20 puta kod max EROD, veca
u uzorku S1 sakupljenom neposredno iza pogona (Tablica 7) i predstavlja iznimno visoku

izloZenost bioloski relevantnom zagadenju.

Nakon lokacije S1 izmjeren je trend znacajnog smanjenja koncentracije EROD inducera, koja
se kretala od najniZe vrijednosti za uzorak S5, nesto niZe od razine izmjerene u uzorku SO
prije pogona, do najvisih vrijednosti izmjerenih za uzorak S10, Sto predstavlja razinu EROD
inducera dvostruko (FEL-TEQ), odnosno Sesterostruko (max EROD) veéu no u uzorku SO
(Slika 14, Tablica 7).

TCDD TEQ

O FEL-TEQ (ng/g sedimenta)
B max EROD (ng/g sedimenta)

Blank SO S1 S3 S5 S10 S19

Slika 14 . CYP1A indukcijski potencijal uzoraka sedimenta iz potoka Gorjak odreden
mjerenjem EROD aktivhosti u PLHC-1 hepatoma stanicama. Stanice su u trajanju od 48 h
izlagane seriji razrjedenja uzoraka (S0-S19) sedimenta, seriji razrjedenja proceduralne
kontrole (blank), te nizu koncentracija modelnog CYP1A inducera TCDD-a kao pozitivhe
kontrole (Slika 13). Rezultati su izraZzeni u TCDD toksi¢nim ekvivalentima (TCDD TEQ)
izraCunatim na dva nacina, kao FEL-TEQ i max EROD TEQ, a vrijednosti predstavljaju
srednje vrijednosti uzoraka testiranih u triplikatu.
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Tablica 7. TCDD toksi¢ni ekvivalenti (TCDD TEQ) za uzorke sedimenata potoka Gorjak.
Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti preracunatih TEQ, izraZzenih u ng TCDD po
gramu suhog sedimenta, ukazujuci da odgovarajuci uzorci sadrzavaju maksimalni potencijal
za indukciju CYP1A (EROD aktivnosti) ekvivalentan iskazanoj koli¢ini modelnog inducera

(TCDD).

TCDD TEQ
POSTAJA FEL - TEQ (ng/g max EROD (ng/g
UZORKOVANJA sedimenta) sedimenta)
Blank 0,01 0,69
SO 2,77 0,54
S1 18,29 11,74
S3 3,06 1,77
S5 2,16 0,73
S10 574 2,96
S19 2,90 1,87

3.2. Test inhibicije rasta jednostaniCne alge vrste Selenastrum subspicatus

Rast stanica algi zabiljezen je povecanjem fluorescencije klorofila. Najprije smo izraCunali
specificni rast, u za svaki uzorak koristeCi jednadzbu;

to vrijeme pocetka testa

tL vrijeme zavrSetka testa

u=(InNg - InNp) / (t_+ to)

No nominalna poCetna gustoca stanica
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N, izmjerena gustoca stanica u vremenu t_

Sada smo iz ovih vrijednosti izracunali postotak inhibicije za svaki uzorak koristeci slijedecu
jednadzbu;

Imi = (e - i) / pe * 100

gdje je
i postotak inhibicije (stope rasta) testne koncentracije i
i srednja stopa rasta za testnu koncentraciju i

Mc srednja stopa rasta kontrole

Rezultati su prikazani graficki, kako za testne uzorke (Slika 15 i Slika 17), tako i za pozitivnu
kontrolu, kalijev bikromat (Slika 16).

Specificni rast (96 h)

0.047 blank
! = S0
0.034
+ Sl
S 0.021 v S3
S + S5
> 0.011 e SI10
0.00 S19
' 5 4 -2
-0.014 log C [mg/L]

Slika 15. Ovisnost logaritma koncentracije uzoraka o promjeni fluorescentnih jedinica
prikazanih kao rast broja stanica po danu. Sve krivulje pokazuju pad specificnog rasta
stanica, osim krivulje negativne kontrole (blank). Krivulja uzorka S1 ima najizraZeniji pad pri
nizim koncentracijama za razliku od ostalih uzoraka, $to govori u prilog najjace toksi¢nosti
uzorka S1.
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Prirast stanica u kalijevom bikromatu
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Slika 16. Rast stanica u pozitivnoj kontroli, kalijevom bikromatu, opisuje padajuca krivulja
ovisno o povecanju logaritma koncentracije kalijevog bikromata. GraphPad Prism
programom izracunali smo EC50 vrijednost kalijevog bikromata, koji iznosi 2.007 mg/L
medija.
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Slika 17. Graf postotka inhibicije rasta stanica pokazuje inhibitorni u¢inak svih uzoraka,
izuzev negativne kontrole (blanka). Krivulja uzorka S1 premasuje 100%-nu inhibiciju pri nizim
koncentracijama od ostalih uzoraka, 5to ponovno dokazuje vecu toksi¢nost tog uzorka.
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Rezultati

Rezultati testiranja kroniCne toksi¢nosti jasno su pokazali su da su svi uzorci sedimenta iz
potoka Gorjak u stanju dose¢i IC50 ucinak, tj. u odredenom razrjedenju uzrokovati 50 %
inhibicije rasta algi (Slika 17). Prema vaze¢im medunarodnim standardima to znaci da se svi
uzorci mogu smatrati toksicnima, posebice za alge, ali i druge za vodene organizme
sedimenta. Stovise, i uzorak SO, sakupljen prije no to potok Gorjak dolazi u izravni doticaj s

otpadnim vodama pogona ,,Plive®, rezultirao je mjerljivim toksicnim uCinkom.

Medutim, razlika u toksi¢nosti uzoraka sedimenata prije (S0) i poslije pogona ,,Plive* (S1, S3,
S5, S10 i S19) nedvojbena je. KonaCno preraunato na toksiCne jedinice (TJ) koje
omogucavaju izravnu i jednostavnu usporedbu toksicnog potencijala uzoraka (Tablica 7)
vidljivo je da je toksiCnost sedimenta uzorkovanog prije pogona ,,Plive* (SO = 4.47 TJ)
visestruko, viSe od 10 puta niZa od toksic¢nosti uzorka sakupljenog neposredno iza pogona (S1
= 48.3 TJ). Uzorak S1 pri tome mozZzemo smarati izrazito toksicnim — za 50 % inhibicije rasta

algi dovoljna je bila koncentracije od svega 2.07 g suhog sedimenta po L medija.

Nakon lokacije S1 vidljiv je trend znaCajnog opadanja toksi¢nog potencijala (Slika 18,

Tablica 8) udaljavanjem od pogona ,,Plive®.

Mada u ovoj studiji nije radena analiza bioraznolikosti i zastupljenosti sedimentnih zajednica,
nije teSko ustanoviti da su ovi rezultati u skladu su s anoksi¢nim karakterom i opéom
opterecenoScu sedimenta razliCitim zagadivalima, te se ocigledno radi o sedimentnom
supstratu koji uz izuzetak bakterijskih zajednica ne moZe podrZati bioraznolikost koja bi u
normalnim okolnostima bila karakteristiCna za vodotok slicnih hidrobioloskih karakteristika

poput potoka Gorjak.
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Slika 18. Rezultati testa kroni¢ne toksi¢nosti prikazani su kao razrjedenja (faktor razrjedenja)
koja su uzrokovala 50 % inhibicije rasta algi. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti

uzoraka testiranih u triplikatu.
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Tablica 8. IC50, EC50 i TJ vrijednosti za uzorke sedimenata potoka Gorjak. Vrijednosti
predstavljaju: srednje vrijednosti preraCunatih faktora razrjedenja pri kojima je izmjereno 50
% inhibicije rasta jednostani¢ne alge S. Subspicatus (IC50) u odnosu na kontrolnu grupu
(alge izlagane ekstraktu proceduralnog blanka); preraCunate EC50 vrijednosti koje
predstavlju koli¢inu sedimenta (u gramima suhog sedimenta po litri medija) potrebnu da
izazove izmjereni toksi¢ni ucinak; te preracunate toksi¢ne jedinice (TJ) dobivene prema
izrazu TJ = 100 / EC50.

Oznaka uzorka " 1C50
(lokacije) faktor razrjedenja (g sedim./L) (100/EC50)
Kontrola
(blank)
488,52 22,35 4,47
SO
5274,26 2,07 48,30
S1
1206,1 9,05 11,05
S3
1496,33 7,30 13,70
S5
622,67 17,54 5,70
S10
582,75 18,74 5,34
S19
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4. RASPRAVA



Rasprava

Analiza EROD indukcije okoliSnih uzoraka Cesto se temelji na apsolutnoj indukciji pri
odredenom razrjedenju (Brunstrom i sur., 1992; Burnison i sur., 1996). Indukcija EROD-a je
rastua s poveCanjem doze do maksimuma, nakon Cega slijedi inhibicija na vecCim
koncentracijama. Ovo nije tipicno samo za sloZene okoliSne uzorke, ve¢ i za jednostavne
inducere, poput PCB-a, dioksina i furana (Brunstrom i sur., 1995; Lorenzen i sur., 1997).
Medutim, kao dodatak inhibitornom ucCinku samih EROD inducera na visokim
koncentracijama, inhibitorni ucinci ostalih neinducirajucih spojeva mogu pojacati daljnju
redukciju maksimalne EROD aktivnosti i rezultirati padom doza-odgovor krivulje na nizim
ucinkovitim koncentracijama. Niska EROD aktivnost na jednoj odredenoj koncentraciji ne
ukazuje nuzno na malu koncentraciju inducera, ve¢ opazeni u€inak moZe biti uzrokovan
visokim koncentracijama inducera i/ili neinducera koji inhibiraju EROD aktivnost. SloZene
okolisne smjese Cesto sadrZze dodatne spojeve s iskljucivo inhibiraju¢im ucincima, $to dodatno

smanjuje maksimalne razine indukcije.

U sloZzenom okolisnom uzorku s razliCitim koncentracijama nepoznatih inducera i inhibitora,
svi se ucinci zbrajaju, rezultirajuéi slozenom doza-odgovor krivuljom s povecavaju¢om

EROD aktivnos¢u na niskim koncentracijama i smanjuju¢om na visokim koncentracijama.

UnatoC uvelike koristenim metodama za procjenu aktivnosti slicne djelovanju dioksina preko
mjerenja EROD indukcije, te izraCunavanja zajednickih uCinaka Kkoriste¢i koncept
koncentracijske aditivnosti na osnovu TEQ, do danas nema opcenito prihvacenog dogovora za
izraCun TEQ. Zbog razliCitih maksimalnih indukcijskih razina EROD-a, vjerojatno kao
posljedica dodavanja enzimske indukcije i enzimske inhibicije, uvelike koristene EC50
vrijednosti ne Cine se primjerenim za opisivanje aktivnosti slicne djelovanju dioksina sloZenih
okolisnih mjeSavina. Umjesto toga preporuCene su niske zadane razine EC vrijednosti s
osvrtom na najjac¢i EROD inducer TCDD, poput EC10+cpp. Omogucuju najjasniji zakljucak o
ucincima posredovanim Ah-receptorom uvelike iskljuCujuci utjecaj dodane enzimske
aktivnosti (Brack i sur., 2000).

Stoga smo se u ovom istrazivanju ekotoksiCnosti uzoraka sedimenta potoka Gorjak, za
procjenu EROD aktivnosti, koristili izraCunavanjem FEL-TEQ, tako i max EROD vrijednosti.
Visoka koreliranost dobivenih rezultata FEL-TEQ i max EROD (R? = 0.98), temeljenih na
razliCitim uCinkovitim koncentracijama, govori u prilog vjerodostojnosti dobivenih rezultata
(Slika 19).
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Slika 19. Koreliranost rezultata FEL-TEQ i max EROD dobivenih u ovom istraZivanju.

U pogledu prisustva inducera sustava oksidaza mijeSanih funkcija ovisnih o citokromu P-450,
rezultati dobiveni u ovom diplomskom radu nisu nimalo iznenadujuci s obzirom na rezultate
kemijske analize potoka Gorjak. Naime, analizom organskih zagadivala u sedimentu potoka
Gorjak utvrdena je znatna zastupljenost svih 16 nesupstituiranih predstavnika policiklickih
aromatskih ugljikovodika, a najviSe razine izmjerene su u uzorcima s lokacija S1 i S2 (Slika
20; lzvjestaj, 2008). Sto se tice porijekla PAH-ova, na temelju doprinosa supstituiranih
homologa moze se procijeniti da se, najvjerojatnije, radi o kombinaciji doprinosa od naftnog

zagadenja i pirolitickih procesa.

Osim PAH-ova, registrirana je visoka razina i polikloriranih bifenila (PCB). Koncentracija
ukupnih PCB-a dostizu na lokacijama nizvodno od pogona ,,Plive* i ,,Kvasca®“ i do 720 ng/g
Sto se moze smatrati dosta visokom razinom, posebno ako se ima na umu da bi potok Gorjak
trebao imati kvalitetu vodotoka druge kategorije (Izvjestaj, 2008). Uocljiva je velika slicnost s
raspodjelom PAH-ova. lIzrazito poviSene razine zabiljeZene su samo na postajama S1 i S2,
dok se na nizvodnim postajama koncentracije naglo smanjuju. Dobiven vrlo visok koeficijent
izmedu PCB-a i ukupnih PAH-ova (R*=0.97) sugerira da oba tipa zagadivala dolaze iz istog

izvora, ali i to da je njihovo ponaSanje u istrazivackom sustavu vrlo sli¢no.

Prema tome, kako su CYP1A induceri u pravilu organske kemikalije, vrlo Cesto iz skupine
PAH, izmjerena indukcija EROD aktivnosti vjerojatno je posljedica relativno visoke
koncentracije PAH-ova, PCB-ja i srodnih organskih spojeva koji su rezultat intenzivne

industrijske aktivnosti. Medutim, jednako tako je izvjesno da se zabiljeZzena razina EROD
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aktivnosti ne moZe u potpunosti, ¢ak niti ve¢im dijelom, objasniti izmjerenom koncentracijom
PAH-ova. Stoga je nuzno analizirati dominantna organska zagadivala u sedimentu potoka
Gorjak, a to su prije svega farmaceutici: najvecim dijelom makrolidni antibiotici i njihovi
metaboliti (Izvjestaj, 2008), dakle kljucni proizvodi u pogonima ,,Plive* i ,,Kvasca“. Kako o
EROD indukcijskom potencijalu makrolidnih antibiotika nema puno podataka, rezultati ovog
rada jasno ukazuju da ova skupina okoliSnih zagadivala treba biti predmet buducih

istrazivanja.
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Slika 20. Raspodjela policiklickih aromatskih ugljikovodika u sedimentima potoka Gorjak
(Izvjestaj, 2008).

Prema razinama zagadivala Cije su koncentracije regulirne propisima (PAH i PCB), sedimenti

potoka Gorjak mogu se Klasificirati kao srednje do jako optereceni.

Sto se tice rezultata odredivanja kroni¢ne toksicnosti koridtenjem testa s jednostani¢nom
algom vrste S. subspicatus, jasno se moze uociti visoka toksi¢nost sedimenta potoka Gorjak

(Slike 15-18, Tablica 8). Osobito je to naglaseno za sedimente sakupljene na lokacijama blize

52



Rasprava

pogonima ,,Plive* i ,,Kvasca“, uz znaCajno opadanje toksi¢nosti nizvodno od postaje S5. Pri
tome je vazno istaknuti da se prema vaze¢oj medunarodnoj regulativi sediment sakupljen na
postaji S1 moze smatrati izrazito (eko)toksi¢nim, ukazujuéi na nuznost hitne sanacije potoka

Gorjak.

U skladu s (ne)selektivnoscu testa sa S. subspicatus, izmjerena kroni¢na toksi¢nost vjerojatno
je kumulativna posljedica niza toksi¢nih zagadivala koja se u sedimentu potoka Gorjak mogu
nai i u visokim koncentracijama. Ono Sto se posebno istiCe su izmjerene koliCine
ekotoksicnih metala, kojih ima Citav niz i koji se pojavljuju nizvodno od referentne postaje.
Poredani po jacCini koncentracije slijede Ni > Hg > Zn > Cu > Pb > Cr > Cd. NajveCi i
zabrinjavajuci stupanj zagadenja utvrden je za metale Ni, Hg, Zn, Cu i Pb (lzvjestaj, 2008).
Kada se tome pridodaju iznimno visoke koncentracije antibiotika, njihovih prekursora i
metabolita, te znaCajne koncentracije ,klasicnih® organskih industrijskih zagadivala,
izmjerena toksicnost je vjerodostojna posljedica slozene mjeSavine toksicnih komponenti

sedimenta potoka Gorjak.

Prema tome, koristei dva Siroko zastupljena biotesta vjerodostojno smo ustanovili da je
sediment potoka Gorjak iznimno zagaden ekoloSki sustav, koji uz izuzetak specificnih
bakterijskih zajednica ne moze ni u kojem slucaju osigurati bioraznolikost koja bi odgovarala
ovakvom tipi vodotoka. Jednako tako je nedvojbeno da je zateCeno stanje izravna posljedica
dugogodisnjeg ispustanja zagadenih industrijskih otpadnih voda iz pogona tvrtki ,,Pliva“ i
»Kvasac”. Kada se tome pridoda Cinjenica da se ovako zagaden potok izravno ulijeva u Savu,
te da se susjedno podrugje potoka Gorjak nalazi u okviru vodozadtitne zone ,,Sibice*, jasno je
da podrucje zahtijeva hitnu i pazljivo planiranu sanaciju. Nadam se da su rezultati ovog
istraZzivanja barem manjim dijelom pridonijeli znanstveno utemeljenom i $to skorijem rjeSenju

ovog ekoloskog problema.
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Zakljucak

Ocigledno je da je sadrzaj organskog oneciS¢enja u sedimentima potoka Gorjak vrlo sloZen, a
opterecenje specifi€nim organskim spojevima dosta je visoko. U sastavu organskog
opterecenja ispreplicu se prirodni organski sastojci, koji u znatnoj mjeri potjeCu od otpadnih
tvari povezanih s ispustanjem otpadnih voda iz proizvodnje kvasca, te tipiCna antropogena
zagadivala kao Sto su policiklicki aromatski ugljikovodici, poliklorirani bifenili, makrolidni
antibiotici, ftalati i alkilfenoli.

Raspodjela zagadivala antropogenog karaktera (ksenobiotika) pokazuju izrazito povisenje
koncentracije na lokacijama neposredno nakon pogona “Plive” i “Kvasca”, dok u najdonjem

dijelu toka (S10-S19) dolazi do znatnog smanjenja razina svih pracenih sastojaka.

Provedbom ekotoksikoloskih analiza uzoraka sedimenta pomocu biotestova EROD i testa

inhibicije rasta jednostanicne alge vrste Selenastrum subspicatus, zakljucujemo slijedece:

1. Uzorci sedimenata iz potoka Gorjak pokazali su visoku razinu kroni¢ne toksi¢nosti.
Osobito visoka razina izmjerena je u uzorku sakupljenim neposredno iza pogona
»Plive“. Jasno je uoCena tendencija opadanja kronicne toksi¢nosti s udaljavanjem od
pogona;

2. Koncentracija bioloski relevantnih zagadivala u sedimentu, inducera CYP1A ovisnih

detoksikacijskih enzima, izrazito je visoka neposredno nakon pogona ,,Plive*.

3. Testovi ukazuju da se sediment iz potoka Gorjak, sakupljen nizvodno od pogona
»Plive®, moze kvalificirati kao srednje do visoko toksiCan sediment;

4. lzrazito toksiCnim ocjenjujemo sediment neposredno nakon pogona ,,Plive” (lokacije
S1 do S3, otprilike prvih 700 m potoka nakon pogona).
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