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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 viseca 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 izbjecCi izlaganje teSkim metalima (SrebocCan 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 oneCiSCenje metalima zbog njihove toksi¢nosti, otpornosti i bioakumulacije u
vodenim organizmima (Dragun i sur., 2010). Metali su toksiCni 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 veZzu na citosolne proteine, poput
metalotioneina (MT) (Strizak i sur., 2014).

Mekusci, posebno Skoljkasi 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 Skrgama.
Unos metala putem hrane uzrokuje nakupljanje u tkivima za pohranu, poput probavne Zlijezde
(Raspor i sur., 2004). Neki mekusci su prilagodeni na odredene razine metala te uspijevaju
prezivjeti i 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
netoksicnom 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
djelomicno zahvaljujuci 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 podrucjima, ucestalo konzumiranu hranu. Stoga je vazno da takva hrana bude Sto
nizeg rizika za zdravlje potrosaca (SrebocCan i sur., 2014). Primjena biomarkera kao indikatora

zagadenja kod akvati¢nih organizama se razvila tijekom zadnjih nekoliko desetljeca.
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Pomocéu 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 slicnim hidrografskim i
klimatoloSkim karakteristikama kao i onim kod podrucja istrazivanog zbog onecis¢enosti (Leini6
I Lehtonen, 2005). Idealan biomarker u ekotoksikoloskim istrazivanjima ne pokazuje sezonsku
varijabilnost kao odgovor na dostupnost hrane i reproduktivni status, nego varira samo zbog
onecis¢enja. Medutim, u praksi je ovo rijedak slucaj (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 Cega ih je oko 35 000 fosilnih. Danas su sistematski
rasporedeni u sedam razreda: Aplacophora (bezljusturasi), Polyplacophora (mnogoljusturasi),
Monoplacophora (jednoljusturasi), Gastropoda (puzevi), Cephalopoda (glavonosci), Bivalvia
(Skoljkasi) i Scaphopoda (koponosci). Uglavnom zive u moru, ali prisutni su i u slatkim vodama
te na kopnu (Habdija i sur., 2011).

Mekusci su bilateralno simetricne 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 uopce nemaju. Stijenka tijela mekuSaca je gradena
od epiderme i miSica. 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 meku3aca se sastoje od sredinje osi i dva
niza Skrznih listi¢a, koji su nanizani sa svake strane srediSnje osi. ListiCi usmjeravaju strujanje
vode i na taj nacin dolazi do izmjene plinova i izbacivanja nepoZeljnih Cestica. Mekusci imaju
tetraneuralan zivCani sustav koji se sastoji od 5-6 pari ziv€anih ganglija i dva para uzduznih
ziv€anih vrpci. Gangliji su medusobno povezani ziv€anim komisurama i konektivama. Kod

mekusaca je prisutan proces cefalizacije Ziv€anog sustava te su svi gangliji koncentrirani blizu
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okozdrijelnog prstena. GlavonoSci imaju najrazvijeniji zivCani sustav od svih mekuSaca te se on
moze usporediti s onim kod kraljeZznjaka. 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. lzgraden je od srca, aorte, krvnih zila, hemocela i hemolimfe. U hemolimfi se nalaze
respiratorni pigmenti hemocijanin, hemoglobin ili hemeritrin. Za ekskreciju mekuSci imaju
sloZzeno gradene metanefridije sa nefrostomima i nefridioporima. PreteZzno su razdvojena spola i
imaju vanjsku oplodnju. Razvijaju se preko liinke trohofore koja je karakteristiCna ne samo za
mekusce, ve€ i za koluti¢avce, Strcaljce, zvjezdane i druge protostomicne Zivotinje. Kod puZeva,

......

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

1.2. Skoljkasi

Razred Skoljkasi (Bivalvia) su iskljuCivo vodeni organizmi te mogu biti sjedilacki ili
polusjedilacki oblici. Oni naseljavaju morske i slatkovodne ekosustave. Do danas je opisano oko
25 000 vrsta SkoljkaSa. Tijekom evolucije su se specijalizirali na Zivot u vrlo raznolikim
staniStima. NajveCi broj SkoljkaSa Zivi ukopan u mekanom sedimentu, ali postoje i oni koji su
priévrsceni na podlozi ili Zive slobodno u bentalu. Neki buSe hodnike u kamenu ili drvetu, a mali
broj Skoljka3a su nametnici i komenzali na drugim beskraljeZnjacima. MiSicavo 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 izluguje plast, koji potpuno obavija cijelo tijelo $koljkasa i zatvara
plastanu Supljinu. Na straznjoj strani plast tvori ulazni i izlazni otvor, koji mogu biti produzeni u
sifo ili tulajicu. Otvaranje i zatvaranje Skoljke omogucuje antagonisticko djelovanje ligamenta i

miSica 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 Cetiri reda: Protobranchia, Filibranchia, Eulamellibranchia i
Septibranchia. Predstavnici Protobranchia imaju par jednostavnih trepetljikavih ktenidija u
plastanoj Supljini. Trepetljike stvaraju struju vode i odnose &estice sa $krga. Skrge im sluZe samo
za disanje, a pomocu trepetljikavih pipala uzimaju hranu iz sedimenta. Filibranchia i
Eulamellibranchia su evolucijski odvedenije skupine. Oni se hrane procjedivanjem vode na
Skrgama i koriste Cestice iz struje vode. Ovakav nacin hranjenja, neovisan o sedimentu, omogucio
im je osvajanje novih staniSta (epibentos, Cvrsti supstrat). Kod njih je do$lo do povecanja
povrsine Skrga tako Sto su Skrzna vlakanca postala duza i brojnija. Vlakna su preklopljena i tvore
Skrzni list ili lamelu pa se ovakve Skrge nazivaju listaste. Trepetljike imaju ulogu u razvrstavanju
Cestica na vlaknima. Predstavnici Septibranchia imaju misSi¢ne pregrade za izmjenu plinova. Oni
nemaju lamele za procjedivanje jer su grabezljivci ili detritivori. Kod Skoljkasa je dosSlo do
decefalizacije zivCanog 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 i fotoreceptori. Zbog karakteristicnog nacina prehrane, Skoljkasi nemaju radulu
niti Celjust. Njihov optjecajni sustav je otvoren. lzmjena plinova se odvija preko skrga, plasta i
stopala. SkoljkaSi su vecinom razdvojena spola, ali postoje i dvospolci. Morski 3koljkasi
uglavnom imaju vanjsku oplodnju u slobodnoj vodi, dok se kod slatkovodnih $koljkaSa oplodnja
odvija u plastanoj Supljini. 1z oplodenog jaja se razvija liinka trohofora, a zatim
slobodnoplivajuca planktonska li¢inka veliger. Nakon $to se veliger pri€vrsti za podlogu, iz nje se
razvija mladi SkoljkaS. Zbog strujanja vode u rijekama i male gustoce vode, kod slatkovodnih
SkoljkaSa ne postoji planktonska liinka, osim kod raznolike trokutnjace (Dreissena polymorpha).
Stoga se kod njih iz trohofore razvija li¢inka 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 stanista. Oni koji Zive ukopani u mekanom
sedimentu imaju ulaznu i izlaznu cijev tulajice na straznjoj strani tijela. Pomocu tulajice su
povezani sa vodom iznad sedimenta. Neki SkoljkaSi su presli u epibenti¢ka stanista te se mogu
pricvrstiti za podlogu pomocéu 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 Cvrste supstrate (kamen, drvo) te si sami stvaraju Zivotni prostor. Oni struzu

kamen ljuSturama (npr. Teredo), a neki kao dodatnu pomoc¢ 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 bentiCki organizmi su optimalni bioindikatori zagadenosti morskog okoliSa
(Leini6 i Lehtonen, 2005). Skoljkasi se vrlo esto koriste kao organizmi za pracenje utjecaja
onecid¢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 veliCine za istrazivanja, dovoljno
su robusni da prezive transport, preZivljavaju u bocCatim vodama, lako se odreduju i imaju
ekonomsku veliku vaznost (Raspor i sur., 2005).

Zbog njihove velike sposobnosti filtracije vode i sesilnog nacina Zivota, oni predstavljaju
vremensku i prostornu sliku biolodke dostupnosti metala u okolidu. Skrge $koljka3a se koriste za
istrazivanja kratkoronog oneciSCenja 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 i 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 i Cd te se zbog toga Cesto u njoj
mjere MT-i kao biomarkeri izloZzenosti metalima. Medutim, moguce je mijeriti njihovu
koncentraciju i u Citavom tkivu dagnji $to 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 cvrsti supstrat se prihvaca 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 izlu€eni
protein oblikuje u nit (Habdija i sur., 2011). Kao i ostale dagnje, ima agregacijsko ponasanje te se
jedinke Cesto mogu naci u nakupinama. Mediteranska dagnja je gonohorist. Kod nje dolazi do
razvoja gonada od travnja do lipnja/srpnja, a razdoblje mrijesta je najucCestalije 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
i moze podnijeti Siroki raspon okolisnih uvjeta. Zbog toga je jedna od najistrazivanijih vrsta u
podruCju ekotoksikologije. Zbog sjedilackog nacina zivota, filtracijske prehrane i visokog
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)

Skoljka$ raznolika trokutnjata, Dreissena polymorpha (Slika 2) je slatkovodna vrsta.
Naziv raznolika trokutnjaca je dobila zbog svoje ljusture koja ima oblik trokuta izvedenog na
razlicite 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 i
izdvajanje hranjivih tvari iz vode (Habdija i sur., 2011). Raznolika trokutnjaa predstavlja
iznimku medu slatkovodnim 8koljkaSima, jer se njezin razvojni ciklus odvija preko veliger
licinke, a ne glohidije. Planktonska veliger liCinka je inaCe karakteristiCna za morske SkoljkaSe.
Pomodu slobodnoplivajuce veliger licinke, raznolika trokutnjaa moZze 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. stolje¢u rasprostranila pomocu
brodova u mnogim vodotocima sredi$nje 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¢vrs¢uje za ¢vrstu podlogu,

poput brodova, dokova i cjevovoda. Takoder obrasta i druge SkoljkaSe te im na taj nacin

7


http://eol.org/data_objects/13265746

onemogucava otvaranje ljusture i filtraciju vode. Zbog iznimno velike plodnosti istiskuje
autohtone vrste Skoljkasa i drugih bentiCkih organizama (Lajtner, 2005). Filtracijom
fitoplanktona i 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 teSkim metalima zbog visokih stopa filtracije i 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

Akvaticni organizmi, poput SkoljkaSa, predstavljaju vrlo znaCajan izvor kvalitetnih
bjelanCevina i masnih Kiselina te stoga zauzimaju vazno mjesto u ljudskoj prehrani. Zbog toga je
se mogla procijeniti razina rizika za zdravlje ljudi (SreboCan i 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 oneciS¢enje okolisa i na Stetne ucinke
koje imaju zagadivaCi na staniCnoj razini. Oni su odraz zdravstvenog stanja organizma na
stanicnoj ili molekularnoj razini te brzo odgovaraju na stres. Stoga imaju velik toksikoloski
znaCaj (Erk i sur., 2002). Glavna poteSkoca pri koristenju biomarkera u biomonitoringu je njihova
interferencija sa okoliSnim Cimbenicima i zagadenjem. Biomarkeri koji se koriste moraju biti u
mogucnosti razlikovati utjecaj okolidnih ¢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¢ i sur., 2003). Prije koristenja biomarkera kao biolo3kih 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 i
beskraljeSnjaka (Hamza-Chaffai i sur., 2000). Imaju strukturu koja je ostala konzervirana tijekom
evolucije (Marie i sur., 2006). Sadrze puno metala, imaju specifican 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-i su topljivi stanicni 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 staniCnu signalizaciju, rast stanica i disanje. Medutim, u
visokim koncentracijama mogu biti toksi¢ni (Strizak i sur., 2014). MT-i sudjeluju u homeostazi
Zn i Cd tako Sto odrZavaju intracelularnu koncentraciju ovih iona na niskoj razini te tako $to
pohranjuju Cu i Zn za kasnije potrebe organizma (Raspor i sur., 2005). Bioloska funkcija MT-a
ukljuCuje i detoksifikaciju esencijalnih metala unutar stanice (Amiard i sur., 2006). Zahvaljujuci
ovim funkcijama, organizmi koji Zive u okoliSu zagadenom metalima su tolerantni na metale.

To su specifi¢ni inducibilni proteini. MT-i Stite organizme od toksi¢nosti metala jer imaju
visok afinitet za vezanje metala. Na taj nacin sluze kao koristan ,,surogat* toksicnim metalima
kod vodenih organizama prije nego su organizmi izlozeni subletalnim i letalnim koncentracijama
odgovor na izloZzenost metalima, kao §to su Cd, Cu, Zn i Hg (Raspor i sur., 2004). Sa povecanom
koncentracijom metala u tkivima dolazi do povecane ekspresije MT-a (Amiard i sur., 2006). Na
ekspresiju MT-a utjeCu i drugi ,,nemetalni* zagadivaci, poput pesticida pentaklorofenola (PCP-a)
(lvankovi€ i sur., 2010). Nadalje, MT-i su inducirani spojevima koji stvaraju oksidativni stres.
Oni prikupljaju oksiradikale i veZzu 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 Stiti
stanicu od peroksidacije lipida i 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 pove¢ava (Hamer i sur.,
2008).

Medutim, bioticCki i abiotiCki faktori dodatno utjeCu na razinu MT-a (Raspor i sur., 2004).
Hormoni, citokini i drugi endogeni faktori potiCu 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-i 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 pogredno interpretirati kao posljedica antropogenih aktivnosti. Uz koncentraciju
MT-a, koncentracija metala koji su se akumulirali u tkivima SkoljkaSa 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 (Ilvankovic 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 Ceski 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(lI)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 amonijacnog pufera i
Co(NHz3)sClgz, pri diferencijalnom pulsu pomocu Zivine elektrode (Raspor, 2001). Ova metoda se
moze primijeniti na odredivanje MT-a kod organizama koji su bili izlozeni metalima u okoliSu.
Mijerenje 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 moZe kombinirati kapajucu Zivinu elektrodu
(engl. dropping mercury electrode, DME/SMDE) i stacionarnu viseCu Zivinu elektrodu
(engl. stationary hanging mercury drop electrode, HMDE). Stacionarna vise¢a Zivina elektroda
(HMDE) sadrZi Zivu pomoc¢u koje se provodi cijeli korak s naponom. Ziva koja se nalazi u
spremniku prolazi kroz staklenu kapilaru, tvoreCi kapljicu na kraju kapilare. Tok Zive je
kontroliran pomocu igle koja se moZe pneumatski podici 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 i protuelektrode. Ag/AgCl referentna elektroda sadrZi
unutradnji sustav sa elektrolitom KCI Cija je koncentracija c(KCI)=3 mol/L. Ova elektroda se
nalazi u posudi koja sadrzi elektrolit NH4Cl + NH4OH. Elektrolit NH4Cl + NH4OH sluzi kao
most izmedu referentne elektrode i 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 razliCitih uzoraka. Uredaj je povezan sa kompjuterom pomocu 797 VA

Computrace Software 1.0, koji mozZe raditi kvalitativne i 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 istrazivanja se
organizmi ¢esto nemaju dovoljno hrane (Raspor i sur., 2005). Tu se organizmi kratkotrajno izlazu
visokim i nerealnim koncentracijama onecCisCivaca, Cesto vecim nego Sto su to u prirodi (Hamza-
Chaffai i sur., 2000). Vrijeme izlaganja onecisCivaCima 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, Sto za njih moZe predstavljati veliki stres.

S druge strane, in situ istraZivanja omogucuju uvid u stanje organizma u odredenom
prostoru i vremenu. Rezultati ovih istrazivanja ukazuju na slozene bioloske odgovore te je
potrebno razumijeti fiziologiju i metabolizam prouCavanog organizma (Raspor i sur., 2005).
Istrazivanja na terenu su potrebna kako bi pruZzila informacije o odgovoru organizama u
prirodnim uvjetima, gdje brojni biotiCki i abioticki Cimbenici utjeCu na razinu MT-a. Ovi
¢imbenici mogu maskirati indukciju MT-a uzrokovanu zagadenjem metalima. Istrazivanja koja
ukljucuju transplantaciju organizama in situ omogucuju kontrolu porijekla populacija i bioloskih
karakteristika jedinki. Prednost istraZivanja na terenu je i to Sto se organizmi uzgajaju u njihovom
prirodnom okoliSu te Sto 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 Skrge 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, Sto dovodi do njihove pohrane u ovom tkivu (Dragun i sur., 2004). Tijekom
reproduktivnog ciklusa masa Skrga se neznatno mijenja, za razliku od probavne Zlijezde Cija se
masa znacajno poveca. One pokazuju najmanju sezonsku varijabilnost, $to je jo$ jedna prednost
njihova koriStenja u istrazivanjima.

Dragun i sur. (2004) su koristili Skrge dagnje Mytilius galloprovincialis kao ciljani organ
da bi istrazili izloZzenost 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. UocCena je sezonska varijabilnost
MT-a te je njihova razina povecana na jesen i ljeto. Razina MT-a je najviSe povezana sa Zn i Cd.
Cd i 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 i Cd u Skrgama zbog vecCe 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 staroSCu dagnje. Varijabilnost u masi $krga je rezultat razliCite 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 povecanje 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 biotiCkim i abiotickim faktorima, kao $to su vrijeme uzorkovanja,
ukupna koncentracija citosolnih proteina, veliCina dagnje i masa $krga, a ne sa razinom
esencijalnih metala (Cu i Zn) u citosolu. Ovo ograniCava 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) i potiCe gametogenezu (Raspor i sur.,
2005). Od svih organa, probavna Zlijezda 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 izlozenosti Cd putem MT-a (Raspor i sur., 2004).
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Odredena je koncentracija metala (Cd, Zn, Cu, Mn i 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 0
biotiCkim i abiotiCkim parametrima. Dostupnost hrane i reproduktivni ciklus utjeCu na vremensku
varijabilnost mase probavne Zzlijezde. Razdoblje sa viSom koncentracijom MT-a i metala se
preklapa sa razvojem gonada i povecanom dostupnosti hrane. U razdoblju izmedu veljacCe i lipnja
dolazi do povecanja mase probavne Zlijezde jer ona sluzi za intracelularnu i 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. Veca koliCina hrane omogucava
akumulaciju glikogena, lipida i proteina te potiCe gametogenezu. Dostupnost hrane povecava
stopu filtracije i prolaz vode kroz Skrge, Sto utjeCe na unos metala. Bitan izvor metala u
probavnoj zlijezdi 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 niZzu 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 Sto
ukazuje na akumulaciju ovog toksi¢nog metala u probavnoj zlijezdi dagnji, koje su uzgajane u
priobalnoj zoni izloZzenoj 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 potiCu 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, unatoC 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 $koljkasa Ruditapes decussatus. Skoljka$ 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, Skoljkasi 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 veCinom 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 Skoljkasa 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 koliCinu 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 koliCini 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
pjes€anog zijala (Mya arenaria) kako bi procijenili zdravstveni rizik konzumenata Skoljkasa koji
su uzgajani u estuariju izloZzenom otpadnim vodama i metalima. Zbog ucCestalog 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 pjeS€ano zijalo imaju razliCite
sposobnosti filtracije i razliCitu ekofiziologiju metala pa pokazuju drugaCije zagadenje metalima.
Plava dagnja ima vecu sposobnost bioakumulacije metala, posebno u probavnoj zlijezdi. Duzina
reproduktivnog ciklusa, asinkrono ispustanje gameta i 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 pjeS¢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 izloZzenost kadmiju smanjuje mogucnost primjene
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probavne Zlijezde za biomonitoring metala putem MT-a. Unato¢ tome, prema Mediteranskom
akcijskom planu (UNEP/ RAMOGE, 1999), preporu¢a se analiza probavne Zlijezde. Kod
pjes€anog zijala Cd i 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 razliCite mehanizme detoksifikacije i
indukcije MT-a. Posto je kod dagnji najveca koli¢ina metala pronadena u netopivoj frakciji,
manji je rizik za konzumente. Kod pje$canog zijala toksic¢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 izlozeni 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 izloZzenost 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
izlozenoS¢u SkoljkaSa Cd i H20». Kod organizama koji su bili izloZzeni Cd, MT-i su se znacajno
povecali. U prisutnosti oksidansa (H202) MT-i su se zna€ajno 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 H20., MT-i su se povecali pri bilo kojoj koristenoj koncentraciji Cd te su
svi Skoljkasi prezivjeli. Ovo dokazuje da metali induciraju ekspresiju MT-a, Cak 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 SkoljkaSa Cerastoderma edule. U
kontrolnim uvjetima, MT-i veZzu vecinu esencijalnih metala (Zn i Cu) u otopini. U stresnim
uvjetima, kao Sto je izlozenost Cd ili H2O2, MT-i ne vezu Cu i vezu 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 pojedinacnih
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 izlozenost smjesi metala, a ne samo pojedinatnom metalu
kako bi se dobili uvjeti slicni 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 SkoljkasSa.
Bioakumulacija Cd je ovisna o koncentraciji i trajanju izloZenosti metalu. Sa povecanjem
koncentracije Cd dolazi do veée akumulacije Cd i veCe koncentracije MT-a. Povecana
akumulacija Cd pokazuje da ga Dreissena polymorpha ne moze eliminirati iz tkiva. Medutim,
velike koli¢ine MT dozvoljavaju SkoljkaSima da koncentriraju puno Cd bez oSte¢enja. Za razliku
od Cd, Cu nije utjecao na ukupnu razinu MT-a te su dagnje pokazale ograniCenu bioakumulaciju
Cu. Sa svakim povecanjem koncentracije Cu dolazi do nove uspostave ravnoteze Cu u
organizmu. Ova ravnoteZa ukazuje da SkoljkaSi 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 ograniCava
koristenje MT-a kao biomarkera izlozenosti teSkim metalima u slatkovodnim ekosustavima kod
SkoljkaSa Dreissena polymorpha. Odgovor Cu je specifian za svako tkivo te je moguce da se ne
uocCava prilikom mjerenja MT-a u ukupnom tkivu. Iz tog razloga moze doci 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 razliCite ekoloSke niSe: Corbicula fluminea Zivi zakopana u
gornjem sloju sedimenta, a Dreissena polymorpha Zivi privrs¢ena za c¢vrsti supstrat. Kod
raznolike trokutnjace, varijacije u koncentraciji MT-a su snazno povezane sa bioakumulacijom
Cd i Zn. Takoder, ona je pokazala vecu akumulaciju metala, posebice Zn. Kod $koljkasa
Corbicula fluminea koncentracije MT-a su povezane samo sa akumulacijom Cd. U kratem
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 ukljucCuju izluCivanje 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.
Ivankovic 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 zagadivac tj. pesticid. IstraZivanje je provedeno kako bi se
procijenila iskoristivost MT-a kao biomarkera izloZzenosti 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 ug/L) toksi¢na i prelazi obrambeni kapacitet
stanice te uzrokuje prestanak filtracije. Ovo povecanje MT-a je pratilo povecanje Cd u citosolu.
IzloZenost poveéanim koncentracijama Cd je rezultiralo povecanjem Cd u topljivoj frakciji u
tkivu SkoljkaSa. PovecCana koncentracija MT-a u tkivu je povezana sa vecom akumulacijom Cd u
tkivu. Razlog ovakve indukcije MT-a mozZe biti prisutnost slobodnih metala sa prooksidativnim
svojstvima (Cu i Cd). lzlozenost 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 vecih koncentracija Cu i Cd, do$lo 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. VecCe 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 Skoljkasa, 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. Razlicite
izoforme MT-a mogu imati fizioloSku i zaStitnu funkciju. Do sada su kod dagnji Mytilus
galloprovincialis i Mytilus edulis, koje su izloZzene povisenim razinama Cd i Hg, pronadena dva

oblika MT-a, monomerni i dimerni (lvankovic i sur., 2002).
19



U probavnoj Zlijezdi mediteranskih dagnji koje su bile izloZzene Cd, kao i onih koje uopce
nisu bile izloZzene metalima, su istrazeni viSestruki oblici MT-a (lvankovi¢ i sur., 2002).
Pronadena su dva razlicita 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 izlozenih Cd, nego iz onih koje uopce nisu bile izlozene
metalima. U dagnjama koje nisu bile izloZzene 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. Veci 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 (lvankovi¢ 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 Cimbenika 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 biometriCki parametri, kao $to su masa Skoljke/ljusture,
ukupna masa svjezeg tkiva i indeks kondicije, u znatnoj mjeri utjeCu na razinu MT-a u Citavom
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 razliCitim biokemijskim funkcijama. 1z 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 razliCite faze reproduktivnog ciklusa (Mourgaud i sur., 2002; citirano prema Dragun i
sur., 2006). Na dostupnost hrane mogu utjecati alge koje stvaraju obraStaje na kavezima za
uzgajanje dagnji te uzrokuju manju cirkulaciju vode, a samim time i manji dotok hrane. Zbog
toga je dugorocno uzgajanje dagnji u kavezima u eutroficnom podrucju, poput Kastelanskog
zaljeva, nepovoljno.

Metali, a samim time i MT-i su ovisni o biometriCkim parametrima. Cd, Fe i Zn su metali
koji su ovisni 0 masi Skoljke, tj. o starosti dagnje te se akumuliraju proporcionalno sa staroScu.
Sto je dagnja starija to je vise metala prisutno u njoj. Na unos metala i njihovu akumulaciju ne
utjeCe samo starost, vec i 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
metaboliCki procesi su ovisni o 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 Cega je dobar indikator cjelokupnog zdravlja dagnje.

Metali koji poticu 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 potiCu metabolizam
proteina. To moZe biti veéa dostupnost hrane, koja povecava 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 razliCitih 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 i bioloSkih oneciscenja.
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 (lvankovic 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 razli€itih 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 istraZzivanju nije znaCajno varirala tijekom godine
dana. Probavna Zlijezda je karakteristicna 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 okolisSnim
¢imbenicima. Na varijacije antioksidanata kod mediteranske dagnje utjecu dostupnost nutrijenata,
temperatura i reproduktivni status. Sezonske razlike u temperaturi i dostupnosti hrane variraju
duz istoCne i zapadne obale Jadranskog mora zbog dubine, morskih struja i prisutnosti rijeka. Ove
varijacije utjeCu na reproduktivni ciklus dagnji, koji nije sinkroni kod razliCitih populacija.
Ovisno o intenzitetu ovih oscilacija, okolidni Cimbenici mogu inducirati ili inhibirati
antioksidanse. Okolisni ¢imbenici pokazuju razli€ite oscilacije na razliCitim podrucjima. Stoga se
razliCiti 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 BaltiCkog 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 izraZzena sezonska
varijabilnost temperature vode, dostupnosti hranjivih tvari i zasi¢enosti 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 (Leini6 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 dostupnoSCu 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 Skoljkasa (od svibnja do lipnja kod Macoma
balthica, u srpnju kod Mytilus edulis), a ne koliCini 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 visom 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 Leinio 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 onec€isc¢enje, sezonske
promjene viSe utjeCu na razinu MT-a nego onecis¢enje metalima. IzraZzena 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 Kkoreliraju 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 najCeSc¢ih
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 Sto poticu
sintezu ovog proteina. Medutim, brojna istraZzivanja SkoljkasSa pokazala su mnoge kontradikcije
oko indukcije MT-a. Isti metal razliCito utjeCe na sintezu MT-a kod razliCitih vrsta ili razliciti
metali drugacCije utjeCu na sintezu MT-a kod iste vrste.

UnatoC brojnim istraZzivanjima koja su provedena u posljednjih nekoliko desetljeca, izbor
najpogodnije vrste za biomonitoring i najboljeg organa za odredivanje MT-a su predmet brojnih
rasprava. Potvrdeno je da probavna Zzlijezda 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 predloZzeno 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 fiziolodkih
karakteristika organa unutar istih vrsta te izmedu razlicitih 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 SkoljkaSa, dok neki smatraju da je kao indikator izloZenosti metalima bolje
koristiti razinu metala u toplinski obradenom citosolu. lako su mnoga istraZivanja pokazala
indukciju MT-a u prisutnosti metala, postoji mnogo Cimbenika 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 svjeZzeg tkiva i indeks kondicije) mogu znatno utjecati na
koncentraciju MT-a. Ovi Cimbenici mogu znatno otezati primjenu MT-a kao biomarkera
izloZzenosti 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 istraZzivanja.
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 razliCite metode pomocu kojih se dobiju
razliciti podaci za istu vrstu. Stoga bi trebalo ujednaciti koriStenje metoda u istrazivanjima kako
bi se lakSe mogli usporediti podaci razliCitih znanstvenika. Sve viSe istraZzivanja u danasnje
vrijeme kombinira kvantifikaciju nekoliko biomarkera, a MT je samo jedan od njih. Tehnike
molekularne biologije doprinose otkricu razliCitih izoformi MT-a te se postavlja pitanje ima i
svaka od njih specificnu 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 utjeCe na pove¢anu 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.
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6. Sazetak

Organizmi koji zive u morskim, estuarijskim i slatkovodnim ekosustavima Cesto su izlozeni
antropogenom utjecaju. Medu oneCiS¢uju¢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 veZzu na metalotioneine (MT-e). MT-i su citosolni proteini
male molekulske mase, koji su odgovorni za odrZzavanje 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 i 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 0 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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