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POPIS KRATICA | SIMBOLA

DDT 1,1,1-triklor-2,2-bis(p-klorfenil)etan
DMSO dimetil sulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kiselina

EtBr etidijev bromid

EDTA etilendinitrotetraoctena kiselina
HCI klorovodina kiselina

H>0, vodikov peroksid

HNO; nitratna kiselina

KOH kalijev hidroksid

LMP agaroza niskog talista

KOH kalijev hidroksid

NacCl natrijev klorid

NaOH natrijev hidroksid

NMP agaroza normalnog taliSta

OH hidroksidni ion

PBS fosfatni pufer

RNA ribonukleinska kiselina

TRIS-HCI Tris (hidroksimetil)-aminometan hidroklorid
TBT tributil-kositar

TIOH talijev(l) hidroksid

USEPA U. S. Enviromental Protection Agency (Agencije Aitzaokolisa)



1. UvVOD



U 20. i 21. stoljéu razvojem poljoprivrede, industrije i tehnologije, te p@gem ljudske
populacije javlja se svijest o mh@sobnoj ovisnosti i povezanogtivieka i njegova okolisa. S
tom svijegu dolazi spoznaja o utjecaju ra&#ih tvari na organizme u okoliSu, te indirektno i
na zdravlje ljudi.

Covjek kao inteligentno, racionalno i kulturnoé¢ei kojeg stalno vodi teznja za novim
znanjima nastoji zastititi svoju okolinu i bliznje te osigutadlju buditnost za sve. Nazalost,
kroz povijest se moze dibi puno pogreSaka u procjeni Stetnosti nekih tvari. Upotrebom
raznih pesticida, insekticida poput DDT-a, TBT-a, lakih i te$kétala te raznih kemikalija u
prehrambenoj industriji i medicini (npr. Talidomid) otkriven je njih@ratogeni, mutageni,
kancerogeni ¢inak na organizme. Taler treba imati na umu da se kemikalijje osim u
okoliSu akumuliraju i u Zivim organizmima te da niti jedna «karikesfere nije zastena od
njihovih negativnih posljedica.

Stoga,éovjek danas &i iz viastitin pogreSaka i iskustava, te stalno radi naapezrazliitin
metoda i testova koji mogu brzo i precizno odrediti te pravovremgmipedsti Stetno
djelovanje neke tvari. Razvojem preciznijih aparatura te femenovih spoznaja u biologiji
taj se napredak sve brze ostvaruje.

Medutim, niti jedna metoda nije sveobuhvatna, zlega veliku ulogu ima udnje novih

eksperimenata i metoda, koje bi mogle proSiriti danasnje znaressg®znaje.



1.1. GENOTOKSICNOST

Genotokstnost neke tvari @tuje se u promjeni nasljedne tvari organizma na kojiugiel
Te promjene se mogu vidjeti kao:

- oSteéenja molekule DNA

- genske mutacije

- kromosomske mutacije

- nepravilnosti tjekom mitoze i mejoze (http 1)

Genotoksine tvari su ksenobiotici koji svojim mutagenim i kancerogenimodgnjem
uzrokuju promjene u genomu koje mogu imati negativhe posljedice za mormal
funkcioniranje i reprodukciju organizma. Promjene u molekuli DNA kok¥it&senobiotici
uzrokuju mogu biti razni jednostruki i dvostruki lomovi lanaca, depuijga@dukti te
unakrsne veze DNA-DNA i DNA-proteini (Steinert i sur. 1998). Ukolise ne poprave,
nastala oStenja molekule DNA mogu uzrokovati niz posljedica na razini s@norgana,
jedinke te na kraju i cijele populacije (Lee i Steinert 2003).

Mutacije koje pogdaju germinativne stanice, uvijek se mogu prenijeti na potomsttimea
se moze znEjno ugroziti vijabilnost i fertiinost populacije. O&emja nasljednog materijala
¢esto su uzrok aje slabosti organizma pa ona mogu dovesti do promjginsu simptomi
objedinjeni pod nazivom «sindrom genot@ksh bolesti», a obuhvaju: promjene u
metabolizmu, poreméenu funkciju enzima, degenerativne procese koji prate atrofija tkiv
organa, inhibiciju rasta, brZze starenje, smanjenu @@t razmnozZavanja, paisnu
ucestalost neoplazija i bolesti (Kurelec 1993).

Da bi se utvrdilo genotok&io djelovanje neke tvari na stanice, postoji Siroki spektanvast
koji se primjenjuju za detekciju o$enja u izlozenim organizmima. Najpoznatiji su alkalna
elucija, alkalno odmatanje, komet-test, kromosomske aberauieonukleus-test i izmjena

sestrinskih kromatida (http 1).

1.2. TESKI METALI

Jedna od prakthih podjela metala jest podjela prema géistbaki su metali oni kojih je

gust@a manja od 5 g/cinkako &to su aluminij, magnezij, kalcij. Teski metali, katw su



npr. olovo, Zeljezo, cink, bakar, Ziva, zlato imaju gastee:u od 5 g/cm (Habu$ i sur.
1998). TeSki metaltine skupinu od preko 60 elemenata (Slika 1dm&ojima je véina
neesencijalnih (talij, kadmij, Ziva, krom, olovo) te su nekingii u malim koncentracijama
vrlo toksini.

Porijeklo teSkih metala u tlu moZe biti prirodno ili geogeno (nplkanske erupcije),
sekundarno pod utjecajem atmosfere, te antropogeno, kao postjedjekovog djelovanja.
Najvazniji antropogeni izvori orgcenja su rudarenje, industrijska proizvodnja, izgaranje
fosilnih goriva, recikliranje baterija, komunalni i indusikj otpad, poljoprivreda i medicina
(Babi 2007). Tako se npr. uporabom pesticida i troSenjem automobilskih gunsujpov
koncentracija kadmija, izgaranjem ugliena osttd)a se arsen, Ziva, selen i talij, a
komunalnim otpadom uz arsen osldap se jos i krom, bakar te nikal (Mallick i Rai 2002).
TeSki metali imaju svojstvo da se akumuliraju u Zivim organiaajiposebno biljkama koje
svoje hranjive tvari crpe iz tla u kojem rastu, a kigsto moze biti kontaminirano toksim
tvarima. Tako npr. visoke koncentracije teSkih metala izazibegjne anatomske, morfoloske
i fizioloSke promjene u biljkama te uje na metabolizam biljnih hormona i preko njih na
diobu i rast stanica tj. na ukupan rast organizma (http 2).

TeSki metali takder u organizmima ometaju ili spi@vaju velik broj enzimskih reakcija, i to
tako Sto konkuriraju vaznim elementima u tragovima i istiskinjiz njihovih spojeva.

Covjek je okruzen metalima i polumetalima od postanka zemlje.pBraze biokemijski
ciklus s razkitim vremenom zadrzavanja u atmosferi; hidrosferi, litasféiosferi. Dok se u
atmosferi zadrzavaju nm&e nekoliko dana do nekoliko tjedana, u kopnenim vodama
zadrzavaju se mjesecima i godinama, u oceaniméatisa godina, a u morskim sedimentima
10° godina (Habus i sur. 1998).
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Slika 1. Periodni sustav elemenata.



1.2.1. TOKSICNOST TESKIH METALA

Tokskcnost teSkih metala temelji se na direktnim i indirektnim @Sigma struktura i procesa
bitnih za normalno funkcioniranje stanice.

Direktna oStéenja izazvana su vezanjem metala na funkcionalne skupine, zamjenom
esencijalnih iona tok&nhim metalima i promjenom aktivne konformacije bioloSki vaznih
molekula. Indirektna ostenja obuhvéaju oStéenja nastala uslijed sekundarnog stresa (npr.
oksidacijskog) koji nastupa kada koncentracija nastalih doksspojeva nadmasi obrambeni
kapacitet stanice ptiemu se u w&)j ili manjoj mjeri oStéuju bioloSki vazne molekule kao

Sto su DNA, RNA, proteini, pigmenti i lipidi (Perl-TreveBerl 2002, Mallick 2004).

1.3. TALIJ

Talij (lat. Thallium) je kemijski element simbola Tl koji pripada skupini teskih reetd)
periodnom sustavu nalazi se u 6. periodi i 13. grupi elemenaieski broj mu iznosi 81, a
relativna molekulska masa 204,3833 g/mol. Gisstalija je 11,83 g/cf{Tremel i sur. 1997).
U prirodi se javlja u obliku dva izotopa: oko 30% ukupnog taifa 2°°Tl (202,97 g/mol),
dok preostalih 70%ini 2°°Tl (204,97 g/mol) . Poznato je i 26 umjetnih izotopa molekulskih
masa u rasponu od 191 do 210 g/mol (Frattini 2005). Elektronska konfiguracjgke ljuske
talija (4f“5d"°%6s’6p') dozvoljava dva oksidacijska stanja: *TI TI*® (Babi 2007).
Jednovalentni talij je manje toksini sli¢i kalijevom ionu K. Trovalentni talij je izuzetno
tokskan, i nastaje zagrijavanjem jednovalentnog talija ilirmejem istoga koncentriranom
nitratnom kiselinom (Emsley 2003).

Talij je mekan, srebrno-bijeli metal koji se moZe rermtiem (Slika 2 B). Nepostojan je na
zraku jer brzo oksidira i sa vlagom iz zraka formira hidroksidDf), te se zbog togéuva u
petroleju. Topiv je u svim kiselinama, a izrazito u nitratkisglini (Emsley 2003).

Talij je 1869. godine sttajno otkrio Sir William Crookes (1832-1919) (Slika 2 A). Pri
spaljivanju otpada iz pogona za proizvodnju sulfatne kiseline u spekptimijetio zelenu
liniju koja je pripadala do tada nepoznatom elementu. Zbog zelerespektra novome je
elementu dao naziv talij (§rThallos — zeleni pupoljak). Tijekom slijele godina element je

okarakteriziran i 1873. uvrsten u periodni sustav elemenata.



Talij je sastavni dio sulfidnih ruda cinka, olova, Zeljeza krba(Kazantzis 2000). Nagiio
bogate talijem su «kuroko» (€USe;) polimetalne sulfidne rude vulkanskog podrijetla
nastale hidrotermalnom mineralizacijom, a ima ga dosta u grémitiglijenu iz perioda jure
(Xiao i sur. 2004). Siroko je rasprostranjen, ali u vrlo niskim katreeijama.

Prosj&na koncentracija talija u Zemljinoj kori iznosi od 0,013 dofipé (Emsley 2003)
(Tablica 1), u prirodnim neog&éenim vodama do 0,03 ppm (Mulkey i Oheme 1993), dok u
on&is¢enim vodama u blizini rudnika dostize i 96 ppm (Zhou i Liu 1985).

Slika 2. Engleski kerdiar William Crookes (A). Talij (B).

Tablica 1. Koli¢ina talija u okoliSu (Emsley 2003).

Talij u okolisu

Zemljina kora 0,6 ppm

™ 0228ppm
Morskavoda  10ppt
Amostera -




Postoji nekoliko geoloSkih podtja prirodno bogatih talijem koncentracije i do 100 ppm u
tlu. Najpoznatija su podija AlSar u Makedoniji, Rotokawa u Novom Zelandu, Lengebach u
Svicarskoj, Guizhoz u Kini te podfje Neisse na trondé Njematke, Poljske iCeske (Heim
2002, Xiao i sur. 2004).

Svjetska proizvodnja talijevih spojeva iznosi oko 30 tona godiSnje t@gadse samo mali dio
elektrokemijski prerduje ucisti talij (Emsley 2003). Naju@ izvor ongiS¢enja su cementare i
elektrane koje energiju dobivaju sagorijevanjem ugljenabiB&007). Talij se takder
pojavljuje kao nusproizvod tijekom taljenja metalnih ruda cink@lova, te se oslolda i
prilikom obrade sulfidinih ruda (npr. pirit) za proizvodnju sumporne kis¢kmasley 2003).
Svjetska zdravstvena organizacija j& €®73. predloZzila zabranu uporabe talija, no on se jo$
uvijek Kkoristi kao rodenticid, insekticid, pigment, impregndmjssredstvo, sredstvo za
razdvajanje rudé i proizvodnju pirotehikih sredstava zelene boje te u medicini. Prije se
talij koristio u lije¢enju sifilisa, gonoreje, tuberkuloze, liSaja i drugih koznih infikte kao
depilacijsko sredstvo (Cvjetko 2009). Danas se u medicini taligtkdwo radioaktivni izotop
20| da bi se dijagnosticirale bolesti srca (Emsley 2003). Jakge svece&a njegov
upotreba u visokotehnoloSkim procesima kao Sto su proizvodnja paotayodi
niskotemperaturnih termometara, @gth kablova u telekomunikaciji. (Galvan-Arzate i
Santamaria 1998, Kazantzis 2000, John Peter i Viraraghavan 2005)lird koedicinama
talijeve soli se stavljaju u balon Zarulja sa Zarnom nité dgdjd gorenja uklanjaju i posljednje
ostatke kisika i na taj &an produzuju radni vijek zarulja (http 3).

Talij nema bioloSku ulogu u ljudima, zivotinjama, biljkama niitkroorganizmima stoga im

nije potreban niti u jednoj fazi razvoja.

1.3.1. TOKSICNOST TALIJA

Talij se iz okoliSa moze apsorbirati poéuo biljaka (Wallwork-Barber i sur. 1985) pa
ugradnjom u hranidbene lance postaje dostupan viSim organizmima&ujlidjui ¢ovjeka.
Istrazivanja su pokazala da je talij iz antropogenih izvora dostupijjema nego talij iz
prirodnih izvora (Wierzbicka i sur. 2004). Procijenjeno je da ptosjenevni unos talija
putem povéa u ljudski organizam u SAD-u iznosi okqu@. Talij se s viemenom akumulira u
organizmu (Tablica 2), a najie koncentracije nalaze se u bubrezima i jetri (Emsley 2003).

Prema standardima Agencije za zaStitu okoliSa (USEPA) prégarmaksimalni unos ne bi



smio iznositi viSe od pig mada se i 14ig smatra prihvatljivim. Pri pov&nom unosu (e
oko 20ug) kroz dulji period dolazi do simptoma kréne talotoksikoze (Lin i sur. 2001).
Poznato je da talij u animalni organizam ulazi preko koZe i slazrie ingestijom ili
inhalacijom (Cvjetko 2009). Wovjeka se simptomi trovanja talijem pojavljuje otprilike 2
tiedna nakon izloZzenosti. To su tromost, kratkotrajna nesvjesisgaren govor, g slabost

i gubitak kose. Kako se talij moZe apsorbirati direktno kroz koZu, tpeldi kako se njime
rukuje jer moze uzrokovati otpadanje noktiju (Emsley 2003). BlaZze obitk@nja talijem
moguee je tretirati aktivnim ugljenom i kalij cijanoferatom (JoReter i Viaraghavan 2005).
Letalna doza talija zéovjeka iznosi 8 mg/kg (Babi2007).

Tablica 2. Prosjéna kolina talija u ljudskom tijelu (Emsley 2003).

Talij u ljudskom tijelu

Krv 0,5 ppb
Kosti 2 ppb
Tkivo 4-70 ppb (v@na u misénom tkivu

Ukupan iznos Tl u tijelu  otprilike 0,5 mg

USEPA uvrStava talij mi# 13 najtoksinijin metala (Scheckel i sur 2004). Razlog visoke
toksiénosti talija lezi u njegovom visokom afinitetu prema amino-,nomii sulfhidrilnim
skupinama enzima te kemijskoj ¢slosti kalija. Zbog stinog ionskog radijusa staima
membrana ne razlikuje ione talija {Tlionski radijus 147 pm) od iona kalija {Kionski
radijus 133 pm; Hoffman i sur. 1999) te oni imaju isti mehanizarermga u stanicu. Osim
Sto interferira s ulaskom kalija u stanicu talij agei na metabatke procese oponaSgju
kalij. Dokazano je da sudjeluje u aktivaciji nekih enzima'(K" -ATP-aze, piruvat kinaze i
aldehid dehidrogenaze), u stabilizaciji ribosoma i kontrakciji ¢Gai$e da utjge na sintezu
proteina, transportne mehanizme i mitozu (Galvan-Arzate taBaaria 1998, Wierzbicka i
sur. 2004, John Peter i Viraraghavan 2005).



NazZalost ova svojstva talija doprinijela su i njegovoj zlouporigbko talijeve soli nemaju
boju, okus niti miris¢esto je koriSten kao otrov da bi se uklonili poktiprotivnici te je oge
poznato da je Sadam Husein talijem trovao svoje protivnike ¢E41817).

Takader su poznati i primjeri siajnih situacija trovanja talijem. Tako se 1987. u Gvajani
dogodio incident u kojem je na stotine ljudi pokazivalo simptome traviatijem, a 44 ih je
umrlo. Njihova smrt bila je posljedica konzumacije mlijeka kr&wge su se hranile melasom

zatrovanom talijevim sulfatom koja se koristila kao rodentfEichsley 2003).

1.4. EKOTOKSIKOLOGIJA

Utjecaj tokstnih tvari u ekosistemima, ne zadrZzava se samo na jedniji, r&e¢ se
kruZenjem tvari toksini Sire na sve razine bioloSke organgd8ijika 3). Zbog toga se razvila
potreba za znanéd koja ¢e prowavati utjecaj ksenobiotika na razini ekosistema. To je
sintetéka znanost koja povezuje mnoge bioloSke i geografske razinek(itbgija, kemija,

ekologija, molekularna biologija, fiziologija).

BIOLOSKE REAKCIJE OKOLISA

potencijalno Stetno djelovanje moze se procjeniti na razlicitim razinama
bioloske organizacije:
/__/"‘“x,\
— ) .
ekosistem T~

zajednica

populacija

organizam
tkivo/organ
stanica

molekula

Slika 3. Redoslijed promjena po razinama bioloSke organizacije Ihtt



Dakle, ekotoksikologiju definiramo kao «granu toksikologije» koja se Ikazivanjem
toksiénih winaka oneéis¢ivaca prirodnog i antropogenog porijekla na sastavnice ekosistema
(biljke, Zivotinje, mikroorganizme) odnosno ekosistem u cjelttip( 1).
Tri glavna cilja ekotoksikologije su:
1. prikupljanje dovoljne kotiine podataka za procjenu okoliSnog rizika i
upravljanje okoliSem
2. zadovoljenje zakonskih uvjeta za razvoj novih kemijskih spajeva
odredivanje njihovih dozvoljenih koncentracija u okoliSu
3. razvoj empirijskih ili teorijskih principa (paradigmi) za pojsainje

znanja o ponasanju &umku kemikalija u zivim sustavima (http 1)

1.5. BIOMARKERI

Izlozenost ksenobioticima i ostalim toksim tvarima te njihov &nak na zivi organizam
moze se mjeriti biomarkerima. Biomarkeri su mijerljivi siyri@ioloskih, biokemijskih i
histoloskih promjena u stamim i biokemijskim procesima, strukturama i funkcijama

bioloSkog sustava koji nastaju djelovanjem ksenobiotika (http 1).

Biomarkeri se mogu podijeliti na:

* biomarkeri &inka — up@uju na to da je izlozenost organizma 68tgu uzrokovala
odraien negativandinak (ostéenje)

» biomarkeri izloZenosti — uguju na izloZzenost organizma, populacije ili zajednice
on&iis¢enju, ali ne daju informacije o stupnju negativniinaka koje je ta promjena
izazvala

Biomarkere na staémoj i molekularnoj razini dijelimo na:

1. Speciféne — pokazuju reakcije organizama na ddree grupe zagavala
(npr. teSki metali). Ovoj skupini pripadaju:

* metalotioneini - topivi, termostabilni proteini male molekulame€ine koji
imaju veliki afinitet prema kationima teskih metala

» sustav oksidaza mijeSanih funkcija — lipofilne organske tvaxH(P

* inhibicija delta aminolevulinat dehidraze — olovo

* inhibicija acetilkolinesteraze (AChE)- organofosfati i karbima



2. Opceniti ili manje specifini — pokazuju nespectinu reakciju organizma na rasitie

okoliSne utjecaje koji ukljguju zagdivace te prirodne fizikalne i bioloSk&imbenike

(npr. promjene u temperaturi ili salinitetu, koncentraciji kisjgasutnosti hrane i dr.).

Ovoj skupini pripadaju:

1.

N o g bk DN

promjene u fenotipu

imunolosSke promjene

histopatoloSke promjene

mehanizam multiksenobiéhie otpornosti
promjene u radu endokrinog sustava
produkcija stres proteina

molekularno-citogenetke promjene — ostenja DNA (kromosomske

aberacije, komet-test, mikronukleus-test)

Kriteriji koje bi trebao zadovoljiti dobar biomarker:

1. analiza/mjerenje mora biti pouzdano i Sto jednostavnije

2. prirodna razina/aktivnost biomarkera treba biti poznata kako ivicggo razlditi koje

Su promjene izazvane afi&ivacem u odnosu na normalne/prirodne varijabilnosti

3. treba dobro poznavati biologiju/fiziologiju préavanog organizma kako bi se

minimalizirali izvori prirodnih varijacija- rast i razvoigprodukcija, vrsta hrane

4. trebali bi biti poznati svi vanjski i unutrasnji faktori koji ety na dobivene vrijednosti

biomarkera

5. ne zahtjeva zrtvovanje pr&avanih jedinki (http 1)

Da bi se utvrdila prisutnost biomarkera te da bi ih se vizwal@i primjenjuju se brojne

citogeneitke metode, koje daju materijalne dokaze za d@elte promjene u okoliSu (Sérti

2005).

U ovom diplomskom radu napravljena je analiza genotaksiti talija komet—testom koji kao

nespeciftan biomarker genotoksiosti vrlo dobro pokazuje stupanj o&eja molekule

DNA.
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1.6. KOMET-TEST

Komet test (engsingle cell gel electrophoresis assay) je mikrogel elektroforeza jezgara u
kojoj DNA, ukoliko su prisutni lomovi, migrira prema anodi. Naziveometode potje od
izgleda jezgre s o&tenom DNA koja nalikuje svemirskom tijelu kometu (Slika 4).

Rydberg i Johanson su prvi koji su razvili metodu mjerenj&kaioStéene molekule DNA
u pojedingnim stanicama. Stanice su bile lizirane u blago luznatim iovgetla bi se ostvarilo
djelomicno odmatanje DNA molekule u agaroznom gelu, te je nakon bojanja meBNA
bilo moguwe detektirati jednolafane i dvolatane lomove (Rojas i sur. 1999). Ostling i
Johnson (1984) su otisli korak dalje u razvoju ove metode, a to je bicaaeektroforeze u
uvjetima neutralnog pH nakon liziranja stanica. To je onmibgudetekciju dvolatanih
lomova(Rojas i sur. 1999). Singh i sur. (1988) su razvili alkebmaiju (pH>13) komet-testa
koja omogiuje detekciju jednolaianih lomova, kakva se uz manje preinake izvodi i danas
(Rojas i sur. 1999).

Slika 4. Jezgra stanice duhanBlicotiana tabacum L. vidljiva fluorescencijskim

mikroskopom kod pousnja 400x, nakon komet-testa.

Ovisno o pH vrijednosti pri kojoj se izvodi komet-test, ovom metodermogu detektirati :
» alkalno-labilna mjesta
* jednolagani i dvolagani lomovi
* mjesta sa zakaSnjelim popravkom DNA
» oksidativna oSigenja baza

» unakrsne veze iznde DNA i DNA te DNA i proteina
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U puferima neutralne pH vrijednosti (7-8) ma@guje detektirati samo dvolaane lomove,
ukoliko je vrijednost pH 12,1 wjivi postaju jednolatiani lomovi DNA i mjesta zakasnjelog
popravka DNA. Pri pH wem od 13 ovom metodom se mogu detektirati alkalno-labilna

mjesta, jednolatani lomovi i mjesta zakasnjelog popravka DNA (http 1).

Ovisno o cilju istrazivanja te koriStenju animalnog ili biljn@gtnog organizma, razlikuje se
nekoliko izvedbi komet-testa. Sve izvedbe imaju ist@et@m i odvijaju se slijed8@m
redoslijedom:

1. uzgojiizolacija stanica

2. ulaganje stanica u agarozni gel

3. liziranje stanica upotrebom detergenata i visoke koncentradijétisne se uklanjaju
stanini proteini Sto omogtava pokretljivost DNA fragmenata)
denaturacija DNA u alkalnim uvjetima
elektroforeza u neutralnom, blago alkalnim ili visoko alkalninetima
neutralizacija

bojanje jezgara fluorescencijskom bojom

© N o g k&

mjerenje oStéenja pomou fluorescencijskog mikroskopa i&analnog programa za

analizu oStéenja DNA u pojedinénim jezgrama

Nakon liziranja i denaturacije u alkalnim uvjetima, ¢ét@ dijelovi DNA molekule se
otpusStaju iz jezgre i tijekom elektroforeze putuju kroz eléktyi polje prema pozitivho
nabijenoj anodi. Jezgre pri tome gube svoj cjelovit oblik i prelaztrukture nalik kometu
koje se sastoje od «glave» i «repa». Sposobnost migriranjaf2igienata iz sredista jezgre
u rep kometa, ovisi o velni DNA fragmenata te o broju njezinih isprekidanih krajeva.
Pove&anjem broja lomova, fragmenti DNA sve slobodnije migrirajiep kometa pa se on
povetava razmjerno s ostenjem molekule DNA (Seiti2005). Na taj ndn mogu detektirati
razlicite razine oSt@&enja molekule DNA nastale kao posljedica djelovanje genotoksikanta
(Slika 5).
Oste&enje DNA procjenjuje se na osnovu mjerenja «repa» i «glhumeta.
Osnovni parametri koji definiraju komet su:

1. duZina repa - udaljenost na koju su tijekom elektroforeze otputaaglnenti

DNA
2. postotak DNA u repu
3. repni moment - duzZina repa x postotak DNA u repu

12



Takader komet-testom se mogu detektirati stanice u apoptozi (prograanstariina smrt
uzrokovana brojnim fizioloSkim i fizkim mehanizmima) koja se javlja kao posljedica
visokog stupnja oSéenja ili kod umirdih stanica. U tom su staju glava i rep kometa
potpuno odvojeni ili je jezgra rasprsena (Slika 6).

Slika 5. Razltite razine oSt&enja molekule DNA u jezgrama duhana nakon komet-testa.
Kontrolne jezgre (A). Jezgra stanice duhana izloZzena niskoj kaoacgnt

genotoksikanta (B). Jezgra stanice duhana izloZzena visokoj Kkoragntra
genotoksikanta (C).

Slika 6. Izgled jezgre u apoptozi nakon komet-testa; ; tzv. “hedgehog) Kmhet —
“mala glava, veliki rep” (http 1).

Komet-test ima mnoge prednosti pred ostalim citogékietimetodama za detekciju o&tme

DNA molekule i zbog toga je naSao Siroku primjenu u geékeji toksikologiji te
ekogenotoksikologiji (Pavlica i sur. 2001).
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Prednosti komet-testa:
- ne zahtijeva mitotki aktivne stanice niti malobrojne i velike kromosome
- primjenljiv na bilo koji tip eukariotskih stanica
- malen broj stanica potreban za prdenje testa
- otkriva oStéenje u pojedinénim stanicama (http 1)

- visoka osjetljivost s mogmo&u detekcije 1 loma na 1bDa (Gedik i sur. 1992).

1.7. CILJ ISTRAZIVANJA

Istrazivanja on&sc¢enja okoliSa do nedavno su se temeljila na mjerenju fizikalnoj&limi
parametara. Takva istrazivanja nisu davala idealne rézuka nisu ukljdivala biolosSku
komponentu okoliSa. Toksini imaju ragte winke na organizme jer kroz hranidbene lance
imaju mogunost bioakumulacije i biotransformacije. Posebno se tuidtiljke koje su ili
namjerno (pesticidi i regulatori rasta) ili 8ajno (mjeSavine zadavala koje djeluju na biljke
kroz vodu, tlo i zrak) izlozene djelovanju ksenobiotika. Stoga aalaapotreba za metodama
koje ¢e pravovremeno utvrditi promjene u ekosistemu uzrokovane ksenobiatidgdaa od
takvih metoda je komet-test koji s&sto primjenjuje u okoliSnom biomonitoringu jer
pokazuje promjene gené&tog materijala organizama te nam sluzi kao dobar indikator o
stanju promatranog ekosistema i daje procjenu ugroZzenosti okoliSa.

Cilj ovog istrazivanje bio je ispitati primjenjivost celut@g komet-testa kao nespeéiiog
biomarkera genotok&mosti izlaganjem biljke Nicotiana tabacum L. razli¢itim
koncentracijama teSkog metala talijeva(l) acetata. Nad&anp se nastojalo utvrditi na koji
n&in talij oSteuje molekulu DNA (indirektno ili direktno) u stanicama korijendisia.
Ucinak talijeva(l) acetata mjeren je i acelularnim kometei@s na jezgrama stanica lista

duhana radi utdivanja eventualnog direktnog djelovanja talija na DNA.
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2.1. POKUSNI ORGANIZAM

U istraZivanju genotok&nog Wwinka talijeva(l) acetata kao pokusni organizam koristio se
+ +
duhanNicotiana tabacum L. var. Xanthi genotipala/al; a /az. Taj varijetet je svijetlo zelene

boje, dok je dominantni genotip te vrste tamnozelene boje (Slikavjgtlozeleni dvostruki
heterozigot se koristi u istraZivanjima a&aje molekule DNA jer se na njemu mogu bolje
ucciti somatske mutacije koje uzrokuju promjene u boji i struktutolia (Gichner i sur.
2004).

Slika 7. Lijevo: Divlji tamno-zeleni tip duhana. Desndy. tabacum var. Xanthi
(Gichner i sur. 2004).

Duhan pripada porodicolanaceae. Vecinom su to jednogodiSnje biljke visoke i preko 2 m.
Imaju velike nerazdijeljene listove duge do 70 cm, a cvjetowrha stabljike prave Stitasti
cvat. Plod je tobolac s velikim brojem sitnih sjemenaka. Don@ovhu je u suptropskim
krajevima Amerike, a neke samonikle vrste nalaze se iudarskim otocima, u Australiji i
otocima Tihog oceana. Neke se vrste uzgajaju kao ukrasno bilp@jvaznije su dvije
komercijalne vrsteN. tabacum, pravi duhan iN. rustica, seoski duhan. Dozrjeli listovi tih
dvaju vrsta i njihovih varijeteta se suSe, fermentirajakotpripremljeni se upotrebljavaju za

pusenje i Zvakanje. 1519. godine duhan je prenesen iz Amerikeug&pg ostatkom Europe
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se pa&eo Siriti poslije 1560. Danas se duhan uzgaja u raznim kvaligeigotovo u svim

krajevima umjerenog i suptropskog pojasa (Slika 8 A).

Slika 8. Nicotiana tabacum L. Poljoprivredni uzgoj duhana (A). Uzgoj duhana u laboratoriju

(B).

2.1.1. UZGOJ DUHANA U KULTURI U UVJETIMAIn vitro

Biljnu kulturu duhanaNicotiana tabacum var. Xanthi dobila sam tako 5to sam u
Erlenmeyerove tikvice sa modificiranom hranjivom podlogom po Mugashi Skoogu
(Murashige i Skoog 1962) (Babk007) (Tablica 3) stavila po jednu sjemenku duhana te
tikvice zaepila vatom i aluminijskom folijom. Vrijednost pH hranjive podloge FEadala
sam sa 0,1 M otopinom kalijeva hidroksida (KOH) do iznosa 5,6. Nakoreonjizsa rasta u
uvjetima dugog dana (16 h svjetla i 8 h tame) na temperatutt 24°C te uz rasvjetu
fluorescentnih cijevi (9QE s* m?) (Slika 8 B), od pojedine matie bilike odvojila sam po
nekoliko nodija sa listom i svaki nasadila u novu Erlenmeyerovu ctik@a hranjivom
podlogom po Murashige i Skoogu. Postupak di@eaja biljaka iz sjemenki i predavanje u
nove tikvice izvodila sam u laminaru koriétepribor, Erlenmeyerove tikvice te podloge

prethodno sterilizirane u autoklavu na 122, 15 Mpa kroz 18 min. Na taj &a cijelu
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kulturu sucinili klonovi biljke Nicotiana tabacum var. Xanthi koji su drZzani u istim uvjetima
u kojima su rasle i matne biljke iz sjemenki.

Tablica 3.  Sastav modificirane hranidbene podloge po Murashige i Skoogu.

MAKROLELEMENTI mg L* mmol dm?
KNO; 1900 18,80
NH;NO; 1650 20,60
CaCl x 2H,0 440 2,99
KH-PO, 170 1,25
MgSQ, x 7TH,O 370 15
MIKROELEMENTI mg L* mmol dm?
H3;BO; 6,2 100,0
CoCkx6H,0 0,025 0,1
Kl 0,83 5,0
NaMoO, x 2H,0 0,25 1,0
CusQ x 5H,0 0,025 0,1
MnSQ, x 4H,0 22,3 100,0
ZnSQ, x THO 8,6 29,9
FeSQ x 7H,0 27,8 100,0
NaEDTA 37,3 100,0
ORGANSKI DODACI
m-inozitol 50 277,5
Tiamin-HCI 0,05 0,15
Saharoza 6000 11,3
MES-kalijeva sol 200 3,77
Fitagel 880 -

2.2. 1ZLAGANJE DUHANA TALIJEVOM(I) ACETATU U UVJETIMA
in vivo

Billke duhana koje sam uzgojila u uvjetinm vitro, nakon 30 dana su dosegle optimalan

razvoj tako Sto su se razvili veliki listovi i dovoljna kotia korijenja. Te biljke sam izlozila
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otopini talijeva(l ) acetata u uvjetimavivo. Uzela sam 14 biljaka te ih paZljivo premjestila iz
Erlenmeyerovih tikvica u sterilne plastie caSe s prethodno pritenim otopinama raglitih
koncentracija talijeva(l) acetata u 40 mL destilirane vode. Koimacije otopine talijeva(l)
acetata bile su 2, 4, 20 i 4M. JoS sam priredila dvije otopine kalijeva acetata:uR0
talijeva(l) acetat + 4QuM kalijeva acetat te 4QM kalijeva acetata. Dvije bilike koje sam
stavila u 40 mL destilirane vode sluzile su kao negativha kont#atim sam biljke u
priredenim otopinama vratila u komoru gdje su drzane 3 dana u uvjetima dugag&h

svjetla i 8 h tame) na temperaturi od24 °C uz rasvjetu fluorescentnih cijevi (& s* m

2),

2.3. KOMET-TEST

Nakon 3 dana na jezgrama korijena i lista svake pojedine biljke dyframela sam komet-
test po metodi koju su opisali Gichner i sur. (2004) da bi utvrdilauprost oSi&enja
molekule DNA. Prije izolacije jezgara pripremila samlaipgicno brusena predmetna stakalca
(ESCO, Erie Scientific) s prvim slojem agaroze tako da s#@akalca uranjala u vodenu
otopinu 1%-tne agaroze NMP. Nakon toga santepala oko 15 min dok se agaroza
polimerizira. Cijeli postupak izolacije jezgara radila saaledu da bi se smanjila mdgost
oSte&enja DNA. S lista biljke sam izdvojila kom&dvelicine 1,5x1,0 cm te prebacila u
Petrijevu zdjelicu na ledu u koju sam prethodno stavilaj24pufera za izolaciju (Tris-HCI,
pH 7,5). Komadi lista sam poméu Zileta mehariki izrezala na tanke trake jer se na tajina
oslobataju jezgre iz stanice (Slika 9). Isti postupak ponovila sarkdrijenom biljke koji sam

takader mehaniki sjeckala poméu Zileta.
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Slika 9. Izolacija jezgri iz list&licotiana tabacum L. var. Xanthi.

Nakon toga sam nagnula Petrijevu zdjelicu kako bi se Sto vi§argenakupilo u puferu te
pomaiu mikropipete izdvojila 12QuL uzorka i prenijela u Eppendorf tubicu u kojoj sam
prethodno pripremila drugi sloj agaroze (100 1%-tne agaroze LMP u fosfathom puferu
PBS, pH vrijednosti 7,0, temperature 42). 120puL suspenzije i drugog sloja agaroze sam
ponovo poméu mikro-pipete izdvojila i prenijela na predmetno stakalce s prsioem
agaroze te sve poklopila pokrovnim stakalcem. Tako pripremljeni uzemakpsebacila u
kadicu sa ledom na oko 15 min da bi se agaroza Sto prije polirakxitijezgre fiksirale u
gelu. Postupak sam ponavljala nekoliko puta jer sam po svakoj kongemtth@jala 150
jezgara iz listova i korijena. Bududa se na predmetna stakalca nanosi ukupno 3 sloja
agaroze, u ovom sam shju treti sloj NMP agaroze i inkubacija u puferu za lizu (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, 1%-tni Triton X-100, 10%-tni [BD) izostavila jer
nemaju @inak na kvalitetu i &inkovitost testa (Baki2007).

S obzirom da sam izvodila alkalnu verzija komet-testa pufeteddaroforezu je sadrzavao
10 mM NaOH, 200 mM EDTA, pH vrijednosti iznad 13. Qtdai pufer (4°C) sam ulila u
kadicu za elektroforezu (Biorad) te u nju horizontalno poslozila prethre&takalca sa kojih
sam prethodno maknula pokrovno stakalce. U puferu za elektroforezu psavelalkalnu
denaturaciju DNA kroz 10 min na +4 °C. Elektroforezu u trajanju od RDtakailer sam
provela u istom puferu i u istim uvjetima pri jakosti struje od 800i 26 V. S obzirom da za
vrijeme elektroforeze pod utjecajem struje raste i tempexgiufera, kadicu za elektroforezu
sam oblozZila ledenim oblozima te pofnmijih odrzavala temperaturu stalnom (Slika 10).
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Slika 10. Kadica za elektroforezu sa uzorcima.

Po zavrSetku elektroforeze preparate sam neutralizirala Jppusamin u Tris-HCI puferu pH
vrijednosti 7,5, isprala destiliranom vodom te ostavila daos&Se na sobnoj temperaturi.
Tako pripremljeni preparati mogu biti pohranjeni i nekoliko mjesediami na sobnoj
temperaturi.

Neposredno prije analize stakalca sam rehidrirala destiliraramom (5 min), te bojala
nakapavanjem (oko 70 ul po preparatu) otopine fluorescencijske hdijevet bromida u
koncentraciji 10 pg/mL. SuviSak boje isprala sam kratkotrajnimanjanjem stakalca u
destiliranu vodu te ih prekrila pokrovnim stakalcem. Tako priprereljepreparate
pregledavala sam fluorescencijskim mikroskopom Zeiss Axiopléer(f)9: ekscitacija kod
valne duljine 520 nm, emisija kod valne duljine 610 nm). Jezgre ssamala digitalnom
kamerom kod powv&nja objektiva 40x. Za svaku koncentraciju talijeva(l) acetagaravila
sam tri preparata te na svakom snimila po 50 jezgara.

Osteenja u molekuli DNA nastala djelovanjem talijeva(l) atetanalizirala sam
racunalnim programom Komet (Komet version 5, Kinetic Imaging Ltdzerpool, UK). Za
procjenu oStéenja mjere se duzina repa, postotak DNA u repu i repni momerterhiju
intenziteta fluorescencije program izwma postotak DNA u repu. Repni moment énaat je

mnoZenjem duzine repa i postotka DNA u repu (Slika 11).
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Slika 11. Analiza jezgara pontol ratunalnog programa Komet 5 Kinetic Imaging.

2.3.1. IZLAGANJE DUHANA TALIJEVOM(I) ACETATU U UVJETIMA in

vitro

Za procjenu direktnog djelovanja talijeva(l) acetata na moleRNA duhana napravila sam
acelularni komet-test. Jezgre sam izolirala iz listov&éitjuhana stare 60 dana te preparate
priredila na isti néin kao za izvdenje komet-testa, ali tako da sam jezgre prije denaturacije
elektroforeze tretirala raziitim koncentracijama otopine talijeva(l) acetata. Prireditan
slijedete koncentracije talijeva(l) acetata u Tris-HCI-u (pH 78)4, 20, 40uM te 20 uM
otopine talijeva(l) acetata + 4fM otopine kalijeva acetata i 46M otopine kalijeva acetata
takader u Tris-HClI-u.

Za kontrolnu skupinu upotrijebila sam preparate izlozene samo u 50 sHHTia. Uzorke
sam drzala 2 h u mraku pri temperaturi odG Nakon izlaganja preparate sam tri puta
ispirala otopinom Tris-HCl-a (pH= 7,5) da bi se neutraliziraokisbazéni pufer u kojem se
odvijala elektroforeza. Za svaku koncentraciju napravila sani poeparata te na svakome

analizirala po 50 jezgara. U daljnjem postupku slijedila safvopésani protokol za izuienje
komet-testa.
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2.3.2. IZLAGANJE DUHANA VODIKOVOM PEROKSIDU U UVJETIMA

invitro

Vodikov peroksid je bezbojna tekina koja se s vodom mijeSa u svim omjerima, &ew¢
se upotrebljava kao otopina masenog udjela od 3 do 30 %. Izrazitkojeksidacijsko i
redukcijsko sredstvo. U vodenim otopinama vodikov peroksid je slabankidadja disocira u
2 stupnja dajéi hidrogenperoksidni i peroksidni anion. Zbog male konstante disgeijac
peroksid-ion je jaka baza koja reagira s vodom dajponovo vodikov peroksid i
odgovarajdi hidroksid, OH (Filipovi¢ i Lipanovic 1995). Hidroksidni ion je izuzetno
reaktivan i odmabh reagira s gotovo svim organskim molekulémag@stone 2001).

Molekula DNA je nar¢ito osjetljiva na oSigenja uzrokovana reaktivnim oblicima kisika.
Hidroksilni radikal moze prouztati modifikaciju te destrukciju baza premu nastaju
adeninski i timinski otvoreni prsteni, hidroksimetil urea i dml@y i Linn 1986. prema Babi

i sur. 2007). Takéder, osim baza hidroksilni radikali mogu oksidirati c&mu komponentu
molekule DNA uzrokujti stvaranje jednolaranih i dvolaganih lomova te unakrsno vezanje
molekule DNA na proteine (Mancini i sur. 2006). Zbog navedenih sw@stodikov peroksid
izabran je u ovom istrazivanju kao modelni oksidiéagenotoksikant.

Dakle, za usporedbu koine oStéene DNA molekule nastale djelovanjem talij acetata, kao
pozitivha kontrola u ovom istrazivanju koristila sam vodikov peroksid.

Provela sam acelularni komet-test s jezgrama lista duhaaaltitim koncentracijama 30%
otopine HO,. Predmetna stakalca s jezgrama duhana stavila sam ueRetgafjelice s
prethodno prirédenim koncentracijama 4, od: 0,2, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 mM u Tris-HCI-u (pH
7,5). Kao kontrolnu skupinu upotrijebila sam preparate izlozene samo W S0isaHClI-a.
Uzorke sam drzala 2 h u mraku pri temperaturi odC} Denaturaciju, elektroforezu,
neutralizaciju, bojanje i analizu preparata izvodila sam kpo izvodenju komet-testa. Za

svaku koncentraciju napravila sam po tri preparata te na svakaliaieala po 50 jezgara.
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2.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Za statisttku obradu podataka koriSten jecwaalni program Statistica for Windows 4.0.
Podaci su uspodevani neparametrijskim «Mann-Whitney U-testom» (kao neparajsidtri
student t-test). Vrijednosti ostnja DNA dobivene komet-testom su prikazane kao srednja
vrijednost £ standardna pogreSka. Pri tureaju rezultata statistke obrade kao zwajni

podaci su uzeti oni za koje je vrijedilag0,05 (*), te p< 0,01 (**).
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3. REZULTATI



3.1. IZLAGANJE DUHANA TALIJEVOM(l) ACETATU U UVJETI MA

in vivo

Oste€enje DNA u jezgrama stanica duhardicptiana tabacum L. var Xanthi) nastalo
djelovanjem talija prikazano je kao postotak DNA koja je tijekonktedéoreze migrirala u
rep kometa (%DNA u repu). Za prikaz rezultata komet-testadeakee mogu upotrijebiti
vrijednosti duljine repa i repnog momenta (umnozak duljine regdNA u repu kometa).
Medutim, te vrijednosti su pod ¥en utjecajem uvjeta u kojima se test provodi (vrijeme
denaturacije i elektroforeze), a koji mogu smanijiti migrta€iNA te tako djelovati na duljinu

repa i iznos repnog momenta (Fairbairn i sur. 1995, Mitchelirsure 1998).

Rezultati celularnog komet-testa pokazali su da se nakon 72-salaganja duhana rasponu
koncentracija talijeva(l) acetata javlja a&rje DNA u korijenu i listu bilike koje je linearno
ovisno o koncentraciji. Biljke tretirane najmanjom koncentracijaiijeva(l) acetata (M)
pokazuju blagi, ali statisiki znaajan porast postotka DNA u repu kometa. Pri toj
koncentraciji u korijenu (Slika 12) javlja se porast postotka DNfepu kometa za 1,5 puta
(5,6 %DNA u repu) u odnosu na kontrolni uzorak (3,5 %DNA u repu),a u Hdika(14) za
1,3 (3,1 %DNA u repu) puta u odnosu na kontrolni uzorak (2,4 %DNA u repu)eddajv
oSteenje javlja se pri koncentraciji od 4aM talijeva(l) acetata. Pri toj koncentraciji
oSteenje u korijenu je 3,4 puta (11,9 %DNA u repu), a@Stge u listu 2,6 puta (6,2 %DNA
u repu) vée u odnosu na kontrolni uzorak. Rezultati pokazuju da je ukupnéeofeDNA
duhana vée u korijenu nego u listu biljke te raste s porastom koncenttadijeva(l) acetata.
Na slici 14se moze udgti ve¢e oStéenje DNA pri koncentraciji od 4M nego pri 20uM, ali
ono nije statistiki znatajno.

Kao kontrolni uzorak takier je koriStena 40uM otopina kalijeva acetata koja nema
genotoksini u¢inak, odnosno ne izaziva o&émje molekule DNA.

Kako talij interferira s kalijem pri ulasku u stanice, provedeni jkomet-test u otopini
koncentracije 20uM talijeva(l) acetata + 4QuM kalijeva acetata. U korijenu je pri toj
koncentraciji, komet-test pokazao statistiznatajno manje oStenje molekule DNA za 1,9
puta nego otopina 2AM talijeva(l) acetata koja o3teje DNA za 2,43 puta u odnosu na
kontrolu (3,5 %DNA u repu).
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Slika 12. OSté&enje DNA (% DNA u repu) u jezgrama stanica korijena duhajeremo
komet-testom nakon 72-satnog izlaganja 0 (K), 2, 4, 20M0Ootopine talijeva(l)
acetata te 20QM talijeva(l) acetata + 4QM kalijeva acetata i 4QM kalijeva acetata u

uvjetimain vivo. Stupci ozn&eni razltitim slovima me&usobno se statigki znatajno

razlikuju (p< 0,05).

.-
-

Slika 13. Jezgre stanica korijena duhana tretirane: 0 (A), 2 (B), 4 4C)(D), 40(E)uM
talijevim(l) acetatom te 20 +40M (TIAc + KAc) (F) i 40uM kalijevom acetatom (G)

nakon komet-testa.
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Slika 14. Osteenje DNA (%DNA u repu) u jezgrama stanica lista duhana nakesaffidg
izlaganja 0 (K), 2, 4, 20, 40M otopine talijeva(l) acetata te 20M talijeva(l)acetata
+ 40 uM kalijeva acetata i 4QM kalijeva acetata u uvjetimia vivo. Stupci oznéeni

razlicitim slovima me@usobno se statigii znatajno razlikuju (p< 0,05).

Slika 15. Jezgre stanica lista duhana tretirane: 0 (A), 2 (B), 4 20) (D), 40(E)uM
talijevim(l) acetatom te 20 +40M (TIAc + KAc) (F) i 40 uM kalijevim acetatom (G)

nakon komet-testa.
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3.2. IZLAGANJE JEZGRI DUHANA U UVJETIMA invitro

Izmjeren je dinak vodikova peroksida na izolirane jezgre stanica lista duharaultRe
acelularnog komet-testa pokazali su dé& meajniza koncentracija vodikova peroksida izaziva
zn&ajna oStéenja nakon dva sata inkubacije. Tako je u jezgrama tretir&nid2 mM
vodikova peroksida postotak DNA u repu porastao za 2,25 puta (9% DNA u repyg, dak
mM vodikov peroksid powso postotak DNA u repu zZmk 9,2 (36,5% DNA u repu) puta u
odnosu na kontrolni uzorak (4 %DNA u repu).

40 - a
35
30 | b
25
c
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f
5 | .
.
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mM H,0,

Slika 16. Ost&enje DNA (% DNA u repu) u jezgrama duhana mjereno komet-teston
dvosatnog izlaganja 0,2, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 mM vodikovom peroksiduatimagjin
vitro. Stupci oznéeni razltitim slovima meusobno se statiski znaajno razlikuju
(p < 0,05).

Oste&enje DNA (%DNA u repu kometa) nakon izlaganja jezgri duhana vodikqenoksidu
puno je vée od oStéenja DNA nakon izlaganja talijevom(l) acetatu, Sto se jasobe vidjeti
na slici 17. S porastom koncentracije vodikovog peroksida rasteedeoft, tj. duZi su

~repovi‘ kometa.
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Slika 17. Jezgre iz stanica lista duhana tretirane: 0 (A), 0,2@g),(C), 0,8 (D), 1,2 (E), 1,6
(F) mM vodikovim peroksidom nakon acelularnog komet-testa.

Acelularni komet-test u rasponu koriStenih koncentracija talij¢ea@tata takier je pokazao
statisttki znatajan genotokgan Winak na jezgre stanica lista duhana iako maksimalna
vrijednost od 11,9% DNA u repu kometa pri koncentraciji od 0 talijeva(l) acetata
priblizno odgovara oStenju koje izaziva vodikov peroksid u najmanjoj koncentraciji (0,2

mM).
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Slika 18. OSte&enje DNA (% DNA u repu) u jezgrama stanica lista duhanaemgekomet-
testom nakon dvosatnog izlaganja 2, 4, 20uNDtalijevom(l) acetatu, 20 + 4QM
(TIAc + Kac) i 40pM kalijevom acetatu u uvjetima vitro. Stupci ozn&eni razlgitim

slovima me@usobno se statiski znatajno razlikuju (p< 0,05).
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Slika 19. Jezgre iz stanica lista duhana tretirane: 0 (A), 2 BJC), 20 (D), 40(EM
talijevim(l) acetatom te 20 +40M (TIAc + KAc) (F) i 40 uM kalijevim acetatom (G)

nakon acelularnog komet-testa.

Na slici 19 vidljivo je puno manje o%tenje jezgara duhana nakon tretmana s talijevim(l)

acetatom u uvjetiman vitro.
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4. RASPRAVA



Biljke pokazuju razne prednosti kao testni organizmi. Primjedaegoj i odrZzavanje biljaka u
laboratorijskim uvjetima puno je jednostavnije od uvjeta uzgoja animatganizama. Biljni
organizmi imaju kratko generacijsko vrijeme, visoku osjetljivgsokazuju morfoloske,
fizioloSke, biokemijske i kromosomske promjene koje se mogu miekitatkom roku nakon
izlaganja stresnim uvjetima. Taker je mogde jednostavno péanje &inka razvoja biljnih
organizama u ragitim uvjetima (pH vrijednost, temperatura i osvjetljenje).

Sto se #ie genotoksinosti, na biljkama se moze detektirati Siroki raspon gekuwi
oSt&enja. Biljke ne samo da mogu otkriti mutagenost originalneikadije, vet i njenih
metabolita jer stanice imaju enzime za transformaciju prorentagu mutagen, a
biotransformacija kemikalija kvalitativno je &ha u biljnih i zivotinjskih organizama (http 1).
Bitna ¢injenica je da rezultati dobiveni na biljnim organizmima pokazigoku korelaciju s
rezultatima na Zivotinjskim organizmima stoga su biljkele&roku primjenu u izvéenju
biotestova u laboratorijskim uvjetima i za monitoring svih dijeldwosfere (zrak, tlo i voda)
(http 1).

Testiranje genotok&nosti teSkih metaléija se koncentracija u okoliSu paava, vazno je pri
procjeni ugroZenosti bioloSke raznolikosti iéeg stanja ekosistema.

Ovim istrazivanjem nastojala se utvrditi genotokseist teSkog metala talija na modelni biljni
organizamNicotiana tabacum L. var. Xanthi.

Genotokstan winak moze biti uvjetovan direktnim i indirektnim djelovanjem nhetaa
molekulu DNA. Direktan @inak podrazumijeva interakciju metala s bazom, fosfatnom ili
Seternom komponentom molekule DNA. Tako je demo da se kadmij veze na baze (adenin,
gvanin i timin) (Gichner i sur. 2004), a olovo na fosfatne skupina (VYegpa sur. 2006).
Indirektan @inak na molekulu DNAce&i je od direktnog, a temelji se na reakcijama s
proteinima i drugim molekulama koje sudjeluju u odrzavanju struktdomkcije molekule
DNA. Gichner i sur. (2004) navode da je indirektna genotoksit kadmija u duhanu
posliedica povéanja reaktivnih vrsta kisika (ROSgactive oxygen species) kao 5to su
hidroksidni radikal, superoksidni radikal i vodikov peroksid. Kadmij u stamia iskoriStava
stantne antioksidanse i enzime, posebno one koji sadrze tiolnu skupinu te dolazi
poremeéaja ravnoteze i nastupa stanje poznato kao «oksidacijski stiesanicama koje su
pod oksidacijskim stresom javljaju se razna @&Stga proteina, lipida i molekule DNA.
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Za utvidivanje prisutnosti indirektne i direktne tokspsti talija na duhanu koristila sam
celularni odnosno acelularni komet-test. U posljednjih desetak gadimet-test je postao
jedna od glavnih metoda za procjenu genotwiag Winka ksenobiotika (Dixon i sur. 2002).

Rezultati dobiveni izlaganjem duhana u uvjetimaivo rasponu koncentracija talijeva(l)
acetata pokazuju da se nakon 72 sata u korijenu biljke javijatigta znatajno, ali blago
oSte&enje DNA. OsStéenje DNA raste s povanjem koncentracije talijeva(l) acetata te pri
najnizoj koncentraciji od AM iznosi 5,6% DNA u repu i @ je od kontrolnog uzorka za 1,5
puta. Pri sljedéoj koncentraciji od 4uM (TIAc) %DNA u repu se penje na 6,8%, ali se
statisttki znatajno ne razlikuje od 1M TIAc. Koncentracija od 2QuM TIAc pokazuje
statisttki zna&ajan skok naspram prethodne koncentracije i iznosi 8,5% DNA u rejgu te
veca od kontrole za 2,29 puta. Talav je i Winak najvisSe koncentracije TIAc bio statid
zn&ajan, te je pri koncentraciji od 4M 11,9% DNA u repu nakon komet-testa. IstraZivanje
genotoksinog utjecaja kadmija koje su proveli Gichner i sur. (2004) nakomare od 24
sata, u korijenu duhana pokazao je st&kstznatajan i ve&i genotoksini ucinak od talija
nakon 72 sata. Tako kadmij pri koncentraciji od 20 uzrokuje 25% DNA u repu kometa
(3,1 puta vée od kontrole), pri koncentraciji od 4iM uzrokuje 48% DNA u repu (6 puta
vece od kontrole), a pri najvisoj koncentraciju od 10 uzrokuje viSe od 70 %DNA u repu
kometa.

U listu duhana izlozenih rasponu koncentracija talijevaigteda takder se primjéuje
statisttki znatajan porast %DNA u repu, ali su mu vrijednosti priblizno dvostruko madaje
onih dobivenih u korijenu. Tako je %DNA u repu pri koncentraciji od\2 3,1%, a pri
najveoj koncentraciji od 4QuM 6,2%. Vrijednosti koje su dobili Gichner i sur. (2004) na
jezgrama stanica lista duhana izlozenih kadmiju nakon 24 satagliokazznatno manje
oSt&enje nego u korijenu te navode da je razlog tonda akumulacija kadmija u korijenu i
veca kolicina antioksidansa u listu koji Stite od ROS-ova nastalih kagepiish toksinog
utjecaja kadmija. Pri svim koncentracijama kadmija (20,680,80uM) vrijednosti %DNA u
repu jezgri lista kretale su se oko kontrolne vrijednosti od 10% te Imisustatistéki
zn&ajne. Dakle, iako su vrijednosti %DNA u repu jezgri lista duh@edranog talijem bile
nize od vrijednosti koje su dobili Gichner i sur. (2004), ipak pokagtgtisttku zna&ajnost,
jer pove&avanjem koncentracije talijeva(l) acetata p@xa se i oStenje DNA.

Rezultati celularnog komet-testa na vodendj leemna minor L. izloZenoj sedam dana
rasponu koncentracija talijeva(l) acetata, thtosu pokazali blagi, statiski znaajan

genotokstan winak talija. Tako pri koncentraciji od |2M talijeva(l) acetata %DNA u repu
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iznosi 7,5% i véi je za 1,43 puta u odnosu na kontrolne biljke dok koncentracija Qivi10
TIAc uzrokuje 33% DNA u repu (Bab2007).

S obzirom da talij interferira s kalijem prilikom ukasu stanicu (Babi2007) takder je
mjereno osSt&enje DNA u stanicama duhana nakon izlaganja otopini koja je satkza0
UM talijev(l) acetat i 40uM kalijev acetat. Rezultati dobiveni na jezgrama korijengebil
pokazuju da véa koncentracija kalija uzrokuje ¢ieulazak kalija u stanice Sto je rezultiralo
manjim, statistiki znatajnim oStéenjem DNA te %DNA u repu pri toj koncentraciji iznosi
6,2%, dok pri tretmanu s 3@M talijevom(l) acetatu iznosi 8,2%. To poduje tvrdnju da se
talij natjeZe s kalijem prilikom ulaska u stanicu. U listu se rezultaio razlikuju i dobiveno
je vete ostéenje pri tretmanu s 20 + 4@M talijeveva(l) acetata + kalijeva acetata nego pri
20 uM talijeva(l) acetata, a razlog tome mogu biti r&tilinac¢ini akumuliranja metala u listu
biljke.

Acelularni komet-test nakon tretmana s talijevim(l) acetatanezgrama lista duhana dao je
jednake rezultate kao i celularni komet-test proveden nagemykorijena duhana pokazéju
blagi, statisitki znatajan genotoksni ucinak. Rezultati istrazivanja djelovanja kadmija
izrazeni u obliku repnog momenta (umnozak duzine repa i % DNA u repuzyjakeeliku
razliku u celularnom i acelularnom komet-testu. Kadmij u rasponu kaacgat0,2—1,6 mM

u celularnom komet-testu pokazuje veliki porast repnog momentauddi @&ontrola) do 42
MM pri najvetoj koncentraciji. Vrijednost dobivene nakon acelularnog testa, nezpjka
zn&ajan rast, pa tako pri naj¢g koncentraciji od 1,6 mM repni moment iznosi fith
(Gichner i sur. 2004). Rezultati se tdko ne podudaraju s rezultatima na vodendj uekojoj
direktno izlaganje jezgri rasponu koncentracija talijeva(l)tacaije pokazalo ostenje
molekule DNA (Bahi 2007). Razlog tome moZe bitinjenica da razlite biljne vrste
razlicito reagiraju na istu koncentraciju metala ovisno o stupnju ploidi&pnoj duZzini
diploidnog kompleta i broju metacerinih kromosoma (Patra i sur. 2004). Acelularni komet-
test ne provodi se na izoliranim jezgrama duze od 2 sata f@mes puno osjetljivije na okolni
stres nego jezgre koje su u stanici Z&$te starinom membranom i stjenkom. Izolirana
jezgra je puno osjetljivija na raziie okoliSne faktore (svjetlost, temperatura, pH) te se moze
javiti vece oStéenje DNA i kao posljedica tidimbenika. Mogude je da se zbog toga moji
rezultati acelularnog testa ne podudaraju s navedenim \&trgima.

Kao pozitivha kontrola koriSten je modelni genotoksikant vodikov perdkgide nakon
acelularnog komet-testa pokazao éajan genotoksan winak s puno vé&m vrijednostima

parametra za oStenje DNA (%DNA u repu) nego celularni i acelularni komet-test
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talijevim(l) acetatom. Mutagenicinak vodikova peroksida ¥esu i ranije potvrdili Gichner i
Stavreva (2002) te tadler Mancini i sur. (2006). KoriStenjem tog modelnog genotoksikanta
kao pozitivne kontrole potvrdili smo ujedno i osjetljivost komet-testadnhanu a u svrhu
detekcije genotok&nog winka.

Komet-test je pokazao da i pri vrlo malim koncentracgutencijalnog genotoksikanta
moze detektirati oSéenje molekule DNA u stanicama duhana. Gichner i sur. (2004) navode
da je vrstaNicotiana tabacum L. var. Xanthi osjetljivi testni organizam jer osim @&mnja
DNA koja se javljaju u stanicama, moze pokazati i somatsitacije kao Sto su pojava
tamno zelenih i zutih promjena na svijetlo zelenim listovirdaovom istrazivanju nisu

opazene promjene na listu duhana kao posljedica mutacija.
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5. ZAKLJU CAK



Na temelju rezultata istraZivanja genotéksig winka talijeva(l) acetata i vodikova

peroksida komet-testom na vrstiicotiana tabacum var. Xanthi mogu zakiljiti slijedece:

1. Izlaganje jezgri stanica lista duhana oksidiéejm genotoksikantu #D, u
acelularnom komet-testu, rezultiralo je @&mjem DNA te je potviena osjetljivost

komet-testa za oddesanje genotoksnog oStéenja u biljnim stanicama.
2. Utvrden je blagi genotok&ni winak talijeva(l)acetata u stanicama korijena i lista
biljaka duhana izloZenih razitim koncentracijama talijeva(l) acetata tri dana u

uvjetimain vivo.

3. Acelularni komet-test je pokazao blago genotérksidjelovanje talijeva(l) acetata na

jezgre stanica lista duhana.

4. Duhan,Nicotiana tabacum L. var. Xanthi se pokazao kao osjetljiv testni organizam za

procjenu genotok&nog inka talij(l)acetata komet-testom.
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