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1. UVOD 

 
Svi ģivuĺi organizmi u danaġnje vrijeme neprestano su izloģeni djelovanju 

razliļitih endogenih spojeva, ksenobiotika, ukljuļujuĺi antropogeno stvorene spojeve. 

Kako bi se obranili od potencijalno toksiļnih spojeva i preģivjeli, organizmi su tijekom 

evolucije razvili niz staniļnih visoko specijaliziranih procesa obrane. Jedan od takvih 

uļinkovitih obrambenih mehanizama je i mehanizam multiksenobiotiļke otpornosti 

(MXR). Ksenobiotici koji izravno utjeļu na MXR mehanizam imaju dvojako 

djelovanje: a) kao supstrati poveĺavaju aktivnost transmembranskih proteina te 

bivaju izneseni iz stanice; b) kao inhibitori MXR mehanizma onemoguĺuju 

transportnu aktivnost, ġto dovodi do akumulacije ksenobiotika unutar stanice (Kurelec 

1997; Epel i sur. 2008). Transmembranski proteini koji sudjeluju u izbacivanju 

ksenobiotika iz stanice pripadnici su ABC nadporodice, jedne od najveĺih dosad 

poznatih nadporodica koja ujedinjuje viġe od 2000 razliļitih proteina. Glavni 

predstavnici ABC transportnih proteina ukljuļenih u MXR mehanizam su: P-

glikoproteini (P-gp, pripada ABCB podporodici); MRP (eng. multidrug resistance-

associated proteini, pripadaju ABCC podporodici) i BCRP (eng. breast cancer 

resistance protein, pripada ABCG podporodici) proteini (Cole i Deeley 1998; 

Ambudakar i sur. 1999; Mao i Unadkat 2005). Zahvaljujuĺi nespecifiļnosti za 

supstrat, navedeni proteini uz pomoĺ ATP-a izbacuju ġirok spektar razliļitih spojeva 

predstavljajuĺi prvu liniju obrane organizama od ksenobiotika. Dosadaġnja 

istraģivanja MXR-a kod vodenih i kopnenih organizama upuĺuju na inducibilnost 

samog mehanizma, odnosno na proporcionalnost inhibicije MXR-a s koncentracijom 

ksenobiotika u okoliġu. Ta saznanja pruģaju veliki potencijal u ekotoksikoloġkim 

istraģivanjima (Kurelec 1997, Sauerborn Klobuļar i sur. 2010).  

Najveĺi broj istraģivanja ABC transportnih proteina kod ljudi baziran je na 

istraģivanju mehanizma istovremene otpornosti na razliļite lijekove (eng. multidrug 

resistance, MDR)  S obzirom na nemoguĺnost djelovanja citostatika na tumorske 

stanice, danaġnja molekularna istraģivanja nastoje inhibirati MDR mehanizam kako bi 

se omoguĺilo efikasno djelovanje protutumorskih lijekova (Litman i sur. 2001).  

   
Znaļaj gujavica je u proġlosti neopravdano podcjenjivan zapostavljajuĺi 

njihovu vaģnost u odrģavanju kvalitete tla, uklanjanju i biotransformaciji teġkih metala 

i mnogih drugih spojeva iz tla, uniġtavanju patogena. U danaġnje vrijeme, upravo 
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zbog neposredne izloģenosti raznim spojevima u tlu, moguĺnosti njihove akumulacije 

i biotolerancije, gujavice su vrlo ļest modelni organizam u (eko)toksikoloġkim 

istaģivanjima. Jedna od povoljnih karakteristika je moguĺnost istovremene apsorpcije 

kroz polupropusnu kutikulu i probavni sustav (Phipps i sur. 1993; Sinha i sur. 2010). 

Vrsta Eisenia fetida odlikuje se visokom reproduktivnom stopom, kratkim ģivotnim 

ciklusom te povoljnim uvjetima odrģavanja i rukovanja unutar laboratorija. Navedeni 

razlozi ļine gujavicu vrste E. fetida izuzetno povoljnim organizmom pomoĺu kojeg 

laboratorijska istraģivanja vrlo uspjeġno koreliraju sa stvarnim stanjem u okoliġu, 

zbog ļega se navedena vrsta OECD protokolom (1984) preporuļa kao jedan od 

najboljih modelnih organizama za toksikoloġka ispitivanja tla.  

 
Bisfenol A (BPA) graĽevni je materijal polikarbonatne plastike, koji osigurava 

povoljna svojstva plastiļne ambalaģe - ļvrstoĺu i fleksibilnost. Sve ġiri raspon 

upotrebe i sve veĺa potraģnja svrstala je BPA meĽu spojeve s najveĺom godiġnjom 

proizvodnjom. Istovremeno, zbog kontinuiranog otpuġtanja u okoliġ, BPA je postao 

sveprisutno okoliġno zagaĽivalo i globalni problem. Od 30-tih godina proġlog stoljeĺa 

zna se kako posjeduje estrogena svojstva te da oponaġajuĺi hormone negativno 

utjeļe na zdravlje ljudi (Flint i sur. 2012; Paloma i sur. 2012). S obzirom na 

nemoguĺnost zaustavljanja njegove proizvodnje potrebna su brojna istraģivanja BPA 

s razliļitih aspekata, kako bi se uspjele uspostaviti sigurne doze s ciljem 

minimalizacije ġtetnih i toksiļnih svojstava. 

 
Porastom urbanizacije, razvojem industrije i prometa poveĺao se prijenos 

ġtetnih tvari kroz atmosferu. ZagaĽenje atmosfere ozbiljan je problem, no ne samo 

nekog odreĽenog podruļja nego i udaljenih podruļja u koje ġtetni spojevi dolaze 

strujanjem zraka i bivaju istaloģeni u okoliġu. Snijeg s obzirom na povoljne 

karakteristike poput velike dodirne povrġine i usporenog pada, ima moguĺnost 

akumulacije brojnih atmosferskih zagaĽivaļa. S obzirom da istaloģen snijeg 

predstavlja gradijent koncentracije svih spojeva kroz atmosferu, uzorkovanje snijega 

ide ka tome da postane jedna od vodeĺih metoda praĺenja okoliġnih zagaĽivala 

(Glenn i Sansalone 2002; Engelhard i sur. 2007). 
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2. CILJEVI ISTRAĢIVANJA 

 
ǒ UtvrĽivanje funkcionalne aktivnosti ABC transportnih proteina kod gujavice 

vrste Eisenia fetida nakon izlaganja razliļitim modelnim inhibitorima MXR 

mehanizma, ali i okoliġnim spojevima -  bisfenolu A i oneļiġĺenom snijegu. 

Upotrebom modelnih organizama gujavica E. fetida, koje se ļesto koriste u 

procjeni ekoloġkog rizika, pratili smo akumulaciju fluorescentnog supstrata nakon 

izlaganja gujavica modelnim MXR inhibitorima -  verapamilu (VER), ciklosporinu A 

(CA), MK571, probenecidu (PROB) i natrijevom ortovanadatu (OV) kako bismo po 

prvi puta utvrdili postojanje ovog obrambenog sustava u tkivu gujavice E. fetida. Uz 

to, razmotrili smo razliku izmeĽu dva fluorescentna supstrata - rodamina B (RB) i 

rodamina 123 (R123). 

 
ǒ UtvrĽivanje utjecaja bisfenola A i oneļiġĺenog snijega na MXR mehanizam 

U posljednje desetljeĺe provedena su mnoga ekotoksikoloġka istraģivanja na 

gujavicama, no preteģno su bila fokusirana na utjecaj teġkih metala, nanoļestica, 

polikloriranih bisfenola (PCB), organofosfata, karbamata i organoklorida (Markman i 

sur. 2007; Zhang Y. i sur. 2009; Hu C.W. i sur. 2010; Wang i sur. 2012a, 2012b). 

Upravo iz tog razloga cilj ovog dijela istraģivanja bio je po prvi puta ispitati 

uļinkovitost MXR mehanizma u obrani od sveprisutnog zagaĽivala - bisfenola A. 

TakoĽer, ispitali smo djeluje li oneļiġĺeni snijeg na aktivnost MXR mehanizma. 

 
ǒ UtvrĽivanje djelomiļnog nukleotidnog slijeda gena koji kodira za P-gp 

gujavice E. fetida 

UtvrĽivanje prisutnosti gena kodirajuĺih za proteine ABCB podporodice u 

gujavici E. fetida provedeno je uz pomoĺ konstrukcije poļetnica (engl. primer) za 

umnoģavanje gena za P-gp na temelju poznatih aminokiselinskih/nukleotidnih 

sljedova iz drugih organizama. Iz homogeniziranog tkiva gujavica proļiġĺena je 

ukupna RNA i prevedena u cDNA, koja je posluģila kao kalup za umnoģavanje 

fragmenta gena za P-gp lanļanom reakcijom polimerazom. Dobiveni fragmenti su 

sekvencirani te im se utvrdio nukleotidni slijed. Djelomiļni sljedovi usporeĽeni su s 

poznatim nukleotidnim i aminokiselinskim sljedovima drugih organizama, a na 

temelju dobivenih rezultata naļinjena je filogenetska analiza.
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3. LITERATURNI PREGLED 

 
  3.1. Mehanizam multiksenobiotiļke otpornosti (MXR) 

 
Mehanizam multiksenobiotiļke otpornosti (eng. multixenobiotic resistance; 

MXR) po prvi puta kao pojam uvodi i opisuje akademik Branko Kurelec na Institutu 

RuĽer Boġkoviĺ u Zagrebu 1992. godine. MXR mehanizam ġtiti stanice od ġirokog 

spektra endogenih toksiļnih spojeva, ksenobiotika, ukljuļujuĺi i one antropogenog 

porijekla, zbog ļega predstavlja prvu liniju obrane organizma od ġtetnih okoliġnih 

ļimbenika (Kurelec 1997, Sauerborn Klobuļar i sur. 2010). Akademik Kurelec (1992) 

navedeni fenotip otkrio je na vodnim organizmima te su uslijedila brojna istraģivanja 

sposobnosti preģivljavanja vodenih organizama uslijed izloģenosti zagaĽenim 

vodama. Na njegov rad nastavili su se brojni znanstvenici koji su do danas potvrdili 

postojanje P-gp proteina, jednog od glavnih proteina ukljuļenih u MXR, u viġe od 40 

vodenih organizama (Kurelec 1992; Bard 2000; Sauerborn Klobuļar i sur. 2010; 

Boġnjak 2010). Kao primjere se moģe navesti nekoliko organizmama pripadnika 

koljena mekuġaca (Anodonta cygnea, Corbicula flumine, Crassostrea gigas, Mytilus 

galloprovincialis), spuģvi (Tethya lyncurium, Suberites domuncula, Geodia cydonium, 

Verongia aerophoba, Dreissena polymorpha), bodljikaġa (Paracentrotus lividus, 

Arbacia lixula) i svitkovaca (Mullus barbatus, Cyprinidae) (Kurelec i sur. 1997; 

Sauerborn i sur. 2004; Sauerborn Klobuļar i sur. 2010; Boġnjak I. 2010). 

MXR mehanizam posredovan je istim tipom membranskih transportnih 

proteina i djeluje po istom principu kao i mehanizam istovremene otpornosti na 

razliļite lijekove (eng. multidrug resistance, MDR) koji je eksprimiran u tumorskim 

stanicama sisavaca. Jedan od prvih znanstvenika koji je postavio koncept MDR 

mehanizma bio je Keld Danß koji je poļetkom 70-tih godina 20. stoljeĺa primijetio 

kako miġje tumorske stanice (Ehrlich ascites tumorske stanice) aktivno izbacuju 

antraciklin i vinka-alkaloide (Litman i sur. 2001). Osnovu oba mehanizma 

predstavljaju odreĽeni predstavnici ABC transportnih proteina koji aktivno izbacuju 

razliļite spojeve iz stanice (Litman i sur. 2001; Bard i sur. 2000).  
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    3.1.1. ABC transportni proteini  

 
ABC transportni proteini (eng. ATP-binding cassette) jedna su od najveĺih 

dosad poznatih transmembranskih proteinskih porodica. Prvi puta identificirani su 

1982. godine prouļavanjem unosa tvari u stanice bakterije Salmonella typhimurium. 

Njihovo postojanje do danas je utvrĽeno u sva tri kraljevstva, od bakterija pa sve do 

ļovjeka (Higgins 1992; Dean i sur. 2001).  

Ovisno o funkciji koju obavljaju, ABC transportni proteini razvrstani su u tri 

skupine: proteine za izbacivanje tvari ï eksportere (eng. efflux), proteine za unos 

tvari ï importere i proteine ukljuļene u staniļne procese. Eksporteri izbacuju ġtetne 

sekrecijske tvari i toksine iz stanice smanjujuĺi tako njihovu koncentraciju u citosolu. 

Supstrat moģe biti prenesen iz citosola u staniļni organel ili moģe biti iznesen iz 

stanice kroz plazmatsku membranu (Dassa i Bouige 2001; Tarling i sur. 2013). 

Importeri obuhvaĺaju najveĺi broj ABC transportnih proteina te ih nalazimo veĺinom 

kod prokariota. Glavna uloga im je unos nutrijenata iz okoliġa (peptida, iona, ġeĺera) 

u prokariotsku stanicu, ļak i ukoliko su nutrijenti prisutni u mikromolarnim (ɛg/L) 

koncentracijama. Treĺa skupina obuhvaĺa proteine koji ne sudjeluju u transportu, veĺ 

su ukljuļeni u popravak DNA, translaciju ili regulaciju genske ekspresije (Dassa i 

Bouige 2001; Litman i sur. 2001; Tarling i sur. 2013). 

Osim svoje uloge u MDR i MXR mehanizmu, ABC transportni proteini kod 

viġestaniļnih organizama vrġe razliļite fizioloġke uloge utjeļuĺi na sintezu lipida, 

ģuļne kiseline, homeostazu ģeljeza i signalnih molekula. ABC proteini kod eukariota 

su smjeġteni u plazmatskim membranama te na membranama intracelularnih 

organela kao ġto su Golgijevo tijelo, endosomi, endoplazmatski retikulum, 

peroksisom i mitohondrij. Presudnu ulogu imaju i u odrģavanju staniļne homeostaze, 

o ļemu najbolje svjedoļi ļinjenica da je gotovo treĺina defektnih humanih ABC gena 

povezana s fenotipskim bolestima (Fukuda i Schuetz 2012). S obzirom na brojna 

istraģivanja MDR mehanizma, ABC transportni proteini najbolje su istraģeni kod 

ļovjeka te je do danas opisano 49 humanih ABC gena (od kojih je 14 povezano s 

nastankom odreĽenih bolesti). Mutacije unutar kodirajuĺih regija gena odgovorne su 

za pojavu bolesti, od kojih su neke prikazane u Tablici 1.  
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Tablica 1. Prikaz pojedinih fenotipskih bolesti ļovjeka uzrokovanih ne-

funkcionalnoġĺu ABC transportnih proteina (Podaci preuzeti iz: Dean i sur. 2001; 

Litman i sur. 2001;  Kaminski i sur. 2006). 

 

Tip 

transportera 

Naziv bolesti uzrokovane 

mutacijom transportnog proteina 
Opis bolesti 

ABCA1 Tangierska bolest Poremeĺaj metabolizma lipida. 

ABCA3 Respiratorni distres sindrom (RDS) 

Primarno oboljenje pluĺa 

novoroĽenļeta kao posljedica 

nedostatka surfaktanta. 

ABCA4 Stargardtova bolest 

Degeneracija srediġnjeg dijela 

mreģnice (makule), ġto rezultira 

gubitkom vida u srediġtu vidnog polja. 

ABCA12 

Harlequin ihtioza (Ichthyosis 

congenita, 

Harlequin fetus type) 

Bolest koģe koja se manifestira 

nagomilavanjem roģnatih naslaga 

(keratodermija). U pojedinim 

sluļajevima moģe imati smrtni ishod. 

ABCB11, 

ABCB4 
Intrahepatiļka kolestaza 

Poremeĺaj izluļivanja soli ģuĺanih 

kiselina te poveĺanje njihove 

koncentracije u krvi tijekom trudnoĺe. 

Moģe rezultirati spontanim 

pobaļajem, ranijim poroĽajem ili 

smrĺu djeteta. 

ABCC2 Dubin-Johnsonov sindrom  Poremeĺaj metabolizma bilirubina. 

ABCC6 Pseudoxanthoma elasticum 

Bolest koja uzrokuje fragmentaciju i 

mineralizaciju elastiļnih vlakana u 

pojedinim tkivima.  

ABCC7 Cistiļna fibroza 

Promjena u radu ģlijezdi s vanjskim 

izluļivanjem, zbog ļega dolazi do 

oġteĺenja mnogih organa (najviġe 

diġnog, probavnog i reproduktivnog). 

ABCD1 Adrenoleukodistrofija (ALD) 

Nedostatak mijelina u vlaknu ģivļane 

stanice, zbog ļega dolazi do 

odumiranja funkcija organa i paralize. 

ABCG5, 

ABCG8 
ɓ-sitosterolemia Poremeĺaj metabolizma lipida. 
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Glavni predstavnici ABC transportnih proteina ukljuļenih u MXR mehanizam 

(Tablica 2) su: P-glikoproteini (P-gp, pripada ABCB podporodici); MRP (eng. 

multidrug resistance-associated proteini, pripadaju ABCC podporodici) i BCRP (eng. 

breast cancer resistance protein, pripada ABCG podporodici) (Cole i Deeley 1998; 

Ambudakar i sur. 1999; Mao i Unadkat 2005).  

Porodica ABC proteina podijeljena je u 7 podporodica (ABCA-ABCG) s 

obzirom na strukturu gena, aminokiselinske sljedove, organizaciju domena i 

filogenetske odnose. Nakon navoda porodice i podporodice dopisuje se broj ļlana 

odreĽene podporodice, npr. ABCB1 (Dean i Annilo, 2005; Fukuda i Schuetz 2012; 

www.genenames.org). 

 

Tablica 2. Prisutnost glavnih predstavnika MXR mehanizma u vodenim organizmima 

te tkivna lokalizacija ABC transportnih proteina kod ļovjeka. 

 

Predstavnici MXR 

mehanizma; 

podporodica 

Organizmi u kojima 

su naĽeni 

Tkivna lokalizacija 

eksportera kod 

ļovjeka 

Izvor 

P-glikoprotein 

(P-gp); ABCB1 

Stronglylocentrotrus 

purpuratus; Mytilus 

galloprovincialis; 

Dreissena polymorpha; 

Fundulus heteroclitus; 

Crassostrea virginica 

Crijevo, jetra, 

bubrezi, placenta, 

krvno-moģdana 

barijera 

Gottesman i 

sur. 2002; 

Keppler i 

Ringwood 2001; 

Bard i sur. 

2002; Smital i 

sur. 2003; 

Boġnjak 2010 

Multidrug resistance-

associted protein 

(MRP); ABCC 

Mullus barbatus; 

Stronglylocentrotrus 

purpuratus; Poeciliopsis 

lucida 

Jetra, bubrezi, 

crijevo, guġteraļa, 

nadbubreģna 

ģlijezda, prostata, 

testisi, jajnici, pluĺa 

Sauerborn i sur. 

2004; 

Gottesman i 

sur. 2002; Ģaja i 

sur. 2007; 

Boġnjak 2010 

Breast cancer 

resistance protein 

(BCRP); ABCG 

Oncorhynchus mykiss 
Placenta, crijevo, 

dojke, jetra 

Gottesman i 

sur. 2002; Ģaja i 

sur. 2008 
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      3.1.1.1. GraĽa ABC proteina 

 
Osnovnu graĽu ABC transportnih proteina ļine ļetiri strukturne domene: dvije 

izrazito hidrofobne transmembranske domene (TMD) i dvije hidrofilne ATP-vezne 

citoplazmatske domene, tzv. nukleotidno-vezne domene (NBD, eng. nucleotide-

binding domain) (Slika 1) (Dassa i Bouige 2001; Dean i sur. 2001). TM domene 

sastavljene su od uzastopno ponavljajuĺih Ŭ-uzvojnica koje grade transmembranski 

kanal. Njihova uloga je osiguravanje specifiļnosti i vezanje ġirokog spektra supstrata. 

NB domene su visoko oļuvane regije koje se nalaze u citoplazmi te vezujuĺi i 

hidrolizirajuĺi ATP (ATP-vezna kaseta; eng. ATP-binding cassette) osiguravaju 

energiju za prijenos supstrata kroz membranu (Grandjean-Forestier i sur. 2009; Dean 

i sur. 2001).   

 

Slika 1. Shematski prikaz potpunog transportera graĽenog od ļetiri domene ï dvije 

transmembranske (TMD) i dvije nukleotidno bazne domene (NBD). Unutar 

nukleotidno vezne domene nalaze se Walker A, Walker B i ABC motivi (LSGGQ) 

(Preuzeto i prilagoĽeno na temelju: Fukuda i Schuetz 2012). 

 
 
Walker A motiv, poznat i kao P-petlja odgovoran je za vezanje nukleotida, dok 

je Walker B (Q-petlja) odgovoran za hidrolizu ATP-a i interakciju NB i TM domena 

(George i Jones 2012). Walker A i Walker B su dva karakteristiļna visoko oļuvana 

motiva odijeljena sa 90-120 aminokiselina, te ļine ATP veznu kazetu. Uz dva 

navedena motiva prisutan je ABC motiv (LSGGQ), poznatiji kao C motiv, koji 

omoguĺuje interakciju nukleotida s ATP-veznim mjestom (Dean i sur. 2001; Tarling i 
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sur. 2013). S obzirom na karakteristiļne domene koje vezuju ATP, cijela porodica 

ujedinjena je nazivom ABC proteini (Litman i sur. 2001). 

Na osnovu broja domena koje ih grade, ABC proteini podijeljeni su u tri 

skupine: potpune transportere, duge transportere i polutransportere. Potpuni 

transporteri (P-gp), kao ġto je veĺ prikazano na Slici 1. sadrģe ļetiri domene (TMD-

NBD-TMD-NBD) povezane u funkcionalan polipeptid. Dugi transporteri (MRP) sliļni 

su potpunim transporterima, no za razliku od njih imaju dodanu treĺu TMD domenu 

(tzv. TMD0) koja nije nuģna za sam mehanizam transporta (Slika 2, lijevo). 

Polutransporteri graĽeni su od samo dvije domene (TMD-NBD) (Slika 2, desno).               

ABCA i ABCC podporodice sastavljene su od iskljuļivo potpunih transportera, dok 

ABCD, ABCG i ABCH podporodice obuhvaĺaju polutransportere. ABCB podporodici 

pripadaju potpuni transporteri i polutransporteri (Dean i Annilo 2005; Fukuda i 

Schuetz 2012; Coleman i sur. 2013). 

      

 

 

 

 

 

Slika 2. Shematski prikaz dugog transportera sa dodatnom TM0 domenom u odnosu 

na potpuni transporter (na slici lijevo) te polutransportera graĽenog od dvije domene- 

jedne TM i jedne NB domene (na slici desno) (Preuzeto i prilagoĽeno na temelju: 

Fukuda i Schuetz 2012). 

 

 
      3.1.1.2. Mehanizam transporta ABC proteinima 

 
 Kako bi doġlo do aktivnog prijenosa tvari preko staniļne membrane potrebna 

je energija u obliku ATP-a, interakcija izmeĽu NB i TM domena te promjena 

konformacije transportera (Grandjean-Forestier i sur. 2009; Gottesman i sur. 2002). S 

obzirom na veliku sliļnost u graĽi eksporteri i importeri dijele isti mehanizam aktivnog 

prijenosa tvari. Stoga je u nastavku opisan samo naļin aktivnog eksporta (Slika 3). 
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 U prvoj fazi (faza mirovanja) TM domene tvore obrnuti ñVñ oblik koji 

omoguĺava vezanje supstrata iz citoplazme na slobodno vezno mjesto. Zbog toga 

dolazi do velike konformacijske promjene TM domena, ġto omoguĺuje vezanje dvije 

molekule ATP-a na NBD. Vezanje ATP-a uzrokuje drugu konformacijsku promjenu u 

kojoj NB domene stvaraju zatvorenu dimersku konfiguraciju. Istovremeno TM 

domene se otvaraju stvarajuĺi prolaz ka suprotnoj strani staniļne membrane (treĺa 

faza), omoguĺujuĺi supstratu otpuġtanje u ekstracelularni prostor. Nakon otpuġtanja 

supstrata, hidrolize ATP-a i otpuġtanja fosfata, ADP u zavrġnoj fazi vraĺa transporter 

u prvobitni poloģaj okrenut prema intracelularnom mediju (Honorat i sur. 2009; 

Fukuda i Schuetz 2012; Coleman i sur. 2013). 

 

Slika 3. Predloģeni mehanizam transporta supstrata putem ABC eksportera 

(Preuzeto i prilagoĽeno na temelju: Dong i sur. 2005). 

 
 
          3.1.1.2.1. Kemosenzitizatori 

 
Neke tvari, bilo prirodnog ili antropogenog podrijetla mogu inhibirati ABC 

proteine, odnosno MXR mehanizam. Takve tvari nazivamo MXR inhibitorima ili 

kemosenzitizatorima. Kemosenzitizatori mogu djelovati kao pojedinaļna tvar ili u 

sinergiji viġe tvari, kada blokirajuĺi transportnu aktivnost ABC transportera 

onemoguĺuju izbacivanje drugog ksenobiotika iz stanice. S obzirom da se u okoliġu 

nalaze mjeġavine razliļitih spojeva, blokiranjem MXR mehanizma dolazi do 

akumulacije ġtetnih, potencijalno toksiļnih spojeva unutar stanice (Slika 4) (Kurelec 

1992; Epel i sur. 2008). Izloģenost organizama pesticidima i ostalim antropogeno 

stvorenim spojevima koji djeluju kao kemosenzitizatori moģe rezultirati poveĺanjem 



LITERATURNI PREGLED 

 
 

 

 

11 

 

  

osjetljivosti organizama na prirodne toksine, na koje su organizmi otporni u sluļaju 

normalne aktivnosti ABC transportnih proteina (Bard 2000).  

 

 

 
 

Slika 4. Prikaz transportnih moguĺnosti u stanici u normalnim uvjetima i prilikom 

posredovanja kemosenzitizatora. U 1. sluļaju (na slici gore) svi transporteri 

funkcioniraju normalno. Nekolicina toksikanata koja uĽe u stanicu vrlo brzo se 

modificira reakcijama metabolizma faze I (oksidacija-citokrom P450) i faze II 

(konjugacija-transferaze), nakon ļega se izbacuju van iz stanice. U 2. sluļaju (na slici 

dolje) stanica je izloģena mjeġavini spojeva, ukljuļujuĺi i kemosenzitizatore koji 

inhibiraju djelovanje ABC transportera. Nakon ġto su transporteri inaktivirani, 

onemoguĺeno je izbacivanje ġtetnih spojeva te dolazi do njihove akumulacije unutar 

same stanice (Preuzeto i prilagoĽeno na temelju: Epel i sur. 2008). 
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      3.1.1.3. P-glikoprotein (P-gp; ABCB1) 

 
 P-glikoprotein (P-gp) prvi je otkriven, stoga trenutno najpoznatiji i najviġe 

istraģivan transmembranski ABC transporter (Juliano i Ling 1976). Kodira ga mdr1 

gen koji se kod ļovjeka nalazi na 7. kromosomu. Masa ljudskog P-gp proteina iznosi 

170 kDa, a duljina ~136 ¡. Sastavljen je od ~1280 aminokiselina te pripada ABCB 

podporodici. Polipeptidni lanac sastavljen je od dvije transmembranske domene 

(TMD1 i TMD2), od kojih svaki sadrģi po ġest Ŭ-uzvojnica. Svaka od domena 

povezana je citosolnim petljama s dvijema NB domenama (NB1 i NB2) (Slika 5) 

(Grandjean-Forestier i sur. 2009; Bard 2000; Fukuda i Schuetz 2012). P-gp pripada 

potpunim transporterima, odnosno sastoji se od dvije TM i dvije NB domene 

povezane u funkcionalan polipeptid (Dean i sur. 2001; Coleman i sur. 2013). Unutar 

svake NB domene, kao ġto je veĺ opisano, nalaze se karakteristiļni ABC motivi 

(Dean i sur. 2001; Litman i sur. 2001; Tarling i sur. 2013). 

 

 

Slika 5. Prikaz graĽe P-glikoproteina te smjeġtaja NB i TM domena (Preuzeto iz: 

Fukuda i Schuetz 2012) 
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P-gp je u svim ģivotinjama i organizmu ļovjeka eksprimiran ponajviġe u epitelu 

gastrointestinalnog trakta, organima zaduģenim za detoksikaciju (jetra i bubreg), 

krvno-moģdanoj te krvno placentarnoj barijeri, krv-testis barijeri i na povrġini matiļnih 

stanica krvotvornih sustava (Tablica 2) (Grandjean-Forestier i sur. 2009; Bard 2000). 

Njegova primarna funkcija je sprijeļavanje akumulacije ġtetnih spojeva, antropogeno 

stvorenih spojeva otpuġtenih u okoliġ, toksina i drugih ksenobiotika unutar stanice. 

TakoĽer, ukljuļen je i u ostale fizioloġke procese poput regulacije apoptoze, stresa, 

hipoksije, diferencijacije matiļnih stanica, imunoloġkog odgovora stanice i dinamiku 

plazma membrane (Grandjean-Forestier i sur. 2009). 

Uz pomoĺ energije ATP-a, P-gp je u moguĺnosti prenijeti ġiroki raspon 

supstrata koji su svrstani u dvije skupine. Prvu skupinu supstrata ļine umjereno 

hidrofobni, planarni, prirodni produkti male molekularne mase koji su ļesti supstrati ili 

pak metaboliti detoksifikacijskih enzima kao ġto je citokrom P450 (CYP), te 

kemoterapeutici i steroidi. Drugu skupinu ļine modulatori koji inhibiraju P-gp na naļin 

da se veģu na protein, ali se ne transportiraju P-gp mehanizmom (Bard 2000; 

Grandjean-Forestier i sur. 2009). Zbog izrazito ġiroke supstratne specifiļnosti kroz 

posljednje desetljeĺe sve se viġe ġirio popis supstrata za P-gp, od kojih je samo 

nekolicina navedena u Tablici 3.  
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Tablica 3. Prikaz kemijskih struktura i kratak opis nekih od supstrata za P-gp (Podaci 

preuzeti iz: Ueda i sur. 1992; Buss i Callaghan 2008; Grandjean-Forestier i sur. 2009; 

Leslie i sur. 2005) 

Naziv i kemijska struktura Kratki opis supstrata 

Klorpirifos 

 

Organofosfatni insekticid. Djeluje na ģivļani 

sustav insekata inhibirajuĺi acetilkolinesterazu. 

DDT 

 

Organokloriran insekticid. Zbog kancerogenog 

utjecaja i mnogih drugih negativnih nuspojava, u 

SAD-u i Europi  povuļen je iz upotrebe do kraja 

80-tih godina 20. stoljeĺa. MeĽunarodnim 

konvencijama zabranjen je tek 2001. godine. 

Atrazin 

 

Pesticid koji je u ġirokoj upotrebi diljem svijeta. 

Prokloraz 

                   

Fungicid koji je u ġirokoj upotrebi u vrtlarstvu i 

agrikulturi diljem Europe, Australije i Sjeverne 

Amerike.  

Doksorubicin 

 

Antitumorski antibiotik koji vezujuĺi se na DNA 

onemoguĺuje njenu sintezu. Prepisuje se uz 

kemoterapijsko lijeļenje. 

Aldosteron i kortizol 

 
 

 

Steroidni hormoni 

nadbubreģne ģlijezde 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0b/P,p'-dichlorodiphenyltrichloroethane.svg
http://www.google.hr/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&docid=2JDsNHcFZWInwM&tbnid=dIL2zOwhdA8bYM:&ved=0CAgQjRwwAA&url=http://en.wikipedia.org/wiki/Glucocorticoid&ei=qs12Uf78LaHa4ASWx4H4BQ&psig=AFQjCNHGAtdUQAeJe9ZntdAtpHbjM9Rryg&ust=1366826794807153


LITERATURNI PREGLED 

 
 

 

 

15 

 

  

      3.1.1.4. MRP (eng. multidrug resistance-associated protein; ABCC) 

 
Nakon otkriĺa P-gp proteina uslijedila su istraģivanja MDR mehanizma na 

stanicama raka. S obzirom da MDR mehanizam nije uvijek bio povezan s 

ekspresijom P-gp-a, potaknuta su istraģivanja kako bi se saznalo o kojem je 

transporteru rijeļ. Odgovor na to pitanje dali su Cole i Deeley 1992. godine otkrivġi 

190-kDa teģak protein koji se sastoji od 1531 aminokiseline. Protein je nazvan 

multidrug resistance-associated protein (MRP1/ABCC1) (Litman i sur. 2001; Sheps i 

Ling 2009). Do danas je otkriveno joġ 12 transportnih proteina (ABCC2, ABCC3, 

ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC10, ABCC11, ABCC12), koji zajedno s proteinom 

MRP1 (ABCC1) ļine ABCC nadporodicu.    

S obzirom na broj domena koji ih grade, filogenetskim odnosima i 

membranskoj topologiji ABCC podporodica obuhvaĺa duģe i kraĺe transportere. Dugi 

transporteri (ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC6, ABCC10) graĽeni su od tri TM i dvije 

NB domene. Uz to, imaju dodanu i treĺu TM domenu, TMD0. Kraĺi transporteri 

(ABCC4, ABCC5, ABCC8, ABCC9), sliļni graĽi P-gp-a, graĽeni su od ļetiri 

strukturne domene (dvije TM i dvije NB domene) (Sheps i Ling 2009) (Slika 6). 

 

 
 

Slika 6. Prikaz osnovne graĽe MRP transportnih proteina. Dugi MRP transporteri 

graĽeni su od tri TM (+TM0) i dvije TM domene (na slici gore). Kraĺi MRP 

transporteri graĽeni su od dvije TM i dvije NB domene (na slici dolje) (Preuzeto i 

prilagoĽeno na temelju: Schinkel i Jonker 2003). 
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Pripadnici ABCC podporodice aktivni su membranski transporteri ukljuļeni u 

transport organskih aniona i lijekova. TM domene proteina ABCC podporodice dijele 

nizak stupanj homologije, ġto objaġnjava moguĺnost transporta ekstremno razliļitih 

substrata, ukljuļujuĺi konjugate glutationa i spojeva konjugiranih sulfatom 

(Gottesman i sur. 2002; Honorat i sur. 2009). Prisutnost MRP proteina u jetri i 

bubrezima, najvaģnijim organima za ekskreciju potencijalno toksiļnih ksenobiotika i 

metabolita (Tablica 2) govori o njihovoj vaģnosti u obrani od ġtetnih spojeva (Honorat 

i sur. 2009). Zahvaljujuĺi ġirokoj supstratnoj specifiļnosti, zajedno sa proteinom P-gp 

pruģaju prvu liniju obrane od ġirokog raspona ksenobiotika, ġto je posebno vaģno u 

vremenu kada se svakodnevno sintetiziraju novi spojevi (Epel i sur. 2008).  

   
 
  3.2. Funkcionalni ekotoksikoloġki test za MXR  

 
ABC transportni proteini ukljuļeni u MXR mehanizam izuzetno su uļinkoviti u 

obrani stanice (organizma) od ġtetnih spojeva, ksenobiotika i ostalih potencijalno 

toksiļnih spojeva, no njihova aktivnost moģe se poremetiti prisustvom odreĽenih 

spojeva koji imaju inhibitorno djelovanje (Kurelec 1997, Sauerborn Klobuļar i sur. 

2010). Stoga se mjerenje stupnja inhibicije transportnih proteina ukljuļenih u MXR 

mehanizam moģe koristiti kao biomarker, odnosno kao uļinkovito sredstvo za 

biomonitoring zagaĽenosti okoliġa (Epel i sur. 2008; Hackenberger i sur. 2012).  

S obzirom na ġirok spektar spojeva koje mogu transportirati iz stanice i na taj 

naļin sprijeļiti ili umanjiti akumulaciju ġtetnih spojeva, uspostavljen je funkcionalni 

ekotoksikoloġki test za MXR. Princip testa koriġtenog prilikom izvoĽenja 

eksperimentalnog dijela je mjerenje fluorescencije modelnih supstrata (rodamina B i 

rodamina 123) unutar homogeniziranog tkiva nakon dodavanja MXR modelnih 

inhibitora. Ukoliko je P-gp/MRP pumpa bila aktivna i ukoliko njena transportna 

aktivnost nije inhibirana, prethodno akumuliran fluorescentni supstrat uļinkovito se 

izbacuje te se posredno smanjuje njegova koncentracija unutar stanice (organizma). 

U sluļaju inhibicije transportera modelnim MXR inhibitorima (Tablica 4) dolazi do 

zaostajanja fluorescentnog supstrata unutar stanice, ġto se oļituje kao porast 

fluorescencije u tkivima (Epel i sur. 2008). 
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Tablica 4. Popis najznaļajnijih inhibitora ABC transportnih proteina ukljuļenih u MXR 

mehanizam, koriġtenih prilikom provoĽenja eksperimentalnog dijela diplomskog rada. 

 

Inhibitor Strukturna formula Kemijska formula Naļin 
djelovanja 

Ciklosporin 

A 

 

 

 

C62H111N11O12 

Inhibitor P-gp 
ATP-aze  

Verapamil 

 

 

 

C27H38N2O4 

Kompetitivni 
P-gp inhibitor  

MK571 

 

 

C26H26ClN2NaO3S2 

Ŀ xH2O 

Specifiļan 
MRP inhibitor 

Probenecid 

 

 

C13H19NO4S 
MRP inhibitor  

Ortovanadat 

 

 

Na3VO4 
P-gp i MRP 
inhibitor  

 

 
Prilikom interakcije transportnih proteina MXR mehanizma i MXR modelnih 

inhibitora dolazi do inhibicije na viġe naļina. S obzirom da su mehanizmi indukcije do 

danaġnjih dana nedovoljno istraģeni, navodim primjer interakcije izmeĽu proteina P-

gp i inhibitora verapamila (Slika 7). Unutar P-gp proteina nalaze se dvije hidrofobne 

ġupljine. Prva ġupljina (CAV-1) nalazi se u samoj unutraġnjosti proteina te sadrģi tri 

aromatska aminokiselinska ostatka (Phe953, Phe71 i Tyr949). Druga ġupljina (CAV-

2) okrenuta je prema srediġtu proteina te sadrģi aromatske i alifatske aminokiselinske 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/92/Ciclosporin.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a0/(%C2%B1)-Verapamil_Structural_Formula_V.1.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/bb/Probenecid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium
http://en.wikipedia.org/wiki/Vanadium
http://en.wikipedia.org/wiki/Vanadium
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ostatke (Phe724, Phe332, Phe339, Leu335, Leu336 i Ile977). Prilikom inhibicije 

verapamilom jedan dio molekule ulazi u ġupljinu CAV-1, ļime dolazi do interakcija s 

Phe953, Phe71 i Tyr949. Drugi dio molekule verapamila ulazi u ġupljinu CAV-2, ġto 

rezultira intermolekularnim interakcijama s Phe339, Phe724 i Phe332. S obzirom da 

P-gp prilikom transporta ksenobiotika i ostalih ġtetnih spojeva izvan stanice mora 

proĺi kroz znaļajne konformacijske promjene, vezanjem verapamila na vezna mjesta 

ġupljina onemoguĺene su navedene promjene te dolazi do smanjenja/inhibicije 

aktivnosti P-gp-a (Quevedo i sur. 2011). Na taj naļin kemoterapeutici, ksenobiotici, 

antropogeni spojevi te ostali potencijalno toksiļni spojevi zaostaju unutar same 

stanice, gdje dolazi do njihove akumulacije. 

 

 

Slika 7. Prikaz trodimenzionalne strukture proteina P-gp i veznog mjesta za 

verapamil (Preuzeto i prilagoĽeno na temelju: Quevedo i sur. 2011.) 
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  3.3. Biologija gujavica vrste Eisenia fetida 

 
    3.3.1. Filogenija 

 
Znanstvena klasifikacija: 

 
Carstvo:  Animalia 

Koljeno: Annelida 

Razred:  Clitellata 

Podrazred:  Oligochaeta 

Red:   Haplotaxida 

Porodica:  Lumbricidae 

Rod:   Eisenia 

Vrsta:   Eisenia fetida                            

 

Slika 8. Kompostna gujavica (Eisenia fetida) 

(http://urbanfishfarmer.com/vermicomposting-worm-tea/) 

 

 
    3.3.2. Morfologija i opis vrste 

 
Vrsta E. fetida spada u porodicu Lumbricidae, gujavice, kojoj pripada veĺina 

terestriļkih gujavica u Europi i opĺenito u Palearktiļkoj regiji. Tijelo gujavica je 

bilateralno simetriļno i kolutiĺavo ġto se odraģava u vanjskoj i unutraġnjoj graĽi. 

Kutikula obavija jednoslojnu epidermu sastavljenu od cilindriļnih epitelnih stanica 

izmeĽu kojih su smjeġtene ģljezdane stanice. Epiderma ima zaġtitnu i pokrovnu 

ulogu, a preko nje se odvija i izmjena plinova. Ispod epiderme nalazi se sloj 

prstenastih i uzduģnih miġiĺa koji omoguĺavaju pokretanje naizmjeniļnim stezanjem 

duģ tijela. Jedna od najvaģnijih evolucijskih promjena je nastanak celoma 

(sekundarne trbuġne ġupljine) ļija je funkcija mnogostruka: pruģa potporu tijelu, 

utjeļe na pokretanje ģdrijela te sudjeluje u prijenosu tvari. Probavni sustav je otvoren 

i sastoji se od usta, ģdrijela, jednjaka, volje, ģeluca, crijeva i analnog otvora. Kreļuĺi 

se kroz zemlju gujavica guta zemlju i liġĺe, nakon ļega se glavni dio probave odvija u 

ģelucu i prednjem dijelu crijeva, a apsorpcija hranjivih tvari u optjecajni sustav u 

zadnjem dijelu crijeva. S obzirom na segmentiranost, u svakom kolutiĺu se nalazi i 
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jedan par ģivļanih ganglija meĽusobno povezanih ģivļanim vrpcama u ljestviļast 

ģivļani sustav. Gujavice su dvospolci, stoga imaju ģenski (na trbuġnoj strani 14. 

kolutiĺa) i muġki (na trbuġnoj strabni 15. kolutiĺa) spolni otvor. Oplodnja je vanjska 

(Edwards i Bohlen, 1996). 

 S obzirom na opĺe karakteristike poput oblika i veliļine tijela, dubine tla koju 

nastanjuju, pigmentacije i afiniteta prema tipu hrane Bouch® (1977) je razdijelio 

gujavice u tri ekoloġke kategorije: epigejne (koje su pigmentirane i ģive u povrġinskim 

slojevima tla bogatim hranjivim tvarima), aneciļne (koje su relativno velike i 

nastanjuju dublje dijelove tla) i endogejne (koje grade vertikalne tunele kroz tlo na 

dubini od 10-15 cm, probavljajuĺi na taj naļin najviġe hrane u odnosu na preostale 

dvije kategorije). E. fetida je epigejna vrsta, stoga nastanjuje povrġinske slojeve tla 

bogate organskom materijom, a manje mineralnim tvarima. Svojim djelovanjem 

poveĺava kvalitetu, strukturu i plodnost tla, uklanja i biotransformira teġke metale i 

brojne druge spojeve iz tla, uniġtava patogene i dezinficira tlo zbog ļega se razmatra 

njihov potencijal u lijeļenju nekih bolesti kod ljudi (Sinha i sur. 2010). 

 
 
    3.3.3. Ģivotni ciklus 

 
Vrstu E. fetida karakterizira visoka reproduktivna stopa te kratak ģivotni ciklus 

(Slika 9). Nakon spajanja dviju jedinki parenjem, dolazi do razmjene spermatozoida. 

Nakon otprilike 4 dana (ovisno o temperaturi, vlaģnosti i ostalim okoliġnim uvjetima) 

stvara se kokon ļija inkubacija traje od tri do ļetiri tjedna. Nakon navedenog perioda 

iz kokona izlaze prosjeļno tri gujavice. Spolnu zrelost postiģu izmeĽu ġestog i osmog 

tjedna na temperaturi od 20ÁC, nakon ļega svaka jedinka proizvede dva do pet 

kokona tjedno (OECD 1984; Venter i Reinecke 1988). 
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Slika 9. Ģivotni ciklus gujavice E. fetida (Preuzeto i prilagoĽeno na temelju: Venter i 

Reinecke 1988). 

 
 
    3.3.4. Gujavica E. fetida kao model u ekotoksikoloġkim istraģivanjima 

 
 S obzirom na naļin ģivota u tlu, moguĺnosti tolerancije i bioakumulacije 

visokih koliļina endogenih kemikalija, ksenobiotika i tvari antropogenog porijekla 

gujavice vrste E. fetida jedan su od najboljih modelnih organizama meĽu 

organizmima u tlu, ġto je potvrĽeno OECD protokolom kojim se preporuļaju za 

toksikoloġke testove (OECD 1984; Luo i sur. 1999; Sinha i sur. 2010; Hackenberger i 

sur. 2012). Njihovo tijelo obavijeno je polupropusnom kutikulom koja omoguĺuje 

apsorpciju i bioakumulaciju razliļitih molekula manje molekularne mase, dok se 

istovremeno apsorpcija odvija i kroz probavni sustav (Phipps i sur. 1993). Upravo 

zbog izravnog kontakta s tlom te osjetljivosti na promjenjive okoliġne ļimbenike, vrlo 

su korisne u praĺenju zagaĽenja tla. Zbog toga toksikoloġka ispitivanja unutar 

laboratorija vrlo uspjeġno koreliraju sa stvarnim stanjem u okoliġu (Hackenberger i 

sur. 2012). Uz to, laka dostupnost te jednostavnost za odrģavanje i rukovanje 

prilikom istraģivanja ļini ih izuzetno prihvatljivim eksperimentalnim organizmom 

(OECD 1984). 
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  3.4. Okoliġna zagaĽivala 

 
    3.4.1. Bisfenol A (BPA) 

 
Bisfenol A (BPA) po prvi puta sintetizirao je A. P. Dianin 1891. godine. Iako 

tada nije bilo posve jasno ļemu moģe posluģiti, danas je BPA osnovni graĽevni 

element polikarbonatne plastike koji plastiļnoj ambalaģi osigurava ļvrstoĺu, 

fleksibilnost i otpornost na promjenu oblika (Paloma i sur. 2012). Tijekom 2003. 

godine proizvedeno je 3.2 miliona tona BPA ġirom svijeta, a s obzirom na porast 

potraģnje pretpostavlja se kako je ta koliļina 2011. godine dosegla brojku od 5.5 

miliona tona. S obzirom na ġiroki raspon upotrebe te nezaustavljiv porast proizvodnje 

u posljednjih 80-tak godina, BPA postao je sveprisutno okoliġno zagaĽivalo. Unatoļ 

kratkom vremenu poluraspada same molekule (2.5 - 4 dana), zbog kontinuiranog 

otpuġtanja u okoliġ akumulirane koncentracije u stalnom su porastu (Flint i sur. 2012; 

Paloma i sur. 2012). 

Prema European Food Safety Authority za Europu dozvoljena dnevna doza 

(TDI; eng. tolerable daily intake) koja se moģe bez poslijedica unijeti u organizam 

iznosi 0.05 mg/kg tjelesne teģine. Sukladno s time, najviġa doza koja ne uzrokuje 

ġtetan uļinak (NOAEL; eng. no observed adverse effect level) iznosi 5 mg/kg tjelesne 

mase/dan (EFSA 2010). S obzirom da postoji viġe od 40 publiciranih studija koje 

jasno ukazuju na postojanje ġirokog raspona biokemijskih promjena unutar 

organizma prilikom konzumacije BPA u koncentraciji manjoj od 50 ɛg/kg/dan, nije 

posve pouzdano je li upravo propisana sigurna dnevna doza (EFSA 2010) zaista 

sigurna (vom Saal i Welshons 2006). 

Prekomjerno nakupljanje BPA u organizmu (stanici) dovodi do mnogobrojnih 

neģeljenih posljedica, a izmeĽu ostalog 30-tih godina 20. stoljeĺa utvrĽeno je kako je 

BPA ozbiljan endokrini disruptor (Flint i sur. 2012; Paloma i sur. 2012). S obzirom na 

sliļnost u obliku molekule s prirodnim estradiolom (Slika 10), BPA ima moguĺnost 

blokiranja ili pak vezivanja s estrogenskim receptorima. Na taj naļin onemoguĺuje 

normalan rad hormonskih receptora ili pak aktivira specifiļan hormonski proces 

unutar organizma (Flint i sur. 2012). Iako je BPA par tisuĺa puta slabije aktivniji od 

prirodnog estrogena, koncentracija u plazmi od svega 2-3 ppb-a* dovoljna je da izvrġi 

                                                           
* ppb ï parts per billion, 10-9 
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veliki utjecaj na hormonsku aktivnost. Uz to, BPA pokazuje i odreĽeni afinitet prema 

androgenskim i tiroidnim receptorima (Paloma i sur. 2012). 

 

 
 

Slika 10. Prikaz oblika molekula prirodnog hormona estradiola i bisfenola-A 

(PrilagoĽeno na temelju www.edrv.endojournals.org). 

 
 
Nakon ġto je 1993. godine postalo jasno kako BPA moģe istjecati iz plastike, 

uslijedile su brojne studije koje su se bazirale na otkrivanju veĺ postojeĺeg stanja te 

utjecaja na okoliġ i pripadajuĺe organizme (Tablica 5). Zbog lakġe usporedbe 

postojeĺih okoliġnih stanja s pojavom bolesti, u Tablici 6. navodim izmjerene 

koncentracije BPA u pojedinim drģavama. Za Republiku Hrvatsku, kao niti za veĺinu 

susjednih zemalja, do sada nisu izmjerene okoliġne koncentracije BPA. 
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Tablica 5. Prikaz utjecaja BPA  na nastanak promjena unutar organizma (stanice) u 

ovisnosti o dozi (Podaci preuzeti iz: Richter i sur. 2007; Flint i sur. 2012). 

 

Organizam 
Koncentracija 

BPA 
Zamjeĺene promjene  

Beskraljeģnjaci 

Chironomus riparius 0.08-0.1 ɛg/L Zaustavljanje razvoja larve 

Marisa cornuarietis >1.0 ɛg/L 

Feminizacija jedinki, uveĺanje spolnih 

ģlijezda, deformacije i napuknuĺa jajovoda, 

ugibanje 

Acartia tonsa 100 ɛg/L 
Zaustavljanje razvoja, smanjenje fertilnosti, 

poveĺana uļestalost smrtnosti potomaka  

Ribe 

 

Cyprinus carpio 1 ɛg/L Strukturne promjene gonada  

Salmo trutta f. fario 1.75 ɛg/L Smanjena kvaliteta spermatozoida muģjaka 

Dicentrarchus 

labrax 
10 ɛg/L 

Sprijeļavanje stvaranja vitelogenina kod 

ģenki  

Vodozemci 

Silurana 

tropicalis 
2.28 ɛg/L Sprijeļavanje metamorfoze 

Xenopus laevis  

20 ɛg/L Malformacije centralnog ģivļanog sustava 

4600 ɛg/L 
Abnormalnosti crijeva, nastanak edema, 

smanjenje duģine tijela 

Reptili 

Caiman latirostris 
90 ɛg/jaje Abnormalni sjemenovodi kod muģjaka 

9 mg/jaje Izlijeganje jedinki iskljuļivo ģenskog spola 

Ptice 

White Leghorn Chicken 2 ɛg/jaje 
OdgoĽen razvoj spolnih karakteristika 

muģjaka (krijeste, testisa) 

Coturnix japonica 200 ɛg/jaje Abnormalnosti jajovoda ģenki 

Sisavci 

Mladunļad CD-1 miġa 

(embrionalno izloģeni 

BPA) 

2 ɛg/kg Poveĺana agresivnost 

10 ɛg/kg Smanjena briga za potomke kod ģenki. 

Odrasli CF-1 miġevi 

(embrionalno izloģeni 

BPA) 

2 ɛg/kg Smanjenje sjemenovoda, poveĺanje prostate 

20 ɛg/kg 
Smanjenje dnevne koliļine proizvedene 

sperme kod muģjaka 

Wistar ġtakor 

(mladunļad) 
20 ɛg/kg Hiperaktivnost 

Microtus agrestis 250 ɛg/L Poveĺana razina testosterona 
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Tablica 6. Prikaz koncentracije BPA u vodi i tlu u pojedinim drģavama svijeta (Podaci 

preuzeti iz: Huang i sur. 2012). 

Drģava Lokacija Ispitivan materijal 

Izmjerena 

koncentracija 

BPA (ng/L) 

Kina 

Rijeka Songhua Rijeļna voda 29-64 

Guangzhou- Estuarij 

rijeke Pearl 

Rijeļna voda i voda 

ribnjaka 
950-3920 

Rijeļni sediment 0.6-4 

Sjeverni Taiwan 

Rijeļna voda 59-228 

Industrijska otpadna voda 

iz industrijskog parka 
623-16200 

Japan 

Tokyo Bay 

Voda morske povrġine 20.2-30.1 

Procjedna voda sa 

odlagaliġta opasnog 

otpada 

149-12300 

Okinawa i Ishigaki 

otoci 
Morska voda <5-58 

USA 

Cape Cod Otpadne vode 94-150 

Bayou rijeka Rijeļna voda 9-44 

Dever Povrġinski sediment 40-800 

Kanada Toronto 
Industrijski izlijevi 230-149200 

Kanalizacijski mulj 33-36700 

Njemaļka 

Sjeverno more 
Morska voda 

<0.05-248 

Baltiļko more <0.04-5.7 

Rijeka Elba Rijeļna voda 8.9-776 

Ġpanjolska Katalonija Rijeļna i morska voda 10-20 

Italija Rijeka Tiber Suspendirani materijal  5.6-56 
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    3.4.2. Uzorkovanje snijega kao metoda praĺenja okoliġnih zagaĽivala 

 
U zadnjih par desetljeĺa doġlo je do porasta svijesti ljudi, kako o zagaĽenju 

okoliġa toksiļnim tvarima, tako i o njihovom prijenosu kroz atmosferu i taloģenju u 

okoliġu. Promjena klime, litologija te iznenadne i nepredvidive pojave poput 

vulkanizama i oluja, uzrok su heterogene rasporeĽenosti teġkih metala i ostalih 

potencijalno toksiļnih spojeva u atmosferi (okoliġu) (Telmer i sur. 2004). 

Uzorkovanje i analiza snijega kao jednog od odliļnih naļina biomonitoringa 

zagaĽenja okoliġa, zapoļela je sa studijom Murozumi i suradnika (1969) koji su 

ispitivali udio olova u snijegu na Grenlandu u ovisnosti o razvitku industrije kroz 

desetljeĺa. Pahulje snijega sposobne su akumulirati brojne atmosferske zagaĽivaļe. 

Zbog veĺe dodirne povrġine i usporenog pada pahulje na sebe veģu ļak i elemente u 

tragovima, i to u znatno veĺoj koliļini nego kapi li kiġe. Jedne od brojnih povoljnih 

karakteristika ove metode su moguĺnost uzorkovanja ģeljenog broja uzoraka s 

razliļitih podruļja te moguĺnost uporedbe kontaminacije urbaniziranih i ruralnih 

podruļja. Uz to, apsorbcija teġkih metala i ostalih ġtetnih, potencijalno toksiļnih 

spojeva odvija se u kratkom vremenu. Uslijed atmosferskih taloģenja, snijeg koji se 

gomila na podlozi predstavlja gradijent koncentracije svih spojeva kroz atmosferu. 

Ukoliko se radi o urbaniziranim ili izrazito prometnim podruļjima (npr. uz autoceste), 

poveĺanje oneļiġĺujuĺih tvari utvrĽeno je 12 sati nakon taloģenja snijega na podlogu 

(Glenn i Sansalone 2002; Engelhard i sur. 2007). 

Uzimajuĺi u obzir navedene karakteristike pahulja, Telmer i sur. (2004) 

metodom uzorkovanja snijega identificirali su 33 elementa u tragovima i tri aniona, te 

dokazali kako se najmanje 27 elemenata prenosi na udaljenosti veĺe od 50 km od 

talionice u Quebecu. Ovisno o vremenskim uvjetima i ostalim klimatskim prilikama, 

prijenos spojeva moģe biti i do 5000 km (Telmer i sur. 2004).  

S obzirom na sve progresivniju urbanizaciju diljem svijeta te istovremeno 

rastuĺi unos brojnih antropogeno stvorenih spojeva, uzorkovanje i analiza snijega ide 

ka tome da postane jedna od vodeĺih metoda identifikacije i kvantifikacije zagaĽenja 

okoliġa (Cereceda-Balic i sur. 2012). 
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4. MATERIJALI I METODE 

 
  4.1. Materijali 

 
    4.1.1. Odrģavanje eksperimentalnih ģivotinja u laboratoriju 

 
Gujavice vrste E. fetida potjeļu iz uzgajaliġta Erġek d.o.o. u Donjoj Bistri (Slika 

11). U laboratoriju su drģane u kontroliranim uvjetima; u tlu odreĽenog sastava 

(ilovaļa, kompost i treset u jednakim udjelima), u tami i na temperaturi 20 Ñ 1 ÁC. 

Vlaģnost tla redovito je odrģavana. 

 

  

Slika 11. Uzgajaliġte u Donjoj Bistri. 
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    4.1.2. Kemikalije 

 
Popis koriġtenih kemikalija, reagensa koriġtenih u PCR reakcijama, kompleta, 

instrumenata i poļetnica navedeni su u Tablicama 7 ï 12. 

 
Tablica 7. Popis koriġtenih kemikalija. 

Ime (kratica) Kemijska formula ProizvoĽaļ 

Agaroza / Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

Ampicilin C16H19N3O4S Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

Ciklosporin A (CA) C62H111N11O12 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

Etidijev bromid C21H20BrN3 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

Fosfatni pufer (ph=7.4) 

Sastav: NaCl 8g, KCl 0.2g, 

Na2HPO4 x 2H2O 1.15g, 

KH2PO4 0.2g, dH2O 1000ml 

PBS / 

IPTG C9H18O5S Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

Natrijev ortovanadat (OV) Na3VO4 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

MK571 C26H26ClN2NaO3S2 Ŀ xH2O Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

Probenecid C13H19NO4S Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

Verapamil (VER) C27H38N2O4 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

X-gal C14H15BrClNO6 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, SAD 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium
http://en.wikipedia.org/wiki/Vanadium
http://en.wikipedia.org/wiki/Vanadium
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
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Tablica 8. Popis reagensa koriġtenih u PCR reakcijama. 

Naziv reagensa 
Koncentracija 

matiļne otopine 
Opis reagensa ProizvoĽaļ 

dNTP (smjesa 

deoksiribonukleotid-

trifosfata; dATP, dGTP, 

dCTP, dTTP) 

2 mM 

Prirodni supstrati za sintezu 

DNA. Omoguĺuju ugradnju 

nukleotida u 

novosintetiziranu DNA 

tijekom produljivanja lanaca 

u PCR reakciji. 

New England 

BioLabs, 

Beverly, MA, 

USA 

Q5 High-Fidelity DNA 

polimeraza 
20 U/ɛL 

Enzim koji sintetizira DNA 

dodajuĺi nukleotide na novi 

lanac s obzirom na 

komplementarnost baza. 

New England 

BioLabs, 

Beverly, MA, 

USA 

Q5 reakcijski pufer 

(MgCl2) 
5x 

Utjeļe na vezanje 

poļetnica, razdvajanje 

nizova pri denaturaciji, 

specifiļnost produkata i 

pravilnost kopiranja 

fragmenata. 

New England 

BioLabs, 

Beverly, MA, 

USA 

 

 

Tablica 9. Popis koriġtenih kompleta 

Naziv kompleta Kratak opis ProizvoĽaļ 

EZ-10 Spin Column Total 

RNA Mini-preps Super Kit 

Proļiġĺavanje ukupne RNA iz bakterija, 

kvasaca, gljivica, biljaka i ģivotinjskih 

tkiva. 

Bio Basic Inc., 

Ontario, Kanada 

pGEM-T Vector System 

Komplet za ligaciju plazmidne DNA i 

odreĽenog DNA odsjeļka. 

Komplet sadrģi: pGEM-T vektor, T4 

DNA ligazu i ligacijski pufer.  

Promega, Madison, 

WI, USA 

PrimeScript First Strand 

cDNA Synthesis Kit 

Komplet za sintezu jednolanļane cDNA 

prilikom reverzne transkropcije. 

TaKaRa Bio Inc, 

Kyoto, Japan 

QIAGen MiniPrep Kit 
Komplet za proļiġĺavanje plazmidne 

DNA. 

Qiagen, Hilden, 

Njemaļka 

QIAquick Gel Extraction Kit 

Komplet za proļiġĺavanje DNA 

fragmenta iz agaroznog gela nakon 

elektroforeze. 

Qiagen, Hilden, 

Njemaļka 
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Tablica 10. Popis hranjivih podloga koriġtenih za uzgoj bakterije Escherichia coli. 

 
Naziv hranjive 

podloge 
Sastav Kratak opis 

LB hranjiva 

podloga 

Å 5 g/L ekstrakt kvasca (Fluka, 

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) 

Å 10 g/L bakto tripton (eng. bacto 

tryptone) (Fluka, Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, SAD) 

Å 10 g/L NaCl (Kemika, Hrvatska) 

Å 15 g/L agar (za krutu hranjivu 

podlogu) 

Medij koriġten za uzgoj bakterija 

E.coli. Za selektivan rast 

bakterijskih kolonija s plazmidom 

pGEM-T, podlozi je dodan 

ampicilin, a za potrebe plavo-

bijele selekcije IPTG (0.5 Mm) i 

X-gal (80 ɛg/mL). 

SOC hranjiva 

podloga 

Å 2% bakto tripton (Fluka, Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, SAD) 

Å 0.5% kvaġļev ekstrakt (Fluka, 

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) 

Å 10 nM NaCl,  

Å 2.5 mM KCl,  

Å 10 mM MgCl2,  

Å 10 mM MgSO4 x 7H2O,  

Å 20 mM glukoza 

Hranjiva podloga za oporavak 

bakterija nakon podvrgavanja 

temperaturnom ġoku. 

 
 
Tablica 11. Popis koriġtenih instrumenata. 

 

Ime ureĽaja 
Namjena ureĽaja u 

istraģivanju 
ProizvoĽaļ 

BioSpec nano spektrofotometar 
Provjera koliļine i kvalitete 

proļiġĺene RNA. 

Shimatzu Biotech, 

Kyoto, Japan 

FLUOstar OPTIMA platereader 

OdreĽivanje akumulacije 

fluorecentnog supstrata 

unutar tkiva. 

BMG Labtech Ltd., 

Aylesbury, UK 

Mikrocentrifuga 5417C  
Razdvajanje faza, krute od 

tekuĺe. 

Eppendorf, Hamburg, 

Njemaļka 

Ultra-Turray T18 homogenizator 
Homogenizacija tkiva 

gujavice. 
IKA, Njemaļka 

Mastercycler personal 
Umnoģavanje odreĽenog 

odsjeļka DNA . 

Eppendorf, AG, 

Hamburg, Njemaļka 
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Tablica 12. Popis koriġtenih poļetnica  
O

z
n

a
k

a
 

p
o
ļ
e
t
n
i
c
a

 

O
ri

je
n

ta
c
ij
a

 

p
o
ļ
e
t
n
i
c
a

 
Nukleotidni slijed 

5' Ą 3' 

O
ļ
e
k
i
v
a
n
a
 

d
u
ģ
i
n
a
 
(
p
b
)

 

Tm Opis 

Pgp 1 F GCGGCTGTGGGAAGAGCAC 199 64 
Detekcija gena 

Abcb1 P-gp 

Pgp 2 R TGTTGTCTCCGTAGGCAATGTT 199 58 
Detekcija gena 

Abcb1 P-gp 

202 F GTNGGNMGNACNGGNGCNGGNAA 410 55-69 
Detekcija gena 

Abcc MRP2 

203 R TCNACNGCNGTNGCYTCRTC 410 50-62 
Detekcija gena 

Abcc MRP2 

204 F TCNCCHATMTWYTCHCAYTT 481 50-62 
Detekcija gena 

Abcc MRP2 

205 F TGTBSCHCARCARBCHTGG 292 66-54 
Detekcija gena 

Abcc MRP2 

206 F GARATNRTSAACYTKATGTC 502 60-50 
Detekcija gena 

Abcc MRP2 

207 R NCCVACNYDCCVYCTTYTC 481 68-52 
Detekcija gena 

Abcc MRP2 

208 R AAVAKRTKYTTBCCNACATG 292 62-48 
Detekcija gena 

Abcc MRP2 

209 R GGGWABYKMAKDATRTGAA 502 62-50 
Detekcija gena 

Abcc MRP2 

300 F TTTYRTWCAYGARTACATCAG 341 60-52 
Detekcija gena 

Abcg BCRP 

pUC/M

13 

reverse 

R CAGGAAACAGCTATGAC / / 

Sekvenciranje 

P-gp fragmenta 

gena iz tkiva E. 

fetida 

kloniranog u 

pGEM-T 

vektoru 

T7f/3nt 

extend

ed 

F GCTAGTTATTGCTCAGCGGTGG / / 

Sve navedene oligonukleotidne poļetnice sintetizirane su u Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, SAD) i Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).  
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    4.1.3. Molekularni biljeg 

 
Slika 12. prikazuje koriġteni MassRulerÊ DNA Ladder molekularni biljeg. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Slika 12. MassRulerÊ DNA Ladders, ready-to-use 

(80 bp ï 10000 bp), Fermentas. 

 

 
    4.1.4. Plazmidi 

 
Plazmid pGEM-T (Slika 13, Promega), velik 3000 pb. Sadrģi gen za 

rezistenciju na ampicilin (Ampr) i gen za enzim ɓ-galaktozidazu (lacZ).  

 

 

 

 

Slika 13. Mapa plazmida 

pGEMÈ - T (Promega) 

(Preuzeto iz: pGEM-T and 

pGEM-T Easy Vector 

Systems ï Technical 

Manual, Promega). 

    4.1.5. Bakterijski sojevi 

 
       E. coli XL1-Bluer genotipa: supE44 hsdR17 recA1 end A1 gyrA46 thi relA1 lac F'                

[proAB+ lac1q lacZȹM15 Tn10(tetr)]. 
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  4.2. Metode 

 
    4.2.1. UtvrĽivanje aktivnosti MXR mehanizma 

 
      4.2.1.1. Test kontakta na filter papiru (eng. filter paper contact test)  

 
Za istraģivanje su odabrane odrasle, spolno zrele jedinke teģine izmeĽu 120-

250 mg. Gujavice su 24 h prije izvoĽenja pokusa stavljene u staklenke obloģene filter 

papirom navlaģenim destiliranom vodom kako bi se probavni trakt oļistio od zemlje. 

Staklenke su prekrivene perforiranom aluminijskom folijom i drģane u tami na 

temperaturi od 20 Ñ 1 ÁC (Slika 14; gore lijevo). 

Nakon ļiġĺenja, proveden je test kontakta na filter papiru (OECD 1984; 

Hackenberger i sur. 2012.). Gujavice su izlagane sljedeĺim tvarima:  

 
Å fluorescentnim supstratima MXR mehanizma:  

- Rodamin B (RB) u koncentraciji 2,5 i 10 ɛM 

- Rodamin 123 (R123) u koncentraciji 10 ɛM  

Å poznatim MXR inhibitorima (Tablica 4, poglavlje 3.2):  

- verapamil (VER) u koncentraciji 10 ɛM 

- ciklosporin A (CA) u koncentraciji 10 ɛM 

- MK571 u koncentraciji 50 ɛM 

- probenecid (PROB) u koncentraciji 1 i 500 ɛM 

- natrijev ortovanadat (OV) u koncentraciji 50, 100, 500 ɛM i 2 mM 

Å sveprisutnom okoliġnom zagaĽivalu i poznatom endokrinom disruptoru:  

- bisfenol A (BPA) u koncentraciji 100 nM i 10, 50, 250 ɛM 

Å uzorcima ļistog i oneļiġĺenog snijega (Slika 15). 

 
Izlaganje je uļinjeno na slijedeĺi naļin: po pet gujavica stavljeno je u Petrijevu 

zdjelicu (promjera 90 mm) ļije je dno bilo obloģeno filter papirom natopljenim s 1,7 

mL jednoliko raporeĽene ispitivane kemikalije. Prije izlaganja fluorescentnim 

supstratima gujavice su kroz  24 h bile izloģene inhibitorima (predtretman) (kontrola 

je sadrģavala samo destiliranu vodu). Nakon toga su premjeġtene na filter papir s 

mjeġavinom modulatora i fluorescentnog supstrata (RB ili R123) (kontrolna skupina 

bila je izloģena iskljuļivo fluorescentnom supstratu) i izlagane kroz 24 h ili 48 h.  
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U zasebnim pokusima, umjesto poznatih MXR inhibitora gujavice su izloģene 

mjeġavini BPA ili uzorka snijega s fluorescentnim supstratom. Tijekom trajanja 

pokusa Petrijeve zdjelice bile su zatvorene perforiranim poklopcima te su pokusne 

ģivotinje drģane u tami na temperaturi od 20 Ñ 1 ÁC (Slika 14; dolje). 

 
 

 
 

Slika 14. Prikaz ļiġĺenja gujavica (na slici gore lijevo) i test kontakta na filter 

papiru (na slici dolje). 
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      4.2.1.2. UtvrĽivanje utjecaja snijega na MXR aktivnost 

 
 Uzorci snijega uzorkovani su 18. sijeļnja  2013. godine na tri lokacije - Savska 

cesta, Ulica Gorenġļak i Ġpansko naselje (grad Zagreb) (Slika 15). U Savskoj ulici i 

Ġpanskom naselju uzeti su uzorci oneļiġĺenog snijega (neposredno uz prometnicu), 

dok je u Ulici Gorenġļak sakupljen uzorak ļistog snijega. Uzorci su do poļetka 

izvoĽenja pokusa pohranjeni na -20ÁC. Nakon otapanja su profiltrirani kroz Sterile 

Cellulose Acetate Syringe filtere (Veliļine: 33mm, 0.45 Õm i 0.2Õm) te im je izmjeren 

pH.  

 
 

 
 

Slika 15. Prikaz mjesta uzorkovanja. Karta je izraĽena uz pomoĺ softverskog 

programa ArcMap 10.0. 

 

      4.2.1.3. Mjerenje fluorescencije rodamina  

 
Nakon 24 i 48-satnog izlaganja mjeġavini modulatora/BPA/snijega i 

fluorescentnog supstrata uslijedilo je mjerenje akumulacije fluorescentnog supstrata 

rodamina u stanici, ġto neposredno ukazuje na stupanj aktivnosti ABC transportera. 
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Gujavice su izvagane i pojedinaļno homogenizirane (~30 sekundi) Ultra-Turray T18 

homogenizatorom (IKA, Germany) u 2 mL hladnog fosfatnog pufera (pH=7.4). 

Homogenat je prebaļen u plastiļne kivete volumena 2 mL i centrifugiran pri brzini 

9000 g u trajanju 10 minuta (Eppendorf 5417C centrifuga, Hamburg, Njemaļka) pri 

4ÁC. Supernatant je prenesen u crnu mikroploļu (Nunc, Thermo Fisher Scientific, 

Denmark), nakon ļega je izmjerena fluorescencija rodamina u triplikatima (po 200 

ɛL) (FLUOstar OPTIMA platereader (BMG Labtech Ltd., Aylesbury, UK)). Valne 

duljine za mjerenje fluorescence iznosile su 544 nm (ekscitacija) i 590 nm (emisija) 

za rodamin B, te 490 nm (ekscitacija) i 544 nm (emisija) za rodamin 123. Tijekom 

izvoĽenja eksperimentalnog dijela uzorci su drģani na ledu i u tami kako bi se 

sprijeļila fotodegradacija rodamina. Koliļina akumuliranog rodamina u pojedinom 

uzorku prikazana je kao fluorescentna jedinica (FJ) / masa gujavice (mg) te je za 

potrebe prikaza rezultata pretvorena u postotke. 

 
 
    4.2.2. UtvrĽivanje djelomiļnog nukleotidnog slijeda gena koji kodira za P-

glikoprotein 

 
      4.2.2.1. Konstrukcija poļetnica 

 
 Konstrukcija poļetnica (eng. primer) izvedena je pomoĺu viġe programa; 

upotrebljen je primerSelect iz programskog paketa DNAStar (DNAStar, Inc., USA), 

Primer3Output te Pairwise Alignment/Optimal Global Alignment iz BioEdita-a.   

Poļetnice su dizajnirane na temelju konzerviranosti poznatih proteinskih i genskih 

sljedova izmeĽu taksonomski razliļitih vrsta. 

Za detektiranje MRP i BRCA proteine koriġtene su i degenerirane poļetnice 

koje sadrģe smjesu oligonukleotida sa svim moguĺim kodonima za svaku 

aminokiselinu u slijedu odreĽenog peptida. Ukoliko na nekom od poloģaja moģe biti 

bilo koja od ļetiri baze, poļetnice se sintetiziraju na naļin da smjesa sadrģi slijed u 

kojem je svaka baza zastupljena po 25%. Degenerirane poļetnice koriġtene su za 

pokuġaj detektiranja MRP2 proteina, a dizajnirane su na temelju poznatih proteinskih 

slijedova iz genoma ġkoljkaġa (Mytilus californianus), obliĺa (Caenorhabditis 

elegans), plaġtenjaka (Ciona intestinalis), ļovjeka (Homo sapiens), ribe zebrice 

(Danio rerio). Oligonukleotidne poļetnice sintetizirane su u Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, SAD) i  Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). 
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      4.2.2.2. Proļiġĺavanje i analiza ukupne RNA 

 
Proļiġĺavanje ukupne RNA napravljeno je uz pomoĺ kompleta EZ-10 Spin 

Column Total RNA Mini-preps Super Kit (Bio Basic Inc., Ontario, Canada). Komplet 

je koriġten prema uputama proizvoĽaļa, osim prvog koraka kada je komadiĺ tkiva 

gujavice (~ 100 mg) homogeniziran u RTL puferu 30 sekundi u 450 ɛL RTL pufera uz 

pomoĺ Ultra-Turray T18 homogenizatora (IKA, Germany). Proļiġĺena RNA je 

eluirana s kolone uz pomoĺ 35 ɛL deionizirane vode bez RNA, te su uzorci 

pohranjeni na -80ÁC.  

Spektrofotometrijska provjera koliļine i ļistoĺe RNA analizirana je uz pomoĺ 

ureĽaja BioSpec nano (Shimatzu Biotech, Kyoto, Japan), uz apsorpciju pri valnim 

duljinama od 260 i 280 nm. Analizirani volumen uzorka iznosio je 1 ɛL. Koncentracija 

RNA iznosila je 120 ng/ɛL, a ļistoĺa 2.17 (OD 260/280) i 0.35 (OD 260/230). 

Dobiveni iznosi upuĺivali su kako izolirana RNA ima zadovoljavajuĺu koncentraciju i 

ļistoĺu te da nije kontaminirana.   

  
 
      4.2.2.3. Reverzna transkripcija 

 
Ukupna izolirana RNA metodom reverzne transkripcije prevedena je u 

stabilniju cDNA (komplementarna DNA, eng. complementary DNA). Postupak 

reverzne transkripcije napravljen je uz pomoĺ kompleta PrimeScript First Strand 

cDNA Synthesis Kit (TaKaRa Bio Inc, Kyoto, Japan) prema uputama proizvoĽaļa, 

koristeĺi OligodT i nasumiļne heksamerne poļetnice. 

 

Postupak: 

ǒ Na ledu je dodano: 

Ukupna RNA    3 ɛL 

OligodT    1 ɛL 

Deionizirana voda (dH2O)   4 ɛL  

ǒ Smjesa je inkubirana pri 65ÁC/5 min, nakon ļega je odmah prebaļena na led. 

ǒ Smjesi je na ledu dodano (do ukupnog volumena 20 ɛL): 

 5x PrimeScript pufer    4 ɛL 

 RNase inhibitor     0.5 ɛL 

 PrimeScript Reverse Transcriptase (200 U) 1 ɛL  

Deionizirana voda (dH2O)    4.5 ɛL 
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ǒ Smjesa je inkubirana pri 42ÁC/60 min (reverzna transkripcija). 

ǒ Smjesa je inkubirana pri 70ÁC/15 min (inaktivacija enzima), nakon ļega je odmah 

prebaļena na led. 

 
 
      4.2.2.4. Lanļana reakcija polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction; 

PCR) 

 
Lanļana reakcija polimerazom (PCR) je metoda umnaģanja odreĽenog DNA 

fragmenta u in vitro uvjetima. Reakcija se odvija u nekoliko ciklusa koji ukljuļuju 

denaturaciju kalupa DNA, specifiļno vezanje oligonukleidnih poļetnica na 

jednolanļane DNA i sintezu komplementarnih lanaca DNA.  Prethodno dobivena 

cDNA posluģila je kao kalup za umnoģavanje fragmenta gena za P-gp. 

 
Reakcijska smjesa sadrģavala je: 

 Å Q5 reakcijski pufer (5x)   5 ɛL 

 Å dNTP (2 mM)    0.5 ɛL 

 Å Oligonukleotidne poļenice    

- Uzvodne    1.25 ɛL 

- Nizvodne    1.25 ɛL 

Å Q5 polimeraza (20 U/ɛL)   0,25 ɛL 

Å Deionizirana voda    do 25 ml 

Å cDNA     1 ili 2 ɛL 

Volumen reakcijske mjese je iznosio  25 ɛL. 

 
Reakcijsko umnoģavanje odvijalo se u tubicama volumena 200 ɛL (Eppendorf, 

Hamburg, Njemaļka) u ureĽaju Mastercycler personal (Eppendorf, AG, Hamburg, 

Njemaļka).  

 
Program izvoĽenja PCR-a bio je slijedeĺi: 

 Å Poļetna denaturacija kalupa:   98ÁC / 30 sec 

 Å 32 ciklusa pri navedenim temperaturama:  

- Denaturacija:    98ÁC / 10 sec 

- Sparivanje poļetnica:   * ÁC / 20 sec 

                                                           
* Temperatura prilikom sparivanja poļetnica ovisila je o samim poļetnicama te je navedena u 

Tablici 12 (poglavlje 4.1.2.). 
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- Produljivanje lanaca:   72ÁC / 2 min 

 Å Zavrġno produljivanje lanaca:    72ÁC / 2 min 

Nakon zavrġetka PCR reakcije, uzorci su pohranjeni na 4ÁC do provoĽenja 

elektroforeze. 

 
 
      4.2.2.5. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu 

 
Elektroforeza u agaroznom gelu je metoda koja brzo i jednostavno omoguĺuje 

identifikaciju, razdvajanje, odreĽivanje koliļine i proļiġĺavanje DNA. Zasniva se na 

pokretljivosti fragmenata DNA pod utjecajem istosmjernog elektriļnog polja u 

ovisnosti o njihovoj molekularnoj masi, zbog ļega se kraĺi DNA fragmenti kreĺu brģe 

u odnosu na duģe fragmente koji brzinom zaostaju.  

Elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu analizirane su molekule DNA 

dobivene PCR-om i kloniranjem. Dobivene smjese DNA produkata razdvojene su u 

elektriļnom polju napona 60 V, u 1xTAE puferu s etidijevim bromidom, oko 30 

minuta. Slike gelova fotografirane su digitalnom kamerom (Canon SD850 IS, Japan). 

 
 

      4.2.2.6. Izdvajanje DNA iz agaroznog gela i proļiġĺavanje 

 
Nakon elektroforetskog razdvajanja odreĽene su veliļine dobivenih 

fragmenata usporedbom s molekularnim biljegom MassRulerÊ DNA Ladder 

(Fermentas). Fragmenti DNA oļekivane veliļine su izrezani i proļiġĺeni uz pomoĺ 

kompleta QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany), prema uputama 

proizvoĽaļa. 

 
 
      4.2.2.7. Kloniranje odsjeļka DNA  

 
Kloniranje odsjeļka DNA odvija se u nekoliko koraka te obuhvaĺa: a) pripremu 

plazmidne DNA (plazmid, vektor) i odsjeļka DNA (insert) koji namjeravamo klonirati; 

b) ligaciju (spajanje) plazmidne DNA i inserta u novu molekulu rekombinantnog 

plazmida; c) transformaciju bakterija rekombinantnim plazmidom; d) odabir 

ǌpozitivnihǌ kolonija (one kolonije koje posjeduju ģeljeni rekombinantni plazmid). 

S obzirom na krajeve DNA vektora i inserta provodili smo ǌAT kloniranjeǌ 

koristeĺi komplet pGEM-T Vector System (Promega, Madison, WI, USA) i slijedeĺi 
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upute proizvoĽaļa. Radi se o specifiļnoj vrsti kloniranja koja se provodi najļeġĺe na 

DNA odsjeļcima (insertima) dobivenih PCR-om. Kako bi se uspjeġno klonirao DNA 

odsjeļak potrebna je prethodna reakcija u kojoj Taq polimeraza na 3' kraj PCR 

odsjeļka dodaje A-deoksinukleotid.  

Za dodavanje deoksiadenina (eng. A-tailing) upotrijebljeno je:  

- 7 ɛL DNA fragmenta,  

- 1 ɛL dATP (2 mM),  

- 1 ɛL pufera (10x)  

- 1 ɛL Ex-Taq polimeraze (5 U)  

Ukupni volumen od 10 ɛL inkubiran je 30 minuta na 72 ÁC. 

 
 
        4.2.2.7.1. Spajanje (ligacija) plazmida i inserta 

 
 Spajanje (ligacija) je postupak u kojem se stvaraju fosfodiesterske veze 

izmeĽu plazmida i inserta uz pomoĺ enzima T4 DNA-ligaze. Inserti dobiveni 

prethodnom PCR reakcijom klonirani su u komercijalno dostupan plazmid pGEM ï T 

Easy iz pGEM ï T Vector System I kompleta (Promega, Madison, WI, USA). 

 
Smjesa za ligaciju plazmida s fragmentom DNA sadrģavala je: 

- 2 ɛL ligacijskog pufera (5x Rapid Ligation Buffer), 

- 1 ɛL pGEM-vektora (50 ng), 

- 3 ɛL DNA produkta (120 ng/ɛL), 

- 1 ɛL T4 DNA ligaze, 

- 3 ɛL dH2O. 

Ukupni volumen od 10 ɛL inkubiran je preko noĺi pri 16 ÁC. 

 
 
        4.2.2.7.2. Transformacija stanica E. coli  

 
Transformacija je naziv za unos plazmidne DNA u bakteriju. Postupak se 

odvija u dva koraka: a) pripreme kompetentnih bakterija kako bi mogle prihvatiti 

stranu DNA; b) postupak transformacije u kojem plazmidna DNA ulazi u bakterijsku 

stanicu, nakon ļega se odabiru bakterije koje sadrģe unesen plazmid. 

 Ligacijska smjesa koja sadrģi plazmidnu DNA unosi se u E. coli s ciljem 

identifikacije i izdvajanja rekombinantnog plazmida. Kako bi E. coli postala 
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kompetentna i sposobna prihvatiti plazmidnu DNA, obraĽivana je solima (rubidij 

kloridom). Nakon ġto je bakterijskim stanicama laganim mijeġanjem dodano po 3 ɛL 

ligacijske smjese, izloģene su temperaturnom ġoku (30 min na ledu, zatim 20 sec na 

42ÁC pa ponovno 2 min na ledu) kako bi nastanak pora na membranama samih 

stanica E. coli omoguĺio ugradnju plazmidne DNA. Bakterije su nakon temperaturnog 

ġoka regenerirane u 1 mL SOC-a (pri sobnoj temperaturi), nakon ļega su 

nacijepljene na selektivne krute LB podloge s dodatkom antibiotika ambicilina, IPTG i 

X-galte inkubirane preko noĺi inkubirane pri 37 ÁC. 

 
 
        4.2.2.7.3. Odabir pozitivnih bakterijskih kolonija 

 
 Nakon transformacije izvrġili smo odabir pozitivnih bakterijskih kolonija (one 

bakterijske stanice koje u sebi sadrģe plazmid u koje je uspjeġno ukloniran ģeljeni 

odsjeļak DNA), na principu plavo-bijele selekcije.  

 Plazmid pGEM-T Easy (Promega) nosi dio gena lacZ koji kodira N-kraj enzima 

ɓ-galaktozidaze, dok sama bakterijska stanica E. coli u svom genomu nosi dio gena 

koji kodira C-kraj. Spajanjem djelova gena koji kodiraju za N-kraj i C-kraj nastaje 

aktivna molekula enzima ɓ-galaktozidaze koja uz prisutnost IPTG-a razgraĽuje 

supstrat (X-gal) te nastala kolonija poprimi plavu boju. Ugradnjom inserta u 

bakterijsku stanicu onemoguĺena je sinteza N-kraja enzima ɓ-galaktozidaze, zbog 

ļega nastala kolonija poprima bijelu boju. S obzirom na prisutnost ampicilina 

(omoguĺava rast bakterija koje sadrģe rezistenciju na navedeni antibiotik) te IPTG i 

X-gal spojeva (koji omoguĺuju plavo-bijelu selekciju u ovisnosti o postojanju inserta), 

omoguĺena nam je izolacija bakterijskih stanica s umetnutim ģeljenim DNA 

odsjeļkom.  

Za izolaciju plazmidne DNA iz dvije bijele kolonije koriġten je QIAGen MiniPrep 

Kit (Qiagen, Njemaļka), slijedeĺi protokol proizvoĽaļa. 
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      4.2.2.8. OdreĽivanje primarne strukture DNA (sekvenciranje) 

 
 Jednu od najļeġĺe koriġtenih metoda za odreĽivanje slijeda nukleotida razvio 

je Frederick Sanger 70-tih godina 20. stoljeĺa, za ġto je 1980. godine nagraĽen 

Nobelovom nagradom. Metoda je u ļast znanstveniku nazvana Sangerovom dideoksi 

metodom, a zasniva se na zaustavljanju enzimatske sinteze DNA ugradnjom 

dideoksiribonukleozid-fosfata (ddNTP). DNA polimeraza (enzim koji sintetizira DNA) 

u DNA lanac moģe umjesto dNTP-ova ugraditi ddNTP koji ne posjeduju hidroksilnu 

skupinu. Zbog nemoguĺnosti stvaranja fosfodiesterske veze sa sljedeĺim 

nukleotidom, zaustavlja se daljnja sinteza DNA. Poġto se u smjesi nalazi veĺa 

koliļina  dNTP-ova (dATP, dCTP, dGTP i dTTP) u odnosu na ddNTP-ove, oni se 

manjom uļestaloġĺu ugraĽuju u DNA. Svaki puta kada se u DNA lanac ugradi 

ddNTP, sinteza zavrġava. S obzirom da sinteza novih lanaca zavrġava na razliļitim 

mjestima (ovisno o ugradnji ddNTP-a), nastat ĺe fragmenti DNA razliļitih duģina. 

Kako bismo uspjeli odrediti slijed nukleotida, koristili smo ddNTP-ove obiljeģene s 

ļetiri razliļite fluorescentne boje (ǌļetverobojna kemijaǌ). Prilikom provoĽenja 

kapilarne elektroforeze, uzorci se razdvajaju putujuĺi kroz dugu i tanku kapilaru te na 

taj naļin ļetiri odvojene reakcije (svaka s razliļitim ddNTP-om) daju potpunu 

informaciju o slijedu nukleotida u molekuli DNA (Ĺetkoviĺ 2007). 

 Primarna struktura molekule DNA svih konstrukata odreĽena je 

sekvenciranjem u DNA servisu Laboratorija za molekularnu genetiku Instituta RuĽer 

Boġkoviĺ (ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyser, Applied Biosystem).
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5. REZULTATI 

 
  5.1. UtvrĽivanje funkcionalne aktivnosti MXR mehanizma kod gujavice vrste E. 

fetida  

 
    5.1.1. Akumulacija fluorescentnih supstrata u tkivu gujavice E. fetida u 

prisutnosti inhibitora MXR mehanizma 

 
Kako bismo istraģili zaġtitnu ulogu ABC transportera u obrani stanice 

(organizma) od okoliġnih ļimbenika, u prvoj fazi rada gujavice vrste E. fetida su 

izloģene fluorescentnim supstratima - rodaminu B (RB) i rodaminu 123 (R123), u 

prisutnosti razliļitih MXR inhibitora -  verapamila (VER), ciklosporina A (CA), MK571, 

probenecida (PROB) i natrijevog ortovanadata (OV). Izlaganje gujavica je izvrġeno 

metodom kontakta na filter papiru (poglavlje 4.2.1.1.). 

 
 

 
 
Slika 16.  Akumulacija rodamina B (RB) u tkivu E. fetida nakon 24 i 48 h, u 

prisutnosti MXR modelnih inhibitora (50 ÕM MK571, 10 ÕM VER, 10 ÕM CA, 500 ÕM 

PROB, 100 ÕM OV). Rezultati su izraģeni u postocima (%) inhibicije MXR 

mehanizma, s obzirom na akumulaciju RB u kontroli (100%), kao prosjeļna 

vrijednost pentaplikata (n=5), s oznakama za SD. 

* Statistiļki znaļajna razlika (p < 0.05) u usporedbi s kontrolom koja nije tretirana 

inhibitorima. 
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Slika 17.  Akumulacija rodamina 123 (R123) u tkivu E. fetida nakon 24 i 48h, u 

prisutnosti MXR modelnih (50 ÕM MK571, 10 ÕM VER, 10 ÕM CA, 500 ÕM PROB, 

100 ÕM OV).  Rezultati su izraģeni u postocima (%) inhibicije MXR mehanizma, s 

obzirom na akumulaciju R123 u kontroli (100%), kao prosjeļna vrijednost 

pentaplikata (n=5), s oznakama za SD. 

* Statistiļki znaļajna razlika (p < 0.05) u usporedbi s kontrolom koja nije tretirana 

inhibitorima. 

 
 
 
 

Akumulacija RB u tkivima nakon 24-satnog izlaganja MXR inhibitorima iznosila 

je 13.87 Ñ 4 FJ/mg, a nakon 48h akumulirana vrijednost iznosila je 13.13 Ñ 2 FJ/mg. 

Istovremeno, akumulacija R123 nakon 24h iznosila je 177 Ñ 27 FJ/mg , a nakon 48h 

194 Ñ 44 FJ/mg. Akumulacija RB u tkivu gujavica u prisutnosti MK571 i OV inhibitora 

nakon 24h poveĺala se za 81.6 FJ/mg, odnosno za 78%. Nakon produģenog perioda 

izlaganja (48h), zabiljeģen je porast koncentracije RB u tkivima samo u prisutnosti 

MK571 inhibitora (88 %) (Slika 16). Nakon 24-satnog izlaganja inhibitorima udio 

R123 u tkivima se, u odnosu na kontrolnu vrijednost, poveĺao: 42 % u prisutnosti 

MK571, 34% za VER i 88% za OV. Izlaganje gujavica inhibitorima CA i PROB nije 

rezultiralo poveĺanjem akumulacije R123 nakon 24h. Kroz vremenski period od 48h 

zabiljeģen je porast koncentracije R123 u tkivu gujavica prilikom tretiranja svakim 

inhibitorom pojedinaļno, i to u rasponu od 35 do 85% (Slika 17). U nastavku 

eksperimentalnog dijela kao fluorescentni modelni supstrat koriġten je R123. 

 


