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1. UVOD

Svi givuli organizmi u dsawagajdeldanjui j e me
razli|litih endogeni h s poangopageno stverene spbjeve.t i k a
Kako bi se obranildi od potencijalno toksilni
evolucije razvili niz stanilnih visoko speci

ulinkovitih obrambenih manudniiZasmaojpe ot i Imed a

(MXR) . Ksenobiotici Koj i i zravno utj el u na
djelovanj e: a) kao supstrati povelavaju ak
bivaju i zneseni iz stanice; b) kao i nhi bi
tansportnu aktivnost, gto dovodi do Kaddeemul aci

1997; Epel i sur. 2008). Transmembranski proteini koji sudjeluju u izbacivanju
ksenobiotika 1z stanice pripadnici su ABC 1
poznatih nadporo di c a koj a ujedinjuje v i g eGlamnd 2000
predstavni ci ABC transportnih pr otseiPna ukl
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). Zahval juj uli nespeci
supstrat, navedeni 4f@r otzdiamiuj wz gpiolwiat i shh BdRptoajre
predstavljajuli prvu i niju obrane organi
i stragivanjkaodMXPdeni h i kopneni h organi zamz:

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

ksenobiotk a u okol i gu. Ta saznanja prugaju vel.
i stragi(Wairjeilmma 1997, Sauerborn Klobular i st

Naj vel.i br o] i stragivanja ABC transportn
i stragi vanj istoviemena otpornastan a r az | i | i t emultidrige k ov e

resistance, MDR) S obzirom na nemogul nost dj el ovanj

stanice, danagnja molekularna istragivanja n
se omoguliilo efikasno dj ed(ldtmannsure20qi) ot ut umor s

Znal aj guj avi ca j e u progl osti neopr avec
njihovu vagnost u odrgavanju kvalitete tl a,
[ mnogi h drugih spojeva iz tl a,iemenuprgoav anj u
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zbog neposredne izlogenost. raznim spojevi ma
[ bi otol erancij e, guj avi ce su vril o | est m ¢
i stagivanjima. Jedna od povoljnih karigkteris

kroz polupropusnu kutikulu i probavni sustav (Phipps i sur. 1993; Sinha i sur. 2010).
Vrsta Eisenia fetida od | i kuj e se visokom reproduktivnon

ci klusom te povoljnim uvjetima odrgavanja i

razl ozi | i ne E.dgaliJaa viuzetwostpeovol jnim organi zm
| aboratorijska istragivanja vrlo uspjegno k
zbog |l ega se navedena vrsta OECD protokol on
najboljih modeinih or gani zama za toksi kol ogka ispitive

Bi sfenol A (BPA) gralevni j e materij al p

povoljna svojambal apjeassttiollnue i fleksibil nost
upotrebe i sve vela pottua@gmjog ever st amlag vjed om
proizvodnj om. | stovremeno, zbog kontinuiranc

sveprisutno okoligno zagal-tval godighopabgi og
zna se kako posjeduje estr ogéaamoneqnegatvnet va t ¢
ut j el e na zdravlje | j udi (Flint [ sur . 20
nemogulnost zaustavljanja njegove proizvodn,]
S razl i | it ikdko k& ss@ aidpjelé aispostaviti sigurne doze s ciljem

mi ni malizacije gtetnih i toksilnih svojstava

Porastom urbanizacije, razvojem industrije i prometa povel ao se prij
gtetnih tvari kroz atmosferu. Zagalenje atm
nekog odrelLenog podrulja nkeogoe igtwedalij esnpioh ep
strujanjem zraka [ bivaju i stal ogeni u o k
karakteristike poput veli ke dodirne povr gir
akumul aci j e brojnih at mosferskih zagalival
predstavlja gradijent koncentracije svih spojeva kroz atmosferu, uzorkovanje snijega
ide ka tome da postane jedna od vodelih me
(Glenn i Sansalone 2002; Engelhard i sur. 2007).
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2. CIlILJEVI | STRAGI VANJA

oUt vr Li v angnalnefaktimnosti ABC transportnih proteina kod gujavice

vrste Eisenia fetida nak on izl aganja razlilitim model
mehani zma, al.i i okbisfenml epsjevomal i gi enom

Upotrebom modelnih organizama gujavica E. fetida, k oj e se | est o ko
procjeni ekol ogkog rizika, pratili smo akun

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

t o, razmotrildi smo razliku i zrodaiina BRBpi f | uor
rodamina 123 (R123).

dUtvrlLivanje utjecaja bisfenaoMXRméharizaoomnel i gl e
U posljednje desetljeie provedena su mnooc

guj avi cama, no pretegno su bila fokusirana

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 t og razl oga ci |l j ovog dijel a S
ulinkovitost MXR mehani zma u o b-rbsfenola 4 d sverg
Takolerl,i issnpoi tdaj el uje | i oneliglieni snijeg n;
O UtvrLivanje djel omil|l nog nNukl eoti dnegp sl i

gujavice E. fetida
UtvrlLlivanje prisutnost:i gena kodirajulih
gujavici E. fetida provedenoj e uz pomol konstrulroner) ma pol et

umnogavanje -gpe naatemelia poBhatih aminokiselinskih/nukleotidnih

sl jedova iz drugi h organi zama. | z homogeni :
ukupna RNA | prevedena uka®ONKkal kpjaajempog
fragmenta gena za P-gp | an|l anom reakcijom polimerazom
sekvencirani te im se wutvrdio nukleotidni S

poznatim nukleotidnim i aminokiselinskim sljedovima drugih organizama, a na

temel ju dobivenih rezul tata nalinjena
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3. LITERATURNI PREGLED

31.Mehanizam multiksenobiotil ke otpornosti (|

Mehani zam mul ti ksenobi anuliixéenkbiotic oesigtamae;n o s t |

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

RulLer Bogkovi i u Zagrebu 1992. godi ne. MX R
spektra endogeni h toksilnih spojeva, ksenob
porijekla, zbog | ega rpanmcedsdaraydniaz npar vad | gthe {
| i mbeni ka (Kurelec 1997, Sauerborn Klobul ar
navedeni fenotip otkrio je na vodnim organi:
sposobnosti pregivljavanj a Vv axdemgiemo otrig a reiazg

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

postojanjeP-gp proteina, jednog od glavnih protein
vodenih organizama (Kurelec 1992; Bard 2000; Sauer bor n ikKdr.@01Q;l ar
Bognjak 2010) . Kao primjere se moge navest

kol j ena m&nkdondaacygaea, (Corbicula flumine, Crassostrea gigas, Mytilus

galloprovincialis), s p u gTethya Igyncurium, Suberites domuncula, Geodia cydonium,

Verongia aerophoba, Dreissena polymorpha), b o d | j i(Paracgrdarotus lividus,

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

Sauerborn i sur. 2004; Sauerborn Klobular i
MXR mehanizam posredovan je istim tipom membranskih transportnih

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

razlilite .Imulidedkesisance, FIDRY koji je eksprimiran u tumorskim

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

mehani zma bio je Keld Dtainf3 d¢odiina e20p.o| sttKlojnr

kako migje t umbhrichkascites tunaorskecstnic€) aktivno izbacuju

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

predstavljaju odrelLeni predstavni ci ABC tra

razlil]ite spojeve iz stanice (Litman i sur.
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3.1.1. ABC transportni proteini

ABC transportni proteini (eng. ATP-binding cassette) jedna su od naj vel
dosad poznatih transmembranskih proteinskih porodica. Prvi puta identificirani su
1982. godine proul avanj em uSamenala typhimurium. u st ar
Nji hovo postojanje do danas je ut pasieedoo u s\
| o v | (Eliggmns 1992; Dean i sur. 2001).

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

skupine: proteine za izbacivanje tvari 1 eksportere (eng. efflux), proteine za unos

tvari T importere i proteine skbhpuleeeprocese. Eksport
sekrecijske tvari I toksine iz stanice smanj
Supstrat moge biti prenesen iz <citosola u s

stanice kroz plazmatsku membranu (Dassa i Bouige 2001; Tarling i sur. 2013).
| mporteri majuhelail amoj ABC transportnih prot
kod prokariota. Gl avna uloga im je unos nutr
u prokariotsku stanicdcyentakprisuktohii ka &sukme
koncentracijama. Trela skupina obuhvala prot
su ukl jul eni u popravak DNA, t randoDhbsaacii j u il
Bouige 2001; Litman i sur. 2001; Tarling i sur. 2013).

Osim svoje uloge u MDR i MXR mehanizmu, ABC transportni proteini kod
vi gestanilnih organizama vrge razlilite fiz
gulne kiseline, h anmibsdlekutauABG protginekndaeukariota i

su s mj agplaematskim membranama te na membranama intracelularnih

organel a kao gt o su Gol gijevo tijelo, en
peroksisom i mitohondrij. Presudnu ul ogu i ma
o lemu najbolje svgetdoVo tiejenacdeftlakiei h h

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

istragivanja MDR mehani zma, ABC transportni
|l ovjeka te je do danas genp (o8 kojihge 14 Soveranonsa ni h A
nastankom odrelLenih bolesti). Mut aci je unut e

za pojavu bolesti, od kojih su neke prikazane u Tablici 1.
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Tablica 1.

Pri kaz

pojedinih

fenoti pskih

-bol

f unkci on a [ rnrangpbrimih pxdieina (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

Poremeli aj metabol

ABCA3

Respiratorni distres sindrom (RDS)

Pri marno oboljenj
novorolen|leta kao
nedostatka surfaktanta.

ABCA4

Stargardtova bolest

Degeneracija sred
mregnice (makul e)
gubitkom vida u s

=

ABCA12

Harlequin ihtioza (Ichthyosis
congenita,
Harlequin fetus type)

Bolest koge koj a
nagomil avanjem ro
(keratodermija). U pojedinim

slul ajevima moge

[{an? (n

ABCB11,
ABCB4

I ntrahepatil ka Kk

Poremeliaj izdquwildanmw
kiselina te povel
koncentracije u Kk
Moge rezultirati
pobal ajem, raniji
smriu djeteta.

= (n - (ol a)

ABCC2

Dubin-Johnsonov sindrom

Poremeliaj metabol

ABCC6

Pseudoxanthoma elasticum

Bolest koja uzrokuje fragmentaciju i
mi neralizaciju el
pojedinim tkivima.

o)

ABCC7

Cistilna fibroza

Promjena u radu ¢
izlulivanjem, zbo
ogtelenja mnogih
di §gnog, probavnog

I
!
q

ABCD1

Adrenoleukodistrofija (ALD)

Nedostatak mijel:i
stanice, zbog | eg
odumiranja funkcija organa i paralize.

—

oy

ABCGS5,
ABCGS8

b-sitosterolemia

Poremeli aj metabol

est
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Gl avni predstavni ci ABC thwuMXRpnehatizann h  pr ot
(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 b r o | | I ana
odrelene porppABCBld(Dearei Annilo, 2005; Fukuda i Schuetz 2012;

WWW.genenames.org).

Tablica 2. Prisutnost glavnih predstavnika MXR mehanizma u vodenim organizmima

te tkivna lokalizaciaABC transportnih proteina kod | ovje
Predstavnici MXR o .. Tkivna lokalizacija
. Organizmi u kojima
EIERIPANES . . eksportera kod
. sunaleni !
podporodica | ovj ek a
Stronglylocentrotrus i(zjt:e;gqoag !
purpuratus; Mytilus Crijevo, jetra, Keppler |
P-glikoprotein galloprovincialis; bubrezi, placenta, | Ringwood 2001;
(P-gp); ABCB1 Dreissena polymorpha; krvno-mo g d a n|  Bardisur.
Fundulus heteroclitus; barijera 2002; Smital i
Crassostrea virginica sur. 2003;
Bognj ak
Jetra, bubrezi, Sauerborn i sur.
: . Mullus barbatus; o 2004:
Multidrug resistance- crijevo, v
) . Stronglylocentrotrus Gottesman i
associted protein o nadbubre _
purpuratus; Poeciliopsis Cy. sur. 2002;  Ga
(MRP), ABCC . g i ] ez da , sur. 2007:
lucida . . . ds
testi si, ] Bognj ak
Breast cancer . -
: . . Placenta, crijevo, Gottesman |
resistance protein Oncorhynchus mykiss doike. ietra sur. 200
(BCRP); ABCG JKE, ] sur. 2008



http://www.genenames.org/

LITERATURNI PREGLED

3111.GralLa ABC proteina

Osnovnu gralLu ABC

transportnih proteina |

izrazito hidrofobne transmembranske domene (TMD) i dvije hidrofiine 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 pona v | j a jumvbjiich koj@ grade transmembranski

kanal . Nji hova uloga | e

N B domene s u vi soko

osiguravanje specifi

oluvane regije koje se

hidroli zir aj-weina kasetd;Peng( ATPBinding cassette) osiguravaju

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

i sur. 2001).

T™MD1 TMD2
[ AI [
i
\
HHE NBD _[Nep}—coon
Walker A | [ABCmotiv| | Walker B
motiv (LSGGQ) motiv

Slika 1. Shematskipr i kaz potpunog

transporteirdwijegr alen

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

nukleotidno vezne domene nalaze se Walker A, Walker B i ABC motivi (LSGGQ)
(Preuzeto i pr i |:fkugudali Schuetz 2082).t e me | j u

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). Wa |l ker A

[ Wa |
motiva odijeljena sa 90-120 ami noki s el

ker B su dva kar ak:
i na, t e |l i ne ATP

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

omoguluje inter ak c-vegnim mjesttm (Bean iisut. 200%; TapifgR




LITERATURNI PREGLED

sur . 2013) . S obzirom na karakteristilne do
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-g p ) , kao gto je vel pri kazano na Sl ic
NBD-TMD-NB D) povezane u funkcionalan polipeptic

Ssu potpunim transporteri ma, no za razliku o
(tzv. TMDO) koj a nij e nugna Za sam mehani
Pol utranspor t edsamoglvia doenene (TED+NBD) (Slika 2, desno).

ABCA i ABCC podporodice sastavljene desku od i

ABCD, ABCG i ABCH podporodi ce obuhvalaju polutransporte
pripadaju potpuni transporteri i polutransporteri (Dean i Annilo 2005; Fukuda i
Schuetz 2012; Coleman i sur. 2013).

Slika 2. Shematski prikaz dugog transportera sa dodathom TMO domenom u odnosu

na potpuni transporter (naslicil i j evo) te polutransport-era gr
jedne TM i jedne NB domene (na slicid e s h o) (Preuzetotemelupri |l ag
Fukuda i Schuetz 2012).

3.1.1.2. Mehanizam transporta ABC proteinima

Kako bi doglo do aktivnog prijenosa tvari
je energija u obliku ATP-a , interakcija 1izmelLu NB i TM
konformacije transportera (Grandjean-Forestier i sur. 2009; Gottesman i sur. 2002). S
obzirom na wveliku slilnost u ngehaaitamakévkagpor t er

prijenosa tvari. Stogajeunast avku opi san samo nalin aktiwvn
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U prvo,j fazi (faza mi rovanj a) TM domen
omogulava vezanje supstrata iz citoplazme n
dolazi do velike konformacijske promjene TM domena, gt 0 0o mo gezahjeidvie
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 stvarajulid prol a@t rkel asup
faza), omogul sppbtratu otpugtanje u ekstracel ul a
supstrata, hidrolize ATP-a | otpugtanja fosfata, ADP u zayv
u prvobitni pol ogaj 0 k r enedyut (Hoporae imsur. 2000t r ac e |
Fukuda i Schuetz 2012; Coleman i sur. 2013).

izvanstani¢na

tekucina ’/\ /\
KGN X '@ @O0 |
YY) )/ Y7y i

citoplazma —ICD
—>
vezanje 2 ATP hidroliza ATP hidroliza
molekule \«v K) i otpustanje
ATP-a fosfata
1 2. 3 4

Slika 3. Pr e d | ongebanizam transporta supstrata putem ABC eksportera
(Preuzeto i pr i |l:2ogw ue 20B5).na t emel j u

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. Kemosenzi ti zator.i mogu djelovat:i
sinergiji Vi ge t v dranspprtnu k aktivreost ABCo tkahspaatérau | i

0 n e mo g lzbaeiyanje drugog ksenobiotika iz stanice. Sobzi rom da se u
nal aze mj egavine razlilitih spojdelaza do bl oki
akumulacije gt et ni h, potencijalno toksilnih spojev
199 2; Epel [ S u r .orgdhi@an8 pesticidina li ostalemnamtsopogeno
stvorenim spojevima koji djeluju kao kemose

10
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osjetljivosti organizama na prirodne toksine
normalne aktivnosti ABC transportnih proteina (Bard 2000).
Izvanstani¢na tekucina Citoplazma
Ksenobiotici o,
in 'K ® i
v s 6]

Sludaj 1: y oe e° %0 e

Transporteri CCNR_ .= © \_ﬂ.

funkcioniraju B i B

In ABC transporteri 4.,
HOrmA - TG Oksidacija (citokrom P450) /
LA konjugacija (transferaze)
Slucaj 2: "
SERRATE Ksenobiotici e Co
o e o0 $

kemosenzitizirana ° ® ._.I._K\

mjesavinom spojeva koji ® o e L L

blokiraju ABC ,\\\,. . ’. ®0 oo(o)o oe =

transportere. | ARCCT-- S ..O < 5°

ABC transporteri Abeg ® o
ks i"_“’p\ .,::, ° Oksidacija (citokrom P450) /
% ®, ® konjugacija (transferaze)

@ Toksi¢ni supstrat © o

© Metabolit e

@® Kemosenzitizator1

© Kemosenzirizator 2
Slika4. Pri kaz transportnih mogulinost.i u stanic
posredovanja kemosenzitizatora. U 1. sl ul aj u (na slici gor e)
funkcioniraju normalno. Nekolicina toksi k anat a koja wulLe u stani
modificira reakcijama metabolizma faze | (oksidacija-citokrom P450) i faze |l
(konjugacija-t r ansf eraze), nakon | ega se izbacuju v

dol j e)

i nhi biraju

onemogul eno

same stani

stani

ce

ca | e
ABC

i zbacivanje

djel ovanje

] e

11
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3.1.1.3. P-glikoprotein (P-gp; ABCB1)

P-glikoprotein (P-g p ) pr vi j e otkriven, stoga tr e
i stragivan tr an srangontbrr(Julmarok Ling ABE}. Kodira ga mdrl
gen koj i se kod | omofomk Masa lmdskog R-gp prateind iznok r o
170 kbDa, a duljina ~136 . Sastavljen je od

podporodici. Polipeptidni lanac sastavljen je od dvije transmembranske domene
( TMD1 i TMD2) , od k oj i huzvejnica.kSvakasod diomgna po @
povezana je citosolnim petljama s dviema 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 dvie TM i dvie NB domene
povezane u funkcionalan polipeptid (Dean i sur. 2001; Coleman i sur. 2013). Unutar
svake NB domene, kao ¢gto je vel opi sano, n

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

Y9E b~

Slika 5. Prikaz g r a L-glikoptoteina t e smj egtaja NB i TM dom
Fukuda i Schuetz 2012)

12
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Pgp je€ u svim givotinjama i organizmu | ov
gastrointestinalnog trakta, organima zaduge
krvno-mo g d an o | taeentdermoj\barijeri, oMt est i s barijer.i i na |

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

Nj egova primarna funkcija je sprijelavanje a8

stvorenih spojeva otpugt @mmi o k ol i g ,drugihok&esobiotika unutar stanice.
TakolLer, ukl julen je i u ostale fiziologke
hi poksij e, di ferencijacije matil|lnih stanica,

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

Uz pomol enarRgpej &TR mogul nostii prenij
supstrata koji SuUu svrstani u dvije skupine.
hidrofobni, planarni, prirodni pr eupgstraiflii mal e
p ak metabol i ti detoksifikacijskih enzi ma k
kemoterapeutici 1 steroidi. Dr ugRigps knuagpimaul iln

da se vegu na protei n, P-gpalmehangrrom fBard 2000a n s p o r t
Grandjean-Forestier i sur. 2009). Zbog izrazito §i r oke supstr akraze spec
posljednje deseetlgiedieo spep issegpsod fiEitt je sama za P

nekolicina navedena u Tablici 3.

13




LITERATURNI PREGLED

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
Cl
Z cl Organofosfatni ingskéahn
o S N . . S
/N sustav insekata inhibi
o \o A
i Cl
DDT L -
ol Organokloriran insekticid. Zbog kancerogenog
cl cl utjecaja i mnogih drugih negativnih nuspojava, u
SAD-u i Europi povul en
O O 80-ti h godina 20. stol]
al ol konvencijama zabranjen je tek 2001. godine.
Atrazin
Cl
N/j%N Pesticid koji je u g@gir
|
S
H H
Prokloraz
FN

Fungi ci d irdka ypotrelji wevrtlarstvg i
agrikulturi diliem Europe, Australije i Sjeverne
Amerike.

Doksorubicin
(0] OH

O‘O‘ o
O OH 0O, O
QIOH

NH,

Antitumor ski antibioti
onemogul uje njenu sint
kemoterapijsko |

Aldosteron i kortizol

Steroidni hormoni
nadbubregne

14
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3.1.1.4. MRP (eng. multidrug resistance-associated protein; ABCC)

Nakon otdprpiottisa uBI i jedila su istragivanj a
stanicama raka. S obzirom da MDR mehanizam nije uvijek bio povezan s
ekspresijom P-gp-a, pot aknuta su i stragivanj a kako bi
transporteru rijel. Odgovor na to pitanje d.
190-k Da tegak protein Kk ogminokiskne. Pratart je hazvanod 153
multidrug resistance-associated protein (MRP1/ABCC1) (Litman i sur. 2001; Sheps i
Ling 2009). bDodanas je otkriveno jog 12 transport
ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC10, ABCC11, ABCC12), koji zajedno s proteinom
MRP1L( ABCC1) | ine ABCC nadporodicu.

S obzirom na broj domena koji ih grade, filogenetskim odnosima i
membr anskoj topologiji ABCC podpor odDbugia obuh
transporteri (ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC6,ABCC10) graleni su od t
NB domene. Uz to, imaju dodmnu Kr atirieltur alnM p
(ABCC4, ABCC5, ABCCS8, ABp-€9) ,graliehni sgr aold
strukturne domene (dvije TM i dvije NB domene) (Sheps i Ling 2009) (Slika 6).

MRP4,5

Slika 6. Pri kaz osnovne grale MRP transportnih p
graleni trisTM (+dMdO0) i dvie TM domene (na slici gor e
transporteri dge BWiavije NBsdomemedna slici dolje) (Preuzeto i

prilagolLeno na temelju: Schinkel i Jonker 20

15
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Pripadnici ABCC podporodice aktivni su membranskitr ansporter.i ukl j

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

nizak stupanj homologiie, gt 0 ob | mgaqulavas t transporta ekst
substrat a, ukl julujuli konjugate sulfplomt at i or
(Gottesman i sur. 2002; Honorat i sur. 2009). Prisutnost MRP proteina u jetri i
bubrezi ma, naj vagnijim organima za ekskreci]j
metabolita (Tablica 2) govori o njihovojva gno st i u obrani otht gt et n
isur.2009).Zahval jujsdpstyiatork®ijj, zaedn® sai pfoieihom ®-gQ |
prugaju prvu | iniju obrane od girokog raspo

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

3.2.Funkci onal ni ekotokadMiXRol ogki test

ABC transportni proteini ukl jul eni u MXR

obrani stanice (organi zma) od gtetnih spoje
toksilnih spoja&ktai, vnnoos t mpjomorgaaedsiet i prisustvor
spojeva koji I maju inhibitorno djelovanje (
2010). St oga se mjerenje stupnja inhibicije tra
mehani zam moge koristitdi k ao viio sretsivo kae r od
bi omonitoring zagalenosti okoliga (Epel I su

S obzirom na girok spektar spojeva koje 1
nalin sprijeliti [ umanij i ti a k u rkaichatnic i j u ¢
ekotoksi kol ogki Ptra smtc i pz a t eMsXtRa korigtenog [
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 aktivha i ukoliko njena transportna
aktivnost nije inhibirana, prethodno akumuliran f | uor escent ni supstrat
izbacuje te se posredno smanjuje njegova koncentracija unutar stanice (organizma).

U sl ul aj u i poharabmodeinjmeMXR inrabitosima (Tablica 4) dolazi do
zaostajanj a fluorescentnog supstratp@astunut ar

fluorescencije u tkivima (Epel i sur. 2008).

16
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Tablica4.Popi s najznalajnijih inhibit®emahABC MXRa
mehani zam, korigtenih prilikom provolenj a
Inhibitor Strukturna formula Kemijska formula Nal in
djelovanja
Ciklosporin o /LK( Inhibitor P-gp
A TN )e ATP-aze
O)\'L ¢ a KN o Ce2H111N1101>
P 1{\,‘4 f
H;C CH;
H4CO. V\CEGCHB
Verapamil o z: gompet#it;/_?i
: Iy : -gp inhibitor
J@T\A I O G FTINTC
CH‘-,
Jj\/\ xH>0
Xy Nao S 0 o
MK571 O CoeHocCIN,NaO-S, |Speci fi
c Z g Ay ome| PaertzetTRNADSe | e s iitor
CHs LxH,O
: OH
Probenecid H inhibi
/\/N\S/©)L C1sH1NOLS MRP inhibitor
do
Na*
r‘?- P-gp i MRP
Ortovanadat -
0-V-0 NazVO, inhibitor
Ma® p  Ma®

Prilikom interakcije transportnih proteina MXR mehanizma i MXR modelnih
bi dol do inhibi ge
danagnjinteddamadajnp navodigmnpr i mj erproieinatPer ak ci j

i nhi tor a azi cije na vi nal i

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

(Phe953,
sredi gt atskeammokisdlinskae

gupl jine. Prv-a) gonal agzinas¢ CAVsamoj

aromatska aminokiselinska ostatka

F
2) okrenuta je prema te sa
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ostatke (Phe724, Phe332, Phe339, Leu335, Leu336 i 11€977). Prilikom inhibicije
verapamilom jedan dio molekule ulaziugup!l j i Ay CAYre dol azi do i
Phe953, Phe71 i Tyr949. Drugi dio molekule verapamilau | a z i u CAve2p | jgitnou
rezultira intermolekularnim interakcijama s Phe339, Phe724 i Phe332. S obzirom da

Pgp prilikom transporta ksenobiotika i osta
prol i kr okonfarmaaijske promgene, vezanjem verapamila na vezna mjesta
gupljina onemogul ene su navedene promjene
aktivnosti P-gp-a (Quevedo i sur. 2011). Nat a j nalin kemoterapeuti
antropogeni Spoj evi te ostali potencijalno
stanice, gdje dolazi do njihove akumulacije.

Vezno mjesto za verapamil

A ‘—
<1

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

verapamil( Pr euzet o i pril Quewdoeésuro20i.qa t emel j u:

18
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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 v e | i n a
terestrilkih gujavica u Europi i oplenito
bil ateralno simetrilno i kolutiflavo gto se

Kuti kula obavija jednoslojnu epidermoga sast a
izmelu kojih su smjegtene ¢gljezdane stani ce
ulogu, a preko nje se odvija i izmjena plinova. Ispod epiderme nalazi se sloj

prstenastih i uzdudgnih migila koji omogul ave
dug tigkena. odl najvagniijih evolucijskih pr
(sekundarne trbugne gupljine) l 1 ja jJe funk:¢«
utjele na pokretanje gdrijela te sudjeluje u

[ sastoji sejedausiadngdka, volje, geluca, ¢
se kroz zemlju gujavica guta zemlju i i gl e,
gelucu i prednjem dijelu c¢crijeva, a apsor pc
zadnjem dijelucri j ev a. S obzirom na segmentiranost,

19
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jedan par givlianih ganglija melLusobno povez
gi vl ani sustav. Gujavice su dvospol ci, stog
kolutila) i mugktirdmmi trbughel utila) spol ni

(Edwards i Bohlen, 1996).

S obzirom na opie d¢hrkaterivelikéakpjopuij el
nastanjuju, pigmentacije i afiniteta pr ema ti pu hr ane ré&djaioh® ( 1!
gujaviceu t r i ekologke kategorije: epigejne (koj
sl ojevi ma tl a bogatim hranjivim tvari ma),
nastanjuju dublje dijelove tla) i endogejne (koje grade vertikalne tunele kroz tlo na
dubiniod 10-15 c¢m, probavljajuili na taj nalin naj:
dvije kategorije). E. fetidaj e epi gej na vr st a, stoga nastanj
bogate organskom materijom, a manje mineralnim tvarima. Svojim djelovanjem
povel ava kvaulkittuertuu,i spl odnost tl a, ukl anj a i
brojne druge spojeve iz tIl a, uni gtava patoge
njihov potencijal kodlud (SeHaesarj2010ne ki h bol est

333.Gi votni <ci kl us

Vrstu E. fetidak ar akteri zira visoka reproduktivna

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

Nakon otprilike 4 dana (ovisno o temperatur ]
stvara se kokon |ija inkubacija traje od tri |
iz kokona izlazepr osjterlinoguj avi ce. Spolnu zrelost ©pos
tednanat emper at ur i od 20AC, nakon | ega svaka

kokona tjedno (OECD 1984; Venter i Reinecke 1988).
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+ 23 dana
Stvaranje

/ Period inkubacije
kokona

[ K‘} dana Eisenia fetida (.../" :
AT )

Temperatura 25°C

Izlijeganje
0,
Vianost: 75 % (= 3 po kokonu)
Parenje
W 40 - 60 dana
Razvoj kliteluma
Slika9.Gi vot ni ci Elfalida ( Pujeaviet ® i p meljl: ¥emterli e no  n &

Reinecke 1988).

3.3.4. GujavicaE.fetidak ao model u ekotoksi kol ogkim i si
S obzitomna nalin @i vpt ano galefamciesitbioakumulacije
visokih kolilina endogeni h kemikalija, ksen

gujavice vrste E. fetida j edan s u od naj bol jih model ni
organizmima u tl u, gto jekogntyve Lene gadECIDa jpl
t oksi kol og®EED 19&84sLumi gue. 1909; Sinha i sur. 2010; Hackenberger i

sur. 2012). Njjhovot i j el o obavijeno je polupropusnom
apsorpciju i bi oakumul aciju razl il iok $eh mol e
istovremeno apsorpcija odvija i kroz probavni sustav (Phipps i sur. 1993). Upravo

zbog i zravnog kontakta s tlom te osjetljivos:s
su korisne u pralenju zagalenja t1l a. Zbog
labor atorija vrl o uspjegno kor elHackenpengers a st v
sur. 2012). Uz t o, |l aka dostupnost te jednostavnc
prilikom istragivanja | 1 ni anthlnimi argarezemann o pri
(OECD 1984).
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3. 4. Okoligna zagalival a
3.4.1. Bisfenol A (BPA)

Bisfenol A (BPA) po prvi puta sintetizirao je A. P. Dianin 1891. godine. lako
tada nije bilo pospeslweintoi ,| edrun anso gjee BPA
el ement poli karbonatne | plaarsbtail kaeji k oojsii g prl a4
fleksibilnost i otpornost na promjenu oblika (Paloma i sur. 2012). Tijekom 2003.
godine proizvedeno je 3.2 milionanapaasta BPA
potragnje pretpostavlja se kadglabrgika odt5& kol i |
milionatona. S obzirom na ¢giroki raspon upotrebe te
u posljednjih 80-tak godina, BPA post ao je sveprisutUnatokol i ¢
kratkom vremenu poluraspada same molekule (2.5 - 4 dana), zbog kontinuiranog
otpugtanja u okolig akumulirane koncentraci|j
Paloma i sur. 2012).

Prema European Food Safety Authority za Europu dozvoljena dnevna doza
(TDI; eng. tolerable daily intake) koja se moge bémorgamzarhi j edi ¢
i znosi 0.05 mg/kg tjelesne tegine. Sukl adno
gt etan ul i na knoobdesdvadeatverseesffiegt level) iznosi 5 mg/kg tjelesne
mase/ dan (EFSA 2010) . S obzirom da kogstoj i
j asno ukazuju na pasEomao pickeamjjskin  pgomjena kuowgar
organizma priilkomk onzumaci je BPA u koncentraciij.i ma
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
negeljenih posljedit¢ah @oidimal 20ostsalodged @
BPA ozbiljan endokrini disruptor (Flint i sur. 2012; Paloma i sur. 2012). S obzirom na

slil nost u obli ku emdlraealdulod osn ISl i &cnilM) , BF
bl okiranja ili pak vezivanja s esemogahskem
nor mal an rad hor monski h receptora ili p ak

unutar organizma (Flint i sur. 2012). | ako je BPA par tisula put e

prirodnog estrogena, koncentracija u plazmi od svega 2-3ppb-a dovol jna je da

“ppb i parts per billion, 10
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vel i ki ut j ecaj na hormonsku aktivnost. Uz t c

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

Estradiol
CH,
OO
ch,
Bisfenol A

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

(PrilagolLeno na temelju www.edrv.endo

Nakon ¢gto je 1993. godi ne post allastikefj asno
uslijedile su brojne studije kojesusebazi ral e na otkrivanju vel
ut jecaj a na okolig i prifHadadpoige | akgan iuzsnpec
postojelih okolignih st anj a6. mavodmo igngeveaem b ol e
koncentracije BPA u pojedinim dr gavamael iZnau Re

susjednihzemala, do sada nisu izmjerene okoligne ko
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Tablica 5. Prikaz utjecaja BPA na nastanak promjena unutar organizma (stanice) u
ovisnosti 0 dozi (Podaci preuzeti iz: Richter i sur. 2007; Flint i sur. 2012).

Koncentracija
BPA

Zamjelene

Organizam promj e

Beskraljegnjaci

Chironomus riparius 0.08-0.1 ¢ g / | Zaustavljanje razvoja larve
Feminizacija jedhnki,

Marisa cornuarietis >1.0eg/ L|glijezda, deformacije
ugibanje

Acartia tonsa 100e g/ L Zaustavljanje razvoja, smanjenje fertilnosti,

povelana ulestalost s

Cyprinus carpio le g/ L | Strukturne promjene gonada
Salmo trutta f. fario 1.75 eg/L Smanjena kvaliteta sp
Dicentrarchus 10eg/ L ‘Sprlj.e!avanje stvaran
labrax genki
Vodozemci

S"”'Ta”"." 228 g/ L|Sprijelavanje metamor
tropicalis

20e g/ L |[Mal formacije centtaval n
Xenopus laevis T

4600 g / L Abnormalnosti crijeva, nastanak edema,

smanjenj e
Reptili

dugine tije

90 ¢e€g/ jJAbnor malni sjemenovod
Caiman latirostris
9 mg/jaje l zIli jeganje jedinki i
. : .. Odgolen razvoj spolni
White Leghorn Chicken 2 ¢ dgaje mugjaka (krijeste, te
Coturnix japonica 200 ¢ dgaje Abnor malnosti jajovod
Sisavci
MIradunl|-admiC 2 e9g/ k|lPovelana agresivnost
(embrionaln
BPA) 10 € g/ | Smanjenabrigazapotomkekod ¢§genki
OdrasliCF-1 mi g e 2 g/ kl|Smanjenje sjemenovoda
(embrionaln Smanjenje dnevne kol
BPA) 20 eg/ -
sperme kod mugj aka
Wi star gt ak . .
(mladun] ad) 20 e g/ k g| Hiperaktivnost
Microtus agrestis 250 ¢ dL Povelana razina testo
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Tablica6.Pr i

k az

preuzeti iz: Huang i sur. 2012).

Lokacija

koncentracije

BPA u

Ispitivan materijal

vodi

Izmjerena
koncentracija

BPA (ng/L)

Rijeka Songhua Rij el ma Vv 29-64
Rijelna vod
Guangzhou- Estuarij : ribﬁjaka 950-3920
rijeke Pearl — _
Kina Rijelni s e 0.6-4
Rijelna v 59-228
Sjeverni Taiwan Industrijska otpadna voda
. R 623-16200
iz industrijskog parka
Voda mor ske 20.2-30.1
Tokyo Bay Procjedna voda sa
odl agali gt a 149-12300
Japan
otpada
Okinawa i I§h|gak| Morska voda <5.58
otoci
Cape Cod Otpadne vode 94-150
USA Bayou rijeka Rijelna v 9-44
Dever Povrginski 40-800
Industrijski izlijevi 230-149200
Kanada Toronto
Kanalizacijski mulj 33-36700
Sjeverno more <0.05-248
Morska voda
Nj emal k a Baltil ko <0.04-5.7
Rijeka Elba Rijelna v 8.9-776
Gpanjols Katalonija Rijelna i mg 10-20
Italija Rijeka Tiber Suspendirani materijal 5.6-56
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3.4.2. Uzorkovanje snijegakaomet oda pralenja okolignih za

U zadnjih par desetljeia doglo je do por
okoli ga toksthkomitwamijmadaoovom prijenosu Kkro

o k o | iPgrijena klime, litologija te iznenadne i nepredvidive pojave poput

vul kani zama i ol uj a, uzrok su heterogene r
potencijalno toksil|lnih spojeva u atmosfer.i (

Uzorkovanje i analiza sninjadga ak &d ome@cn d @
zagalenja okoliga, zapolela je sa studijom

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

desetljela. Pahulje snijega sposachmalswvadlur
Zbog vele dodirne povrgine i usporenog pada
tragovi ma, i to u znatno vel o] kol il ini neg

karakteristika ove met ode su mogul nost uzo

razlilitih podrulja te mogulinost uporedbe
podrul j a. Uz t o, apsorbcija tegkih metal a
spojeva odvija se u kratkom vremenu. Usl i j e

gomila na podlozi predstavlja gradijent koncentracije svih spojeva kroz atmosferu.

Ukol i ko se radi O urbaniziranim il:@i izrazitoc
povelamé¢li gl ujulih tvari utvrleno je 12 sati
(Glenn i Sansalone 2002; Engelhard i sur. 2007).

Uzi maj uli u obzir navedene karakteristil

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

dokazali kako se najmanje 27 elemenata prenosi na udale n o st i vele od 50

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

prijenos spojeva moge biti i do 5000 km (Tel
S obzirom na sve progresivniju urbanizaciju dillem svijeta te istovremeno

r ast ul brojnin antrapogeno stvorenih spojeva, uzorkovanje i analiza snijega ide

ka tome da postane jedna od vodelih metoda i

okol i ga (Bélieirser.2@ld)a
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Materijali

4.1.1.vadjreaeksperi mentalnih g¢givotinja u | a

Gujavice vrste E. fetidapot j el u iz wuzgajal i @®sta(Slikar ge k d
11) . U | aboratoriju su drgane u kogiavar ol i r a
(il oval a, kompost i i magsewty wamedmnalkiamtwedjpelr
VI agnost tla redovito je odrgavana.

Slika 11. Uzgajaligte u Donjoj Bi stri
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4.1.2. Kemikalije

Popis korigtenih

i nstrumenat a

Tablica7.Popi s korigtenih

Ime (kratica)

kemi kal i j a,

i enpso U Taklicamac7a 12 a v e d

Kemijska formula

kemi kal ij a.

Proi zvol a

reagensa

Agaroza / Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

Ampicilin C1eH1oN50,S Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

Ciklosporin A (CA) CeH11:N11O 1, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

Etidijev bromid C,1Ha0BIN; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

Fosfatni pufer (ph=7.4)

Sastav: NaCl 8g, KCI 0.2g, PBS /

Na2HPO4 x 2H20 1.15g,

KH2PO4 0.2g, dH20 1000ml

IPTG CoH1505S Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

Natrijev ortovanadat (OV) NasVO, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

MK571 CosHasCIN,NAOSS, 1 2OH Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

Probenecid Cy1sH1NO,S Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

Verapamil (VER) C,7H3sN,O, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD

X-gal CuH1sBrCINOg Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD
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Tablica8.Popi s reagensa korigtenih u PCR reakci]j

Koncentracija

Naziv reagensa

Opis reagensa

matil ne «
Prirodni supstrati za sintezu
dNTP (smjesa DNA. Omogul uj|NewEngland
deoksiribonukleotid- > mM nukleotida u BioLabs,
trifosfata; dATP, dGTP, novosintetiziranu DNA Beverly, MA,
dCTP, dTTP) tijekom produljivanja lanaca | USA
u PCR reakciji.
Enzim koji sintetizira DNA New England
Q5 High-Fidelity DNA dodaj ul i nuk | | BioLabs,
. 20 U/ ¢ .
polimeraza lanac s obzirom na Beverly, MA,
komplementarnost baza. USA
Utjele nea vez
pol etnica, r a|NewEngland
Q5 reakcijski pufer 5x nizova pri denaturaciji, BioLabs,
(MgCly) specifilnost Beverly, MA,
pravilnost kopiranja USA
fragmenata.

Tablica9.Popi s korigteni h kompl eta

Naziv kompleta Kratak opis ‘ Proizvol
. Proligiavanje ukupl,_. .
EZ-10 Spin Column Total . . Bio Basic Inc.,
kvasaca, gljivica,

RNA Mini-preps Super Kit Ontario, Kanada

tkiva.

Komplet za ligaciju plazmidne DNA i
odrelenog DNA odsj
Kompl et s aédlvaktor;T4p G
DNA ligazu i ligacijski pufer.

Promega, Madison,

PGEM-T Vector System WI, USA

TaKaRa Bio Inc,
Kyoto, Japan

PrimeScript First Strand
cDNA Synthesis Kit

Kompl et za sintezu
prilikom reverzne transkropcije.

- . Kompl et za prol igl {Qiagen, Hilden,
QIAGen MiniPrep Kit DNA. Nj emal k a
Kompl et za proligl

QIAquick Gel Extraction Kit

fragmenta iz agaroznog gela nakon
elektroforeze.

Qiagen, Hilden,
Nj emal k a
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Tablical0.Popi s hranjivih podl oga E&cberichigdole ni h za

Naziv hranjive Sastav Kratak opis

podloge

A5 g/L ekstrakt kvasca (Fluka,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) Me di j Korigten
A10 g/L bakto tripton (eng. bacto E.coli. Za selektivan rast
LB hranjiva tryptone) (Fluka, Sigma Aldrich, St. | bakterijskih kolonija s plazmidom
podloga Louis, MO, SAD) pGEM-T, podlozi je dodan

_ ampicilin, a za potrebe plavo-
A10 g/L NaCl (Kemika, Hrvatska) | pijele selekcije IPTG (0.5 Mm) i

A15 g/L agar (za krutu hranjivu Xgal (80 &g/ mL)
podlogu)

A2% bakto tripton (Fluka, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

A0 . 5% |kevva ge k(Bluka, a k t
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) | Hranjiva podloga za oporavak

SOC hranjiva . _
A10 nM NacCl, bakterija nakon podvrgavanja
podioga _
A2.5 mM KCl, temperaturnom ¢
A10 mM MgCl,,

A10 mM MgSO, x 7H,0,
A20 mM glukoza

Tablicall. Popi s kor iugenaani h i nstr

o Namj ena ur el _ ,
urelaja Proizvola

i stragivan

Provjera kol i|Shimatzu Biotech,

BioSpec nano spektrofotometar proligiene RN|Kyoto, Japan

Odrelivanje a
FLUOstar OPTIMA platereader fluorecentnog supstrata
unutar tkiva.

BMG Labtech Ltd.,
Aylesbury, UK

Razdvajanje faza, krute od | Eppendorf, Hamburg,

Mikrocentrifuga 5417C tekul e. Nj emal k a

Homogenizacija tkiva

Ultra-Turray T18 homogenizator .
gujavice.

I KA, Nj emal k

Umnogavanj e o]l Eppendorf, AG,

Mastercycler personal 0ds ja®NA. Hamburg, Nje

30



MATERIJALI | METODE

Tablica 12. Popis korigtenih poletnica

c © c >
© = -
s £° Nukleotidni slijed ”
c — — ' [
8 © 20 o0 & —
o 5 o @)
Pgp 1 F GCGGCTGTGGGAAGAGCAC 199 ga | Detekcija gena
Abcbl P-gp
Pgp 2 R TGTTGTCTCCGTAGGCAATGTT 199 5g | Detekcija gena
Abcbl P-gp
202 F | GTNGGNMGNACNGGNGCNGGNAA | 410 | 55.69 | Detekcija gena
Abcc MRP2
50-62 Detekcija gena
203 R TCNACNGCNGTNGCYTCRTC 410 Abce MRP2
50-62 Detekcija gena
204 F TCNCCHATMTWYTCHCAYTT 481 Abce MRP2
66-54 Detekcija gena
205 F TGTBSCHCARCARBCHTGG 292 Abce MRP2
60-50 Detekcija gena
206 F GARATNRTSAACYTKATGTC 502 Abce MRP2
68-52 Detekcija gena
207 R NCCVACNYDCCVYCTTYTC 481 Abce MRP2
62-48 Detekcija gena
208 R AAVAKRTKYTTBCCNACATG 292 Abce MRP2
62-50 Detekcija gena
209 R GGGWABYKMAKDATRTGAA 502 Abce MRP2
60-52 Detekcija gena
300 F TTTYRTWCAYGARTACATCAG 341 Abcg BCRP
pUC/M Sekvenciranje
13 R CAGGAAACAGCTATGAC / / P-gp fragmenta
reverse gena iz tkiva E.
fetida
T7f/3nt kloniranog u
extend F GCTAGTTATTGCTCAGCGGTGG / / PGEM-T
ed vektoru
Sve navedene oligonukl eotidne -AddoidhéSt. ni ce s

Louis, MO, SAD) i Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
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4.1.3. Molekularni biljeg

Slika 12. prikazuje k o r i @,’IznssiaRnulldarE DNA Ladder molekularni biljeg.

MassRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use
bp_ng/20 pl ng/15 pl ng/10 pl ng/S pl
0000 20 }’50 B 453
2
oW g b
N — N
g — 1500 32 24 16 8
H=2'3 B BN
~5 200 150 100 50
o — 400 80 B0 40 20
w 300 B0 45 20 15
L -0 & N 2 A )
2 =0 @ 18 1 3| Slika 12. MassRuler® DNA Ladders, ready-to-use
kS
3 (80 bp T 10000 bp), Fermentas.
10 plAane, & cm length gel,
1XTAE, 7Viem, 45 min
4.1.4. Plazmidi
Plazmid pGEM-T (Slika 13, Promega) |, vel ik 3000 b .
P g P
rezistenciju na ampicilin (Amp") i g e n malaktezidazu (lacZp
Xmnl 1994
575 2662
f1 0"\ wd 1 start
Apal 14
Aatll 20
’ \ Sphl 26 . .
R PGEM®-T lacz Neo | 37 Slika 13. Mapa plazmida
Vector 7T Sacll 46 N
{F0o%p) oo | 5 pGEME - T (Promega)
o .
b | 73 (Preuzeto iz: pGEM-T and
Sall 75
_ Soet 1 & pGEM-T Easy Vector
ori Bstx| 108 3
Nsil 112 = . .
3 Systems I Technical
TSP6 126 % y

Manual, Promega).

4.1.5. Bakterijski sojevi

E. coli XL1-Blue" genotipa: supE44 hsdR17 recAl end Al gyrA46 thi relAl lac F'
[proAB” lac19| a cNZLETn10(tet")].

32




MATERIJALI | METODE

4.2. Metode
4. 2. 1. UtvrLivanje aktivnost.i MXR mehani z ma

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

Za istragivanje su odabraeretedirasl e zmspal
250 mg. Gujavice su 24 h prije izvolLenja pok
papirom navlagenim destiliranom vodom kako
Stakl enke su prekrivene perforiratammaal umi i
temper at ur i Shka 142gdre ljeva). AC (

Nakon | i pyoveelen|je test kontakta na filter papiru (OECD 1984;
Hackenberger i sur. 2012.). Gujavices u i z| agane sl jedelim tvari.

Afluorescentnim supstratima MXR mehanizma:
- RodaminB( RB) u koncentraciiji 2,5 i 10 &M
- Rodamin123(R123) u koncentracij.i 10 e¢M
Apoznatim MXR inhibitorima (Tablica 4, poglavlje 3.2):
- verapamil (VER) u koncentraciij.i 10 ¢ M
- ciklosporin A (CA) u koncentraciji 10 el
- MK571 u koncentraciji 50 eM
probenecid (PROB)u koncentraciji 1 i 500 gM

- natrijev ortovanadat (OV) u koncentraci|j
Asveprisutnom okolignom zagalival u i poznato

- bisfenol A (BPA) u koncentraciij.@ 100 nM
Auzorcima |istogjega(Stka®s).i gl enog sni

| zl aganje je ulinjeno na slijedel:i nal i n:
zdjelicu (promjera 90 mm) |l ije je dno bilo
mL jednol i ko raporelene I spi ti vancentnilk e mi k al
supstratima gujavice su kroz 24 h bile izl
je sadrgavala samo destiliranu vodu). Nakon
mj egavinom modul atora i fluorescentnog supst

bila je izlogena iskljulivo fluorescentnom s
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U zasebnim pokusi ma, umjesto poznati h MXEF
mjegavi ni BPA i1l uzorka snijega s fluores
pokusa Petrijeve zdjelice bile su zatvorene perforiranim poklopcima te su pokusne
givotinje drgane u t ami Slkald4tdadjeper aturi od 20

Slikal4.Pri kaz | iglenja gujavica (na slici g

papiru (na slici dolje).
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4. 2.1. 2. UtvrlLlLivanje utjecaja snijega na M

Uzorci snijega uzorkovani su 18-.-Sawkaj el nj a
cest a, Ulica Gorengl ak i GSlikaris).WoSavekaj sileili j e (g r
Gpanskom naselsjuu uzsoe C i oneliglienog snijega ¢
dok je u Ulici Gorenglak sakupljen wuzorak
izvolenja pokus®20AChr &mjkemi onapanj Sterdkeu pr of
Cellulose Acetate Syringe filtere ( Ve | i | i n@&45 O &idmm )Qerim je izmjeren
pH.

\ \ NN\
b \c Tumac znakova I
A ceste
Gorensiéak Zeljeznica
potoci i rijeke
[ jezero
@ mjesta uzorkovanja
3
o L T \
] =
Sav. o ===
= \
Spansko
= 500 1000 2000 3000 m—
\/ & o\ | o
Slikal5.Pri kaz mjesta wuzorkovanja. Karta je iz
programa ArcMap 10.0.
4.2.1.3. Mjerenje fluorescencije rodamina
Nakon 24 | 48-sat nog i zI|l agan| alaton/BRAfrEega nii mo d

fluorescentnog supstrata uslijedilo je mjerenje akumulacije fluorescentnog supstrata

rodamina u stanici, gt o neposredno ukazuj e |
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Gujavice su izvagane I poj edi natranTorrahTd8ogeni :
homogenizatorom (IKA, Germany) u 2 mL hladnog fosfatnog pufera (pH=7.4).
Homogenat e prebalen u plastilne kivete vo
9000 g u trajanju 10 minuta (Eppendorf 5417
4ACup&rnatant je prenesen u crnu mikropl ol u
Denmar k) , nakon | ega je izmjerena fluoresce
e L) (FLUOst ar OPTI MA pl atereader (BMG Labt e
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
izvolLenja eksperimentalnog dijela wuzorci s u
sprijelila fotodeKgolaidlaicnig aa kruondualmirnaannog r odar
uzorku prikazana je kao fluorescentna jedinica (FJ) / masa gujavice (mg) te je za

potrebe prikaza rezultata pretvorena u postotke.

4. 2. 2. UtvrLivanje djelomilnog nukleotidno
glikoprotein

4. 2.2. 1. Konstrukcija poletnica

Konstrukcija pporheet nii zvae d(eenmag . e pomoi u vi
upotrebljen je primerSelect iz programskog paketa DNAStar (DNAStar, Inc., USA),
Primer3Output te Pairwise Alignment/Optimal Global Alignment iz BioEdita-a.

Pol etnice su dizajnirane na temelju konzeryv

sl jedova izmelLu taksonomski razlilitih vrsta

Za detektiranje MRP i BRCA proteine kor.i
koj e sadr ge s ejoetsiud a olsiagoBaukm mogul i m kodo
aminokiselinu u slijedu odrelenog peptida. l
bilo koja od | etiri baze, poletnice se sint.

kojem je svaka baza zastupljena po 25%. Degener i r ane pol etnice kor
pokugaj detektiranja MRP2 proteina, a dizajn
slijedova i z genoma Migtitud  jcatifargiaanus) (, o b Caenorhabdits

elegans), pl agtGong iatésanalis), | ovj ek aapidns),orilmeo zebsice
(Daniorerio). Ol i gonukl eoti dne pol et niAddech St lotisgt i zi r &
MO, SAD) i Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
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4. 2. 2. 2. Proligliavanje i analiza ukupne RN

Proligiavanje ukupne RNA n pleta BZ10jSemo | e
Column Total RNA Mini-preps Super Kit (Bio Basic Inc., Ontario, Canada). Komplet
je korigten prema uputama proizvolal a, oOsSi m
gujavice (~100mg)homogeni ziran u RTL puferu 3@ sekun
pomol -Uurnmray T18 homogeni zator a (I KA, Ger m
eluirana s &kolone wuz pomoil 35 &L deionizi.i
pohranjenina-8 0 A C .

Spektrofotometrijska provjera koliline i

ur e L agSpec mano (Shimatzu Biotech, Kyoto, Japan), uz apsorpciju pri valnim

dul jinama od 260 i 280 nm. Analizirani volun
RNA iznosila je 120 ng/ elL, a |istola 2.17
Dobi veni i zmas ik akpu liizwadliirana RNA i ma zadovo

| istoiu 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 por

cDNA Synthesis Kit (TaKaRa Bio Inc, Kyot o,
koristelid Ol igodT i nasumi | ne heksamerne pol
Postupak:
0 Na ledu je dodano:

Ukupna RNA 3 ¢L

OligodT 1 ¢L

Deionizirana voda (dH,0) 4 €L
O6Smjesa je inkubirana pri 65AC/5 min, nakon
0Smjesi je na |l edu dodano (do ukupnog vol ume

5x PrimeScript pufer 4 €L

RNase inhibitor 0.5 €L

PrimeScript Reverse Transcriptase (200U) 1 ¢ L

Deionizirana voda (dH,0) 4.5 €L
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OSmjesa je inkubirana pri 42AC/ 60 min (rever
O0Smjesa je inkubirana pri 70AC/ 15 min (inakt
prebalena na | ed.

4. 2. 2. 4. Lan|] ana r e ak cPojymerapeoChaimBeacdiano m ( e n
PCR)

Lan|l ana reakcija polimerazom (PCR) je meif
fragmenta u invitrou v j et i ma. Reakcija se odvija u ne
denaturaciju kalupa DNA, specifilno vezanj e ol igon
jednol anl ane DNA i sintezu Frethodpd e maobivermr ni h |
cDNA poslugila je kao kalup zagpumnogavanje f
Reakcijska smjesa sadrgavala | e

A Q5 reakcik)j skis5pater (5

A dNTP (2 mM) 0.5 €L

A Oligonukleotidne polenice

- Uzvodne 1.25 ¢L
- Nizvodne 1.25 ¢L

AQ5 pol i meraza (02025U/gell)

ADeionizirana voda do 25 ml

AcDNA 1 ili 2 eL
Volumen reakcijske mjese je iznosio 25 ¢eL.

Reakcijsko umnogavanj e odvijalo se u tubicama vol

Hambur g, Nj emal ka) u

Nj emal ka) .

Program i zv-alénpajPCRI i
A Poletna
A 32

- Denaturacija:

c i navedesima tempperaturama:

- Sparivanje

"Temperatur a
Tablici 12 (poglavlje 4.1.2.).

prilikom

38
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MATERIJALI | METODE

- Produljivanje lanaca: 72AC |/ 2 min
A Zavrgno produl jivani2AQC a/nax ami n
Nakon zavrgetka PCR reakcij e, uzorci su

elektroforeze.

4.2.2.5. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

El ektroforeza u agaroznom gelu je metoda

identifikaciju, razdvajanj e, odrelivanje kol
pokretljivosti fragmenata DNA po d utjecajem iistosmjernog e
ovisnost.i o njihovoj mol ekul ar noj masi, zbog
u odnosu na duge fragmente koji brzinom zaos

Elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu analizirane su molekule DNA
dobivene PCR-om i kloniranjem. Dobivene smjese DNA produkata razdvojene su u
elektrilnom polju napona 60 V, u 1xXxTAE puf
minuta. Slike gelova fotografirane su digitalnom kamerom (Canon SD850 IS, Japan).

42.26.1zdvajanjeDNA i z agaroznog gela i proliglave

Nakon el ektroforetskog razdvajanj a odr ¢
fragmenata usporedbom s molekularnim biljegom MassRuler® DNA Ladder
(Fermentas) . Fragment i DNA ol ekivane velili
kompleta QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany), prema uputama

proizvolal a.

4. 2.2. 7. Kl oniranje odsjel ka DNA

Kl oniranje odsjelka DNA odvij aa)pripremu nekol
pl azmidne DNA (pl azmid, v eHlojinamjegravamo ldodistj; e | k a L
b) ligaciju (spajanje) plazmidne DNA i inserta u novu molekulu rekombinantnog
plazmida; c) transformaciju bakterija rekombinantnim plazmidom; d) odabir
nfjpozitivni hn kolonija (one kol onizmnd). koj e pos
S obzirom na krajeve DNA vektora i I nse

koristelid k-0 mpleet op GEMstem (Promega, Madi so
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upute proizvolLal a. Radi se 0 specifilnoj VIS
DNA o dimg (@&$edima) dobivenih PCR-0 m. Kako bi se uspjegno
odsjelak potrebna | e pIMTagtpblimeraza nard'ekeakRCRj a u |
odsj el k a -déaksihak|eaid. A
Za dodavanje deoksiadenina (eng. A-tailing) upotrijebljeno je:
- 7 ¢L [Dgimknta, r

1 ¢eL dATP (2 mM),
-1 eL pufera (10x)

1 ¢ L-Tagpolimeraze (5 U)

Ukupni volumen od 10 €L inkubiran je 30 m

4.2.2.7.1. Spajanje (ligacija) plazmidai inserta

Spajanje (ligacija) je postupak u kojem se stvaraju fosfodiesterske veze
i zmelLu pl azmi da [ i nsert a -ligaze. Ipsertmdobivene n z i ma
prethodnom PCR reakcijom klonirani su u komercijalno dostupan plazmid pGEM i T
Easy iz pGEM 1 T Vector System | kompleta (Promega, Madison, WI, USA).

Smjesazaligaciu pl azmi da s fragmentom DNA sadr gc¢

- 2 L l|igacijskog pufera (5x Rapid Lic
- 1 eL pv&kionsl (50 ng),
- 3 ¢e¢L DNA produkta (120 ng/elL),
-1 eL T4 DNA |igaze,
- 3 ¢ LOdH
Ukupni volumen od 10 €L inkubiran je prek

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

stani cu, nakon | ega se odabiru bakterije koj
Ligacijska smjesa koja sadrB.icolipglcifemmi dnu

identifikacije i izdvajanja rekombinantnog plazmida. Kako bi E. coli postala
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kompetentna i sposobbna pri hvatit.i pl azmi dnu DNA, obr
kl ori dom). Nakon gto je bakterijskim stanicaea
|l igacijske smjese, izl ogene su temperaturnon

42AC pa ponovno ako lnnastanakapord rednembratkama samih
stanicaE.coiomoguli i o ugradnju plazmidne DNA. Bakt ¢
goka regenerirana prli mob80(¢C temperaturi)
nacijepljene na selektivne krute LB podloge s dodatkom antibiotika ambicilina, IPTG i

Xgalte inkubirane preko noli i nkubirane pri

4.2.2.7.3. Odabir pozitivnih bakterijskih kolonija

Nakon transformacije izvragildi smo odabir
bakterijske stani cpel akzonjied w skeobjie sjaedrujsepj e gnc
odsjel ak DNA), -4bielegelekcijp.ci pu pl avo

Plazmid pGEM-T Easy (Promega) nosi dio gena lacZ koji kodira N-kraj enzima
b-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 mol e k-galakozidaze Xojamu prisutnost IPTG-a r azgr al uj €
supstrat (X-gal) te nastala kolonija poprimi plavu boju. Ugradnjom inserta u
bakterijsku stanicu onemogul ena -kjreaj @i retgaetaktaniddtep zbog
| ega nastal a kol oni j a popri ma bijelu boj u.
(omoguliava rast bakterija koje sadrge rezi st
X-g a l spoj eva ( Hawobijelu setekcijw bvisposti o postojanju inserta),
omogul ena nam | e i zol acij a bakterijskih S
odsj el kom.

Za izolaciju plazmidne DNA iz dvije bijel

Kit (Qiagen, Njemat klkag !, prdadijz2delial a.
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4. 2. 2. 8. Odrelivanje primarne strukture DN

Jednu od najlegie korigtenih metoda za oc¢
je Frederick Sanger 70-t i h godi na 20. stoljela, za gQgto
Nobel ovom nagradom. Metoda je u | ast znanstyv
metodom, a zasniva se na zaustavljanju enzimatske sinteze DNA ugradnjom
dideoksiribonukleozid-fosfata (ddNTP). DNA polimeraza (enzim koji sintetizira DNA)

u DNA | anac ardNgPeovawgraditi sdNTP koji ne posjeduju hidroksilnu

skupinu. Zbog nemogul nost.i stvaranj a f osf
nukl eoti dom, zaustavlja se daljnja sinteza
kol i | i n-ava (dATR,TMETP, dGTP i dTTP) u odnosu na ddNTP-ove, oni se
manjom ulestaloglu wugraluju u DNA. Svaki p
ddNTP, sinteza zavr gava. S obzirom da sinte:
mjestima (ovisno o ugradnji ddNTP-a ) , nastat e fragmeant i DN.
Kako bismo uspjeli odrediti slijed nukleotida, koristili smo ddNTP-ove obi |l j egenc¢
l et i ri razlilite fluorescentne boj e (nl etwv
kapilarne elektroforeze, uzorci se razdvaj aj
t aj nal i n l et i ri odvojene r eank dajuj potpurfus v a k a
informaciju o slijedu nukleotida u molekuliDNA(Let kovi I 2007) .

Pri marna struktur a mol ekul e DNA svih
sekvenciranjem u DNA servisu Laboratorija zamoleku | ar nu geneti ku | nst
Bogkovi i ( ABIl -AraRtl Gavletic 3An&ly3er, Applied Biosystem).
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5. REZULTATI
5. 1. UtvrLivanje funkcionalne aktivndst.i MX |
fetida

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

prisutnosti inhibitora MXR mehanizma

Kako bi smo istragil. zagtitnu ul ogu AB (
(organi zma) od okolignih | imbenikétdasu prvoj
izl ogene fl uor es c-eodamnu B (R8)ui posldmina 128 (Ra23), u
prisutnosti r az]l-iverapamila (VBRYX Rklosporma A (CA),MKSV71,
probenecida (PROB) i natrijevog ortovanadat ;

metodom kontakta na filter papiru (poglavlje 4.2.1.1.).

250

*
*
200 - *
é 150 - | MK571
2 W VER
S
g 100 i
§ = @ PROB
A
= mov
0 -

24h
Vrijeme izlaganja(h)

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

prisutnost. MXR modelnih inhibitora (50 OM N\
PROB, 100 OM o0OV). Rezultati su izrageni L
mehanizma, s obzirom n a akumul aci ju RB u kontroldi (

vrijednost pentaplikata (n=5), s oznakama za SD.
* Statistil] ki znalajna razlika (p < 0.05) u

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

prisutnosti MXR modelnih (50 OM MK571, 10 O
100 OM R®V)ul t at i su izrageni u postoci ma (%
obzirom na akumul aci ju R123 u kontroli (

pentaplikata (n=5), s oznakama za SD.
* Statistilki znalajna razlika (p < 0.05) u

inhibitorima.

Akumulacija RB u tkivima nakon 24-satnog izlaganja MXR inhibitorima iznosila
j e 1 34Rhg, Alnakon 48h akumulirana v ri j ednost iznosila |je
| st ovremeno, akumul aci ja R123 nakon 24h izno
194 N 44 FJ/mg. Akumulacija RB u tkivu guj av
nakon 24h povelala se za809.1.NakFan npgr, o doudgneonsongo

izl aganja (48h), zabiljegen je porast konce
MK571 inhibitora (88 %) (Slika 16). Nakon 24-satnog izlaganja inhibitorima udio
R123 wu tkivima se, u odnosu na%k @nmsdtostil nu v

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

rezultiralo povelanjem akumulacije R123 nakec

zabiljegen |je porast koncentracije Rimm23 u t
i nhi bitorom pojedinal no, i t o u rasponu od
eksperimentalnog dijela kao fluorescentni mo
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