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1. UvOD

1.1. Slatkovodni ekosustavi i razlozi njihove ugrozenosti

Covjekov utjecaj na okoli§ uvelike je promijenio izgled i bioloka svojstva brojnih
staniSta, ugrozavajuci time brojne biljne i Zivotinjske vrste. Slatkovodni su ekosustavi medu
najraznolikijim, ali ujedno i najugrozenijim ekosustavima na svijetu. Zbog svoje izoliranosti i
ogranicene veli€ine, karakterizira ih veliki broj endemiénih vrsta, od kojih su mnoge izrazito
osjetljive na promjene u okoliSu (Dudgeon i sur., 2006). Zato su vodeni organizmi jako
pogodeni drastiénim promjenama koje je uzrokovao C&ovjek svojim direktnim (npr.
oneciScenje tla, vode i zraka razvojem industrije, neodrzivo iskoriStavanje prirodnih resursa,
fragmentacija staniSta urbanizacijom i izgradnjom prometnica itd.) ili indirektnim (npr.
nenamjeran prijenos stranih vrsta, povec¢anje koncentracija staklenickih plinova u atmosferi)
djelovanjem. Medu brojnim pritiscima koje ljudsko drustvo &ini na slatkovodne ekosustave
upravo su zagadenje, izgradnja brana, crpljenje vode i unos stranih invazivnih vrsta najviSe
doprinijeli degradaciji slatkovodnih ekosustava diliem svijeta (Dudgeon i sur., 2006; Strayer,
2006).

Jedna od najboljih skupina slatkovodnih organizama za prouc€avanje negativnih
promjena u vodenom okoliSu su SkoljkaSi. Razred Skoljkasa (Bivalvia) zajedno sa jo$ Sest
razreda pripada koljenu mekuSaca (Mollusca). Do danas je opisano 81000 vrsta mekuSaca
od &ega je 6000 slatkovodnih vrsta, puZeva i Skoljkasa (Bouchet, 2007). Skoljkasi koriste
Skrge za filtraciju hranjivih tvari iz vode. Filtracijom vode dolazi i do nakupljanja Stetnih tvari u
tijelu Skoljkasa zbog ¢€ega su ovi organizmi izvrsni indikatori oneciS¢enja. Danas u svijetu
postoje biomonitoring programi koji upravo koriste Skolijkase (i opcenito mekudce) kao
indikatore kakvoée okolida, a jedan od najpoznatijih je Mussel Watch Program (Goldberg,
1984).

U proteklih nekoliko desetlje¢a, prouCavajuci slatkovodne ekosustave, znanstvenici
su uoCili sve veéi broj ugrozenih vrsta i nazalost ovaj trend nastavlja rasti. Problemom
ugrozenih vrsta bavi se Svjetska udruga za zastitu prirode (IUCN - International Union for
Conservation of Nature). Prema IUCN-u, osim €ovjekovog utjecaja, degradacije stanista i

oneciSéenja, invazivne strane vrste jedan su od najbitnijih razloga ugroZenosti brojnih vrsta.

1.2. Utjecaj invazivnih vrsta na slatkovodne ekosustave

1.2.1. Zavicajne (autohtone) i strane (alohtone) vrste

Prema definiciji zavi€ajne (autohtone, nativne) vrste su vrste koje se nalaze na

podrucju svoje prirodne rasprostranjenosti, dok su strane (alohtone, unesene,) one vrste koje



se ne nalaze na podrucju svoje prirodne rasprostranjenosti, evoluirale su drugdje, a

slu¢ajnim djelovanjem ili namjerno prenesene su u novo staniste.

Novo staniste razlikuje se od izvornog te stoga strane vrste posjeduju niz prilagodbi
kako bi se adaptirale na novi okoli§ (Colautti i sur., 2004; Lockwood i sur., 2005; Meimberg i
sur., 2010). Sam proces invazije sastoji se od nekoliko stadija (transport jedinki, unos u novo
podrucje, uspostava populacije, Sirenje, te izrazeni negativni ekoloski i ekonomski udinci;
Lockwood i sur., 2007). Uvodenje (introdukcija) novih vrsta moze biti namjerno ili slu¢ajno.
Namjerno se unose neke vrste u svrhu bio-kontrole. Primjer je riba gambuzija (Gambusia
holbrooki) koja izvorno potjece iz sjevero-isto¢nog dijela SAD-a, a u Europu je unesena kako
bi se iskorijenili komarci kao prijenosnici malarije (Alemadi i sur., 2008). Primjer slu¢ajnog
unosa vrste u nepripadajuci okoli§ je unos morske alge Caulerpa taxifolia u Mediteran
(Meinesz i sur., 1993).

Kako bi odredena strana vrsta postala invazivna, mora uspjedSno proéi kroz sve
stadije invazije. Primjerice, unesena vrsta se ne mora odrzati na tom stanistu, odnosno velika
je vjerojatnost da ¢e uginuti u novim uvjetima stanista, posebice ako se ne uspije prilagoditi
novom okoliSu. Takoder, uspostavljena populacija strane vrste mozda se nec¢e modi Siriti
zbog uvjeta u novom okoliSu (npr. iznimno velika gusto¢a predatora ili jaka interspecijska
kompeticija). Stoga, od svih unesenih stranih vrsta izuzetno mali postotak uspijeva prijeci sve

barijere razli€itih stadija invazije i zaista postati invazivno (Williamson, 1996).

1.2.2. Invazivnost

Invazivna strana vrsta je ona Cije naseljavanje ili Sirenje ugrozava bioloSku
raznolikost, ali to je i vrsta koja svojim razmnozavanjem i Sirenjem uzrokuje ne samo
ekolosku ve¢ i ekonomsku Stetu i/ili nepovoljno utje¢e na zdravlje ljudi (Zakon o zastiti
prirode, NN 70/05, NN 139/08, NN 57/11). Introdukcija invazivnih vrsta u Republici Hrvatskoj
regulirana je Zakonom o zastiti prirode te Pravilnikom o nacinu izrade i provodenja studije o
procjeni rizika uvodenja, ponovnog uvodenja i uzgoja divljih svojti (NN 35/08), a unos stranih

vrsta je zabranjen, osim uz dopustenje nadleznog Ministarstva.

Invazivne strane vrste, uz izravno uniStavanje staniSta, danas predstavljaju najvazniji
faktor gubitka bioloSke raznolikosti i degradacije ekoloskih sustava dillem svijeta (IUCN,
2012). lako invazivne vrste mogu donijeti prihode u nekim granama gospodarstva (npr. brzo
rastu¢e vrste drveCa za drvnu masu, neke vrste usjeva itd.), istraZivanja pokazuju kako
troSkovi koji nastaju zbog kasnijih potreba uklanjanja, kontrole, upravljanja ili istrazivanja

invazivnih vrsta znacajno nadmasuju prihode (Pimentel i sur., 2001; Keller i sur., 2011). Zbog
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izrazitin ekoloskih i ekonomskih negativnih utjecaja, kontrola i upravljanje invazivnim stranim
vrstama, te predvidanje uspjeha pojedinih invazivnih vrsta, njihovog Sirenja i mogucih

utjecaja, medu glavnim su izazovima u podrucju zastite prirode i bioloSke raznolikosti.

Negativan ekolo8ki utjecaj invazivnih vrsta na zavi¢ajne vrste odvija se kroz razli¢ite
mehanizme koji ukljuCuju kompeticiju, predaciju ili hibridizaciju sa zaviCajnim vrstama, te
prijenos bolesti. Ovakvim utjecajima invazivne strane vrste €esto uzrokuju smanjenje ili
potpuni nestanak populacija autohtonih vrsta koje nemaju razvijen obrambeni sustav za
novonastale uvjete (Baiser i Lockwood, 2011). Invazivne strane vrste se u prosjeku brze
razmnozavaju, brze rastu, ranije dostiZzu spolnu zrelost, te pokazuju vecu agresivnost i vecu
toleranciju na razliCite pritiske u okoliSu od zavi€ajnih vrsta (Crooks i sur., 2011). | dok su
neke od ovih pretpostavki dokazane, veéa tolerancija invazivnih stranih vrsta na antropogene
pritiske u okoliSu, poput zagadenja, relativno je slabo istrazena (Lee i sur., 2003; Faria i sur.,
2010).

1.2.3. Invazivnost slatkovodnih SkoljkaSa

Slatkovodni Skoljkasi ¢esto osvajaju nova podrucja $to je usko vezano uz znacajke
njihovog Zivotnog ciklusa. Skoljka$i iz porodice Unionidae razvijaju se u odrasle jedinke
preko li¢inke glohidije koja se za daljni razvoj mora prikvaciti na 8krge ili peraje riba. Kako su
ribe slobodno plivajuci organizmi glohidije se prenesu u nova podru¢ja. Nasuprot ovome,
predstavnici porodice Dreissenidae imaju slobodno plivajuéu veliger li¢inku koja im
pospjesuje rasprostranjivanje vodenim strujama, ali i balastnim vodama. Osim toga, ovi se
Skoljkasi prenose u nova staniSta pri¢vr§éeni bisusnim nitima za brodove ili noge ptica
(Wright, 2007). Primjer jedne takve invazivne vrste slatkovodnog s$koljkasa je raznolika
trokutnjaca, Dreissena polymorpha koja se vodenim putevima iz Crnog mora rasprostranila
po cijeloj Europi (Lajtner, 2005). UspjeSno unesene u novo staniste invazivne vrste Skoljkasa
su u kompeticiji za hranu i prostor s drugim organizmima, a mogu dovesti i do istrebljenja
autohtonih vrsta. Jednom kada su u$le u slatkovodni ekosustav strane invazivne vrste
Skoljkasa vrlo je teSko iskorijeniti, a i upravljanje njihovim populacijama teze je nego Sto je to
slu¢aj u kopnenim ekosustavima (Genovesi, 2007). Posebni problemi i velike ekonomske
Stete nastaju kod vrsta koje se bisusnim nitima pricvrSCuju za Cvrste podloge jer svojim
velikim kolonijama stvaraju probleme na pristanistima, brodovima i branama, a ukoliko se
radi o vodopskrbnim cijevima moze do¢i do njihovog potpunog zaclepljenja (Miller, 1992;
Claudi i Mackie, 1994).

U Hrvatskoj su do sada zabiljezene tri invazivne vrste slatkovodnih $koljkasa: D.
polymorpha, Corbicula fluminea i Sinanodonta woodiana. Vrste D. polymorpha i C. fluminea

prisutne su u rijekama Dunavu, Savi i Dravi, dok je vrsta S. woodiana, osim u navedenim
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rijekama, prisutna i u velikom broju ribnjaka u Hrvatskoj (Lajtner i sur., 2004; Lajtner, 2005;
Hudina i sur., 2010; Lajtner i Crn€an, 2011).

1.3. Osnovne znacajke sSkoljkasa

Skoljkasi su bilateralno simetri¢ne Zivotinje. Duljina im varira od 2 mm do 1,4 m koliko
je duga vrsta Tridacna gigas. Nemaju glavu i imaju mekano tijelo obavijeno plastom i
zasti¢eno s dvije ljudture koje Cine Skoljku. Unutar Skoljke nalazi se tijelo Zivotinje, a vecinu
tijela Cini mesnato stopalo kojeg Zivotinja moze izvuci iz Skoljke. Uz pomoc¢ stopala Skoljkasi
se ukopavaju u pijesak ili se pokre¢u. Skoljkasi su svi odreda filtratori. Filtracijom dobivaju
svjezu vodu s kisikom i Cestice hrane. U ovom procesu glavnu ulogu imaju Skrge koje su
Cesto trepetljikave. Trepetljike stvaraju struju vode i usmjeravaju Cestice hrane u usta
(Matonickin i sur., 1998; Habdija i sur., 2011).

Koliko su Skrge vazna struktura kod Skoljkasa ukazuje i Cinjenica da se nekada
taksonomski razred Skoljkada dijelio na 4 reda s obzirom na gradu Skrga: Protobranchia,

Filibranchia, Eulamellibranchia i Septibranchia. Na Slici 1 uo€ava se razlika izmedu ta 4 tipa

PROTOBRANCHIA FILIBRANCHIA EULAMELLIBRANCHIA  SEPTIBRANCHIA

grade Skrga.

Slika 1. Tipovi grade Skrga. 1) Protobranchia-jednostavne Skrge tzv. ktenidije; 2) Filibranchia-Skrge u
obliku slova W koje nisu srasle s plastom; 3) Eulamellibranchia-8krge u obliku slova W s
popre€nim pregradama, srasle s plastom; 4) Septibranchia-nemaju Skrge veé misiénu
pregradu koja kontrakcijom uvlagi i izbacuje vodu u okoSkrznu Supljinu (preuzeto i prilagodeno
iz Matonickin i sur., 1998).

1.4. Mehanizam multiksenobioticke otpornosti vodenih organizama

Svaki organizam posjeduje specijalizirane staniCne procese detoksikacije i
mehanizme koji mu omoguéuju zastitu od mnogobrojnih toksiCnih tvari kojima je izloZzen u
okoliSu (Goldstone i sur., 2006). U ekotoksikoloSkom pogledu osobito su vazni odredeni
membranski proteini iz ABC (eng. ATP-binding cassette) nadporodice, tzv. ABC transportni
proteini, koji imaju moguénost transporta Stetnih tvari iz stanica (organizma). Ti proteini

Stetne tvari (ksenobiotike) mogu izbacivati u njihovom izvornom obliku, prije samih
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metaboli¢kih procesa detoksikacije, ili su ukljuceni u reakcije faze Ill — aktivho izbacivanje

metabolita i ubrzavanje njihove eliminacije iz stanice (organizma) (Xu i sur., 2005).

Kod €ovjeka znaCaj ABC transportnih proteina je njihovo uklju€ivanje u mehanizam
otpornosti na razliCite lijekove ili skraéeno MDR mehanizam (eng. multidrug resistance
mechanism). MDR u biti ozna€ava sposobnost tumorskih stanica da postanu otporne prema
Sirokom spektru razli€itih citostatika koji se daju prilikom kemoterapije (Cole i Deeley, 1998;
Litman i sur., 2001).

S obzirom na stupanj zagadenja u vodenom okoliSu, vodeni organizmi aktiviraju
specifian obrambeni mehanizam nazvan mehanizam multiksenobiotiCke otpornosti ili
skraéeno MXR mehanizam (eng. multixenobiotic resistance mechanism) (Hamdoun i sur.,
2004; Sauerborn i sur., 2004; BoSnjak i sur., 2009; BosSnjak i sur., 2013). Za razliku od MDR
mehanizma tumorskih stanica, primarna uloga ABC eksportera u vodenim organizmima je
obrana od Sirokog spektra endogenih i egzogenih toksi¢nih tvari (ksenobiotika) koje su
prisutne u vodenom mediju. Endogene su sekrecijske tvari, enzimi, toksi¢ni produkti
metabolizma, itd., dok su egzogene hranjive tvari iz okoliSa i toksini iz okoliSa (npr.
ksenobiotici - toksi¢ne tvari dospjele u okoli§ antropogenim djelovanjem) (Bard, 2000; Smital
i sur., 2004). ABC transportni proteini ukljueni u MXR mehanizam vodenih organizama
nazvani su jo$ i MXR transporteri i njihovim radom organizam se C€isti, odnosno brani, od
Stetnih tvari. Vodeéu ulogu u uvodenju pojma MXR mehanizma imao je hrvatski znanstvenik
Branko Kurelec (Kurelec, 1992). Poseban znaCaj ABC eksportera je njihova obrambena
uloga tijekom ranog embrionalnog razvitka, buduci se embriji vodenih organizama razvijaju u
izravnom dodiru s vodenim medijem, a samim time su i izravno izloZeni utjecaju zagadivala i
ksenobiotika (Hamdoun i sur., 2004; BoSnjak i sur., 2009).

1.4.1. Grada ABC transportnih proteina

ABC transportni proteini koji sudjeluju u MXR mehanizmu vodenih organizama, kao i
u MDR mehanizmu kod Covjeka pronadeni su u svim vrstama od bakterija do Covjeka
(evolucijska povezanost). Koriste energiju ATP-a kako bi obavljali svoj rad — unos (import)
razli¢itih tvari u stanicu ili izbacivanje (eksport) razli¢itih tvari iz stanice (Higgins i sur., 1985;
Bishop i sur., 1989).

Osnovnu gradu ABC transportera Cine Cetiri strukturne domene koje su zajedno
povezane u jedinstveni i funkcionalni polipeptid — tzv. potpuni transporteri (eng. full
transporters). To su dvije transmembranske (TM domene: TMD1 i TMD2) i dvije hidrofilne,

ATP-vezne, citoplazmatske domene, tzv. nukleotidno vezne domene (eng. nucleotide
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binding domain, NBD: NBD1 i NBD2) (Higgins, 1992; Dean i sur., 2001; Jones i George,
2004; Hollenstein i sur., 2007) (Slika 2-1). Nadalje, neki eukariotski potpuni transporteri su
gradeni od tri TM domene, no dodatna domena nije potrebna za sami mehanizam transporta
(Slika 2-2). Osim toga, neki su transporteri gradeni od samo jedne TM domene i jedne NBD
domene (Slika 2-3) koje se naknadnom dimerizacijom povezuju u funkcionalan transporter —

tzv. polutransporteri (eng. half transporters).
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Slika 2. Osnovna struktura ABC transportera. 1. Potpuni transporter graden od dviju
transmembranskih domena (TMD) i dviju nukleotidno-veznih domena (NBD). U domeni NBD
uoCava se ABC potpis: A=Walker A, B=Walker B, C=motiv C. 2. Potpuni transporter s tri
domene TMD. 3. Polutransporter kojeg grade samo jedna domena TMD i jedna domena NBD.
Slika je preuzeta i prilagodena iz Couture i sur., 2006.



TM domenu c€ine niz a-zavojnica koje grade transmembranski kanal kroz lipidni
dvosloj. Prepoznaju i vezu Sirok spektar razliCitih supstrata (Jones i George, 2004;
Hollenstein i sur., 2007). NBD domene su visoko konzervirane regije i nalaze se u citoplazmi.
Predstavljaju ,motor” koji koristi energiju dobivenu hidrolizom ATP-a kako bi mijenjao
konformaciju transportera i time upravljao procesom unosa (importa) ili izbacivanja
(eksporta). NBD domena gradena je od dviju poddomena: 1) kataliticka koja je veca i 2)
manja helikazna koja je jedinstvena za ABC proteine. Kataliticka poddomena je gradena od
tzv. Walker A i Walker B motiva. Walker A motiv se jo§ naziva i P-petlja i zaduZen je za
vezanje nukleotida. Walker B motiv ili Q-petlja je zaduzen za hidrolizu ATP-a i interakciju
NBD s TM domenama. Helikaznu domenu gradi tzv. C motiv €ija je funkcija da stvara kontakt
nukleotida s ATP-veznim mjestom (Higgins, 1992; Dean i sur., 2001; Higgins, 2001; Jones i
George, 2004; Hollenstein i sur., 2007).

1.4.2. Mehanizam transporta ABC transportnog proteina

Importeri i eksporteri imaju zajedni€ki transportni mehanizam prijenosa tvari. Na Slici
3 shematski je prikazan mehanizam transporta ABC proteina. Njihov rad (unos/izbacivanje)

temelji se na dvije konformacijske promjene tog proteina.

SUPSTRAT A AP

TM DOMENA W ADP-R
® ror

izvanstani¢na
tekuéina

citoplazma ICD

vezanje 2
molekule
ATP-a

ATP hidroliza
i otpustanje
fosfata

NBD DOMENA

Slika 3. PredloZeni mehanizam transporta supstrata putem ABC transportera (izbacivanje ili eksport).
1. Poc&etno stanje. Transmembranske domene (TMD) imaju takvu konformaciju da je struktura
transportera (eksportera) otvorena prema citoplazmi. Supstrat se veze za TMD i uzrokuje
vezanje 2 molekule ATP-a za nukleotidne vezne domene (NBD). 2. Vezanje ATP-a uzrokuje
konformacijsku promjenu NBD domena (tzv. zatvorena dimerna konformacija), a samim time i
TM domena. 3. Strukutra transportera je sada otvorena prema izvanstanichom prostoru.
Supstrat se otpusta s TM domena. Dolazi do hidrolize ATP-a. 4. ADP vracéa transporter u
pocetno stanje. Slika je preuzeta i prilagodena iz Dong i sur., 2005.

Eksporteri u stanju mirovanja imaju strukturu otvorenu prema citoplazmi stanice jer je

uloga eksportera supstrat iz citoplazme izbaciti iz stanice. NBD domene u stanju mirovanja
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imaju tzv. otvorenu dimernu konformaciju s malim afinitetom za ATP. U ovom pocdetnom
stanju TM domene imaju veliki afinitet za vezanje supstrata pa je supstrat privuen i veZe se
za TM domenu transportera. Vezanjem supstrata za TM domenu raste afinitet NBD domene
za ATP. NBD domena veze ATP (dvije su NBD domene pa se na 1 transporter vezu 2
molekule ATP-a). Dolazi do konformacijske promjene: NBD domena prelazi iz otvorene u tzv.
zatvorenu dimernu konformaciju te mijenja konformaciju TM domene. Transporter sada ima
strukturu otvorenu na suprotnoj strani tj. eksporteri su otvoreni prema izvanstanicnom
prostoru. Smanjuje se afinitet TM domena za supstrat i on se otpusta u izvanstaniéni prostor
(eksport). Dolazi do hidrolize ATP-a na NBD domeni (otpusta se fosfat), a ADP vraca
transporter u pocetno stanje. Suprotno od eksportera, u po¢etnom stanju (stanju mirovanja)
importer ima konformaciju TM domena takvu da je struktura transportera otvorena prema
izvanstanicnom prostoru. Cilj je odgovarajucu tvar (supstrat) iz izvanstaniénog prostora
unijeti u stanicu. Tijekom transporta TM domene se otvore prema citoplazmatskoj strani.
Opisani mehanizam rada transportera jo$ nije do kraja razrijeSen (Higgins, 2001; Jones i
George, 2004; Pohl i sur., 2005; Doug i sur., 2005; Davidson i sur., 2008; Oldham i sur.,
2008).

1.4.3. ABC transportni proteini ukljucéeni u MXR/MDR mehanizam

ABC proteini najbolje su istrazeni kod Covjeka. Nefunkcionalnost brojnih ABC
transportera kod Covjeka uzrokuje pojavu brojnih bolesti, kao npr. cisticna fibroza koju
uzrokuje gubitak funkcije ABCC7 proteina (Dean i sur., 2001). Danas je poznato da Covjek
ima zastupljene ABC proteine iz 7 razli¢itih potporodica (ABCA — ABCG) od kojih glavnu
ulogu u MDR mehanizmu i transportu Stetnih tvari (ksenobitoika, tj. citostatika) imaju ABC
transporteri iz tri razliCite potporodice: ABCB (P-glikoprotein), ABCC (MRP proteini) i ABCG
(BCRP/ABCG?2 protein) (Tablica 1).

Tablica 1. Podjela humanih ABC proteina prema potporodicama i broju &lanova. Clanovi ABCB,
ABCC i ABCG (podcrtano u tablici) sudjeluju u izbacivanju ksenobiotika.

: . Clanovi ukljuéeni u transport
Ime potporodice Broj ¢lanova D
ABCA 12 /
ABCB 11 ABCB1/P-glikoprotein (P-gp)
ABCC1-ABCC3/MRP1-MRP3 i
ABCC 13 ABCC6-ABCC7/MRP6-MRP7
ABCD 4 /
ABCE 1 /
ABCF 3 /
ABCG 5 ABCG2/BCRP




P-glikoprotein (P-gp/ABCB1) je prvi ¢lan ABCB potporodice, a ujedno i prvi
identificirani eukariotski ATP transportni protein na tumorskim stanicama (Juliano i Ling,
1976). Ima masu od 170 kDa i sadrzi 1280 aminokiselina, a prema gradi spada u potpune
transportere (Slika 2-1). Za taj protein je dokazano da ima mogucénost transporta razli€itih
citostatika iz tumorskih stanica ¢ime su one postale otpornije na lije€enje Sto je nazvano
mehanizam otpornosti na razne lijekove (Dang, 1972). P-gp je zasluzan za transport
lipofilnih organskih tvari, lipofilnih kationskih tvari, peptida, iona, Zu€ne soli i ksenobiotika
(Litman i sur., 2001).

ABCC potporodicu €ine tzv. MRP proteini (eng. multidrug resistance-associated
proteins) (Cole i sur., 1998). Prvi otkriveni MRP protein nazvan je jos i MRP1 ili ABCC1 (190
kDa), a prema gradi takoder pripada potpunim transporterima (Slika 2-1). Za razliku od P-gp,
MRP transporteri aktivno izbacuju iz stanice organske anione i njihove konjugate, glutation,
spojeve konjugirane sulfatom i ksenobiotike (Borst i sur., 2000; Holland i sur., 2003). Uz
MRP1/ABCC1 u transport ksenobiotika kod <&ovjeka ukljuCeni su i MRP2/ABCC2,
MRP3/ABCC3, MRP6/ABCCS6, te MRP7/ABCCY (Tablica 1).

BCRP/ABCG2 je zadnji u nizu toksikoloSki relevantnih ABC proteina eksportera, a
otkrili su ga Doyle i sur. 1998. godine u kulturi doksorubicin-otpornih MCF7 tumorskih
stanica. Ovaj protein je graden od svega 655 aminokiselina (72 kDa) i pripada
polutransporterima (Slika 2-3). Ime BCRP (eng. breast cancer resistance protein), nije
odgovarajuée s obzirom na ulogu koju obavlja ili distribuciju u tkivima jer se ne nalazi samo u
stanicama tkiva raka dojke. Stoga se jo$ naziva i ABCG2 jer pripada ABCG potporodici
(Dean i sur., 2001; Leslie i sur., 2005; Natarajan i sur., 2012).

Kako su P-gp, MRP i BCRP proteini bili odgovorni za otpornost tumorskih stanica na
ljekove znanstvenici su potrazili tvari koje ¢Ce djelovati inhibirajue na te proteine tj.
onemogucit ¢e njihov rad i time zadrzati lijek unutar tumorske stanice. Te tvari koje inhibiraju
aktivni transport ABC proteina nazvane su kemosenzitatori jer su omogucile ulaz
kemostatika u tumorske stanice. Prva otkrivena takva tvar bila je Verapamil (C27H3sN20O4) koji
je inhibirao P-glikoprotein (Tsuruo i sur.,, 1981). Kasnije je otkriven MK571
(C26H26CIN2NaO3S, XH20) kao inhibitor MRP proteina (Gekeler i sur., 1995; Chan i sur.,

2004). Inhibitori se vezu za transporter i time onemogucuju transportnu aktivnost (Slika 4-2).

1.4.4. Znacaj MXR mehanizma kod vodenih organizama

Do danas je utvrdeno da preko 40 slatkovodnih i morskih vrsta Zivotinja, ukljuCujuci i

Skoljkase, morske jeZince i ribe, eksprimira P-gp, MRP, BCRP i druge jo$ neidentificirane

9



proteine (Sauerborn i sur., 2004; Hamdoun i sur., 2004; Luckenbach i Epel, 2008; BoSnjak i
sur., 2013). Kako je ve¢ spomenuto, osnovna uloga MXR transportera u vodenim
organizmima je zastita od toksicnih tvari koje se nalaze u vodenoj sredini gdje ti organizmi

Zive.

Dosadas$nja istrazivanja su pokazala da je MXR mehanizam inducibilan (Eufemia i
Epel, 2000; Smital i sur., 2003; Epel i sur., 2008). Naime, ukoliko je u vodenom okoliSu
prisutna visoka koncentracija odredenih toksi¢nih tvari, u organizmu (npr. $koljkasu) moze
doci do pojacane transkripcije i translacije gena koji kodiraju za ABC trensportere ukljuéene u
MXR mehanizam. Stoga organizam koji se nalazi u oneciS¢enom okoliSu mozZe posjedovati
viSe transportnih proteina od onog organizma koji se nalazi u &is¢em okoliSu. Ovaj potoniji
ukoliko se prenese u onecidéenije podruéje ima manje 3anse za opstanak jer mu MXR
sustav nije dovoljno moc¢an da se nosi s takvim okoliSem. Primjeri tvari za koje je pokazano
da mogu inducirati MXR mehanizam kod Skoljkasa su dizel (Smital i sur., 2003) i neki metali
(Archard i sur., 2004). Osim indukcije, toksiCne tvari u okolidu mogu djelovati na MXR
transportere kao supstrati tj. njihovo vezanje za proteine uzrokuje brzi rad tih proteina (potic¢u
ih na jaCe djelovanje) ili kao inhibitori MXR mehanizma djeluju kao kemosenzitizatori jer
blokiraju transportnu aktivnosti proteina eksportera (Slika 4), §to dovodi do akumulacije

drugih ksenobiotika u tkivo vodenih organizama (Kurelec, 1997; Epel i sur., 2008).

O @ TOKSIENATVAR
. ..... . . ----- ‘
> ™~ “e *0 @® KEMOSENZITATOR
@ ... . ) @ .. """""""" > o
[ Y J
) @ Y o¥ e
@ ® ® @ PP MXR TRANSPORTER
_______STANICA ®
~—— STANIENA e O0°
MEMBRANA
1 2;

Slika 4. Shematski prikaz funkcionalnog MXR mehanizma (1) i nefunkcionalnog MXR mehanizma
naruSenog djelovanjem kemosenzitatora (2). 1. StaniCna obrana uspjesno radi. MXR
transporteri izbacuju Stetne tvari iz stanice. 2. Stani¢na obrana je narusena kemosenzitatorom
koji blokira aktivhost MXR transportera. Posljedica je nemoguénost izbacivanja Stetnih tvari iz
stanice. Slika je preuzeta i prilagodena sa internet stranice:
http://www.ufz.de/index.php?en=17251.
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2. OPCI 1 SPECIFICNI CILJEVI RADA

U ovom radu smo usporedili kako dvije odabrane vrste Skoljkasa, od kojih je jedna
autohtona, a druga invazivna, reagiraju na kontaminaciju teSkim metalom cinkom (ZnCly).
Upravo zbog Sirokog spektra tvari koje se izbacuju iz stanice MXR mehanizmom, stanicni
odgovor na boravak u okoliSu onecis¢éenom cinkom procijenjen je preko aktivnosti MXR
mehanizma. Praéena je aktivnost transportnih proteina MXR mehanizma lokaliziranih na
Skrgama dviju slatkovodnih vrsta SkoljkaSa: autohtone vrste obi¢ne bezupke, Anodonta
anatina (Linnaeus, 1758) i invazivne vrste istoCnoazijske bezupke, Sinanodonta woodiana
(Lea, 1834). Opdi cilj rada bio je ustanoviti ima li invazivna vrsta Skoljkasa bolje razvijeni
MXR mehanizam od zavi€ajne vrste, odnosno je li otpornost na teSke metale jedan od
Cimbenika koji joj omogucuje bolju prilagodbu, opstanak i brze Sirenje u oneciS¢enim

vodotocima.
Specifiéni ciljevi rada bili su:

= Utvrditi koncentraciju cinka (ZnCl;) koja uzrokuje smrt stanica Skrznog epitela
= Utvrditi da li se na razini aktivnhosti MXR mehanizma uoCava razlika izmedu dvije
vrste

= Utvrditi koji MXR transportni proteini djeluju u obrani od cinka kod ispitivanih vrsta
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Pokusne zivotinje

Za istraZivanje su odabrane dvije vrste slatkovodnih Skoljkasa:

Obic¢na bezupka, Anodonta anatina (Linnaeus, 1758)

Obitava u Europi i Sjevernoj Aziji, a naseljava mirne vode (rijeéne uvale i jezera).
Ukopava se u mulj i pijesak. Boja Skoljke varira i uglavhom je Zuckasto-zelenkasta, no moze
biti i potpuno crna i smeda. Skoljka je dosta &vrta i elipsoidnog je oblika (Slika 5). Prosjeéne

dimenzije su: duljina (d) 75 mm, visina (v) 46 mm, Sirina (5) 26 mm (Killeen i sur., 2004).

Slika 5. Vanjski izgled obi¢ne bezupke, A. anatina (lijevo: bo¢ni prikaz; desno: prikaz ledne strane
Skoljke). Objasnjenje: d - duljina; v - visina; = - Sirina.
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Isto€noazijska bezupka, Sinanodonta woodiana (Lea, 1834)

Nativna je u tropskoj, isto€noj Aziji, prvenstveno rijeke Amur i Yangtze. ProSirila se u
cijelu Aziju, Europu i Ameriku, a unesena je ribama (li¢inka glohidija) i kao hrana. Skoljka je
smeda ili crna, u tragovima ima i zelene. Za razliku od vrste A. anatina Skoljka je krhka te je
elipsoidnog do sferi€nog oblika (Slika 6). Prosje¢ne dimenzije su: duljina (d) 165 mm, visina
(v) 115 mm, Sirina (8) 60 mm (Killeen i sur., 2004).

Slika 6. Vanjski izgled isto€noazijske bezupke, S. woodiana (lijevo: boé&ni prikaz; desno: prikaz ledne
strane Skoljke). Objasnjenje: d - duljina; v - visina; < - Sirina.

Obje vrste Skoljkasa prisutne su u Hrvatskoj i skupljene su u rukavcu rijeke Drave kod
mjesta Vilievo u isto&noj Slavoniji. Skoljkasi su smjesteni u dva akvarija dimenzija 70 cm x 40
cm x 30 cm. Temperatura vode iznosila je 18 °C, a prosjeCne vrijednosti kemijskih
pokazatelja vode bile su: ph — 8,02; koncentracija kisika — 7,93 mg/L; zasicenje kisikom —
88,6 %. Za mjerenje je koristen Multi 3420 SET C. Dva puta tjedno SkoljkaSi su hranjeni
algom Chlorella sp. (tablete, PlanetBIO) tako da je svakoj jedinki dano otprilike 0,5 g tableta
smrvljenih u tarioniku. Voda je mijenjana takoder dva puta tjedno, 2 dana nakon hranjenja.

Vrijeme aklimatizacije iznosilo je tri tjedna.

U izradi ovog rada koriStene su ukupno 21 jedinka zaviCajne vrste Skoljkasa A.

anatina i 21 jedinka invazivne vrste S. woodiana. Svakoj jedinki u laboratoriju su prvo
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izmjerene dimenzije: duljina, Sirina i visina Skolike (Slika 5 i 6). Ciljano su odabrane jedinke

priblizno jednake veli¢ine obje vrste (raspon duljina 100-110 mm). U Tablici 2 dan je prikaz

mjerenih parametara duljine i Sirine ljusture obje vrste Skoljkasa (Slika 5 i 6) kao i njihova

prosje€na masa.

Tablica 2. Morfometrijski parametri istrazivanih vrsta Skoljkasa (srednje vrijednosti + SD).

Morfometrijski parametri Obicna bezupka

Istoénoazijska bezupka

(A. anatina) (S. woodiana)
Duljina Skoljke (Slika 51 6; d) 100 £ 8 mm 103 £8 mm
Sirina $koljke (Slika 5 i 6; 8) 33+4 mm 37+£5mm
Visina Skoljke (Slika 5 6; v) 51+4 mm 63 £ 5 mm

3.1.2. Kemikalije

Sve kemikalije koriStene u pokusima navedene su u Tablici 3.

Tablica 3. Popis koristenih kemikalija.

Ime (kratica) Kemijska formula ili sastav

Proizvodac

Sastav: 0,05 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blue G-250 boja, 8,5 % (w/v)
fosfatna kiselina (HsPOa), 4,7 % (w/v)
etanol

Bradfordov reagens -
reagens za odredivanje
koncentracije proteina

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD (Coomassie Brilliant Blue
G-250 boja)

Kemika, Zagreb, Croatia
(etanol, fosfatna kiselina)

Cinkov klorid ZnCl2

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD

Dimetil sulfoksid (DMSO) | C2HsOS

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD

Etanol (EtOH) C2HsOH

Kemika, Zagreb, Croatia

MK571 C26H26CIN2NaO3S:2 - XH20

Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, Ml, SAD

Sastav: NaCl 8 g; KCI 0,2 g; NazHPO4

PBS - fosfatni pufer X 2 H20 1,15 g: KH2PO4 0,2 g; dH20

pH=7.,4

Sve komponente pufera
nabavljene iz Sigma-Aldrich,

1000 mL St. Louis, MO, SAD
Rodamin B (RB) CosHs1CIN2O3 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD
Tripansko modrilo C34H28N6014S4 Kemika, Zagreb, Croatia
Verapamil (VER) C27H33N204 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

SAD
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3.1.3. Instrumenti

Svi koristeni instrumenti navedeni su u Tablici 4.

Tablica 4. Popis koristenih instrumenata.

Ime uredaja Namjena uredaja u pokusu Proizvodaé

Razdvajanje tekuée faze od Domel, d.0.0.; Zelezniki,

Tehtnica Centric 200R centrifuga Krute Slovenija

Odredivanje akumulacije
FLUOstar OPTIMA platereader fluorescentnog supstrata unutar
tkiva

BMG Labtech GmbH,
Offenburg, Njemacka

ULTRA-TURRAX T25

h . Homogenizacija tkiva IKA-Labortechnik
omogenizator

Thermo Scientific NanoDrop Odredivanje koncentracije Thermo Fisher Scientific;
2000c Spectrophotometer proteina Wilmington, USA

Mijerenje fizikalno-kemijskih

Multi 3420 SET C .
pokazatelja vode

WTW; Weilheim, Njemacka

Svjetlosni mikroskop, ukupno Odredivanje broja zivih i mrtvih Binokularni mikroskop Campus
povecanje 400x stanica — test vijabilnosti stanica | 1000x
3.2. Metode

3.2.1. Izlaganje Zivotinja cinku

Odabrano je po Sest jedinki svake vrste koje su nakon toga stavljene u dva akvarija
dimenzija 40 cm x 25 cm x 20 cm, u 15 L vode (svaka vrsta u zasebnom akvariju). Prilikom
odabira pazilo se da jedinke budu podjednake veli€ine. U akvarije je zatim dodana to¢no
odredena koli¢ina cinkovog klorida (ZnCl,) kako bi se postigla ciljana koncentracija, a jedinke
su drzane u akvaraijima ukupno 7 dana na 18 °C, uz redovito hranjenje (dva puta tjedno) i
svakodnevnu izmjenu vode kako bi koncentracija metala ostala konstantna. Ukupno su
provedena Cetiri odvojena pokusa (Cetiri pokusna uvjeta) i ciljane koncentracije ZnCl; bile su:
1) kontrola (0 pg/L); 2) 100 pg/L; 3) 500 pg/L; 4) 2500 ug/L.

3.2.2. |zolacija Skrznih diskova

Skoljke su otvorene skalpelom te su pazljivo izvadene $krge (Slika 7). Izolirane $krge
premjestene su u Petrijevu zdjelicu s PBS-om kako bi se stanice Skrznog epitela zastitile od
prebrzog odumiranja. Jedna Skrga je ostavljena za izvodenje testa vijabilnosti stanica (viSe u
poglavlju 3.2.6.) dok su iz druge Skrge pomoc¢u metalnog busaca (promjer = 5 mm) izrezani

Skrzni diskovi (Slika 8). Iz svake jedinke je izrezano oko 20 Skrznih diskova. Diskovi su dobro
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isprani u PBS puferu: 5 puta po 15 mL pufera. Ispiranje sluzi kako sluz ne bi ometala daljnje

izvodenje pokusa (npr. penetraciju inhibitora u tkivo Skrga).

PLAST

SKRGA

Slika 7. Prikaz tijela SkoljkaSa nakon Slika 8. Izrezivanje Skrznih diskova.
otvaranja Skoljke.

3.2.3. Akumulacija fluorescentnoq supstrata u Skrznim diskovima

U pet Petrijevih zdjelica s razli€itim reakcijskim smjesama dodan je odreden broj
$krznih diskova kao $to je prikazano u Tablici 5. Skrzni diskovi izloZeni su fluorescentnom
supstratu rodaminu B (RB) bez i u prisutnosti MXR inhibitora: P-gp inhibitor Verapamil (VER)
ili MRP inhibitoru MK571. Dodatno su Skrzni diskovi bili izloZeni RB i otapalima u kojima su
otopljeni inhibitori (DMSO i EtOH) kako bi se isklju€io negativni utjecaj otapala na Skrzne
stanice a i pazilo se da ukupna koncentracija otapala u rekacijskim smjesama bude vrlo
niska (0,2 %). RB je u svim eksperimentima dodan posljedn;ji i to u mraku. Petrijeve zdjelice
su stavljene na ruéno izradeni rotirajuéi aparat na 90 minuta kako bi se tvari u reakcijskoj
smjesi ravnomjerno izmijeSale. Pokus je izvoden u mraku pri 18 °C. Koncentracija mati¢ne
otopine rodamina B bila je 1 mM (u dH20O), verapamila 10 mM (u EtOH), a MK571 20 mM (u
DMSO). Koncentracija fluorescentnog supstrata RB u reakcijskim smjesama bila je 1 uM,
verapamila 10 uM, a MK571 20 uM.
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Tablica 5. Postava pokusa.

Reakcijski Reakciiska smiesa Broj Skrznih diskova | Ukupan broj
br. J : od svake jedinke Skrznih diskova
15 mL PBS
L 30 uL DMSO (0,2 %) 2 12
15 uL RB (1 M)
15 mL PBS
2. 15 uL Etanol (0,2 %) 2 12
15 uL RB (1 pM)
30 mL PBS
3 30 uL RB (1 pM) 4 24
30 mL PBS
4, 60 uL MK571 (20 uM) 4 24
30 pL RB (1 uM)
30 mL PBS
5. 30 L VER (10 pM) 4 24
30 uL RB (1 uM)

3.2.4. Mjerenje fluorescentnih (FU) vrijednosti

Nakon sto je proslo 90 minuta Skrzni diskovi su iz svake Petrijeve zdjelice prebaceni u
novu Petrijevu zdjelicu sa Cistom otopinom PBS-a kako bi se isprao visak RB koji se nalazi
na povrsini Skrznog diska. Zatim je svaki Skrzni disk izvaden, posuSen na papiru i stavijen u
zasebnu Eppendorf epruvetu (,epicu®) napunjenu s 0,5 mL PBS-a. Sadrzaj u epicama je
nakon toga homogeniziran (oko 10 sekundi) i centrifugiran 5 minuta pri 10 000 x g i 4 °C.
Supernatant (100 pL) je u triplikatima rasporeden u crne mikrotitarske ploCice s 96 jazica.
Fluorescencija je oCitana pomoéu FLUOstar OPTIMA plate reader uredaja: ekscitacija pri

544 nm, emisija pri 590 nm.

3.2.5. Odredivanja prosje¢ne koncentracije proteina u $krznom disku

Za odredivanje prosjecne koncentracije proteina u Skrznom disku KkoriStena je
Bradfordova metoda (Bradford, 1976) s odredenim modifikacijama. Bradfordova metoda sluzi
za semikvantitativno odredivanje koncentracije proteina i temelji se na interakciji boje
Coomassie Brilliant Blue G-250 (koja se nalazi u sastavu Bradfordovog reagensa) i proteina.
Coomassie Brilliant Blue G-250 je crvenkasto-smede boje, a kad se veze za protein mijenja
boju u plavu. Sto je veéa koncentracija proteina u otopini jadi je intenzitet plave boje i veca

apsorbancija takve otopine pri valnoj duzini 595 nm.
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Uzeta su 24 Skrzna diska od svake vrste SkoljkaSa i stavljena u 500 uL PBS-a. Uzorci
su sonicirani oko 10 sekundi (ULTRA-TURRAX T25 homogenizator) i centrifugirani 5 minuta
pri 10 000 x g i 4 °C. Radna otopina pripremliena je mijeSanjem otopine za odredivanje
koncentracije proteina i uzorka u omjeru 4:1 (20 pL reagensa i 5 yL uzorka) (Slika 9), a
nakon toga inkubirana 10 minuta pri 21 ‘C. Kao standard su koriStene otopine govedeg
serumskog albumina (eng. bovine serum albumine, BSA) u koncentracijama 0,05; 0,1; 0,25;
0,5; 0,75 i 1 mg/mL (Bio-Rad). Apsorbancija 2 pyL radne otopine pri 595 nm je mjerena na
uredaju NanoDrop 2000c. Kao slijepa proba je koristen PBS. Sva mjerenja standarda su
radena u triplikatima, a uzoraka u duplikatima. Ovisnost apsorbancije pri 595 nm o
koncentraciji proteina standarda aproksimirana je pravcem, te je iz jednadzbe pravca
dobivene pomocu programa Microsoft Office Excel 2007 odredena koncentracija proteina u

uzorcima.

Slika 9. Radna otopina pripremljena je kao kapljica u kojoj su pomijesani Bradfordov reagens i uzorak
u omjeru 4:1 (20 yL reagensa i 5 pL uzorka). Svaki uzorak raden je kao duplikat.

3.2.6. Test za odredivanje vijabilnosti stanica

Za odredivanje vijabilnosti stanica koristena je otopina tripanskog modrila. Princip ove
metode je da boja ulazi u citoplazmu mrtvih stanica koje, za razliku od Zivih stanica, nemaju
funkcionalnu membranu koja bi onemogucila ulaz boje. Na taj nacin su se pod mikroskopom

mogle razlikovati Zive, neobojane stanice od mrtvih stanica koje su poprimile plavu boju.

Otopina tripanskog modrila pripremljena je na sliede¢i nacin: (1) 4,25 g NacCl
otopljeno je u 100 mL dH»0O; (2) 0,2 g tripanskog modrila otopljeno je u 100 mL dH-»O (0,2 %
otopina ). Otopine (1) i (2) izmijeSane su u omjeru 1:4.

Iz svake jedinke je izolirana Skrga koja je nakon toga prebacena u posudicu s PBS-
om (detaljan postupak objasnjen je u poglavlju 3.2.2.). U Spricu s iglom navucen je PBS iz
posudice i jakim mlazom je isprana Skrga. Na taj su se nacin u puferu nakupile stanice

Skrznog epitela koje su se oslobodile iz tkiva pri snaznom mlazu. PBS sa stanicama (2 mL)
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prikuplien je u Eppendorf epruvetu te centrifugiran 5 minuta pri 500 x g i 4 °C kako bi se
oborile stanice. Iz svake Skrge uzeta su po 2 uzorka (duplikati). ViSak supernatanta je
uklonjen tako da je ostao talog u 0,1 mL PBS-a. Na predmetno stakalce najprije je stavljena
kapljica (10 uL) tripanskog modrila, a zatim je u nju dodano 10 uL suspenzije stanica. Tako
pripremljen preparat poklopljen je pokrovnicom te je uslijedilo mikroskopiranje (Binokularni

mikroskop Campus, ukupno povecanje mikroskopa 400x).

3.2.7. Statisticka obrada podataka

StatistiCke obrade podataka izvedene su pomoc¢u ra¢unalnog programa STATISTICA
7.0. i Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, 2007). Za grafi¢ku i statisticku obradu
podataka koridteni su programi Statistica 7.0 (Statsoft Inc., 2000) i Microsoft Excel 2007
(Microsoft Corporation, 2007).

Da bi odabrali prave metode za statistiCku analizu podataka prvo je ustanovljeno uz
pomo¢ Kolmogorov-Smirnov i Liliefors testa da su podatci normalno distribuirani. Kako je test
pokazao normalnu distribuciju podataka, za daljnju analizu koriStene su parametrijske
metode. Da bi ustanovili koja vrsta je otpornija na stresne uvjete i postoje li razlike u razli€itim
stresnim uvjetima, koriStena je parametrijska analiza varijanci s viSe kategori¢kih varijabli
(Faktorijalna ANOVA). Kako bi se ustanovilo da li tvari u kojima su otopljeni inhibitori,
dimetilsulfoksid (DMSO) i etanol (EtOH) imaju utjecaj na rad membranskih transportera
provedena je parametrijska analiza varijanci s jednom kategori¢kom varijablom (ANOVA).
Post-hoc testom (Tukey post-hoc test za nejednako velike uzorke) ustanovljeno je koji se
tocno pokusni uvjeti razlikuju unutar i izmedu. Hi-kvadrat testom (x 2 test) smo odredili postoji
li statisticki zna€ajna razlika u broju Zivih i mrtvih stanica izmedu razliitih pokusnih uvjeta

unutar svake vrste. U svim statistiCkim testovima koristena je razina znacajnosti od 1 %.

19



4. REZULTATI

4.1. Ukupna koncentracija proteina u Skrznom disku

Postupkom opisanim u poglavlju 3.2.6. dobivena je srednja vrijednost ukupne

koncentracije proteina u jednom Skrznom disku koja iznosi 0,3 mg/mL za obje vrste
ispitivanih Skoljkasa (Slika 10).
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Slika 10. Prosjecna koncentracija proteina (mg / mL) £ SD u Skrznom disku.

4.2. Vijabilnost stanica S$krga nakon izlaganja cinku

Skoljkasi (A. anatina i S. woodiana) bili su izloZeni trima razligitim koncentracijama
cinka (100, 500 i 2500 pg/ L ZnCl,) tijekom sedam dana. Kako bi ustanovili da li je zbog

izlaganja cinku do$lo do smrti (apoptoze) Skrznih stanica proveli smo test vijabilnosti stanica

te smo usporedili rezultate za SkoljkaSe izlozene cinku sa rezultatima za S3koljkase iz

kontrolne skupine (Slika 11).
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Slika 11. Postotak zivih i mrtvih stanica u Skrznom epitelu Skoljkasa.
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Rezultati testa vijabilnosti stanica statistiCki su provjereni Hi-kvadrat (x?) testom.
Postojala je statistiCki znacajna razlika u broju mrtvih i Zivih stanica izmedu razli¢itih pokusnih
uvjeta unutar svake vrste (Hi-kvadrat test: x?aa = 68,83; p<<0,001; X%sw = 26,66, p<<0,001).
Na Slici 11 jasno se uoava da kontrola (bez prisutnosti cinka) ima visoki postotak Zivih
stanica (> 60 %), narocito kod vrste S. woodiana gdje je samo 20 % stanica bilo mrtvo.
Rezultati pri najnizoj (100 ug/L) i srednjoj (500 pg/ L) koncentraciji cinka pokazuju odredeni
porast postotka mrtvih stanica ali i dalje je viSe od 50% zivih stanica. Pri najviSoj koncentraciji
cinka (2500 pg/L) dolazi do zna€ajnog porasta broja mrtvih stanica, odnosno utvrdeno je oko

60 % mrtvih stanica kod vrste A. anatina i oko 70 % mrtvih stanica kod vrste S. woodiana.

4.3. Aktivhost MXR mehanizma u stanicama $krZznog epitela izloZenih cinku

Razina MXR transportne aktivnosti u skrznom tkivu ispitivanih Skoljkasa izloZenih
razli€itim koncentracijama cinka mjerena je preko razine akumulirane fluorescentne boje
rodamina B (RB). RB pasivno (difuzijom) ulazi u stanice, a iz njih se izbacuje aktivno, putem
MXR transportne aktivnosti (Neyfakh, 1988). Stoga je koli¢ina akumuliranog RB u tkivu mjera
aktivnosti MXR transportera: viSa izmjerena fluorescencija tkiva znac¢i manju aktivnost

transportera i obratno.

Mjerena je razina akumuliranog RB u Skrznim diskovima uzetim iz kontrolne grupe
Skoljkasa (jedinke koje nisu izloZzene cinku), kao i iz grupa Skoljkasa koji su bili izlagani trima
razli¢itim koncentracijama cinka (100, 500 i 2500 pg/L ZnCl,) tijekom sedam dana. Izolirani
Skrzni diskovi su izlozeni 1 uM RB kroz 90 minuta (reakcijska smjesa 3, poglavlje 3.2.3) i
nakon toga je odredena vrijednost fluorescencije za obje ispitivane vrste, A. anatina i S.
woodiana. Fluorescencija je izrazena za 1 mg ukupnih proteina, koristec¢i vrijednost
prosje¢ne koncentracije proteina u Skrznom disku (vidi poglavlje 4.1). Rezultati ovog pokusa

prikazani su na Slici 12.

Kod kontrole (bez cinka) izmjerene su visoke fluorescentne vrijednosti akumuliranog
RB kod obje vrste Skoljkasa. Post-hoc testom (Tukey post-hoc test za nejednako velike
uzorke) pokazano je kako postoji statisticki znaCajna razlika u koli€ini fluorescencije RB
izmedu pojedinih pokusnih uvjeta (Faktorijalna ANOVA: F(3,89) = 47,27, p << 0,01), ali ne i
izmedu vrsta (F(1,89) = 0,67, p = 0,42). Detaljni rezultati Post-hoc analize prikazani su u
Tablici 6.

U grupi Skoljkasa koji su bili izloZzeni najnizoj (100 pg/L) koncentraciji cinka izmjerene
su znacajno niZe vrijednosti akumuliranog RB u odnosu na kontrolu za vrstu S. woodiana

(1,7 puta). Medutim, kod vrste A. anatina izloZzene najnizoj koncentraciji cinka nije utvrdena
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znaCajna razlika u akumulaciji RB u odnosu na kontrolu. Nakon izlaganja srednjoj
koncentraciji cinka (500 pg/L) izmjerene su znacajno nize vrijednosti akumuliranog RB u
odnosu na kontrolu: 1,6 puta za vrstu A. anatina i 1,8 puta za vrstu S. woodiana. U grupi
Skoljkasa koje su bile izlozene najviSoj koncentraciji cinka (2500 pg/ L ZnCly) vidljiv je porast
fluorescentnih vrijednosti akumuliranog RB kod obje vrste u odnosu na vrijednosti dobivene
nakon izlaganja srednjoj koncentraciji cinka. Iz Slike 12 vidljivo je da je taj porast znacajniji

kod vrste S. woodiana nego kod vrste A. anatina.
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Slika 12. Ukupna akumulacija RB u Skrznom tkivu po masi Skrznih proteina (fluorescentne
jedinice RB/mg) u kontroli (0 ZnCl2) i grupama Skoljkasa koji su bili izlagani trima razli¢itim
koncentracijama cinka (100, 500 i 2500 pg/L ZnCly).

Post-hoc testom (Tukey post-hoc test za nejednako velike uzorke) utvrdeno je kako
pri koncentraciji 100 pg/L postoji statisticki znacajna razlika izmedu vrsta u istom pokusnom
uvjetu, pri €¢emu je koli¢ina fluoresencije RB kod S. woodiana statisti¢ki zna¢ajno niza (Slika

12; Tablica 6). Detaljni rezultati Post-hoc analize prikazani su u Tablici 6.
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Tablica 6. Rezultati Tukey post-hoc testa za nejednolike uzorke.

Statisticki zna€ajne razlike izmedu pojedinih pokusnih uvjeta i vrsta oznadene su podebljano
i crvenom bojom. Aa oznacava zavi¢ajnu vrstu A. anatina, a Sw invazivnu vrstu S. woodiana.

Aa Aa Aa Aa Sw Sw Sw Sw
Pokusni
Vrsta uvjet

(ZnCl

[ug /L)) 0 100 500 2500 0 100 500 2500
Aa 0 0,8641 | 0,0001 | 0,0002 } 0,5032 | 0,0001 | 0,0001 | 0,5091
Aa 100 | 0,8641 0,0003 | 0,0132 | 0,0330 | 0,0073 | 0,0006 | 0,9998
Aa 500 | 0,0001 | 0,0001 0,9307 | 0,0001 | 0,9623 | 0,9999 | 0,0006
Aa 2500 | 0,0002 | 0,0132 | 0,9307 0,0001 | 1,000 0,9833 | 0,0538
Sw 0 | 0,5032 | 0,0330 | 0,0001 | 0,0001 0,0001 | 0,0001 | 0,0039
Sw 100 | 0,0001 | 0,0073 | 0,9623 | 1,000 0,0001 0,9941 | 0,0193
Sw 500 | 0,0001 | 0,0006 | 0,9999 | 0,9833 | 0,0006 | 0,9941 0,0001
Sw 2500 | 0,5091 | 0,9997 | 0,0006 | 0,0538 | 0,0039 | 0,0193 | 0,0016

4.4. Inhibicija MXR mehanizma

Skrzni diskovi uzeti su iz kontrolne grupe (jedinke koje nisu izloZzene cinku), kao i iz
grupa koje su bile izlagane razli€itim koncentracijama cinka (100, 500 i 2500 ug/L ZnCly)
tijekom sedam dana te izloZeni fluorescentnom supstratu RB (1 uM) uz prisutnost specifi¢nih
MXR inhibitora: MK571 (20 uM) je MRP inhibitor, a VER (10 uM) je P-gp inhibitor (vidi
poglavlje 3.2.3). Mjerenje je napravljeno za obje ispitivane vrste, A. anatina i S. woodiana te
su fluorescencije izmjerene nakon izlaganja RB i inhibitoru (poglavilje 3.2.3., reakcijske
smjese 4 i 5) usporedene s fluorescencijama izmjerenim u kontrolnim reakcijama (poglavlje

3.2.3., reakcijske smjese 1 i 2). Rezultati su prikazani na Slici 13.

Dobiveni rezultati za kontrolne skupine (bez cinka) pokazuju da kod vrste A. anatina
oba inhibitora, i VER i MK571, uzrokuju znacajan porast akumulacije RB fluorescencije (oko
1,2 puta) u Skrznim stanicama u odnosu na kontrolu (p << 0,01; One-way ANOVA test). To
ukazuje na aktivnost oba tipa MXR transportera — i P-gp i MRP, u Skrznom tkivu vrste A.
anatina. U usporedbi s tim, kod vrste S. woodiana u kontrolnoj grupi (bez cinka) uo¢ava se
porast akumulacije RB fluorescencije u odnosu na kontrolu samo nakon izlaganja MK571
inhibitoru (oko 1,3 puta; p << 0,01; One-way ANOVA test). Ovaj rezultat ukazuje na

dominantnu prisutnost MRP transportera u Skrznim stanicama ove vrste.

Nadalje, iz Slike 13 vidi se da je u Skrznim diskovima vrste A. anatina izlozene
najnizoj (100 pg/L) koncentraciji cinka doSlo do znalajnog porasta akumulacije RB
fluorescencije u prisutnosti MRP inhibitora (~ 1,2 puta; p << 0,01; One-way ANOVA test), dok

u Skrznim diskovima grupe sa srednjom (500 pg/L) koncentracijom cinka u prisutnosti oba
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inhibitora, i VER i MK571 (~ 1,5 puta; p << 0,01; One-way ANOVA test). Ovi rezultati ukazuju
na prisutnost aktivnosti oba tipa MXR transportera — i P-gp i MRP, u Skrznom tkivu jedinki
vrste A. anatina koje su bile izloZzene cinku. No, u 8krznim diskovima grupe izloZene najviSoj
(2500 pg/L) koncentraciji cinka nije zabiljezen znacajni porast akumulacije RB fluorescencije
u prisutnosti MXR inhibitora (Slika 13). U usporedbi s tim, kod vrste S. woodiana u Skrznim
diskovima izloZenim cinku izmjeren je znagajan porast akumulacije RB (~ 1,3 puta; p <<
0,01; One-way ANOVA test) samo pri 500 ug/L cinka i u prisutnosti MRP inhibitora (MK571)

(Slika 13). Ostali tretmani se nisu zna€ajno razlikovali od kontrole bez inhibitora.

Iz ovih rezultata zakljuCujemo da kod vrste S. woodiana previadava MRP tip
transportera nad P-gp tipom, za razliku od vrste A. anatina gdje su podjednako prisutna oba
tipa transportera. Pri najmanjoj i najviSoj (100 i 2500 ug/L) koncentraciji cinka nije zabiljezen
nikakav znac€ajni porast akumulacije RB fluorescencije u prisutnosti MXR inhibitora (Slika
13).
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Slika 13 Aktivnost MXR mehanizma u uvjetima razli€itih koncentracija cinka i u prisutnosti MRP (20
MM MK571) i P-gp (10 uM VER) inhibitora. Stupci prikazuju razinu porasta akumulacije
supstrata (1 yM RB) u odnosu na kontrolne vrijednosti (srednja vrijednost + SD). (*) - statisticki
znacCajan porast u odnosu na kontrolu.
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5. RASPRAVA

Temelje mehanizma multiksenobioti¢ke rezistentnosti (MXR mehanizam) u znanost je
uveo hrvatski znanstvenik i akademik Branko Kurelec 1992. godine (Kurelec, 1992). MXR
mehanizam sluzi u obrani vodenih organizama/stanica od Stetnih tvari koje se nadu u
okoliSu. Danas se rade mnogobrojna istrazivanja MXR mehanizma na raznim skupinama
organizama, a narocito se koriste vodeni test organizmi (npr. Skoljkasi, morski jezinci) zbog
svoje izlozenosti razli¢itim otopljenim tvarima iz okoliSa u kojem borave (Della Torre i sur.,
2013; Bosnjak i sur., 2013). Vodeni su ekosustavi najizlozeniji raznim antropogenim Stetnim
tvarima pa stoga aktivnost MXR mehanizma omogucuje preZivljavanje u takvim uvjetima.
Glavni izvrsitelji MXR mehanizma su ABC transportni proteini i to odredeni ¢lanovi iz triju
potporodica: ABCB (ABCB1/P-gp; P-glikoprotein), ABCC (ABCC1-3/MRP1-3; eng. multidrug
resistance-associated protein) i ABCG (ABCG2/BCRP; eng. breast cancer resistance
protein) (Cole i Deeley, 1998; Leslie i sur., 2005). Glavna osobina ABC transportnih proteina
jest nespecifi€nost za supstrat $to zna¢i da mogu izbacivati Siroki spektar endogenih i
egzogenih tvari, ukljuCujuci i one antropogenog podrijetla, iz stanice ili organizma (Bard,
2000; Smital i sur., 2004).

U ovom radu odabrane su dvije vrste slatkovodnih SkoljkaSa kao test organizmi:
zaviajna Anodonta anatina i invazivna Sinanodonta woodiana (Slike 5 i 6). Glavni cilj bio je
utvrditi razinu aktivnosti MXR mehanizma u 8krznom tkivu, uz hipotezu da je vrsta S.
woodiana kao invazivna otpornija na potencijalno zagadenje iz okoliSa zbog brze aktivacije
MXR transportera. Skrzno tkivo je zbog filtracije vode primarno tkivo obrane od razligitih
prirodnih i antropogenih toksi¢nih tvari (npr. pesticida) kod Skoljkasa i poznato je da je u tom
tkivu prisutna visoka razina MXR transportne aktivnosti (Smital i sur., 2004; Stevenson i sur.
2006; Luckenbach i Epel 2008).

Istrazivani Skoljkasi, A. anatina i S. woodiana, izloZeni su teSkom metalu cinku (u
obliku ZnCl,) tijekom sedam dana. Poznato je da se cink bioakumulira u razli€itim tkivima
Skoljkasa, ukljuujuéi i Skrge, kao i u tkivima drugih vodenih organizama (Sakellari i sur.,
2013). U europskim slatkim vodama koncentracija otopljenog cinka se kre¢e od 1 do 40 pg/L,
a istrazivanja su pokazala da ne postoji jasan odnos izmedu koncentracije otopljenog cinka u
vodi i toksiCnosti prema vodenim organizmima (Bodar i sur., 2005). Koncentracije cinka
koristene u ovom radu odabrane su na temelju rezultata iz literature. Naime, jedinke
Skoljkasa Corbicula fluminea izlozene su koncentraciji cinka od 500 pg/L i nakon tri dana
doslo je do znacajnog porasta koliCine P-gp-a, odnosno do indukcije MXR mehanizma
(Achard i sur., 2004). Na temelju toga smo se odlucili za slijedece koncentracije cinka: 1) 100
Mg/L, kao 5 puta niza od one koristene u prethodno spomenutom radu, a ujedno i

koncentracija cinka najbliza okoliSnim koncentracijama (Achard i sur., 2004; Bodar i sur.,
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2005); 2) 500 pg/L kao koncentracija za koju je utvrdeno da inducira aktivaciju MXR
transportera; i 3) 2500 pg/L kao 5 puta vida koncentracija. Razina MXR transportne aktivnosti
u Skrznom tkivu ispitivanih Skoljkasa izloZzenih razli€itim koncentracijama cinka mjerena je
preko razine akumulacije fluorescentne boje rodamina B (RB). RB je specifiCan test supstrat i
indikator aktivnosti MXR transportne aktivnosti (Neyfakh, 1988): niska akumulacija RB govori
0 visokoj razini MXR transportne aktivnosti i obrnuto (Smital i Kurelec, 1998). Test izlaganja
supstratu RB raden je na Skrznim diskovima, prema prethodno opisanoj i Cesto koristenoj
metodi (Luckenbach i Epel, 2005, 2008).

Iz literature je poznato da cink, kao i drugi teSki metali, moze uzrokovati smrt
(apoptozu) stanica Skrznog epitela. Hietanen i sur. (1988) u svom radu na morskom
Skoljkasu Mytilus edulis uodili su da izlaganje tkiva tog Skoljkasa cinku uzrokuje propadanje
mukoznih stanica i hemocita iz Skrga. Mrtve stanice imaju nefunkcionalan MXR mehanizam
te nakupljaju u sebi fluorescentnu tvar RB. Kako su i srednja i najveé¢a koncentracija cinka
znatno viSe od okoliSnih koncentracija (1 to 40 ug/L; Bodar i sur., 2005) proveli smo test
vijabilnosti stanica kako bi ustanovili da li je izlaganjem Skoljkasa visokim koncentracijama
cinka doslo do smrti stanica Skrznog epitela koje iz toga razloga viSe nemaju aktivan MXR
mehanizam (Slika 11). Vazno je napomenuti da odredeni broj Skrznih stanica umire i samim
postupkom provodenja testa vijabilnosti koji je opisan u poglaviju 3.2.6. Ipak iz dobivenih
rezultata jasno je utvrdeno da je najveca ispitivana koncentracija cinka (2500 ug/L ZnCly)
uzrokovala znaCajan porast broja mrtvih stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom kod
obje vrste Skoljkasa, A. anatina i S. woodiana, prou¢avanih u ovom radu. Ovaj rezultat je i
bio oekivan s obzirom da su Skoljkasi bili izloZzeni oko 60 puta vecoj koncentraciji cinka od
onih zabiljezenih u okoliSu. Bitno je razlikovati nakupljanje fluorescentnog supstrata RB zbog
oslabljenog rada ABC proteina nasuprot potpuno nefunkcionalnog MXR mehanizma kod

mrtvih stanica.

Poznato je da je MXR mehanizam inducibilan. Ako se neki organizam nalazi u
zagadenijem okoliSu njegov MXR mehanizam je viSe eksprimiran nego kod onog organizma
koji obitava u Cistoj okolini (Eufemia i Epel, 2000; Smital i sur., 2003; Epel i sur., 2008).
Nasuprot tome, u prisutnosti tvari koje djeluju kao inhibitori ABC transportnih proteina dolazi
do nefunkcionalnosti MXR mehanizma Sto uzrokuje nakupljanje toksicnih tvari unutar
organizma ili stanice (Kurelec, 1997; Epel i sur., 2008). U testu aktivhosti MXR mehanizma
preko RB kao supstrata koji smo primijenili u ovom radu, indukcija MXR mehanizma dovest
¢e do smanjenja akumulacije fluorescencije u tkivu (eksporteri pojacano izbacuju RB iz
stanice). Suprotno, inhibicija MXR mehanizma uzrokovat ¢e povecanje akumulacije

fluorescencije u odnosu na kontrolu (eksporteri slabije izbacuju RB iz stanice).
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U sljedecoj etapi naSeg istrazivanja promatrali smo aktivnost MXR mehanizma u
Skrznom tkivu grupa Skoljkasa koje su bile izlozene razli€itim koncentracijama cinka (100,
500 i 2500 pg/L ZnCly) kroz sedam dana. Zanimalo nas je da li je nakon tog sedmodnevnog
izlaganja stresu doSlo do indukcije MXR transportne aktivnosti mjerene preko razine
akumulacije fluorescentnog supstrata RB u Skrznim diskovima u odnosu na kontrolu (Slika
12). Za razliku od testa vijabilnosti u ovim rezultatima postoje odstupanja u odgovorima
izmedu dvije ispitivane vrste. Iz rezultata se vidi da kod vrste A. anatina indukcija MXR
transportne aktivnosti je zabiljeZzena tek pri srednjoj koncentraciji cinka (500 pg/L ZnCl,), dok
je kod invanzivne vrste S. woodiana ta indukcija zabiljezena vec¢ pri najnizoj koncentraciji
cinka (100 pg/L ZnCly). Upravo je pri toj koncentraciji zabiljeZena i jedina statistic¢ki znacajna
razlika u koli¢ini fluorescencije RB izmedu vrsta. Kod najviSe koncentracije cinka (2500 pg/L
ZnCl,) izmjeren je porast razine akumulacije fluorescentnog supstrata RB u Skrznim
diskovima obje ispitivane vrste Skoljkasa. Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima mjerenja
vijabilnosti stanica (Slika 11), odnosno zabiljezeni porast izmjerene razine fluorescencije RB
odgovara povec¢anom broju mrtvih stanica u Skrznim diskovima kao posljedica izloZzenosti

visokim koncentracijama cinka.

Nadalje, u ovom istraZivanju je pokazano da nema znacCajne razlike u bazalnoj
aktivnosti MXR mehanizma u Sskrgama dvaju ispitivanih srodnih vrsta Skoljkasa, barem kad je
u pitanju RB kao supstrat (Slika 12, bez cinka). U drugim studijama utvrdene su razlike
izmedu razli¢itih vrsta vodenih beskraljeSnjaka u akumulaciji MXR supstrata. Smital i sur.
(2000) istrazivali su MXR mehanizam kod nekoliko vrsta morskih (Mytilus galloprovincialis,
Monodonta turbinata, Patella lusitanica) i slatkovodnih mekuSaca (Dreissena polymorpha,
Viviparus viviparus, Anodonta cygnea). Tim radom pokazano je da u vodenih organizama

postoji odredena razina aktivnosti MXR transportera specificha za odredenu vrstu.

Franco i sur. (2006) istrazivali su utjecaj cinka na stanice Skrga kod Skoljkasa Perna
perna. Kao i u ovom radu koristio se fluorescentni supstrat rodamin B (RB). Zivotinje su bile
izloZzene koncentracijama od 1363, 4089 i 13630 pg/L ZnCl; kroz 2 dana. Pri 4089 pg/L cinka
doslo je do smanjenja akumulacije RB u stanicama Skrga ukazujuci da je doslo do indukcije
MXR mehanizma. Na$i rezultati su pokazali da je kod invazivne vrste S. woodiana aktivacija
MXR transportne aktivnosti zabiljeZzena pri puno niZoj koncentraciji cinka (100 pg/L ZnCly;
Slika 12). Medutim, u usporedbi sa spomenutim istrazivanjem nase vrijeme tretmana je bilo
smanjenje akumulacije RB u stanicama $krga, ukazujuc¢i da je doslo do indukcije MXR
mehanizma, zabiljezeno tek pri izlaganju srednjoj koncentraciji ispitivanog cinka (500 ug/L
ZnCly; Slika 12). Ovaj rezultat pokazuje da zavi€ajna vrsta A. anatina ima sporiji mehanizam

aktivacije MXR transportne aktivnosti u odnosu na invazivnu vrstu S. woodiana. Ova razlika
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bi mogla dati prednost invazivnoj vrsti u zagadenim stanistima i olakSati njezino invazivno

Sirenje.

Kako bi se dodatno razjasnila ova razlika, u planu je i odredivanje razine akumulacije
cinka u tkivu tretiranih jedinki. Nedavno su pokazane razlike u akumulaciji teSkih metala
izmedu razli¢itih vrsta Skoljkasa (Faria i sur., 2010; Sakellari i sur., 2013). Rezultati
istraZivanja u Spanjolskoj na invazivnim vrstama $koljkasa Dreissena polymorpha i Corbicula
fluminea te zavi€ajnoj vrsti Psilunio littoralis utvrdila su da su invanzivne vrste akumulirale
manje Zive od zaviCajne vrste (Faria i sur., 2010). Stoga njihov rezultat moguce ukazuje na
bolju aktivhost MXR mehanizma u transportu Zive kod invazivnih vrsta, sto je potvrdeno i u
drugim istrazivanjima (Bosnjak i sur., 2009; BoSnjak i sur., 2011). Ipak, Faira i sur. (2010) su
primarno mjerili odgovor Skoljkasa na antioksidativni i oksidativni stres uzrokovan Zivom
mjereci aktivnost odredenih enzima: glutation S transferaze, proteina metalotioneina, lomova
DNA molekula i razinu lipidne peroksidacije. Zanimljivo, rezultati tih mjerenja ukazuju da
nativna vrsta ima bolju aktivnost svih mjerenih enzima i time Faria i sur. (2010) zakljuuju da
su nativne vrste otpornije na zagadenje u odnosu na invazivne. U svakom slucaju, da bi smo
potvrdili ili opovrgnuli njihove zakljucke potrebna su dodatna istrazivanja na ovdje ispitivanim

vrstama Skoljkasa, A. anatina i S. woodiana.

Kako je ve¢ prije spomenuto, osim tvari koje su supstrat ovim transporterima postoje i
tvari koje djeluju inhibitorno na ABC transportere i tako onemogucavaju rad MXR
mehanizma. U ovom radu koriStene su dvije inhibitorne tvari; verapamil (VER) koji inhibira P-
gp (Tsuruo i sur., 1981) i MK571 koji inhibira MRP proteine (Gekeler i sur., 1995; Chan i sur.,
2004). | P-gp i MRP sudjeluju u MXR mehanizmu Skoljkasa (Luckenbach i Epel, 2005; Della
Torre i sur., 2013). Nakon sedmodnevnog izlaganja razli€itim koncentracijama cinka, Skrzni
diskovi odabranih vrsta Skoljkasa izlozeni su tijekom 90 min fluorescentnom supstratu RB u
prisutnosti odgovarajuéeg inhibitora (VER ili MK571) (poglavlje 3.2.3, reakcijske smjese 4 i
5). Rezultati inhibicije MXR transportera prikazani su na Slici 13. Inhibicija aktivnosti
odredenog transportera vidljiva je kao porast u razini izmjerene fluorescencije RB u odnosu

na odgovarajucu kontrolu (poglavlje 3.2.3, reakcijske smjese 1 2).

Rezultati inhibicije kod zaviCajne vrste A. anatina upucuju na aktivne i P-gp i MRP
transportere u Skrznom tkivu. Prisutnost oba tipa transportera dokazana je i u kontroli (bez
cinka i u grupama koje su bile izloZzene cinku (100 i 500 pg/L; Slika 13). Zanimljivo, rezultati
inhibicije kod invazivne vrste, S. woodiana, pokazuju znacajnu inhibiciju samo MRP
transportera, i to kod kontrole i u grupi izloZzenoj cinku u koncentraciji od 500 pg/L (Slika 13).
Pri koncentraciji cinka od 2500 pg/L zbog smrti stanica (Slika 11) ponovo ne mozemo

protumaciti inhibiciju niti jednog tipa transportera kod obje vrste Skoljkasa.
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Za MRP transportere se zna da su uklju€eni u transport teskih metala, primjerice zive
(BoSnjak i sur. 2009). Medutim, u ovdje opisanim pokusima s inhibitorima i RB kao
supstratom nismo utvrdili da nakon izlaganja cinku dolazi do indukcije drugacijih ABC
transportera nego u kontroli. Stoga, iako smo pokazali indukciju MXR mehanizma nismo
utvrdili koji tocno tip transportera je ukljucen u sam eksport cinka. Kako bi se to utvrdilo
potrebna su dodatna ispitivanja u kojima bi se koristili drugi supstrati i inhibitori ABC
transportera. Takoder, trebala bi se provesti istrazivanja na molekularnoj razini gdje bi se
dokazao porast ekspresije odredenog tipa ABC transportera. Moguce je i da su u transport
cinka ukljuCene i neke druge transportne pumpe, kao na primjer prije navedeni BCRP
protein, koji inae sudjeluje u eksportu otrova i ksenobiotika. Hoechst 33342 je fluorescentni
supstrat ovog proteina te mozZe igrati istu ulogu kao i RB u daljnjim istrazivanjima MXR

mehanizma (Natarajan i sur., 2012).
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6. ZAKLJUCCI

Ovim istrazivanjem usporedili smo aktivnost MXR mehanizma u $krznom tkivu nakon
izlaganja cinku (ZnCl;) kod dvije vrste slatkovodnih Skolijkasa - zaviCajne vrste obi¢ne
bezupke, Anodonta anatina i invazivne vrste isto¢noazijske bezupke, Sinanodonta woodiana.

Na temelju rezultata doneseni su slijedeéi zakljucci:

= Od tri ispitivane koncentracije cinka najvisa (2500 ug/L) se ispostavila najtoksiCnija za
obje vrste i dovela je do smrti (apoptoze) dijela stanica skrga.

= NaSi rezultati upucuju da invazivna vrsta S. woodiana aktivira MXR transportne pumpe
ve¢ pri najnizoj koncentraciji cinka (100 pg/L ZnCly), dok se takva aktivacija kod nativne
vrste A. anatina zamjecuje tek pri 500 ug/L ZnCl,. Stoga po prvi puta ukazujemo na
mogucnost da invazivna vrsta ima moguénost brze aktivacije MXR transportnog
mehanizma u odnosu na zavi€ajnu vrstu $to bi joj moglo dati prednost u zagadenim
stanistima i olak$ati joj invazivno Sirenje.

= Reuzultati inhibicije upu€uju da su u Skrgama zaviCajne vrste A. anatina aktivni i P-gp i
MRP transporteri, dok je kod invazivne vrste S. woodiana dominantan MRP tip
transportera.
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9. SAZETAK

Indukcija aktivnosti multiksenobioti¢ke otpornosti nakon izlaganja cinku —
usporedba zavic¢ajne vrste Anodonta anatina (Linnaeus, 1758)

i invazivne vrste Sinanodonta woodiana (Lea, 1834) (Mollusca, Bivalvia)
Marija Cvitani¢

Sirenje invazivnih vrsta predstavlja ozbiljnu prijetnju jer mogu svojim $irenjem, zauzimanjem
zivotnog prostora i crplienjem hranjivih tvari uzrokovati izumiranje zaviajnih vrsta.
Pretpostavlja se da invazivne vrste imaju aktivnije mehanizme detoksikacije u svojim tkivima
Sto im omogucéuje robusnost i otpornost na toksi¢ne tvari iz okoliSa. U ovom istrazivanju
ispitivana je razina aktivnhosti mehanizma multiksenobioti¢ke otpornosti (MXR mehanizam) u
Skrznom tkivu dvije vrste Skoljkasa: zavi€ajnoj obi¢noj bezupki (Anodonta anatina) i
invazivnoj isto¢noazijskoj bezupki (Sinanodonta woodiana). MXR mehanizam je aktivan
zahvaljuju¢i membranskim transportnim pumpama, prvenstveno P-glikoproteinu (P-gp) i
MRP-ovima (eng. multidrug resistance protein). Obje ispitivane vrste Skoljkasa izloZzene
razli€itim koncentracijama cinka (100, 500 i 2500 pg/L ZnCl,) kroz 7 dana. Nakon toga je
indirektno odredena razina aktivnosti MXR mehanizma preko razine akumulacije
fluorescentnog supstrata rodamina B (1 yM RB) u 8krznim diskovima. Takoder, koriSteni su
specifi¢ni inhibitori MXR transporta (10 uM VER i 20 yM MK571) kako bi se odredilo koiji tip
MXR transportera je aktivan u Skrgama. Dobiveni rezultati testa vijabilnosti stanica ukazuju
da najveca koncentracija cinka (2500 ug/L ZnCl,) uzrokuje smrt (apoptozu) Skrznih stanica u
obje ispitivane vrste Skoljkasa. Nadalje, nasi rezultati jasno pokazuju indukciju MXR
transportnog mehanizma u Skrznom tkivu invazivne vrste (S. woodiana) nakon izlaganja
SkoljkaSa najnizoj koncentraciji cinka (100 pg/L ZnCly), dok je kod zaviCajne vrste (A.
anatina) isti rezultat zabiljezen tek nakon izlaganja srednjoj koncentraciji cinka (500 pg/L
ZnCly). Ovi rezultati upucuju da invazivna vrsta puno uspjesnije i brze aktivira svoje MXR
transportere u odnosu na zaviCajnu vrstu. Rezultati inhibicije su pokazali da su kod zavicCajne
vrste (A. anatina) u Skrgama aktivni i P-gp i MRP transporteri, a kod invazivne vrste (S.
woodiana) samo MRP tip transportera. Zaklju¢no, ovo istrazivanje naglaSava vaznost
daljnjeg istrazivanja problematike MXR mehanizma kod invazivnih vrsta Skoljkasa jer bi
rezultati mogli dodatno razjasniti na koji nacin su te vrste robustnije i otpornije ¢ak i u

zagadenim vodotocima.

Kljuéne rijeéi: Anodonta anatina; Sinanodonta woodiana; cink; MXR mehanizam; Skrge
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10. SUMMARY

Induction of multixenobiotic resistance after exposure to zinc —
comparison of native species Anodonta anatina (Linnaeus, 1758)

and invasive species Sinanodonta woodiana (Lea, 1834) (Mollusca, Bivalvia)
Marija Cvitani¢

The spread of invasive species represent a serious threat as they can expand, occupy living
space and deplete nutrients causing the extinction of native species. It is assumed that
invasive species have more active detoxification mechanisms in their tissues, which allows
them robustness and resistance to toxic substances from the environment. In this research,
the level of activity of multixenobiotic resistance mechanism (MXR mechanism) was studied
in the gill tissue of two bivalve molluscs: native, the duck mussel (Anodonta anatina) and
invasive, the Chinese pond mussel (Sinanodonta woodiana). MXR mechanism is active due
to membrane transport pumps, primarily P-glycoprotein (P-gp) and multidrug resistance
proteins (MRP). Both studied species of mussels were exposed to different concentrations of
zinc (100, 500 and 2500 ug/L ZnCl,) for seven days. Subsequently, the activity level of MXR
was determinated by measuring the accumulation level of the fluorescent substrate
rhodamine B (RB 1 uM) in gill discs. Also, specific inhibitors of MXR transport (10 uM VER
and 20 yM MK571) were used to determine which type of MXR transporter is active in gill
tissue. The results of the cell viability test indicate that the maximum concentration of zinc
(2500 mg/L ZnCl,) causes apoptosis of gill cells in both study groups of mussels.
Furthermore, our results clearly show the induction of MXR transport mechanism in the gill
tissue of invasive species (S. woodiana) after exposure to lowest concentration of zinc (100
mg/L ZnCl,), while the native species (A. anatina) the same result was not observed until the
exposure to higher concentration of zinc (500 mg/L ZnCl,). These result indicate that invasive
species has more successful and faster activation of MXR transporters in compare to native
species. The results of inhibition showed that in the native species (A. anatina) the P-gp and
MRP transporters are active in gills, while the invasive species (S. woodiana) use only MRP
type of transporters. In conclusion, this study highlights the importance of further research of
MXR mechanism in invasive species of mussels because results could further clarify the

robustness of these species even in polluted streams.

Key words: Anodonta anatina; Sinanodonta woodiana; zinc; MXR mechanism; gills
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