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Njihovim nakupljanjem unutar lizosoma epitelnih stanica tubula probavne Zlijezde dolazi do destabilizacije membrane
lizosoma 1 difuzije lizosomalnih hidrolitickih enzima u citosol. Brojni laboratorijski pokusi i terenska istrazivanja
pokazala su da stabilnost lizosomalne membrane predstavlja glavni lizosomalni odgovor na prisustvo mnogih
oneciscivaca u moru, ukljucuju¢i i PAH-ove (Aarab et al, 2008), pa se stoga ovaj parametar smatra pouzdanim
biomarkerom opceg stresa (Domouhtsidou et al, 2004, Petrovic et al, 2001).
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Opis slike - Citokemijska detekcija enzima N-acetyl-3-
presjecima probavne zlijezde dagnje nakon a) 5 i b) 15 inkubacije u citratnom

(destabilizirajucem) puferu. PT — Probavni tubuli, L - Lumen probavnih tubula, Strelica -

Metoda odredivanja stabilnosti lizosomalne membrane temelji se na pracenju vremena tretmana serijskih kriostatskih
prereza probavne zlijezde dagnje koje je potrebno da bi se tijekom inkubacije u destabilizirajuCem (citrathom, pH 4,5)
puferu umjetno destabilizirala membrana. Za to vrijeme, supstrat za enzim N-acetyl-B-hexosaminidaze (EC 3.2.1.52)

penetrira kroz membranu u lizosom | reagira sa lizosomalnim enzimom. Reakcija postaje vidljiva nakon bojanja lizosomi
preparata diazonijevom soli. Membrana lizosoma je destabilizirana nakon Sto je postignut najjacCi intenzitet obojenja,
koji odgovara najvecoj aktivnosti enzima (Moore, 1976). Zakljucak

Vrijeme koje je potrebno da se postigne maksimalni intenzitet produkta citokemijske

CI {O krO m P450 - Svaka dagnja se razlikuje (viSe ili manje)...

Svi P450 enzimi pokazuju slicnost u strukturi I opcem mehanizmu
djelovanja, medutim, postoji znacCajna razlika u funkciji individualnih
enzima kao | u njihovoj strukturi | osobitostima. Dio varijabilnosti
odreden je okolisem zbog prateceg priliva razliCitih ksenobiotika |
prenrambenih proizvoda koji uzrokuju indukciju ili inhibiciju razliCitih
izoformi P450 enzima (Gonzales et al.,1994). Razine pojedinacnih
enzima Citokroma P450 vazne su odrednice bioakumulacije i1 krajnje
osjetljivosti organizma na prisutnost PAHova u okolisu. Mutacije u
genima citokroma uzrokuju stvaranje enzimskih produkata sa
ukinutom, oslabljenom, izmijenjenom ili povisenom ucinkovitoScu
(Ingelman — Sundberg, 1999; Oscarson, 1997).

Enzimi citrokroma P450 ukljuCeni su u mnostvo metaboliCkih |
biosintetskih procesa. Geni citokroma sacinjavaju jednu od najvecih
obitelji gena, zastupljenu u svim carstvima, od bakterija do biljaka |
zivotinja. Do danas je identificirano gotovo 10 000 P450 gena (Nelson
| dr., 1996). Postoje dvije osnovne funkcije ovih enzima: metabolizam
spojeva stranih organizmu (ksenobiotici) kojim se oni degradiraju ili
izluCuju 1z organizma, 1 biosinteza molekula koje odrzavaju
homeostazu organizma (hormoni, steroli, vitamini)

Nukleotidno sravnjenje Cyp4 cDNA sekvenci dagnje (Mytilus galloprovincialis). Na slici
je prikazan konsenzusni nukleotidni slijed jedanaest cDNA ukljuCuju¢i moguce genske
varijante (aleli). lIdenticni nukleotidi oznacCeni su toCkicama | osjencani sivo. Nuklotidni
polimorfizam (varijacije u genskom slijedu) oznacen je crvenom bojom.

healthy cell
rare of DNA damage = rate of repair

Popravak DNA
Metodologija:
Za odredivanje ucinkovitosti popravka DNA u morskim
beskraljeSnjacima koristi se 3D test (Damaged DNA Detection
assay). Ovaj test mjeri koliCinu popravljene DNA koji se obiljezava
fluorescentnom probom. Prednosti ove metode su koristenje vrlo
male koliCine uzorka i mogucnost obrade velikog broja uzoraka.
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Ostecenja DNA raznim
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nastaju posredno | neposredno

1994). OsStecenja nije moguce izbje¢i, u svakom organizmu =
ostecenja DNA nastaju spontano uslijed fizioloske | metaboliCke
aktivnosti.

diseased cell
rate of DNA damage > rate of repailr

cancer

apoptosis

Organizmi posjeduju mehanizam koji uklanjaju nastala ostecenja, u
nekim situacijama aktivnost mehanizma popravka moze Diti
mehanizam popravka tako da smanjuju ili inhibiraju njegovu
aktivnost sto dovodi do akumulacije ostecenja DNA u organizmu |
konacno do smrti organizma.

Literatura:

senesence

Ocuvanje integriteta DNA je kljuCna uloga mehanizma popravka
DNA (Sinha | Hader 2002). Omjer nastalih ostecenja | popravak tih
Istih ostecCenja djeluje na integritet DNA a sto je on stabilniji to je
organizam u boljem fizioloSkom stanju.

UcCinkovitost popravka DNA je jedan parametar koji moze prosiriti
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