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Morski sedimenti so dober pokazatelj onesnaZenosti morja, saj se onesnaZila odlagajo vanje skozi
daljSe Casovno obdobje. V diplomski nalogi smo raziskovali citotoksi¢nost in genotoksi¢nost
kompleksnih vzorcev morskih sedimentov, odvzetih na 11 lokacijah slovenskega obalnega morja.
Policikli¢ni aromatski ogljikovodiki (PAH) sodijo med najpomembnejsa potencialno genotoksi¢na
onesnazila v sedimentih, med njimi je najbolj preucevan benzo[a]piren (B[a]P). Citotoksi¢nost in
genotoksic¢nost vzorcev smo dolo€ili z izbranimi testi: z bakterijskim SOS/umuC testom na
Salmonelli typhimurium, sev TA1535/pSK1002, ter s testoma MTT in komet s celicami ¢loveskega
hepatoma HepG2. Pri SOS/umuC testu brez metabolne aktivacije S9 sta bila genotoksi¢na dva
vzorca, DB2 in LK4a, s koncentracijo 12.5 g sedimenta/ml, pri testu z metabolno aktivacijo S9 pa
noben vzorec ni ucinkoval genotoksi¢no na bakterije. S testom MTT smo dolocili najvisjo
koncentracijo vzorca, pri kateri prezivetje celic HepG2 ni bilo manjSe od 70 %. Ta je bila 0.5 g
sedimenta/ml pri vzorcih 14, KK, CZ, K, DB2, F, MA in LK4a, oziroma 0.1 g sedimenta/ml pri
vzorcih LK4e, LK6 in PM. Te koncentracije vzorcev smo izbrali za najviSje pri testu komet.
Najnizja koncentracija, pri Kateri smo zaznali statisti¢no znacilno povecano §tevilo prelomov DNA
(genotoksi¢nost), je bila 0.1 g sedimenta/ml pri vzorcih 14, CZ, DB2, F, K, KK in MA, oziroma
0.02 g sedimenta/ml pri vzorcih LK4a, LK4e, LK6 in PM. Najvecjo genotoksi¢nost smo dokazali v
vzorcih iz Luke Koper in Marine Portoroz, kjer predvidevamo, da je morje najbolj onesnazeno

zaradi pomorskega prometa in komunalnih odplak.
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Marine sediments are good indicators of marine pollution, for pollutants are being discarded into it
during a longer period of time. The topic of examination of the present study was the cytotoxicity
and the genotoxicity of complex samples of marine sediments that were obtained from 11 different
locations of Slovenian coastal sea. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) belong to the most
significant potential genotoxic pollutants in sediments, benzo[a]pyren being the most investigated of
them all. The cytotoxicity and genotoxicity of the samples were measured by selected tests: the
bacterial SOS/umuC test with Salmonella typhimurium strain TA1535/pSK1002, and both the MTT
assay and the comet assay with human hepatoma HepG2 cells. The SOS/umuC test with no S9
metabolic activation resulted in two genotoxic samples, DB2 and LK4a, with the concentration of
12.5 g sediment/ml, whereas in the test with S9 metabolic activation none of the samples induced a
genotoxic effect on bacteria. The MTT assay was used to determine the highest possible sample
concentration that allows minimally 70 % cell survival of HepG2 cells. The highest possible sample
concentration was 0.5 g sediment/ml in samples 14, KK, CZ, K, DB2, F, MA and LK4a, and 0.1 g
sediment/ml in samples LK4e, LK6 and PM. These sample concentrations were selected for the
highest concentration values for the comet assay. The lowest concentration by which the statistically
significant increased number of DNA breaks was detected (genotoxicity) was 0.1 g sediment/ml in
samples 14, CZ, DB2, F, K, KK, and MA, and 0.02 g sediment/ml in samples LK4a, LK4e, LK6
and PM. The highest genotoxicity was proved in the samples from the Koper harbour and the port of

Portoroz, where marine pollution is presumably the most severe due to sea traffic and wastewaters.
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1 UvoD

Spremembe kvalitete morja zaradi onesnazenja, ki je posledica ¢lovekovih dejavnosti,
omejujejo moznosti njegove uporabe. Med onesnazili morja najdemo Stevilne nevarne
snovi, med njimi tudi genotoksicne, ki spadajo med najnevarnejSe snovi za zdravje ljudi in

za okolje.

Genotoksi¢ne snovi povzrocajo posSkodbe dednega materiala in izpostavljenost tem
snovem, tudi ¢e so koncentracije zelo nizke, lahko vpliva na bioloSko raznolikost, medtem

ko pri ljudeh lahko vpliva na povecano pogostnost rakavih obolen;.

Dober pokazatelj onesnazenosti morja so morski sedimenti, saj se snovi v njih odlagajo in
razporejajo skozi daljSe cCasovno obdobje. Med najpomembnejSimi potencialno
genotoksi¢nimi onesnazili, ki se nalagajo v sedimentih, so policiklicni aromatski
ogljikovodiki (PAH; npr. zelo razsirjen benzo[a]piren (B[a]P)), poliklorirani bifenili
(PCB), organoklorni pesticidi (npr. DDT) in tezke kovine. Mutageni, karcinogeni oziroma
prokarcinogeni (za njihovo pretvorbo v aktivno obliko je potrebna metabolna aktivacija)

povzrocajo DNA adukte, te poSkodbe pa lahko vodijo v proces mutageneze.

Ocena kemijskega stanja sedimentov temelji na meritvah fizikalno-kemijskih parametrov,
ki so bili doloceni v okoljskih standardih za kemijske snovi v vodnem okolju in
sedimentih. Ocena tveganj zaradi prisotnosti toksi¢nih onesnazil zgolj na osnovi kemijskih
analitskih podatkov je nezanesljiva, saj so njihove koncentracije pogosto pod mejo
zaznavanja kemijskih analitskih metod, poleg tega pa ni mogoce predvideti morebitnih
sinergisti¢nih, antagonisti¢nih ali potencirajocih interakcij med komponentami kompleksne
zmesi sedimenta. Bioloske tehnologije imajo v sedanjosti vidnejSo vlogo v analizah
onesnazenosti okolja. Vecina bioloskih testov je bila razvita za vrednotenje vpliva
ksenobiotikov na zivljenje organizmov. Zagotavljajo strnjeno sliko celotnega vpliva na
okolje, ki ga povzro€ajo onesnazeni iztoki, sedimenti ali onesnazena tla. Bioloski testi
pokazejo u€inek kompleksne zmesi kemikalij, ne da bi bilo potrebno predhodno poznati

njihovo kemijsko sestavo in fizikalno-kemijske lastnosti.
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Slovensko morje je glede onesnazenosti obremenjeno zaradi goste poseljenosti obale,
turizma, bliZine pristaniS¢ (Koper, Trst, Benetke) in bliZzine izlivov nekaterih ve¢jih rek
(Pad, Soca). Zaradi nevarnih u¢inkov, ki jih imajo v sedimentih nakopicene genotoksi¢ne
snovi na ¢loveka in ostale Zive organizme, je pomembno, da spremljamo njihovo prisotnost

v okolju ter potencialno biolosko aktivnost.

1.1  Namen naloge in delovne hipoteze

Z raziskavami v okviru diplomske naloge smo zeleli ugotoviti, ali so kompleksni vzorci
morskih sedimentov, odvzetih na odvzemnih mestih z razlicno stopnjo in vrsto
onesnazenosti, genotoksicni. Genotoksi¢ni potencial vzorcev smo dolo€ili z izbranimi testi:
z bakterijskim testom SOS/umuC ter s testoma MTT in komet s celicami Cloveskega

hepatoma HepG2.

Pricakujemo, da bodo vzorci onesnazenih morskih sedimentov, predvsem iz Luke Koper in
Marine Portoroz, ucinkovali genotoksi¢no na bakterije seva Salmonella typhimurium
TA1535/pSK1002 in celice HepG2, medtem ko vzorci odvzeti v manj onesnazenih

predelih slovenskega morja ne bodo genotoksicni, 0z. bodo pokazali manjSo aktivnost.
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2 PREGLED OBJAV

2.1  Obmocje raziskave

Trzaski zaliv je najbolj severni del tako Jadranskega kot Sredozemskega morja. Zanj so
znacCilne najvecje razlike med plimo in oseko (poldnevne amplitude blizu 30 cm) in
najnizje zimske temperature (pod 10 °C) v Sredozemskem morju (Boicourt s sod., 1999).
Trzaski zaliv je dolg priblizno 29 km, Sirok 21 km in ni globlji od 25 m. Zaliv je s plitvino
delno izoliran od preostalega severnega Jadranskega morja. Slanost se giblje med 33 in
38.5 %o, temperatura vode pri dnu pa med 8 °C v februarju in 20 °C v septembru (Ogrinc s
sod., 2003).

Slovensko obalno morje zavzema le majhen del Jadranskega morja, to je juzni del
TrzaSkega zaliva. Piranski in Koprski zaliv sta Siroki potopljeni dolini manjsih rek,
Dragonje oz. Rizane. Oba zaliva imata visoko stopnjo sedimentacije (Ogorelec s sod.,
1991). Detritni material v usedlinah severnega dela TrzaSkega zaliva prvotno izvira iz reke
Soce, grajen je predvsem iz karbonatov, medtem ko v juznem in vzhodnem delu izvira iz
erozije obalnega fliSa. Sofa ima mocan vpliv na hidrologijo zaliva, ostale reke pa
prispevajo le 10 % sladke vode (Olivotti s sod., 1986). Glede na geoloSko zgradbo je
substrat zgrajen predvsem iz muljaste gline (priblizno 60 % gline), v smeri proti odprtemu
morju pa se spreminja v fini prod, zgrajen iz priblizno 80 % biogenega detrita (Ogorelec s
sod., 1991). Obala je bila neko¢ v celoti grajena iz peScenjaka (fliSa), ki je glavni vir
detritnega materiala. Hidrodinamika Trzaskega zaliva je v glavnem vezana na dvigajoci se
vzhodni tok, ki prihaja z istrske obale. SplosSni vzorec krozenja vode je veCinoma v
nasprotni smeri urinega kazalca v nizjih plasteh, v povrSinskih pa je spremenljiv.

Omenjeno kroZenje uravnava prevladujoci veter - burja (Stravisi, 1983).

Na slovensko obalno morje vplivajo pritoki celinskih voda, resuspenzija usedlin in
onesnazevanje. V zadnjih desetletjih je obremenjeno zaradi mnogih antropogenih vplivov,
kot so intenzivno kmetijstvo, gojenje morskih organizmov za prehrano, prekomerni ribolov

in odplake. Hkrati so dejavnosti na obali (urbanizacija, intenzivno kmetijstvo in mnozicni
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turizem) unicile ali spremenile naravno obrezje. Danes le Se 18 % obale ostaja v naravnem
stanju (Orlando-Bonaca s sod., 2008).

Trzaski zaliv je precej zaprt zaliv z zmanjSano hidrodinamiko in je zaradi svojih posebnih
geomorfoloskih in hidroloskih znacilnosti nagnjen k akumulaciji onesnazil (Solis-Weiss s

sod., 2004).

Vzorci morskih sedimentov v nasi raziskavi so bili odvzeti na razlicnih mestih vzdolz
slovenske obale, tako blizu obale kot tudi dlje proti odprtemu morju. Viri onesnazenja so
predvsem pomorski in navti¢ni promet ter komunalne odplake. V Luki Koper so vzor¢ili
na treh lokacijah, ob plovni poti pred vhodom v 3. bazen, ob premogovnem terminalu v
notranjosti 3. bazena ter v 1. bazenu ob izlivu reke Rizane, ki nosi tudi vode iz koprske
komunalne Ccistilne naprave. Odvzemni mesti, kjer so prav tako predvidoma povecani
antropogeni vplivi, sta ¢ Marina Portoroz in S§kolj¢is¢e na Debelem rti¢u. Preostali vzorci
pa so bili odvzeti dlje od obale: na sredi Piranskega, Koprskega in Trzaskega zaliva, ter

proti odprtemu morju pri Debelem rti¢u in piranski punti.

2.2 Onesnazenost morja in morskih sedimentov

Vecina kemijskega onesnazenja je dandanes omejena na obalne vode in izlive rek, Ceprav
lahko zaznamo poviSano onesnazenost, ki jo pripisujemo ¢loveski dejavnosti, tudi v
odprtin vodah oceanov (Sanudo-Wilhelmy in Flegal, 1992). Onesnazevanje je najbolj
intenzivno v neposredni blizini ¢loveskih aktivnosti (Serricano s sod., 1990; Hanson s sod.,
1993; Daskalakis in O'Connor, 1995), vendar se razporeditev spreminja zaradi fizikalnih
procesov, ki red¢ijo, koncentrirajo ali prerazporejajo onesnazila. Prav tako so koncentracije
najbolj spremenljive v najbolj onesnazenih ekosistemih (Luoma, 1990). Koncentracije
onesnazil v sedimentih, odvzetih v Severni Ameriki in Evropi, kazejo, da se je
onesnazevanje v prejSnjem stoletju vseskozi spreminjalo (Valette-Silver, 1993).

Prisotnost kompleksnih meSanic onesnazil se je pove€ala po drugi svetovni vojni, ko sta
bila gospodarska rast in naras€anje prebivalstva zelo izrazita, skrb za ravnanje z odpadki pa
minimalna. Najvisje koncentracije polikloriranih bifenilov (PCB),
diklorodifeniltrikloroetana (DDT), policikli¢nih aromatskih ogljikovodikov (PAH), Se, Cd,
Hg, Ag, Cu, Zn in Pb so bile med letoma 1960 in 1980. Organizacije v Severni Ameriki in
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zahodni Evropi so koncem Sestdesetih let mo¢no investirale v razvoj metod za ravnanje z
odpadki, pojavil se je tudi nadzor nad uporabo nekaterih kemikalij. Danasnji sedimenti
tako razkrivajo CloveSko aktivnost v preteklosti, vendar pa so se koncentracije vsaj
nekaterih posameznih onesnazil zmanjSale tako v organizmih kot sedimentih. Kljub temu,
da se koncentracije nekaterih kemikalij, ki izvirajo iz industrijskih odplak, zmanjSujejo, pa
je v morske ekosisteme sproscenih vedno ve¢ novih kemikalij in kombinacij kemikalij, kar

poteka hitreje kot razvoj novih analitskih metod (Luoma, 1996).

Sproscanje nepreciS€enih odplak in kanalizacije v morje povzro¢a kopicenje onesnazil v
obalnih morskih sedimentih. Dotok onesnazil v morje, kot na primer PAH-i, tezke kovine
in ostale snovi, ki Skodujejo ekosistemu, uni¢uje morske zdruzbe in posami¢ne morske
organizme. U¢inki se kazejo skozi celotni morski ekosistem (Schiff in Bay, 2003; Shtereva
s sod., 2004; Zoller s sod., 2004). Znano je, da se okoljska onesnazila kopi¢ijo v morskih
nevretencarjih in ribah ter tako ogrozajo zdravje ljudi neposredno ali posredno skozi
prehranjevalno verigo (Porte in Albaiges, 1994; Dixon s sod., 2002; Jacobs s sod., 2002).
Kopicenje teh snovi je vedno pogosteje predmet raziskav, za mnoge so odkrili, da so
nevarne in karcinogene. Poleg tega se hidrofobna onesnazila zlahka vezejo na sedimente in
tako povzrocajo onesnazevanje skozi daljSe ¢asovno obdobje, po tem, ko se adsorbirajo na
suspendirane delce ali iztrebke razli¢nih organizmov (Borgmann s sod., 2004). Predvsem
PAH-i so zelo razsirjeni in prisotni v oceanih po vsem svetu, onesnazevanje s PAH-i pa
narasca vsako leto kot posledica ¢lovekovega delovanja (izgorevanje fosilnih goriv, razlitja

nafte).
Nekatere raziskave kazejo, da so PAH-i glavna komponenta z mutageno aktivnostjo,
prisotna v sedimentih (LaRocca s sod., 1996), znana je pozitivha zveza med mutagenostjo

in onesnazenjem s PAH-i (Chen in White, 2004).

2.2.1 Policikliéni aromatski ogljikovodiki (PAH) v sedimentih

PAH-i so velika skupina organskih spojin z dvema ali ve¢ povezanimi aromatskimi obro¢i.
V ozjem pomenu besede se PAH nanaSa na spojine, ki vsebujejo le ogljikove in vodikove

atome (npr. nesubstituirani izvorni PAH-i in njihovi alkilirani derivati), medtem ko v
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SirSem pomenu besede zajema tudi funkcionalne derivate (npr. nitro-PAH-i) in
heterocikli¢ne analoge (npr. aza-areni). PAH-i so zelo slabo topni v vodi, so visoko

lipofilni in topni v mnogih organskih topilih (Menichini in Bocca, 2003).

PAH-i so zelo razSirjene, povsod prisotne spojine, Ki ve¢inoma nastajajo pri nepopolnem
izgorevanju fosilnih goriv, organskih materialov, lesa in kurilnega olja. V morsko
priobalno obmocje vstopajo z razlitji nafte, z industrijskimi odplakami, padavinami in
odtoki iz mest (Neff, 1979; Gevao s sod., 1998; Sharma s sod., 1997). Naravni viri PAH-
ov vklju€ujejo gozdne pozare, vulkanske izbruhe, naravne izvire nafte in postdepozicijske
transformacije biogenih prekurzorjev (Young in Cerniglia, 1995). Za okolje so nevarni, ker
imajo visok potencial za tvorbo visoko karcinogenih in mutagenih derivatov, kot so dioli in
epoksidi (Baird, 1995; Stegeman in Lech, 1991). Ljudje smo preko vdihavanja in zauZitja
izpostavljeni kompleksnim meSanicam s Stevilnimi PAH-i in ostalimi potencialno
karcinogenimi spojinami, zato ne moremo govoriti izklju¢no o karcinogenosti posameznih
PAH-ov (Menichini in Bocca, 2003). Zaradi njihove nizke vodotopnosti in hidrofobnosti
se PAH-i v morskem okolju hitro vezejo z organskimi in anorganskimi delci v suspenziji
(Chiou s sod., 1998) in se posledi¢no nalagajo v sedimentih. Na delce vezana onesnazila se
tako kopi¢ijo v sedimentih, ki na ta nacin postanejo nekakSen rezervoar toksi¢nih in
genotoksi¢nih snovi, ki nenehno ogrozajo zdravje in viabilnost morskih zdruzb (Bihari s
sod., 2006).

Sedimentarni PAH-i so nagnjeni h kopi¢enju do visokih koncentracij. Raven PAH-ov se v
sedimentih spreminja, odvisno od blizine obmoc¢ij ¢lovekove aktivnosti. Prav tako se
spreminjajo koncentracije in razporeditev PAH-ov v sedimentih zaradi biodegradacije teh
spojin, ta proces pa je vezan na abiotske in biotske dejavnike, ki so odvisni od znaéilnosti
posameznega obmocja. Analize sedimentarnih PAH-ov nam lahko sluzijo kot ucinkovit
pokazatelj stopnje onesnazenosti in vira vnosa PAH-ov v vodna okolja (Sicre s sod., 1987;
Budzinski s sod., 1997; Gui-Peng, 2000). Analize vsebnosti, razporeditve in vira PAH-ov v
sedimentih Jadranskega morja so redke in vefinoma osredotoCene na Trzaski zaliv

(Guzzella in DePaolis, 1994; Notar s sod., 2001).
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Znano je, da so nekateri PAH-i toksi¢ni in da povecajo toksi¢ni potencial sedimentov (Shor
s sod., 2004). Vendar povezava med koncentracijo PAH-ov in toksi¢nostjo sedimentov ni
vedno dosledna. Toksi¢ni u€inki, na primer, mo¢no sovpadajo s koncentracijo PAH-ov v
naftnih vrtinah v Severnem morju (Grant in Briggs, 2002), medtem ko v zalivu Kavala v
Egejskem morju niso zaznali znacilne povezave med toksi¢nostjo in koncentracijami
posameznih ali celokupnih PAH-ov (Papadopoulou in Samara, 2002). Nekateri PAH-i in
njihovi metaboliti lahko izzovejo mutacije (Hener s sod., 1997; Singh s sod., 1998) in
imajo karcinogene lastnosti (IARC, 1987). Prav tako so poznani kot skupina mocno
progenotoksi¢nih morskih onesnazil. Izrazanje njihove genotoksi¢nosti je posledica
njihove Dbiotransformacije v reaktivne metabolite. Genotoksi¢nost PAH-ov lahko
ovrednotimo z meritvami povecanja potencialne genotoksi¢nosti in mutagenosti
sedimentov (Chen in White, 2004) ter z meritvami poSkodb DNA organizmov, Ki zivijo v
okoljih, onesnazenih s PAH-i (Pandrangi s sod., 1995). Toda kljub vsemu ni povezave med
izmerjeno mutagenostjo in kemiCnimi oziroma fizikalnimi parametri vzdolZz obale
Baltskega morja v Nemciji (Zietz s sod., 2001). Le sedimenti, ki so vsebovali visoke
koncentracije PAH-ov (>10 mg/kg), so bili mutageni (Vondracek s sod., 2001) z glavno
mutageno aktivnostjo, povezano z benzo[a]pirenom (Marvin s sod., 2000).

MeSanica PAH-ov, prisotnih v dolo¢enem vzorcu, v mnogih primerih odraza izvore PAH-
ov. Poznamo tri glavne tipe PAH-ov, ki se razlikujejo glede na nastanek: petrogeni,
biogeni in pirogeni. PAH-i petrogenega izvora so povezani z nafto, vklju¢no s surovim
oljem in njegovimi rafiniranimi produkti. V Studiji priobalnih morskih sedimentov na
obmoc¢ju Rovinja (Hrvaska) je bil naftalen — njegova prisotnost v sedimentih je znacilna za
svezo nafto (Robertson, 1998) — pod mejo zaznavanja na vseh mestih vzorc¢enja, kar kaze
na odsotnost PAH-ov petrogenega izvora (Bihari s sod., 2006). PAH-i biogenega nastanka
izvirajo iz bioloskih procesov ali iz zgodnjih faz diageneze v morskih sedimentih; npr.
perilen (Venkatesan, 1988). PAH-i s 4-6 ogljikovodikovimi obro¢i so v splosnem
pirogenega nastanka in so posledica izgorevanja fosilnih goriv in novega organskega
materiala (Bihari s sod., 2006).

Tehnike za merjenje genotoksi¢nosti niso specificne za u¢inke PAH-ov, so merilo poskodb

DNA kot posledica biotransformacije mnogih organskih onesnazil v okolju, ne le PAH-ov.
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Bihari s sod. (2006) so pokazali pozitivho zvezo, ki dokazuje, da so PAH-i lahko

prevladujoce, vendar nikakor ne edine genotoksi¢ne spojine v preucevanih sedimentih.

oy e

najvisjo vsebnostjo PAH-ov.

2.2.2 Ostale potencialno genotoksi¢ne snovi v sedimentih

Poleg PAH-ov, ki so najbolj razsirjeni, so v kompleksnih vzorcih morskih sedimentov

predvidoma prisotne tudi Stevilne druge potencialno genotoksi¢ne in mutagene snovi.

Poliklorirani bifenili (PCB) so, tako kot PAH-i, prednostna organska onesnazila. Najdemo
jih v razli¢nih okoljih po vsem svetu in Skodujejo zdravju ljudi (Lang, 1992). PCB-ji se
Siroko uporabljajo v elektricnih napravah, kot so transformatorji in kondenzatorji, v
mehcalcih v barvah in v gumijastih tesnilih. Med PCB-je sodi 209 spojin z razlicno
bioloSko aktivnostjo in toksi¢nostjo, odvisno od Stevila in polozajev klorovih atomov v
molekuli. Velike koli¢ine PCB-jev pridejo v okolje z uhajanjem, odlaganjem in
evaporacijo. PCB-ji so v vodnih okoljih zaradi hidrofobnega znacaja, nizke topnosti v vodi
in dolgotrajnega u€inka nagnjeni h kopicenju v sedimentih in organizmih (Smedes in de
Boer, 1997).

Organoklorni pesticidi (OCP) so prav tako zelo dolgo prisotni v okolju preden razpadejo.
So lipofilni in hidrofobni (Hornby in Augustijn-Beckers, 1991). Posledi¢éno so OCP-ji
vezani kot organske komponente v prsti, sedimentih ali zivih tkivih, manj verjetno pa
raztopljeni v vodi. OCP-ji so med najbolj razsirjenimi pesticidi na svetu. Ceprav so v 70. in
80. letih prejSnjega stoletja uporabo vecine izmed njih prepovedali, Se vedno ostajajo v
okolju v razlicnih medijih, kot so povrSinske vode, prst ter recni in morski sedimenti

(povzeto po Vagi s sod., 2007).

Tezke kovine v morskih sedimentih so naravnega in antropogenega izvora. Na
razporeditev in kopiCenje vplivajo zgradba sedimentov, vsebnost mineralov, redukcijsko-
oksidacijske razmere, procesi adsorpcije in desorpcije ter fizini transport. Poleg tega se

lahko kovine absorbirajo iz vodnega stolpca na povrSino drobnih delcev, ki nato potujejo
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do sedimentov. Kovine sodelujejo v mnogih biogeokemi¢nih mehanizmih, so zelo
mobilne, preko procesov bioakumulacije in biomagnifikacije lahko vplivajo na ekosisteme

in so potencialno toksic¢ne za okolje in ¢loveka (Manahan, 2000).

2.3 Testi genotoksi¢nosti

2.3.1 Bakterijski testni sistem: test SOS/umuC

2.3.1.1 Sistem SOS ali popravljanje z napakami

Celice imajo Stevilne mehanizme, ki jim omogocajo prezivetje v stresnih pogojih (Alberts
s sod., 2002). Pri poskodbah bakterijskih ali evkariontskih celic zaradi mutagenih
kemikalij, ultravijolicnega sevanja ali sevanja X-zarkov se aktivira SOS odziv, ki dvigne
raven DNA popravljalnih encimov. V Escherichii coli so pokazali, da odziv pri¢neta dva
proteina, ki ju kodirata gena lexA in recA. LexA protein je represor, ki z vezavo na recA
operon prepreci transkripcijo skupine SOS proteinov. Domnevajo, da nekateri produkti
poskodovane DNA (presezek enovijacne DNA, trinukleotidi, oligonukleotidi) aktivirajo
RecA proteazno aktivnost. Aktivirani RecA protein nato cepi lexA represor in tako
omogo¢i transkripcijo ve¢ kot 15 SOS genov. Gre za samorazrez dimernega lexA
represorja, ki sicer zavira transkripcijo SOS odgovornih genov. SOS odgovor je zacasen,
vendar precej kompleksen. Vkljucuje povisano rekombinantno aktivnost, spremembe v
zacetku replikacije, inhibicijo nukleaz in indukcijo »k napakam nagnjene sinteze DNA«.
Celica tako lahko podvaja DNA kljub napakam, ki bi sicer podvajanje ustavile, toda s
poveCano verjetnostjo za napake. Celica na primer preide timinski dimer (ali drugo
napako) in nadaljuje sintezo DNA Kkljub nepravilnim bazam, ki so se vgradile v verigo
nasproti timinskemu dimeru. Kasneje se lahko napaka popravi z rekombinantnim
popravljanjem ali fotoreaktivacijo. V Escherichii coli je takSno popravljanje poSkodb
odvisno od DNA polimeraze 111, RecA proteina in dveh proteinov, Ki ju kodirata gena
umuC in umuD. Ta gena sta bila spoznana za nosilca rezistence na toksi¢nost, povzro¢eno
z UV sevanjem (Metzler, 2001). Ko je poprava DNA zakljuCena, pride do represije
ekspresije SOS genov, celi¢ni ciklus se nadaljuje (Snyder in Champness, 2002).
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Studije mutiranih bakterij s pomanjkljivostmi v razli¢nih delih SOS odziva so pokazale, da
imajo na novo sintetizirani proteini dva u€inka. Prvi¢, kot je bilo pricakovano, indukcija
teh dodatnih DNA popravljalnih encimov poveca prezZivetje celic po poskodbi DNA.
Drugi¢, nekateri od induciranih proteinov povecajo raven mutacij z zviSanjem Stevila
napak pri podvojevanju DNA. Napake so povzrocene s produkcijo DNA polimeraze z
nizko natan¢nostjo podvajanja, ki lahko uporablja poskodovano DNA kot Sablono za
nadaljnjo sintezo DNA molekul (Alberts s sod., 2002).

Taksno popravljanje DNA z napakami je lahko Skodljivo za posamezne celice, na daljsi
¢as pa privede do Stevilnih genetskih variabilnosti, ki mutiranim celicam zviSajo moznost

prezivetja v spremenjenem okolju (Alberts s sod., 2002).

2.3.1.2 Test SOS/umuC

SOS/umuC test je Siroko uporabljen test za rutinsko presejanje kemikalij in kompleksnih
vzorcev. Razli¢ica testa, ki ga izvajamo na mikrotitrskih plos€ah, je bila razvita kot hitra in
obcutljiva metoda za dolocanje genotoksi¢nosti kemikalij (Reifferscheid in Heil, 1996).
Navedeni test je bil standardiziran in validiran s strani nemSkega DIN in na mednarodni
ravni s standardom ISO (ISO/DIS 13829) (Wittekindt s sod., 2000).

Za izvedbo testa se uporablja genetsko spremenjen sev Salmonella typhimurium TA1535/
pSK1002, ki ima na plazmidu gen umuC vezan z genom lacZ, ter vsebuje tudi gen za
rezistenco na ampicilin (Shinagawa s sod., 1983). Gen lacZ kodira sintezo encima B-
galaktozidaze, gen za rezistenco na ampicilin pa sluzi kot selekcijski marker. Genski
konstrukt umuC-lacZ je bil izbran, ker se domneva, da je umuC vklju¢en v mutagenezi bolj
direktno kot kateri drugi SOS gen (Kato in Shinoura, 1977). Genotoksi¢en ucinek vzorcev
povzroci aktivacijo celi¢nega SOS odziva. Najprej pride do aktivacije recA gena in s tem
do tvorbe proteina RecA, ki cepi represor lexA. To omogoci transkripcijo ve¢ SOS genov,
med njimi tudi umuC gena, Ki je sklopljen z lacZ genom. Tako se aktivacija SOS odziva
odraza tudi v aktivaciji B-galaktozidazne aktivnosti (Snyder in Champness, 2002). Encim
R-galaktozidaza cepi substrat o-nitrofenil-3-D-galaktopiranozid (ONPG) v rumeno obarvan
produkt (Slika 1), katerega koli¢ino dolo¢imo z merjenjem absorbance pri 420 nm. B-

galaktozidazna aktivnost je merilo za genotoksi¢no aktivnost vzorcev. V. SOS/umuC testu
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genski konstrukt umuC-lacZ dovoljuje zaznavanje naslednjih genotoksi¢nih ucinkov:
primarno poskodbo DNA, ki vodi do naras¢anja koli¢ine prelomov enojnih verig DNA in
oligonukleotidov v jedru: O- in N-alkiliranje, adukti, depurinizacija, depirimidacija,
deaminacijske oksidativne poskodbe DNA in DNA dimerov (Hamer s sod., 2001;
Wittekindt s sod., 2000).

OH OH
HO (0]9) R-galaktozidaza HO OOH + HO
OH OH
OH

OH O,N O,N

o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid (ONPG) 3-D-galaktopiranoza o-nitrofenol

Slika 1: Pretvorba ONPG v rumen produkt o-nitrofenol

2.3.2 Sesalski testni sistem: model na celi¢ni liniji humanega hepatoma HepG2

2.3.2.1 Celi¢na linija HepG2

Potencialno citotoksi¢no in genotoksi¢no delovanje izvleckov morskih sedimentov smo v
diplomski nalogi raziskali na modelu celi¢ne linije ¢loveskega hepatoblastoma (celice
HepG2). Celice HepG2 so leta 1979 izolirali iz hepatoblastoma 11-letnega decka (Aden s
sod., 1979). Ta celi¢na linija se uveljavlja predvsem v Studijah genotoksi¢nosti. Celice
HepG2 so ohranile metabolno aktivnost in imajo aktivne metabolne encime prve (citokrom
P-450, CYP1A1, CYP1A2, CYP2B in CYP2E1L) in druge faze (glutation-S-transferaza,
sulfotransferaza, N-acetiltransferaza in glukuroniltransferaza) presnove ksenobiotikov, ki
igrajo kljuéno vlogo pri aktivaciji in detoksifikaciji mutagenov, ki delujejo na DNA.
Aktivnosti teh encimov so nekoliko slab3e izrazene kot aktivnosti v sveze izoliranih
primarnih ¢loveskih hepatocitih (Knasmiiller s sod., 1998). Celice HepG2 imajo
aneuploiden kariotip (od 48 do 54 kromosomov), najpogosteje imajo 52 kromosomov.
Delitveni ¢as celic je 20 do 28 ur (Natarajan in Darroudi, 1991).

V uporabi je ve¢ razlicnih klonov te celicne linije, ki se med seboj razlikujejo tako

morfolosko kot tudi glede aktivnosti presnovnih encimov. V nasi raziskavi smo uporabili
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klon celic HepG2, ki smo ga prejeli od prof. dr. Darroudija (Oddelek za radiacijsko
genetiko in kemijsko mutagenezo, Univerza v Leidnu, Nizozemska) in ga na Oddelku za
genetsko toksikologijo in biologijo raka uporabljajo ze ve¢ let (Slika 2).

Slika 2: Celi¢na linija HepG2 (slikano pod svetlobnim mikroskopom pri 100x povecavi)

2.3.2.2 Test komet

Test komet ali gelska elektroforeza posameznih celic (SCGE; iz ang. single cell gel
electrophoresis) je hitra in obcutljiva metoda za doloc¢anje poskodb DNA, katero sta leta
1984 razvila Ostling in Johanson. S to metodo lahko v nevtralnih pogojih zaznamo
prelome obeh verig DNA (DSB; iz ang. double strand breaks). Prvotni test so tudi
modificirali tako, da so izpostavili celice na elektroforezi alkalnim pogojem, pri katerih je
mozno zaznati tudi enoverizne prelome DNA (SSB; iz ang. single strand breaks) in
alkalno labilna mesta (ALS; iz ang. alkali labile sites) (Singh s sod., 1988).

Z alkalno razlicico testa komet lahko poleg omenjenih poskodb zaznamo tudi tak$ne, ki so
le prehodno prisotne (na primer nastanejo pri nukleotidnem ali baznem izrezovanju) in so
posledica celi¢nih popravljalnih mehanizmov. Prelomi, ki jih zaznamo s testom komet,
nakazujejo na poskodbe DNA ali na uspeSno popravljanje poskodb nastalih na DNA
(Collins s sod., 1997).

Vecina genotoksi¢nih agensov povzro¢i ve¢ enoveriznih prelomov DNA ter alkalno

labilnih mest kot pa dvoveriznih. Ker se pri pH>12.6 alkalno labilna mesta izrazijo kot
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enoverizni prelomi, je alkalna razliCica testa najprimernejSa za dolocanje genotoksi¢nega

delovanja, saj na ta na¢in zaznamo najve¢ poSkodb (Tice s sod., 2000).

Pri testu komet suspenzijo posameznih celic pomeSamo z agarozo in jo nanesemo na
objektno stekelce, ki ga polozimo v hladno raztopino za liziranje. Ta vsebuje visoko
koncentracijo soli in detergentov (pH 10), ki odstranijo celicno vsebino, tako da ostane
samo jedro z dodatno zvito DNA. Stekelca z geli nato prenesemo v alkalno raztopino
(pH>13), kjer se DNA denaturira, odvije in izrazijo se enoverizni prelomi. Sledi
elektroforeza v alkalnem okolju. Negativno nabita DNA v elektricnem polju potuje proti
anodi. Po koncu elektroforeze stekelca postavimo v raztopino za nevtralizacijo.
Pomembno je, da so vse faze od liziranja celic naprej izvedene v temi in pri 4 °C, da se
izognemo dodatnim poskodbam DNA (Zegura in Filipi¢, 2004). Sledi barvanje s
fluorescennim barvilom (na primer etidijev bromid), ki omogo¢i vizualizacijo DNA s
fluorescen¢nim mikroskopom. Bolj kot je DNA posSkodovana, manjsi so njeni fragmenti in
hitrejSe bo njihovo potovanje po gelu proti anodi. Slike poSkodovanih jeder so podobne
kometom, saj manjsi fragmenti v elektricnem polju pripotujejo dlje kot neposkodovana
DNA (Slika 3). Za ovrednotenje poskodb uporabimo racunalnisko analizo slik posameznih

jeder oziroma kometov.

Pomanjkljivost metode je, da ne moremo natancno dolociti narave poskodbe, ki jo

zaznamo s tem testom (Horvathova s sod., 1998).

Pri kometih lahko izmerimo razli¢ne parametre, ki odrazajo obseg poskodovanosti DNA:
e 9% DNA v repu (odstotek DNA, ki je prepotovala iz jedra v rep kometa)
e dolzina repa kometa (prepotovana razdalja delcev DNA od glave do repa)
e razlicni momenti kometa (na primer raz§irjen moment, ki je produkt % DNA v

repu in njegove dolzine).
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Slika 3: Jedri celic HepG2 po testu komet (400x povecava) (foto: Zegura)

Na levi sliki je nepoSkodovano jedro kontrolne celice, na desni pa je poSkodovano jedro celice, ki je bila
izpostavljena 30 uM B[a]P in ima obliko kometa.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Vzorci morskih sedimentov

V diplomski nalogi smo raziskovali citotoksi¢no in genotoksi¢no delovanje kompleksnih
vzorcev morskih sedimentov s postaj obalnega morja Slovenije. Vzorce nam je posredoval
doc. dr. Oliver Bajt z Morske bioloSke postaje Piran, NIB. Na vseh odvzemnih mestih so
vzeti povrsinski vzorci sedimenta (do globine 2 cm), razen LK4e, ki je globinski (globina
okrog 40 cm).

Vzorci so bili celokupni, posamezne frakcije niso bile locene. Vzorce LK4a, LK4e, LK6,
KK, F, MA, CZ, K, 14 in DB2 smo raztopili v DMSO tako, da smo dobili koncentracijo
2.5 g sedimenta/ml, vzorec PM pa smo raztopili do koncentracije 2 g sedimenta/ml. Tako
pripravljene vzorce smo hranili pri-20 °C.

3.2 Vzoréna mesta

Tabela 1: Seznam vzorénih mest

oznaka vzoréno mesto
14 1. bazen v Luki Koper, ob izlivu reke Rizane
CZ sredina TrzaSkega zaliva
DB2 Debeli rti¢, ob skolj¢iscu
F 2 km od piranske punte proti odprtemu morju
K sredina Koprskega zaliva
KK pri Debelem rticu, proti odprtemu morju
LK4a pred vhodom v 3. bazen Luke Koper, ob plovni poti (povrSina sedimenta)
LK4e pred vhodom v 3. bazen Luke Koper, ob plovni poti (globina sedimenta 40
cm)
LK6 notranjost 3. bazena Luke Koper, ob premogovnem terminalu
MA sredina Piranskega zaliva
PM Marina Portoroz
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Slika 4: Zemljevid lokacij vzoréenja
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3.3 Kemikalije

Tabela 2: Seznam uporabljenih kemikalij

kemikalija proizvajalec kataloSka Stevilka
aflatoksin B1(AFB;) Sigma A 6636
Bacto Tryptone Becton Dickinson 211705
benzo[a]piren (B[a]P) Sigma B-1760
R-merkaptoetanol Fluka 63689
D-(+)-Glucose anhydrous | Fluka 49150
DMSO Sigma-Aldrich 154938-100ML
EDTA Sigma E5134-500G
etanol Sigma-Aldrich 32221
etidijev bromid Gibco BRL 15585-011
FBS EuroClone EC S0180L
glukoza-6-fosfat Sigma G-7879
HCI Merck 1.09063.1000
KCI Fluka 60130
L-glutamin EuroClone EC B3000D
LMP agaroza Invitrogen 15517-022
MgCl,x6H,0 Fluka 63072
MgSQO4x7H,0 Fluka 63140
MTT Sigma M-5655
NaCl Merck 1.06404.100
NaH;PO4xH,0 Merck 1.06346.0500
Na,HPO, Fluka 71640
Na;HPO4x2H,0 Merck 1.06580.1000
Na,CO3 Sigma S-2127
NADP-Na;, Merck 1.24541.0001
NaOH Merck 1.06482.1000
NMP agaroza Invitrogen 16500-100
NQNO Sigma N-9131
ONPG Fluka 73660
PBS (10x) PAA Laboratories H15-011
penicilin/streptomicin EuroClone EC B3001D
S9 Moltox 11-01L.2
SDS Sigma-Aldrich L4509-100G
tripansko modrilo Sigma T-8154
tripsin Sigma T-4174
TRIS Merck 1.08382.1000
triton X-100 Fluka 93420
Williamsov medij Sigma W1878
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3.4 Pozitivne kontrole, ki smo jih uporabili v nalogi

Pri bioloskih testih v naSi nalogi smo kot pozitivne kontrole uporabili naslednje

genotoksicne spojine:

3.4.1 Benzo[a]piren (B[a]P)

Izmed vseh PAH-ov je B[a]P (Slika 5) najbolj preuc¢evana spojina in najve¢ podatkov o
prisotnosti in toksi¢nosti PAH-ov je vezanih nanjo. Pri primerjavi razli¢nih okolij se B[a]P
pogosto uporablja kot indikator za razrede PAH-ov, tako za stopnjo onesnazenja kot za
karcinogenost (Menichini in Bocca, 2003).

Benzo[a]piren se s citokromom P-450 aktivira v zelo nevarno in reaktivno obliko, Ki
reagira z DNA. Odkrili so ga tudi v cigaretnem dimu in izpusnih plinih avtomobilov. B[a]P
je nepolarna planarna spojina. Komponente citokroma P-450 ga lahko metabolizirajo v
fenole in dihidrodiole, ki se lahko v obliki estrskih konjugatov varno izlo¢ijo. Pri
metabolizmu se tvorijo tudi elektrofilni epoksidi. Eden od teh se lahko veze specifi¢no z
mestom C-10 na 2-amino poloZaj doloCenega gvanina v DNA ter se zaradi planarne
strukture postavi v manjsi zleb molekule DNA. To privede do poskodb DNA (Burdon,
1999; Klaasen, 2001).

Slika 5: Benzo[a]piren

3.4.2 Aflatoksin B;

Aflatoksini so zelo Skodljive komponente hrane, odkrite v 60. letih prejSnjega stoletja. So
gliviéni toksini (mikotoksini) pridobljeni iz vrst Asperegillus flavis in Aspergillus

parasiticus. Ta plesen navadno napade Stevilna zivila, predvsem pa orehe in Zita.
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Aflatoksini so pogost vzrok za nastanek jetrnega raka pri ljudeh. Izjemno mocan aflatoksin
je aflatoksin Bs, ki se v jetrih s citokromom P-450 oksidira v aflatoksin B;-8-9-epoksid.
Le-ta napade gvanidinske ostanke doloc¢enega zaporedja DNA jetrnih celic ter tako tvori
obsezne adukte (Burdon, 1999).

3.4.3 4-nitrokinolin-N-oksid (NONOQO)

Primer neposrednega mutagena, ki za delovanje ne potrebuje metabolne aktivacije, je 4-
nitrokinolin-N-oksid (NQNO), ki se veze na DNA, in sicer na adenin in gvanin. Reduciran
metabolit NQNO pa lahko v celici sprozi nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti, Ki

povzrocijo oksidativne poskodbe DNA (povzeto po Nunoshiba in Demple, 1993).

3.5  Bakterijski testni sistem: test SOS/umuC

3.5.1 Sev bakterije Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002

Pri SOS/umuC testu uporabljamo genetsko spremenjeno bakterijo Salmonella typhimurium
TA1535/pSK1002, ki je gram negativna fakultativno anaerobna bakterija iz druzine
Enterobacteriaceae. Testni sev je konstruiran iz starSevskega seva Salmonella typhimurium
TA1535 (his-, rfa-, uvrB-), ki nosi plazmid pSK1002 z umuC-lacZ genom in gen za
rezistenco na ampicilin. Bakterijske celice nimajo mikrosomalnih encimov, zato ne
omogoc¢ajo metabolne aktivacije. Za testiranje vzorcev z metabolno aktivacijo smo

bakterijam dodali frakcijo podganje jetrne S9 meSanice (Wittekindt s sod., 2000).

3.5.1.1 Gojenje kultur bakterij Salmonella typhimurium

Bakterijsko kulturo, ki smo jo ¢ez no¢ stresali na 37 °C, smo red¢ili 1:10 s svezim 1x TGA
medijem (1 ml bakterijske kulture in 9 ml 1x TGA medija) in jo nato priblizno 1.5 ure
stresali s hitrostjo 600 obratov/minuto v inkubatorju na 37 °C.

Po 1.5 ure smo izmerili gostoto bakterij pri 600 nm (OD 600) in bakterijsko kulturo
razredCili s svezim 1x TGA medijem, da smo dobili OD 600 priblizno 0.2. Testni

organizmi so bili v eksponencialni fazi rasti in so bili pripravljeni za testiranje. Kot slepo
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kontrolo smo uporabili 1x TGA medij, pri testu z metabolno aktivacijo pa tudi S9

mesanico brez bakterijske kulture.

3.5.1.2 Priprava reagentov in raztopin za test SOS/umuC

1x TGA medij

e 10 g tryptona

e 5gNaCl

e 980 ml bidestilirane vode
pH raztopine smo umerili na 7.0 £ 0.2. Raztopino smo avtoklavirali (121 °C, 20 min), po
avtoklaviranju smo dodali 0.2 % glukozo (2 g/l) in 50 pg/ml ampicilina. Tako pripravljen
1x TGA smo shranjevali pri -20 °C.

B-pufer

e 10.09 g NazHPO4 x 2H,0

e 2.75g NaH2PO,x H,0

e 0.352gKClI

e 0.125g MgSO4x 7H,0O
Sestavine smo zmesali in raztopili v 500 ml bidestilirane vode ter umerili pH na 7.0 £ 0.2.
Nato smo dodali 0.5 g natrijevega dodecil sulfata (SDS) v 500 ml pripravljenega B-pufra
ter pred uporabo 0.27 ml 3-merkaptoetanola na 100 ml B-pufra. B-pufer smo do uporabe

shranili pri 4 °C.

Fosfatni pufer (0.1 M PBS)

e 1.086 g Na;HPO4 X 2H,0

e 0.538 g NaH,PO4x H,O

e 100 ml bidestilirane vode
Sestavine smo zmeSali in raztopili v bidestilirani vodi ter umerili pH na 7.0 + 0.2. Nato
smo raztopino avtoklavirali (121 °C, 20 min). Fosfatni pufer smo do uporabe shranili pri 4
°C.
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Stop reagent
e 26.59gNa,COs;
e 250 ml bidestilirane vode
Raztopino smo do uporabe shranjevali pri 4 °C.

Raztopina ONPG

e 180 mg ONPG

e 40 ml fosfatnega pufra
ONPG raztopimo v fosfatnem pufru. Ker je proces raztapljanja ONPG v fosfatnem pufru
dolgotrajen zaradi slabe topnosti, smo si raztopino pripravili vnaprej in jo shranjevali v
temi pri 4 °C.

Mesanica MgCl,-KCl
e 61.59gKCI
e 40.7 g MgCl, x 6H,0
e dest. H,O do 500 ml

0.2 M NaHPOQO, (0.2 M PBS)
e 440ml0.2M NazHPO4
e 100 ml 0.2 M NaH,PO4 x H,0

pH uravnamo na 7.4, raztopino shranjujemo pri 4 °C.

10 % S9 meSanica
e 100 pl mesanice MgCl,-KClI
e 125ul0.2M G-6-P
e 500 ul 0.2 M NADP
e 2.5ml0.2 M PBS (pH 7.4)
e 500 plS9
e 1.5mlTGA s kulturo
Vse razen bakterijske suspenzije in S9 smo zmesali, sfiltrirali (0.22 um) in dali na led.

Bakterije in S9 smo dodali tik pred uporabo in imeli S9 mesanico ves ¢as na ledu.
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3.5.1.3 Izvedba testa SOS/umuC

Na mikrotitrsko ploS¢o smo nanesli slepo kontrolo, negativno kontrolo, kontrolo topila,

pozitivno kontrolo in vzorce.

Slepa kontrola
e 10 pl sterilne vode
e 90ul1xTGA
Slepa kontrola (samo pri testu z metabolno aktivacijo)
e 10 pl sterilne vode
e 90 pl S9 mesanice brez bakterij
Negativna kontrola
e 10 pl sterilne vode
e 90 ul bakterijske suspenzije (pri testu z metabolno aktivacijo S9 meSanica z
bakterijami)
Kontrola topila
e 10 pl5 % DMSO
e 90 ul bakterijske suspenzije (pri testu z metabolno aktivacijo S9 meSanica z
bakterijami)
Pozitivna kontrola (test brez metabolne aktivacije)
e 10 ul NQNO (0.5 pg/ml)
e 90 pl bakterijske suspenzije
Pozitivni kontroli (test z metabolno aktivacijo)
e 10 pl B[a]P (10 pg/ml) oz. AFB; (0.5 pg/ml)

e 90 pl S9 mesanica z bakterijami

Vzorce smo testirali v treh koncentracijah, in sicer 0.5, 2.5 in 12.5 g sedimenta/ml (vzorci
14, KK, CZ, K, DB2, F, MA, LK4e, LK6 in LK4a) oziroma 0.5, 2.5 in 10 g sedimenta/ml
(vzorec PM). V luknjice smo nanesli 10 pl pripravljene red¢ine vzorca in 90 pl bakterijske

suspenzije (pri testu z metabolno aktivacijo S9 mesanice z bakterijami).
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Plos¢o smo inkubirali na stresalniku dve uri pri 37 °C. Po inkubaciji smo v novo
mikrotitrsko plos¢o (A) odpipetirali po 270 pl 1x TGA na luknjico in dodali po 30 pl
suspenzije iz prve plosce. Plos¢o A smo inkubirali Se dve uri na stresalniku pri 37 °C. V
tretjo mikrotitrsko plos¢o (B) smo odpipetirali po 120 pl pufra B na luknjico in dodali 30
il suspenzije iz plosce A ter 30 pl ONPG, ki je substrat 3-galaktozidaze. Reakcija je
potekala 20 min pri sobni temperaturi ob rahlem meSanju na stresalniku. Po 20-minutni
inkubaciji smo dodali po 120 pl 1 M Na;CO; v luknjice plos¢e B, kar je zaustavilo
encimsko reakcijo. Na koncu smo izmerili absorbanco plos¢e A pri 600 nm in plos¢e B pri
420 nm.

Izmerjenim vrednostim smo odsteli vrednosti za slepo kontrolo in nato po spodaj

navedenih enacbah izracunali indukcijsko razmerje za posamezne vzorce.

Biomasni faktor (dolocitev citotoksi¢nosti):

ODq,, (vzorec)
OD, (kontrola)

Bf G =

Aktivnost 3-galaktozidaze v relativnih enotah:

_ 0D, (vzorec)
ODg, (vzorec)

Indukcijsko razmerje (dolocCitev genotoksicnosti):

1 y OD,,, (vzorec)

IR=—
G OD,,,(kontrola)

Vzorce, pri katerih je IR>2, smatramo za genotoksi¢ne.

3.6 Sesalski testni sistem: model na celi¢ni liniji humanega hepatoma HepG2

3.6.1 Gojenje celic HepG2

Celi¢no linijo HepG2 smo imeli shranjeno v teko¢em dusiku. Celice smo uporabljali do
najve¢ S$tirinajste pasaze po odmrznitvi, saj se s ¢asom gojenja in pri visjih pasazah

spremenijo morfogenetske lastnosti celic, encimske aktivnosti pa se zmanjSajo.
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Celice smo gojili v plastenkah za gojenje celicnih kultur (Corning Costar Corporation,
New York, USA) pri 37 °C v 5 % CO; atmosferi v celiénem gojis¢u sestavljenem iz
Williamsovega gojisca, 15 % FBS (serum govejega zarodka, iz ang. foetal bovine serum),
100 enot/ml penicilin/streptomicina in 2 mM L-glutamina. CO, v atmosferi vzdrzuje
zakisanost gojis¢a. Celice smo presajali ob priblizno 80 % prerascenosti plosce.

Pri presajanju smo iz plastenke odstranili gojisce, celice sprali z 1x PBS, ga odstranili in
dodali 0.1 % tripsin za celice HepG2 (1.5 ml za plastenko T25, 3 ml za plastenko T75) ter
inkubirali 3-5 minut pri 37 °C. Po inkubaciji smo celice rahlo pretresli, da so se odlepile od
podlage, nakar smo dodali sveze gojis¢e. Serum v gojis€u zavre delovanje tripsina in tako
prepre¢i morebitne dodatne posSkodbe DNA, ki bi nastale zaradi predolge izpostavljenosti
tripsinu. Suspenzijo celic smo centrifugirali 5 minut pri 800 obratih/minuto. Supernatant
smo po centrifugiranju zavrgli, celice pa smo resuspendirali v svezem gojiS€u in jih
prenesli v novo plastenko. S pomoc¢jo brizge smo resuspendirane celice 6-8x potegnili
skozi injekcijsko iglo (0.9x40 mm, Becton Dickinson, Fraga, Spanija). Dobili smo
suspenzijo posameznih celic, ki smo jih nasadili v novo plastenko.

Za preverjanje Stevil¢nosti celic med gojenjem smo uporabljali 0.4 % tripansko modrilo.

3.6.2 Dolodanje citotoksi¢nega delovanja vzorcev morskih sedimentov s testom MTT

3.6.2.1 Test MTT

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) je rumena vodotopna
substanca, ki jo mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze metabolno aktivnih celic reducirajo
v vijoliéne nevodotopne kristale formazana (Slika 6). Kristali formazana so topni v DMSO,
izopropanolu in podobnih organskih topilih.

Koli¢ina nastalega formazana je sorazmerna s Stevilom zivih celic. Koli¢ino nastalih
formazanskih kristalov dobimo z merjenjem absorpcije pri svetlobi valovne dolzine 570
nm z referen¢nim filtrom 690 nm (povzeto po navodilih 10G-P0os03-01, MTT test,
Laboratorij GEN).
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Slika 6: Pretvorba MTT soli v vijoli¢ast produkt MTT formazan

3.6.2.2 Nasajanje celic HepG2

Na mikrotitrsko plosco s 96 luknjicami (Nunclon, Danska) smo nasadili celice HepG2 z
gostoto 35 000 celic/ml. V vsako luknjico smo dodali 200 pl celicne suspenzije ter tako
dobili gostoto 7 000 celic/luknjico. Plos¢o smo inkubirali 24 ur (37 °C, 5 % CO,, vlazna
atmosfera), da so se celice prilepile na podlago.

3.6.2.3 Izpostavitev celic in izvedba testa MTT

Po inkubaciji smo gojis¢e zamenjali s 100 pl vzorca s koncentracijami O (kontrola topila;
0.5 % DMSOQ), 0.1, 0.5 in 2.5 g sedimenta/ml (vzorci 14, KK, CZ, K, DB2, F, MA, LK4e,
LK6 in LK4a) ter v primeru vzorca PM s koncentracijami 0 (kontrola topila; 0.5 %
DMSO0), 0.1, 0.5 in 2 g sedimenta/ml. Vsako koncentracijo vzorca smo testirali v Stirih
paralelkah. Negativni kontroli smo dodali le sveze gojis¢e. Kot pozitivho kontrolo smo
uporabili 75 uM benzo[a]piren. Sledila je 24-urna inkubacija pri 37 °C, 5 % CO; in v
vlazni atmosferi. Nato smo v vsako luknjico dodali 10 pul MTT (5 mg/ml) ter inkubirali Se
3 ure. Po inkubaciji smo odstranili gojis¢e in v vsako luknjico dodali 200 pl DMSO, da
smo raztopili formazanske kristale. 1zmerili smo absorpcijo pri svetlobi valovne dolzine
570 nm z referen¢nim filtrom 690 nm. Z uporabo kontrole topila (0.5 % DMSO) in
negativne kontrole smo izkljucili mozne ucinke topila. Celice izpostavljene vzorcem smo

primerjali s kontrolo topila.
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3.6.3 Test komet

3.6.3.1 Priprava reagentov in raztopin za test komet

Agaroza
e 1 % NMP; agaroza z normalno toc¢ko tali§ca (iz ang. normal melting point)
e 1 % LMP; agaroza z nizko tocko talis¢a (iz ang. low melting point)
10 mg/ml NMP in LMP agaroze smo ob meSanju in segrevanju v mikrovalovni pecici

raztopili v 1x PBS. Po potrebi smo strjeno agarozo med poskusom ponovno segreli.

Raztopina za liziranje celic

e 2.5M NaCl (146.4 g/l H,0)

e 100 mM EDTA (37.2 g/l H,0)

e 100 mM Tris (1.21 g/l H,0)
Za vsak poskus smo pripravili svezo raztopino, kateri smo uravnavali pH vrednost na 10 z
10 M NaOH ali s HCI (33 %). Raztopino smo ohladili na 4 °C in pred uporabo dodali 1 %
Triton X-100 ter dobro premesali.

Pufer za elektroforezo
e 0.3 M NaOH (30 ml 10 M NaOH/ | H,0)
e 1mMEDTA (5mlI0.2 M EDTA/I H,0)

Za vsak poskus smo pripravili svez pufer in ga do uporabe hranili pri 4 °C.

Pufer za nevtralizacijo

e 0.4 M Tris (48.44 g/l H,0)
Za vsak poskus smo pripravili svez pufer in uravnali pH na 7.5 z 10 M NaOH ali s HCI (33
%). Do uporabe smo ga hranili pri 4 °C.
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3.6.3.2 Izvedba testa komet

Nasajanje in izpostavitev celic HepG2 vzorcem

Celice z gostoto 30 000 celic/luknjico smo nasadili na ploS¢o s 24 luknjicami (Becton
Dickinson, ZDA) in jih inkubirali 24 ur pri 37 °C, pri 5 % CO; in v vlazni atmosferi, da so
se celice prilepile na podlago. Po inkubaciji smo gojis€e zamenjali s pripravljenimi
koncentracijami vzorcev (0.02, 0.1 in 0.5 g sedimenta/ml za vzorce K, DB2, F, 14, KK,
MA, CZ in LK4a ter 0.004, 0.02 in 0.1 g sedimenta/ml za vzorce LK4e, LK6 in PM). Za
pozitivno kontrolo smo uporabili 30 UM benzo[a]piren. Po 24 urnem tretiranju smo iz
luknjic odstranili gojis¢e z vzorci, celice sprali z 1x PBS in dodali 0.1 % tripsin za celice
HepG2. Ko so se celice odlepile od podlage, smo dodali sveze gojisce, kar je ustavilo
delovanje tripsina. Suspenzijo celic smo odpipetirali v centrifugirke ter centrifugirali 5
minut pri 800 obratih/min. Supernatant smo zavrgli, celice pa resuspendirali v svezem

gojiscu.

Priprava stekelc in nanos agaroze

Za test smo uporabili objektna stekelca peskana po celi povrsini (Surgipath, ZDA), ki so
bila ¢ez no¢ namocena v metanolu, da so se razmastila. Pred uporabo smo stekelca posusili
z obziganjem. Na oznacena stekelca smo nanesli plast 1 % NMP agaroze, in sicer 2x po 80
ul, ter pokrili s krovnim stekelcem. Tako smo dobili dva gela. Objektno stekelce smo nato
polozili v hladilnik, dokler se agaroza ni strdila. Krovno stekelce smo odstranili tik pred
nanosom druge plasti agaroze iz 1 % LMP agaroze in celiéne suspenzije. 30 ul celi¢ne
suspenzije smo zmeSali s 70 pl 1 % LMP agaroze in 70 pl te suspenzije nanesli na prvo
plast agaroze na stekelcu ter ponovno pokrili s krovnim stekelcem. Objektnik smo
ponovno polozili v hladilnik, dokler se agaroza ni strdila. Nato smo krovna stekelca

previdno odstranili.

Liziranje celic

Pripravljena stekelca smo polozili v raztopino za liziranje in jih pri 4 °C v temi inkubirali
vsaj 60 minut. V tej fazi se zaradi visokega pH (pH 10) razgradijo vsi proteini in RNA,
detergenti pa razgradijo celicne membrane. S tem odstranimo celicno vsebino, razen jeder

s superzvito DNA.
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Odvijanje DNA

Po liziranju smo stekelca prestavili v elektroforetsko kadi¢ko. Enako orientirana (del z
gelom proti anodi) smo zlozili tesno skupaj. Da smo zagotovili homogenost elektri¢nega
polja, smo prazna mesta zapolnili s stekelci. V kadicko smo dodali elektroforetski pufer do
priblizno 3 mm nad stekelci. Sledila je 20-minutna inkubacija pri 4 °C v temi. V tej fazi se

DNA denaturira, odvije, izrazijo se enoverizni prelomi.

Elektroforeza

Po odvijanju smo stekelca izpostavili elektricnemu polju za 20 min pri napetosti 0.5-1
V/cm (nastavili smo napetost 25 V, tok pa je znasSal priblizno 300 mA in se je uravnaval z
volumnom pufra). DNA zaradi negativnega naboja potuje proti pozitivnemu polu. Odvita
in poSkodovana DNA potuje proti anodi hitreje kot nepoSkodovana DNA.

Nevtralizacija

Po elektroforezi smo stekelca prenesli v novo kadi¢ko, v katero smo nalili hladen

nevtralizacijski pufer (pH 7.5). Stekelca smo nevtralizirali v temi 15 min.

Shranjevanje stekelc

Stekelca smo polozili v kadicko, v katero smo na dno poloZili navlaZeno stanicevino.
Kadic¢ko smo pokrili z alu-folijo, jo zaprli v vrecko in shranili v hladilnik pri 4 °C. Stekelca

smo analizirali v roku enega tedna.

Barvanje
Tik pred mikroskopiranjem smo na vsak gel dodali 20 pl etidijevega bromida s

koncentracijo 5 pg/ml ter ga pokrili s krovnim stekelcem.

Slikanje jeder celic

Slike kometov smo opazovali z mikroskopom (Nicon Eclipse E800, Japonska) s
fluorescencno svetlobo (Nikon HB-10104AF, Japonska) pri 400x povecavi (40x objektiv).
Ekscitacijski filter za etidijev bromid je 515-560 nm in barierni 590 nm.

Na vsakem objektnem stekelcu smo zajeli slike 50 jeder, pri cemer smo se izogibali

robnim delom gela. Slike smo s kamero (Marlin FO46B, Allied, Vision Technologies,
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Velika Britanija) prenesli na racunalnik in jih analizirali s pomoc¢jo programa Comet Assay
IV (Perceptive Instruments, Velika Britanija). Program je izmeril ve¢ parametrov, za
prikaz rezultatov pa smo izbrali % DNA v repu kometa. Rezultate smo obdelali s
statisticnim programom GraphPad Prism5, kjer smo za analizo razlik med skupinami
uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo vrednosti
median % DNA v repu znotraj poskusov smo uporabili test Dunnet; p<0.05 smo dolo¢ili
kot statisticno znacilno razliko. Vsako izvedbo testa smo ponovili v treh neodvisnih

poskusih.
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4 REZULTATI

4.1  Bakterijski testni sistem: test SOS/umuC

V prvem delu diplomske naloge smo Zzeleli preveriti, ali kompleksni vzorci morskih
sedimentov iz slovenskega obalnega morja delujejo genotoksicno na bakterije vrste
Salmonella typhimurium, sev TA1535/pSK1002.

Najprej smo s testom SOS/umuC ugotavljali potencialno toksi¢no in genotoksi¢no
delovanje vzorcev morskih sedimentov. Bakterije vrste Salmonella typhimurium, sev
TA1535/pSK1002, smo izpostavili razlicnim koncentracijam vzorcev (0.5, 2.5 in 12.5 g
sedimenta/ml za vzorce 14, KK, CZ, K, DB2, F, MA, LK4e, LKG6 in LK4a ter 0.5, 2.5 in
10 g sedimenta/ml za vzorec PM) v odsotnosti in prisotnosti metabolne aktivacije S9.

Tabela 3: Rezultati testa SOS/umuC

brez metabolne aktivacije z metabolno aktivacijo
prezivetje (%) | IR prezivetje (%) | IR

kontrola DMSO (5%) | 100.0 1.00 100.0 1.00
NQNO (0.5 pg/ml) 98.6 3.02 * / /
AFB; (0.5 pg/ml) / / 98.1 2.33 *
B[a]P (10 pg/ml) / / 95.9 2.36 *
MA (12.5 g/ml) 73.1 1.59 111.9 0.99
MA (2.5 g/ml) 102.9 1.02 97.8 1.18
MA (0.5 g/ml) 94.8 1.00 88.3 1.10
K (12.5 g/ml) 70.6 1.80 98.6 1.00
K (2.5 g/ml) 98.1 1.13 89.3 1.20
K (0.5 g/ml) 101.5 1.03 100.8 0.93
14 (12.5 g/ml) 78.5 1.52 103.3 0.96
14 (2.5 g/ml) 92.7 1.09 105.4 0.98
14 (0.5 g/ml) 99.1 1.02 104.7 0.93
F (12.5 g/ml) 68.5 1.83 111.7 0.88
F (2.5 g/ml) 100.0 1.07 101.0 0.92
F (0.5 g/ml) 92.5 1.12 84.3 1.09
CZ (12.5 g/ml) 82.3 1.65 107.6 1.01
CZ (2.5 g/ml) 98.6 1.04 98.1 0.98
CZ (0.5 g/ml) 99.1 1.01 104.3 1.01
DB2 (12.5 g/ml) 74.6 2.03 * 113.4 1.00
DB2 (2.5 g/ml) 95.6 1.33 116.0 0.85
DB2 (0.5 g/ml) 99.3 1.24 111.8 0.76
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KK (12.5 g/ml) 81.6 1.63 116.4 0.85
KK (2.5 g/ml) 104.5 1.13 98.8 1.00
KK (0.5 g/ml) 98.0 1.15 101.6 1.06
LK4a (12.5 g/ml) 67.2 2.38 * 114.0 0.79
LK4a (2.5 g/ml) 95.7 1.18 107.7 1.21
LK4a (0.5 g/ml) 92.0 1.15 110.9 0.76
LK4e (12.5 g/ml) 84.4 173 107.1 0.91
LK4e (2.5 g/ml) 95.8 150 108.3 0.85
LK4e (0.5 g/ml) 98.8 1.10 109.9 1.05
LK6 (12.5 g/ml) 79.7 1.46 102.6 1.02
LK6 (2.5 g/ml) 98.8 1.07 91.9 1.16
LK®6 (0.5 g/ml) 103.7 0.91 94.2 1.25
PM (10 g/ml) 82.8 1.54 106.1 1.05
PM (2.5 g/ml) 95.6 1.16 101.2 1.21
PM (0.5 g/ml) 100.9 1.04 96.2 1.03

Bakterije S. typhimurium seva TA1535/pSK1002 smo izpostavili razli¢nim koncentracijam vzorcev morskih
sedimentov (0.5, 2.5 in 12.5 g sedimenta/ml za vzorce 14, KK, CZ, K, DB2, F, MA, LK4e, LK6 in LK4a
oziroma 0.5, 2.5 in 10 g sedimenta/ml za vzorec PM). Za kontrolo topila smo namesto vzorca dodali 5 %
DMSO. Za pozitivno kontrolo smo pri testu brez metabolne aktivacije dodali 4-nitrokinolin-N-oksid
(NQNO) v koncentraciji 0.5 pg/ml, pri testu z metabolno aktivacijo pa aflatoksin B; (AFB;) v koncentraciji
0.5 pg/ml ter benzo[a]piren (B[a]P) v koncentraciji 10 pg/ml. Vsako koncentracijo smo testirali v treh
paralelkah. Z * je oznac¢eno znacilno povisano indukcijsko razmerje (doloCitev genotoksi¢nosti).

Pri testu SOS/umuC brez metabolne aktivacije smo zaznali znacilno povecano indukcijsko
razmerje, ki dolo¢a genotoksi¢nost (IR>2), pri pozitivni kontroli (NQNO) ter pri najvisjih
koncentracijah (12.5 g sedimenta/ml) vzorcev DB2 in LK4a.

Pri testu z metabolno aktivacijo S9 pa smo zaznali znacilno povecano indukcijsko
razmerje, ki dolo¢a genotoksi¢nost (IR>2), samo pri obeh pozitivnih kontrolah (AFB; in
B[a]P). Nobeden izmed vzorcev ni deloval genotoksi¢no na bakterijo S. typhimurium v

prisotnosti metabolne aktivacije S9.
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4.2 Sesalski testni sistem: model na celi¢ni liniji humanega hepatoma HepG2
V drugem delu diplomske naloge smo Zeleli ugotoviti, ali celokupni vzorci morskih
sedimentov iz slovenskega obalnega morja delujejo citotoksi¢no in genotoksi¢no na celice

HepG2. Uporabili smo testa MTT in komet.

421 Test MTT
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Slika 7: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca 14 na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu 14 s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in
2.5 g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75
UM BJ[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo + SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 8: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca KK na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu KK s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in
2.5 g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75
UM BJ[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo £ SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 9: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca CZ na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu CZ s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in
2.5 g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75
UM BJ[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo £ SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 10: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca K na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu K s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in 2.5
g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75 uM
B[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo + SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 11: Doloc¢anje citotoksiénega delovanja vzorca DB2 na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu DB2 s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in
2.5 g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75
UM BJ[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo + SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 12: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca F na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu F s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in 2.5
g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75 uM
B[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo + SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 13: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca MA na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu MA s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in
2.5 g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75
UM BJ[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo £ SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 14: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca LK4a na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu LK4a s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in
2.5 g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75
UM BJ[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo £ SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 15: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca LK4e na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu LK4e s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in
2.5 g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75
UM BJ[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo £ SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 16: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca LK6 na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu LK6 s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5 in
2.5 g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75
UM BJ[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo £ SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Slika 17: Doloc¢anje citotoksi¢nega delovanja vzorca PM na celicah HepG2 s testom MTT

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili vzorcu PM s koncentracijami 0 (kontrola; 0.5 % DMSO), 0.1, 0.5in 2
g sedimenta/ml ter nato ugotavljali Zivost celic s testom MTT. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 75 uM
B[a]P. Rezultati so podani kot odstotek Zivih celic po izpostavitvi vzorcu glede na kontrolo + SD. *
predstavlja statisti¢no znacilno razliko glede na kontrolno skupino (p<0.05).
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Pri testiranju razlicnih koncentracij vzorcev s testom MTT smo ugotovili, da je pri vzorcih
KK, CZ, K, MA, LK4e, LK6 in PM prislo do statisticno znacilnega znizanja prezivetja
celic glede na kontrolo pri vseh treh koncentracijah (0.1, 0.5 in 2.5 g sedimenta/ml oziroma
0.1, 0.5in 2 g sedimenta/ml pri vzorcu PM).

Pri testiranju vzorcev 14, DB2 in LK4a smo opazili statisti¢no znacilno znizanje prezivetja
celic glede na kontrolo pri koncentracijah 0.5 in 2.5 g sedimenta/ml, medtem ko je vzorec
F statisticno znacilno znizal prezivetje celic le pri najvi§ji koncentraciji (2.5 g
sedimenta/ml).

Na podlagi rezultatov testa MTT smo za posamezni vzorec dolo¢ili koncentracijo, pri
kateri prezivetje ni bilo manjSe od 70 %, in jo v nadaljevanju izbrali za najvisjo
koncentracijo pri testu komet. Tako smo za testiranje genotoksi¢ne aktivnosti vzorcev pri
vzorcih 14, KK, CZ, K, DB2, F, MA in LK4a izbrali najviSjo koncentracijo 0.5 g
sedimenta/ml, pri vzorcih LK4e, LK6 in PM pa 0.1 g sedimenta/ml.

4.2.2 Test komet
S testom komet smo ugotavljali, ali kompleksni vzorci morskih sedimentov delujejo

genotoksi¢no na celice HepG2. Testirali Smo koncentracije, ki niso zmanjSale prezivetja za
vec kot 30 %.
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Slika 18: Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca 14 na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razli¢nim koncentracijam vzorca 14 (0.02, 0.1 in 0.5 g sedimenta/ml),
celice kontrole (K) smo izpostavili samo gojis¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 % DMSO, kot
pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 uM B[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s testom komet.
Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder. Rezultati
so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa prikazujejo prvi in
drugi interkvartilni razmik, mediana je ¢rta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov predstavljajo 95-ti
percentil; * predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolno skupino (test Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu 14 smo zaznali statisticno znacilno povecano Stevilo prelomov
DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.1 in 0.5 g

sedimenta/ml.
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Slika 19: Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca CZ na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razlicnim koncentracijam vzorca CZ (0.02, 0.1 in 05 ¢
sedimenta/ml), celice kontrole (K) smo izpostavili samo gojis¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 %
DMSO, kot pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 UM BJ[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s
testom komet. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50
jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa
prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je ¢rta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov
predstavljajo 95-ti percentil, * predstavlja statistiéno znalilno razliko glede na kontrolno skupino (test
Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po 1izpostavitvi celic vzorcu CZ smo zaznali statisticno znacilno povecano Stevilo
prelomov DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.1 in 0.5 g

sedimenta/ml.
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Slika 20: Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca DB2 na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razlinim koncentracijam vzorca DB2 (0.02, 0.1 in 0.5 g
sedimenta/ml), celice kontrole (K) smo izpostavili samo gojis¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 %
DMSO, kot pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 UM BJ[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s
testom komet. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50
jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa
prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je ¢rta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov
predstavljajo 95-ti percentil, * predstavlja statistiéno znalilno razliko glede na kontrolno skupino (test

Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu DB2 smo zaznali statisticno znacilno povecano Stevilo
prelomov DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.1 in 0.5 g

sedimenta/ml.
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Slika 21: Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca F na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razli¢cnim koncentracijam vzorca F (0.02, 0.1 in 0.5 g sedimenta/ml),
celice kontrole (K) smo izpostavili samo gojis¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 % DMSO, kot
pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 uM B[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s testom komet.
Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder. Rezultati
so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa prikazujejo prvi in
drugi interkvartilni razmik, mediana je ¢rta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov predstavljajo 95-ti
percentil; * predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolno skupino (test Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu F smo zaznali statisti¢no znacilno povecano $tevilo prelomov
DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.1 in 0.5 g

sedimenta/ml.
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Slika 22: Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca K na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razli¢nim koncentracijam vzorca K (0.02, 0.1 in 0.5 g sedimenta/ml),
celice kontrole (K) smo izpostavili samo gojis¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 % DMSO, kot
pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 uM B[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s testom komet.
Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder. Rezultati
so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa prikazujejo prvi in
drugi interkvartilni razmik, mediana je ¢rta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov predstavljajo 95-ti
percentil; * predstavlja statisticno znacilno razliko glede na kontrolno skupino (test Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu K smo zaznali statisticno znacilno povecano Stevilo prelomov
DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.1 in 0.5 g

sedimenta/ml.
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Slika 23: Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca KK na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razlicnim koncentracijam vzorca KK (0.02, 0.1 in 0.5 g
sedimenta/ml), celice kontrole (K) smo izpostavili samo gojis¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 %
DMSO, kot pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 UM BJ[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s
testom komet. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50
jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa
prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je Crta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov
predstavljajo 95-ti percentil, * predstavlja statistiéno znalilno razliko glede na kontrolno skupino (test
Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu KK smo zaznali statisticno znafilno pove€ano Stevilo
prelomov DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.1 in 0.5 g

sedimenta/ml.
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Slika 24: Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca MA na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliénim koncentracijam vzorca MA (0.02, 0.1 in 0.5 g
sedimenta/ml), celice kontrole (K) smo izpostavili samo goji$¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 %
DMSO, kot pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 UM BJ[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s
testom komet. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50
jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa
prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je Crta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov
predstavljajo 95-ti percentil, * predstavlja statistiéno znalilno razliko glede na kontrolno skupino (test

Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu MA smo zaznali statistiéno znacilno povecano Stevilo
prelomov DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.1 in 0.5 g

sedimenta/ml.
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Slika 25: Dolo¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca LK4a na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razlicnim koncentracijam vzorca LK4a (0.02, 0.1 in 0.5 g
sedimenta/ml), celice kontrole (K) smo izpostavili samo goji$¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 %
DMSO, kot pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 UM BJ[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s
testom komet. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50
jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa
prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je Crta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov
predstavljajo 95-ti percentil; * predstavlja statisticno znalilno razliko glede na kontrolno skupino (test
Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu LK4a smo zaznali statisticno znacilno povecano Stevilo
prelomov DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri vseh treh koncentracijah

vzorca (0.02, 0.1 in 0.5 g sedimenta/ml).
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Slika 26: Dolo¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca LK4e na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliénim koncentracijam vzorca LK4e (0.004, 0.02 in 0.1 g
sedimenta/ml), celice kontrole (K) smo izpostavili samo gojis¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 %
DMSO, kot pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 UM BJ[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s
testom komet. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50
jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa
prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je Crta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov
predstavljajo 95-ti percentil, * predstavlja statistiéno znalilno razliko glede na kontrolno skupino (test
Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu LK4e smo zaznali statisticno znacilno povecano Stevilo
prelomov DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.02 in 0.1 g

sedimenta/ml.
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Slika 27: Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca LK6 na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razliénim koncentracijam vzorca LK6 (0.004, 0.02 in 0.1 g
sedimenta/ml), celice kontrole (K) smo izpostavili samo gojis¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 %
DMSO, kot pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 UM BJ[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s
testom komet. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50
jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa
prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je ¢rta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov
predstavljajo 95-ti percentil, * predstavlja statistiéno znalilno razliko glede na kontrolno skupino (test
Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu LK6 smo zaznali statisticno znacilno povecano Stevilo
prelomov DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.02 in 0.1 g

sedimenta/ml.
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Slika 28: Doloc¢anje genotoksi¢nega delovanja vzorca PM na celicah HepG2 s testom komet

Celice HepG2 smo za 24 ur izpostavili razlicnim koncentracijam vzorca PM (0.004, 0.02 in 0.1 g
sedimenta/ml), celice kontrole (K) smo izpostavili samo gojis¢u, za kontrolo topila (0) smo uporabili 0.5 %
DMSO, kot pozitivno kontrolo pa smo uporabili 30 UM BJ[a]P. Genotoksi¢no delovanje smo ugotavljali s
testom komet. Celoten poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah in znotraj poskusa analizirali po 50
jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNA v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa
prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je ¢rta, ki razmejuje boks. Rocaji grafikona kvantilov
predstavljajo 95-ti percentil, * predstavlja statistiéno znalilno razliko glede na kontrolno skupino (test
Kruskal-Wallis, p<0.05).

Po izpostavitvi celic vzorcu PM smo zaznali statisticno znacilno povecano Stevilo
prelomov DNA (genotoksi¢nost) v primerjavi s kontrolo pri koncentracijah 0.02 in 0.1 g

sedimenta/ml.

V vseh poskusih smo zaznali statisticno znacilno povecano Stevilo prelomov DNA

(genotoksi¢nost) po izpostavitvi celic pozitivni kontroli (B[a]P).
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3) RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 Razprava

V diplomski nalogi smo ovrednotili citotoksi¢no in genotoksi¢éno delovanje enajstih
celokupnih vzorcev morskih sedimentov z razlicnih lokacij vzdolz slovenske obale.
Testirali smo tako vzorce z odprtega morja kot tudi vzorce odvzete ob obali, torej blize
virom onesnazenja (komunalne in industrijske odplake, pristanisca ipd.). Vzorci z odprtega
morja so s sredine Piranskega zaliva (vzorec MA), sredine TrzaSkega zaliva (vzorec CZ) in
sredine Koprskega zaliva (vzorec K) ter z odprtega morja pri Debelem rti¢u (vzorec KK) in
priblizno 2 km od piranske punte (vzorec F). Preostali vzorci so bili odvzeti ob obali: v
(vzorec DB2). V Luki Koper so vzor¢ili na treh lokacijah. Vzorec LK4a je bil odvzet pred
vhodom v 3. bazen Luke Koper, in sicer na povrSini sedimenta, na istem mestu je bil
odvzet tudi vzorec LK4e, le da na globini sedimenta priblizno 40 cm. Vzorec LKG6 je z
mesta ob premogovnem terminalu v notranjosti 3. bazena Luke Koper, medtem ko je bil
vzorec 14 odvzet ob izlivu reke Rizane v 1. bazenu v Luki Koper.

Za testiranje smo uporabili teste, ki so jih uporabili v Stevilnih drugih Studijah, kjer so
ugotavljali onesnazenost okoljskih vzorcev, in so se izkazali za primerne bioloSke teste
genotoksi¢ne aktivnosti (Zegura s sod., 2009; Bihari s sod., 2006; White in Rasmussen,
1998).

SOS/umuC omogoc¢a dolocanje genotoksi¢nosti vzorcev, ki v primeru genotoksi¢ne
aktivnosti povisajo ekspresijo SOS popravljalnega sistema povezanega z genom umuC v
primerjavi s kontrolo (Wittekindt s sod., 2000), kar podamo z indukcijskim razmerjem.
Test komet je obcutljiva metoda, s katero dolo¢amo primarne poskodbe DNA (Pra s sod.,
2005). V kombinaciji s testom komet se za dolo¢anje onesnazenosti okolja z genotoksini
uporabljajo izolirane celice primernih organizmov ali celicne linije (Tice s sod., 2000;
Collins, 2004). Za dolocCevanje genotoksi¢nega delovanja vzorcev sedimentov smo
uporabili celi¢no linijo HepG2, ki ima ohranjeno aktivnost metabolnih encimov prve in

druge faze pretvorbe ksenobiotikov (Uhl s sod., 2000).
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Za dolocitev genotoksi¢nosti je pomembno dolociti koncentracije, pri katerih vzorci na
organizme Se ne delujejo akutno toksi¢no (Tice s sod., 2000). Pri bakterijskem SOS/umuC
testu smo citotoksi¢nost doloCili z merjenjem gostote bakterij, ki so bile izpostavljene
vzorcem, in bakterij, Ki niso bile izpostavljene vzorcem. Za dolocitev citotoksi¢nega
delovanja vzorcev na celice HepG2 smo uporabili hitri spektrofotometri¢ni test, ki na
osnovi redukcije MTT soli v formazan omogoca kvantitativno vrednotenje zivosti celic

(Mosmann, 1983).

Pri testu SOS/umuC z metabolno aktivacijo nobeden izmed vzorcev ni uéinkoval
genotoksi¢éno na bakterije S. typhimurium, medtem ko smo pri testu brez metabolne
aktivacije zaznali znacilno povecano indukcijsko razmerje (IR>2), ki doloca
genotoksi¢nost, le pri dveh vzorcih (LK4a in DB2) pri najvi§ji testirani koncentraciji (12.5
g sedimenta/ml). Pomanjkanje indukcije sistema SOS bi lahko pripisali prisotnosti spojin,
ki inhibirajo komponente bakterijskega sistema SOS (Marvin s sod., 2000), ali zgolj nizKi
vsebnosti onesnazil z genotoksi¢nim potencialom. Podobne rezultate so dobili tudi Bihari s
sod. (2006), v katerih raziskavi noben vzorec sedimenta ni bil genotoksic¢en. To pripisujejo
relativno nizki vsebnosti PAH-ov, prisotnosti SOS inhibirajo¢ih spojin in/ali pomanjkanju
benzo[a]pirena na vzorénem mestu v pristani$¢u; glavna mutagena aktivnost s premogom
in katranom onesnazenih sedimentov je namre¢ povezana z benzo[a]pirenom (Marvin s

sod., 2000).

V drugem delu diplomske naloge smo izvedli dva testa. S testom MTT smo ugotovili, da
so vsi vzorci statisticno znacilno znizali prezivetje celic HepG2, ki je bilo odvisno od doze.
Pri koncentraciji 2.5 g sedimenta/ml smo izmerili le okrog 10 % prezivetje. Vzorec F je
deloval najmanj akutno toksicno, statisticno znacilno zmanjSano prezivetje celic smo
izmerili le pri koncentraciji 2.5 g sedimenta/ml. Pri niZjih dveh koncentracijah (0.1in 0.5 g
sedimenta/ml) se prezivetje ni statisticno zna¢ilno zmanjSalo. Odvzemno mesto F je
referencna postaja, ki je po podatkih Morske bioloSke postaje ponavadi najmanj
onesnazena. Najbolj akutno toksi¢no so na celice HepG2 delovali vzorci LK4e, LK6 in
PM, ki so statisti¢éno zna¢ino zmanjsali prezivetje celo za okoli 50 % pri koncentraciji 0.5 g
sedimenta/ml. Rezultat ni presenetljiv, saj sta vzorca LK4e in LK6 iz Luke Koper, PM pa

iz Marine Portoroz, torej z obmocij kjer je priCakovati najve¢jo onesnazenost. V Luki
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Koper in Marini PortoroZ je viden vpliv pomorskega oziroma navtiCnega prometa. Izmed
preostalih vzorcev velja izpostaviti Se vzorec CZ, ki je bil nekoliko bolj toksien v
primerjavi z ostalimi vzorci z odprtega morja. Tu gre najbrz za vpliv pristanis¢a v Trstu,
saj je vzorec CZ odvzet s sredine Trzaskega zaliva.

Zanimivo je, da je za vzorca LK4a in 14, ki sta prav tako iz Luke Koper, najvisja
koncentracija, pri kateri zivost celic ni bila zmanj$ana za ve¢ kot 30 %, 0.5 g sedimenta/ml
(pri ostalih vzorcih iz Luke Koper, LK4e in LK®, ter iz Marine Portoroz (PM) je bila ta
koncentracija 0.1 g sedimenta/ml). VVzorec LK4a je povrSinski, LK4e pa je bil odvzet z
globine sedimenta okoli 40 cm. Povrsinski vzorec LK4a je pri koncentraciji 0.5 g
sedimenta/ml zmanjSal prezivelost le za 20 %, LK4e pa kar za 50 % pri isti koncentraciji.
Snovi se nalagajo v sedimente skozi daljSe c¢asovno obdobje in tako razkrivajo
onesnazevanje v preteklosti (Luoma, 1996). V globljih sedimentih so tako verjetno bolj
toksi¢ne snovi z daljSo razpolovno dobo, ki so se v€asih uporabljale, danes pa je njihova
uporaba omejena in jih zato ne najdemo v novejSih povrSinskih sedimentih. Pri tem velja
upostevati tudi, da lahko procesi zamrzovanja in suSenja naravnih sedimentov spremenijo
njihove geokemijske lastnosti, kar lahko vodi v spremenjen toksi¢ni potencial sedimentov
(Geffard s sod., 2004; Schuytema s sod., 1989).

Kot Zze omenjeno, so PAH-i najbolj razSirjena organska onesnazila, prisotna v morjih po
vsem svetu. NajviSje koncentracije alifatskih ogljikovodikov (AH) in PAH-ov v sedimentu
so bile dolocene v Luki Koper (LK6) in Marini PortoroZ (PM), najniZja je bila vsebnost na
referen¢ni postaji (F). Glede na razmerje ogljikovodikov z lihim in sodim Stevilom C
atomov lahko sklepamo na pomemben delez alifatskih ogljikovodikov naravnega
kopenskega izvora. Predvsem velja to za merilni mesti v estuariju RiZane in v Marini
Portoroz. Vseeno pa so zelo poviSane vrednosti v estuariju Rizane povezane tudi z
onesnazevanjem s pomorskim prometom. Sestava PAH-ov kaze na prevladujo¢ pirogeni
izvor, substituirani PAH-i pa kazejo tudi na sicer manj pomemben petrogeni izvor (Turk s
sod., 2006). Tudi Bihari s sod. (2006) v raziskavi priobalnih morskih sedimentov na
obmocju Rovinja (Hrvaska) porocajo o najvecji onesnazenosti ravno v pristanis¢u. PAH-
oV petrogenega izvora niso zaznali, prevladujejo aromatski ogljikovodiki s 4 do 5 obroci,

kar kaze na mocCan pirogeni izvor PAH-ov na vseh vzorénih mestih.
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Rezultati genotoksi¢nega delovanja, ki smo ga dolocili s testom komet, razkrivajo najvecji
genotoksi¢ni potencial sedimentov z odvzemnih mest v Luki Koper (LK4a, LK4e, LK6) in
Marini Portoroz (PM), kar je pricakovano, saj je tam onesnazenje s pomorskim prometom
in z obale najvec¢je. Pri omenjenjenih vzorcih se je pojavilo statistiéno znacilno povecano
Stevilo prelomov DNA (genotoksi¢nost) ze pri koncentraciji 0.02 g sedimenta/ml. Vredno
je omeniti, da je vzorec 14, ki je prav tako iz Luke Koper, uéinkoval genotoksi¢no na
celice Sele pri koncentraciji 0.1 g sedimenta/ml. Morda je razlog v tem, da je lokacija

vzorca 14 ob izlivu reke Rizane, kjer je vecji pretok in procesi sedimentacije pocasnejsi.

Kosmehl s sod. (2007) so raziskovali genotoksi¢nost sedimentov v reki Ren (Nemcija).
Vzor¢ili so na devetih lokacijah vzdolz Rena na povrsini sedimenta (0-5 cm) in v globini
(do 150 cm). Zanimivo je, da so trije povrSinski vzorci in le eden globinski delovali
genotoksi¢no pri testu komet, kar je v nasprotju z njihovo hipotezo, da so starejSi in s tem
globlji sedimenti bolj onesnazeni od novejsjih povrsinskih. Bodisi so bile plasti starejSih
sedimentov remobilizirane in zopet namescene na novejSe sedimente (Claus s sod., 2002)
bodisi so novejsi sedimenti onesnazeni z genotoksi¢nimi substancami, ki Se niso bile
dolo¢ene kot prednostna onesnazila in torej njih uporaba Se ni regulirana. Notar s sod.
(2001) pa so v svoji raziskavi PAH-ov v Trzaskem zalivu pokazali, da koncentracije PAH-
ov upadajo od povrSine proti globljim plastem sedimentov. Na podlagi teh ugotovitev
lahko razlagamo, da se je onesnazenje s PAH-i v Trzaskem zalivu povecalo po prvi, Se
posebno pa po drugi svetovni vojni (Notar s sod., 2001). V naSi raziskavi smo primerjali
globinski in povrSinski sediment le na enem mestu v Luki Koper. Rezultat ni v skladu z
omenjeno hipotezo nemskih raziskovalcev (Kosmehl s sod., 2007), saj sta oba vzorca, tako
globinski (LK4e) kot povrSinski (LK4a), imela podoben genotoksi¢ni ucinek pri
koncentracijah 0.02 in 0.1 g sedimenta/ml, pri testu SOS/umuC brez metabolne aktivacije
pa je le povrSinski vzorec (LK4a) pokazal genotoksi¢ni u¢inek.

Najnizja koncentracija vseh ostalih vzorcev (CZ, DB2, F, K, KK, MA), pri kateri smo
zaznali genotoksi¢nost, je bila 0.1 g sedimenta/ml, torej visja kot pri vzorcih iz Luke Koper
in Marine Portoroz. To je priakovano, saj so ta mesta vzorCenja dlje od obale proti
odprtemu morju. Notar s sod. (2001) so pokazali, da celokupna koncentracija PAH-ov

dolocenih v sedimentih precej strmo upada z razdaljo od obale.
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V primerjavi z ostalimi poseljenimi obalnimi obmocji po svetu na podlagi izmerjenih
vsebnosti PAH-ov v sedimentih smatramo sedimente v TrzaSkem zalivu kot nizko do
zmerno onesnazene. Prevladujo¢i vir PAH-ov so procesi izgorevanja ter industrijske in
kanalizacijske odplake, manj pomembna so razlitja nafte. Razmerje med pirogenimi in
petrogenimi PAH-i se lahko neprestano spreminja zaradi intenzivnega tankerskega
prometa v TrzaSkem zalivu (Notar s sod., 2001).

V nasi nalogi smo testirali kompleksne vzorce morskih sedimentov ter njihov celokupni
uc¢inek, zato ne moremo z gotovostjo trditi, katere spojine v vzorcu so povzrocile
citotoksi¢ne in genotoksi¢ne ucinke. Na podlagi literaturnih podatkov smo sklepali, da
igrajo zelo pomembno viogo PAH-i. Njihovo vsebnost v sedimentih spremlja Morska
bioloSka postaja Piran z monitoringi kakovosti morja. Kosmehl s sod. (2007)
predpostavljajo, da imajo v sploSnem pri onesnazenju sedimentov pomembno vlogo tudi
spojine, ki niso doloCene za prednostna onesnazila. BioloSki testi pokazejo celokupni
ucinek vzorcev, zato so Se posebej uporabni za analize kompleksnih vzorcev, katerih
kemijske sestave ne poznamo natan¢no. Do sedaj dolofanje in spremljanje akutno
toksicnega delovanja in genotoksi¢nega potenciala sedimentov ni bilo vklju¢eno v redni
monitoring, ki ga izvajajo v okviru kontrole onesnazenosti slovenskega priobalnega morja.
Na podlagi rezultatov diplomske naloge predlagamo, naj se tovrstne raziskave v bodoce
redno izvajajo, zato naj jih vkljucijo v program nacionalnega monitoringa. Podatki, ki jih

na ta nac¢in dobimo, uspes$no dopolnjujejo in nadgrajujejo kemijske analize.
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5.2

Sklepi

Na podlagi dobljenih rezultatov smo oblikovali naslednje sklepe:

Pri bakterijskem testu SOS/umuC brez metabolne aktivacije S9 sta samo dva
vzorca (LK4a in DB2) povisala indukcijsko razmerje nad 2 in sta torej
genotoksi¢na, pri testu z metabolno aktivacijo S9 pa noben vzorec ni bil

genotoksicen.

Kolorimetri¢ni test MTT se je izkazal kot zanesljivi preliminarni test za doloCanje
prezivetja celic HepG2 po izpostavitvi vzorcem. Pri vseh vzorcih smo opazili

znacilno od doze odvisno zmanjSanje prezivetja celic HepG2.

Z izjemo vzorca 14 so vsi vzorci iz Luke Koper in Marine Portoroz pri testu komet
ucinkovali genotoksi¢no na celice HepG2 Ze pri koncentraciji 0.02 g sedimenta/ml.

Najnizja genotoksi¢na koncentracija preostalih vzorcev je bila 0.1 g sedimenta/ml.

Izmed vseh vzor¢nih mest sta se izkazali kot najbolj onesnazeni Luka Koper in

Marina Portoroz.

Bioloski testi so se izkazali kot uporaben pokazatelj za dolo¢anje onesnazenosti

morskih sedimentov.

Glede na to, da je pri testu komet vecina vzorcev delovala genotoksi¢no na sesalske
celice HepG2 celo pri mnogo nizjih koncentracijah vzorca, sklepamo, da se
bakterijski test SOS/umuC ni izkazal kot dovolj obcutljiv testni sistem za dolo¢anje

genotoksi¢nosti nasih vzorcev.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

Genotoksi¢ne snovi povzrocajo posSkodbe dednega materiala in izpostavljenost tem
snovem, tudi ¢e so koncentracije zelo nizke, lahko vpliva na bioloSko raznolikost, medtem
ko pri ljudeh lahko wvpliva na poveCano pogostnost rakavih obolenj. Med
najpomembnej$imi potencialno genotoksi€nimi onesnazili, ki se nalagajo v sedimentih, so
policikli¢ni aromatski ogljikovodiki (PAH), poliklorirani bifenili, organoklorni pesticidi in
tezke kovine. Ocena tveganj zaradi prisotnosti toksi¢nih onesnaZzil zgolj na osnovi
kemijskih analitskih podatkov je nezanesljiva, zato se v analizah onesnazenosti okolja
vedno pogosteje uporabljajo bioloski testi, ki zagotavljajo celostno sliko vplivov onesnazil
na okolje. Slovensko morje, ki obsega juzni del Trzaskega zaliva, je obremenjeno zaradi
goste poseljenosti obale, intenzivnega kmetijstva v zaledju, turizma, blizine pristanisc,
pomorskega prometa in izlivov rek. Nekatere raziskave kazejo, da so PAH-i glavna
komponenta z mutageno aktivnostjo, prisotna v sedimentih. Nastajajo pri nepopolnem
izgorevanju fosilnih goriv, organskih materialov, lesa in kurilnega olja. V morsko
priobalno obmoc¢je vstopajo z razlitji nafte, z industrijskimi odplakami, padavinami in
odtoki iz mest. Raziskave kazejo, da so PAH-i lahko prevladujoce, vendar nikakor edine

genotoksi¢ne spojine v sedimentih.

V nalogi smo Zeleli s pomoc¢jo bioloskih testov ugotoviti, ali so kompleksni vzorci morskih
sedimentov, odvzetih na odvzemnih mestih z razli¢no stopnjo in vrsto onesnazenosti,
genotoksi¢ni. Genotoksi¢ni potencial vzorcev smo dolocili z izbranimi testi: z bakterijskim
testom SOS/umuC ter s testoma MTT in komet s celicami ¢loveskega hepatoma HepG2.
Test SOS/umuC je metoda za doloCanje genotoksi¢nosti snovi, predvsem kompleksnih
okoljskih wvzorcev. Pri testu uporabljamo genetsko spremenjeno bakterijo Salmonella
typhimurium, sev TA1535/pSK1002, ki nosi zdruzena gena umuC-lacZ in tako lahko
dolo¢amo izrazanje gena umuC (eden izmed SOS genov) z merjenjem R-galaktozidazne
aktivnosti.

Test MTT je kolorimetricni test, s katerim ugotavljamo zZivost celic po izpostavitvi
vzorcem. MTT je rumena vodotopna substanca, ki jo mitohondrijske sukcinat
dehidrogenaze metabolno aktivnih celic reducirajo v vijoliéne nevodotopne kristale

formazana. Koli¢ina nastalega formazana je sorazmerna s Stevilom zivih celic.
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S testom komet ugotavljamo genotoksi¢no delovanje vzorcev. Test temelji na merjenju
prelomov ene ali obeh verig DNA, ki jih povzrocijo genotoksi¢éne snovi v vzorcih.
Raztopino liziranih celic nanesemo na stekelca z agarozo in jih izpostavimo elektri¢nemu
polju. Bolj kot je DNA poskodovana, manjSi so njeni fragmenti in hitrejSe bo njihovo
potovanje po gelu proti anodi. Jedra obarvamo z editijevim bromidom in jih analiziramo s

pomocjo fluorescenénega mikroskopa.

Pri testu SOS/umuC brez metabolne aktivacije S9 na bakteriji Salmonella typhimurium, sev
TA1535/pSK1002, sta samo dva vzorca (LK4a in DB2) poviSala indukcijsko razmerje nad
2, pri testu z metabolno aktivacijo S9 pa noben vzorec ni bil genotoksicen.

Pri testiranju vzorcev s testom MTT je pri vzorcih KK, CZ, K, MA, LK4e, LK6 in PM
priSlo do statisticno znacilnega znizanja preZivetja celic glede na kontrolo pri vseh
testiranih koncentracijah (0.1, 0.5 in 2.5 g sedimenta/ml oziroma 0.1, 0.5 in 2 g
sedimenta/ml pri vzorcu PM). Pri testiranju vzorcev 14, DB2 in LK4a smo opazili
statisticno znacilno znizanje prezivetja celic glede na kontrolo pri koncentracijah 0.5 in 2.5
Koncentracija, pri kateri prezivetje ni bilo manjSe od 70 %, je bila 0.5 g sedimenta/ml pri
vzorcih 14, KK, CZ, K, DB2, F, MA in LK4a, pri vzorcih LK4e, LK6 in PM pa je bila 0.1
g sedimenta/ml.

Pri testu komet so vzorci LK4a, LK4e, LK6 in PM delovali genotoksi¢no na celice HepG2
Ze pri koncentraciji 0.02 g sedimenta/ml, vsi ostali pa pri 0.1 g sedimenta/ml.

Izmed vseh vzorénih mest sta najbolj onesnazeni Luka Koper in Marina Portoroz. Zaradi
nevarnih u¢inkov, ki jih imajo v sedimentih nakopicene genotoksi¢ne snovi na ¢loveka in
ostale Zive organizme, je pomembno, da Se naprej spremljamo njihovo prisotnost v okolju

ter potencialno biolosko aktivnost.
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PRILOGA

Rezultati koncentracij poliaromatskih ogljikovodikov (ng/g suhega sedimenta) v sedimentu na postajah

obalnega morja Slovenije vzorevanih 9. oktobra 2008 (prazno polje pomeni pod 1 ng/g).

Koda postaje

Parameter 0ocz 0014 00PM 000K 00KK 00MA 000F
Naftalen 6 2 9 8 6
I-metilnaftalen
1-etilnaftalen
Acenaften 5 1 1 1
Acenaftilen
Fenantren 44 34 50 43 26 27 36
Antracen 1 3 4 2 2 3 2
Fluoren 17 54 2 6 5 9 3
2-metilfenantren 9 16 6 2 1 9 8
1-metilfenantren 6 17 12 12 36 6 8
Fluoranten 80 40 189 67 39 36 38
Piren 80 39 170 68 33 43 31
3,6-dimetilfenantren
1-metilpiren 15 4 30 22 19 18
Perilen
Krizen 117 99 168 67 35 67 44
Squalan
Benzo(a)antracen 35 22 64 33 17 19 11
Benzo(b)fluoranten 48 33 82 42 26 21 19
Benzo(k)fluoranten 113 62 199 81 13 54 42
Benzo(e)piren 64 28 67 40 25 48 16
Benzo(a)piren 92 15 99 34 44 52 22
Indeno(1,2,3-c,d)piren 13 20 94 37 53 23 19
Dibenzo(a,h)antracen 25 45 107 42 29 19 32
Benzo(g,h,i)perilen 28 31 52 12 15 18 13
Loceni aromatski 802 587 1372 618 431 481 370

Luka Koper: LK4a: 438 ng/g; LK4e: 202 ng/g; LK6: 963 ng/g



