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U periodu od 13 do 17. septembra 2021.
godine UdruZenje genetiCara u Bosni i
(GENuBIiH) u
Institutom za geneticko inZenjerstvo i

Hercegovini saradnji sa

biotehnologiju Univerziteta u Sarajevu
(INGEB-UNSA) realizovalo je Drugi kongres
geneticara u Bosni i Hercegovini s
medunarodnim uceS¢em. lako je, za razliku
od Prvog kongresa 2019. godine, odrzan u
online formatu i bez prigodnih socijalnih
deSavanja, kvalitet ovog kongresa ni za ¢im
ne zaostaje. Kroz pet sesija kongresa:
Humana i medicinska genetika, Genetika
resursa,

prirodnih BioinZenjerstvo,

biotehnologija i bioinformatika,
Biomonitoring i geneticka toksikologija i
Forenzicka genetika prezentirano je 70
radova ukljuéujuéi 16 pozvanih predavanja,
14 usmenih predavanja i 39 e-poster
prezentacija sa znacajnim uceS¢em i
studenata. Medunarodni karakter kongresa
je opravdan sa oko 50% ucesnika izvan
granica BiH (Sjedinjene Americke Drzave,
Brazil, Spanija, Turska, Velika Britanija,
Srbija,
Tokom 5 dana kongresu su prisustvovala

Hrvatska, Makedonija, Kosovo).

143  ucesnika  ukljuCujuéi  autore i
registrovane ucesnike. U Zelji da kongres
ima i obrazovni a ne samo naucni znacaj,

kongres je posebno promovisan medu
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studentima  koji su  prisustvovali u

znacajnom broju.

Uspjesna dugogodiSnja saradnja sa
Institutom za geneticko inZenjerstvo i
biotehnologiju Univerziteta u Sarajevu i ovaj
put je rezultirala publiciranjem sazetaka
prezentiranih radova u ¢asopisu Instituta -
Genetics and Applicationsa  knjiga
apstrakata je u elektronskom formatu
dostupna na stranici UdruZzenja geneticara u
BiH (www.genubih.ba). Pokrenut 2017.
godine casopis Genetics and Applications
trenutno je jedini nauéni ¢asopis u BiH koji
se fokusira iskljucivo na genetiku i do sada je
u Casopisu objavljen znacajan broj naucnih
radova. Uclesnicima kongresa je otvorena
mogucnost da svoje radove prezentirane na
kongresu, u punom obimu, objave u
casopisu  Genetics and  Applications.
Publiciranje u ovom casopisu je besplatno,
uz medunarodnu recenziju, a vidljivost
okvirima i

casopisa u medunarodim

indeksiranost u naucnim bazama

kontinuirano rastu.

Ponosni smo da se kongres realizuje na

10. godisnjicu  postojanja  Udruzenja

geneti¢ara u BiH. Za navedeni period smo
nacionalne i

ostvarili znacajne

internacionalne projekte te postali ¢lanovi
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Evropskog udruzenja humane genetike, nadamo se da se za dvije godine vidimo i
Medunarodne  unije  toksikologa te druZzimo u punom kapacitetu.
Evropskog drustva za mutagenezu | Koristimo priliku i da se zahvalimo
genomiku okolisa. .
sponzorima Kongresa Federalnom

Ponosni smo $to smo uprkos u teskim ministarstvu obrazovanja i nauke, Gradskoj
trenucima COVID-19 pandemije, uz podrsku upravi Grada Sarajeva te kompaniji
kolega, uspjeli odrzati predvideni Mikro+Polo d.o.o. Sarajevo.
kontinuinet realizacije naSeg kongresa i
" H (5 Gome E WORKSHOP ON ADVANCED
b‘ < égééﬁga %’Cj]“[f:g err\f:.; BIOTECHNOLOGY
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Radionica o naprednoj biotehnologijig n 71 OEOET B 11

Biotechnology in Bosnia and Herzegovina - Novel tools, safety measures,
and ethical issues in genetic manipulationO
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U okviru Drugog kongresa geneticara u
BiH sa medunaordnim uceS¢em a uz
podrsku i u suorganizaciji sa Ministarstvom
poljoprivrede Sjedinjenih Drzava (USDA),
organizovana je
biotehnologiji
Biotechnology in Bosnia and Herzegovina —

radionica o naprednoj
(Workshop on Advanced

novel tools, safety measures, and ethical
issues in genetic manipulation).

Radionica je  okupila  eminentne
internacionalne (dr. Yiping Qi - College of
Agriculture  and  Natural  Resources,
University of Marylanddr. Renata Hanzer -
Croatian Agency for Agriculture and Feod
dr. Channapatna Prakash - College of Arts
and Sciences, Tuskegee UnivessiBhD
student Simon Sretenovic - College of

Agriculture and  Natural  Resources,

LE dzNIV A ©

I AOAT

t  OA D
AYyOSy2SNaiG®2 A 0A20SK

dz . 24y A

University of Maryland dr. Magda Bou
Dagher Kharrat - Saint Joseph University of
Beiru) i domace (dr. DzZemil Hajri¢c - BiH
Food Safety Agengcydr. Fuad Gasi i dr.
Arnela Oki¢ - Faculty of Agriculture andood
Processing dr. Adaleta Durmic¢-Pasi¢ -
Institute for genetic engineering and
biotechnology, University of Sarajgvo
predavace koji su prezentovali teoretske
informacije o razvoju i aktuelnim
biotehnoloskim alatima, pregled CRISPR-Cas
metodologije te njihove primjene uz
Takoder,

analizirana je aktuelna regulativa u regionu,

odabrane primjere iz prakse.

primjeri  efikasnog monitoringa kao i
biosigurnosni i eticki aspekti. Radionici je
tokom 5 dana prisustvovalo 128 ucesnika.
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Third International Green Biotechnology Congress

Organizacijski odbor

¢ NB6S3 YS SkimgieshZIBng Bidehnologije

Tre¢i medunarodni kongres zelene
biotehnologije ponovno okuplja renomirane
naucnike iz oblasti biotehnologije, genetike i
molekularne biologije u Sarajevu od 30.
septembra do 2. oktobra. Program Kongresa
obuhvata plenarna predavanja, usmene i
poster prezentacije kao i prezentacije

sponzora.

Apstrakti prezentiranih radova ée biti
publicirani u knjizi apstrakata Genetics &
ApplicationsSpecial issue

e

~ 3
—~—

~

—

Nt

Da li su pouke koje smo naucili tokom
pandemije COVID-19 esencijalne za buduce
adaptacije u nauci i drustvu, te da li su
rieSenja skrivena u zelenoj biotehnologiji
kroz jaCanje kapaciteta za istrazivanja,
inovaciju i distribuciju znanja i vjestina?
Moze li zelena biotehnologija igrati ulogu u
nasem post-COVID 19 oporavku?

THIRD INTERNATIONAL GREEN
BIOTECHNOLOGY CONGRESS

2021

30% September-27¢ October

Sarajevo, Bosnia and Herzegovina
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Uvod

Komet esej (engl. comet assay ili single
cell gel
rasprostranjena metoda za mjerenje DNK

electrophoresis) je  Siroko

ostecenja u eukariotskim stanicama. Ova
metoda postala je kao jedna od standardnih
u genotoksikoloskim istrazivanjima,
humanom biomonitoringu, molekularnoj
epidemiologiji, ekogenotoksikologiji kao i u
fundamentalnim istraZivanjima ostecenja i
popravke DNK. Komet esej privlaci svojom
jednostavno$éu, visokom  senzitivnocu,
brzinom i ekonomicnosti. Najcesée se
primjenjuje u ispitivanju animalnih stanica,
bilo da se nalaze u kulturi ili izolarani
direktno iz organizma (npr. limfociti iz krvi ili
stanice razdvojenih tkiva). Medutim, ova
metoda je razvijena i za ispitivanje osteéenja
DNK kod biljaka. Celulozni stani¢ni zid, kao
barijera koja onemogucava oslobodanje
DNK, moze se narusiti mehanickim
sjeckanjem tkiva c¢ime se oslobadaju
nukleusi koji onda mogu biti uronjeni u
agarozu. (Collins, 2004).

Prvi put je uspostavljena 1984. godine od
strane Ostlinga i Johansona kao
mikroelektroforetska tehnika za direktnu
vizualizaciju DNK ostecenja u pojedinacnim
stanicama (Ostling & Johanson, 1984).
Manji broj celija izlozenih radijaciji je

suspendiran u tankom sloju agaroznog gela
na predmetnom staklu, a zatim liziran i
izloZzen elektroforezi (Slika 1). Posljednji
korak je podrazumijevao bojenje
fluoroscentnim bojama koje se vezuju za
DNK. Slika koja se dobijala posmatranjem
pod fluoroscentnim mikroskopom kao
krajnji  rezultat otkrivala je stanice
karakteristicnog izgleda koje podsjeéaju na
,komete”, na osnovu Cega je metoda i
dobila ime, a stanice sluZile su za
odredivanje  stepena  DNK
(Fairbairn et al., 1995).

Od tada je metoda komet eseja Siroko

ostecenja

rasprostranjena u genotoksikoloSkom
testiranju hemikalija kako u in vitrotako i u
in vivo modelima. Prednost posmatranja
modela na ovakav nacin podrazumijeva
mogucnost pracenja i ispitivanja stanica iz
razlicitih tkiva (Langie et al., 2015). U zadnjih
15 godina, komet esej se intenzivno koristi u
proucavanju genotoksi¢nosti hemikalija kod
vrste Drosophila melanogastefGaivio &
Sierra, 2014). Ovakav pristup je veoma
koristan jer D. melanogasterpredstavlja
vrijedan model za sve vrste procesa
povezanih sa zdravljem Covjeka ukljucujudi i
odgovor na osteéenja DNK (Langie et al.,
2015).

8| 5A00LAT EA CATA
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Denaturacija

)‘/ Meostecena DNK
S d \

W e Y
MNormalna p T
stanica

Stanica sa
oitecenim DNK

DNK fragmenti

Elektroforeza

Rep kometa

Glava kometa

Slika 1. Nastanak kometa prilikom elektroforeze
(https://www.rndsystems.com/products/cometassay-assay-principle)

Kada je u pitanju biljni komet esej, u
posljednjoj deceniji dosSlo je do ubrzanog
razvoja metodologije i njegove primjene na
razli¢itim kopnenim i vodenim biljkama,
narocito u procjeni stanja okolisa (Costa et
al., 2014; de Lapuente et al., 2015; Santos et
al., 2015). Takoder, tokom posljednjih
godina proizvodnja i koristenje
nanomaterijala izrazito je povecana Sto za
posljedicu ima i izloZenost ljudi ovim
materijalima. Identifikacija i razumijevanje
opasosti nanomaterijala i njihova
povezanost sa zdravljem ¢ovjeka nije nimalo
jednostavna tematika. Ne samo da je
hemijskai sastav nanomaterijala odgovoran
za genotoksi¢nost, ve¢ takoder i oblik,
specificna dodirna povrsSina, veli¢ina, i
distribucija. Sve ove osobine potencijalno
utjecu na genom. Pored upotrebe biljnog

komet eseja u ispitivanju djelovanja

radijacije i genotoksi¢nosti hemijskih
agenasa, sve viSe se koristi i za ispitivanje
genotoksi¢nog efekta nanopartikula (Santos
et al.,, 2015).

Od inicijalne metode komet eseja,
uloZeni su veliki napori kako bi se povecala
njena senzitivnosti i pouzdanost, kao i
mogucnost primjene na mnostvu razliCitih
stanica (Fairbairn et al., 1995).

Postoje dvije varijante komet eseja:
prvobitno razvijeni, neutralni komet esej
(Ostling O & Johanson, 1984) i modificirani,
alkalni komet esej (Singh et al., 1988).
Smatra se da obje varijante imaju potencijal
razlikovanja izmedu razli¢itih DNK lomova.

Kod neutralne varijante, molekula DNK je
sacuvana kao dvostruki lanac koji dovodi do
otkrivanja dvostrukih lomova DNK. U
alkalnoj varijanti kometa denaturacija
omogucava otkrivanje  jednostrukih i

5A00LAT EA CAT AOE6é ACZGENUBIHT OT E 9
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dvostrukih lomova kao i alkalno-labilnih
pozicija Sto dovodi do generalne
pretpostavke da je alkalni komet esej
mnogo senzitivniji u odnosu na neutralnu
varijantu u detekciji DNK oStecenja
(Peycheva et al., 2009). Medutim, kako
jedan lom u DNK zavojnici dovodi do
relaksacije hromatina, neutralna metoda sa
isto tako moze smatrati prilicno senzitivnom
kada se primjene niZe koncentracije agenasa
koji sjeku samo jedan lanac DNK
(Shaposhnikov et al., 2008) .

Veliki interes ove metode polazi od njene
primjene u humanom biomonitoringu kao i
ekoloskoj procjeni sedentarnih organizama
izloZenih razli¢itim okolisnim
kontaminantima (Olive & Banath, 2006).

Metoda komet eseja podrazumijeva
suspenziju agaroze i Celija na predmetnom
staklu, nakon cega slijedi elektroforeza u
alkalnom mediju. DNK petlje koje posjeduju
lomove se opustaju i izduZuju prema anodi,
formirajuc¢i izgled komete koji se moze
posmatrati fluorescentnom mikroskopijom
uz odgovarajucu boju. Ostecenje DNK se
najbolje prezentuje kao procenat DNK
fluoroscencije u repu kometa. Prije gotovo
dvije decenije uspostavljeno je misljenje da
se kometi sa malom nukleoidnom glavom i
dugim repom nazivaju hedgehog kometi,
duhovi ili oblaci — a poti€u od veoma
ostecenih stanica u apoptozi (Lorenzo et al.,
2013). Postoje jaki argumenti koji govore
protiv identifikacije ovakvih kometa kao
apoptoticnih stanica, ali joS uvijek se ¢esto

koriste kao indikator citotoksicnog efekta
koji rezultira smrcu stanice.

Cilj ovog seminarskog rada obuhvata
pregled literaturnih podataka u vezi sa
dokazima da se hedgehog kometi ne mogu
poistovijetiti sa apoptoticnim stanicama.
Takoder, bitno je spomeniuti i drugu stranu i
objasniti odakle dolazi sama ideja i
argumentacija za suprotno misljenje.

| NBdzySydA T F A LINRGAGD

kometa kao stanica u apoptozi za

OAG20G214A61S8 FylFfAl S

Sama ideja da komete male glave i
velikog repa predstavljaju apototicne
stanice vjerovatno potjece iz rada Olive i
saradnika (1993) u kojem autori opisuju
mogucnosti komet eseja u detekciji stanica
u apoptozi, te porede metodu komet eseja
sa protocnom citometrijom. TK6 humani B
limfociti su izloZeni dozi radijacije od 5 Gy u
trajanju od 24 h, a nakon toga uronjeni u
liziraju¢i alkalni pufer kako bi se otklonili
proteini i omogucila migracija DNK u fazi
elektroforeze. Olive i saradnici (1993)
navode da je uocena izrazita fragmentacija
DNK. U poredenju sa kontrolnim stanicama
apoptoti¢ne stanice su imali najmanje 20
000 lomova DNK molekule, sto ¢ini 90%
ukupne stani¢ne DNK koja je prezentirana u
repu kometa (Slika 2). Autori zakljucuju da je
moguce uociti apoptozu mnogo ranije nego
metodom protocne citometrije i sugeriraju
da se povecana senzitivhost komet eseja
moze iskoristiti kao prednost u njenoj
detekciji (Olive et al.,1993).

10| 5A00LAT EA CATA
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Slika 2. Paneli A i B: Fotomikrografska fluorescencija dvije TK6 stanice nakon izlaganja 24 h
dozom od 5 Gy. Ci D paneli: Intaktne TK6 stanice nakon bojenja 30 minuta sa hidroetidinom
(Olive et al.,1993).

Interesantno je da su Olive i saradnici
koristili TK6 stanice koje su izuzetno
osjetljive na radijaciju. Cak i pri niZzim
dozama radijacije (Do = 0,64 Gy), TK6
stanice nisu bile u mogucénosti da poprave
dvostruke lomove u DNK (Evans et al.,
1993). Druge stanice testirane u ovoj studiji
poput V79 ili CHO nisu pokazale znakove
apoptoze ¢ak i nakon izlaganja u periodu od
24 h dozom radijacije od 25, 50 i 100 Gy.
Cak i ako su TK6 stanice atipi¢ne, €ini se
razumnim zakljuciti da hedgehog izgled
kometa potjeCe od ranih faza apoptoze,
prije fragmentacije, ali to nije razlog da
takve komete, kad god da se pojave,
smatramo apoptoticnim (Lorenzo et al,,

2013). U kratkom priopéenju Gopalakrishna
i Khar (1995) navode mogucénost koristenja
komet eseja kao metodu za odredivanje
DNK osteéenja u apoptoti¢nim stanicama.
Tumorske stanice, AK-5 su kokultivirane sa
NK stanicama u prisustvu antitumorskih
antitijela, nakon c¢ega su posmatrali
mehanizam stani¢ne smrti inducirane sa NK
stanicama. Na slikama (Slika 3) se moze
vidjeti pojava repa komete koja se
povecavala sa produZenjem perioda
kokultivacije. Njihove opservacije sugeriraju
da komet esej moZe biti jednostavna i
pristupaéna metoda za odredivanje DNK
fragmentacije u apoptotiénim stanicama

(Gopalakrishna & Khar, 1995).

5A00LAT EA CAT AOEé AOZGEXMBIHT OT E IIll
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Slika 3. Imunofluorescencija DNK ciljanih stanica nakon mikroelektroforeze. a) kontrola 360x; b)
apoptoti¢ne tumorske stanice 400x; c) kontrola 460x; d) apoptoti¢ne stanice 420x
(Gopalakrishna & Khar, 1995).

Lorenzo i saradnici (2013) smatraju da se
ne mogu donositi takvi zakljucci samo na
osnovu toga Sto su kometi sa velikim repom
kod AK-5 stanica primjeceni u kokultivaciji
sa NK stanicama i antitumorskim antitijelima
koje i onako izazivaju stani¢nu smrt (Lorenzo
et al.,, 2013).

U studiji Florenta i saradnika (1999) jako
oSteéene stanice (ekvivalentne hedgehog
kometama) klasificirane su kao apoptoti¢ne
(Slika 4). Kao modelne stanice izabrane su
BaF3 i Rec-1 limfoidne stanice kod kojih je

pokrenuta apoptoza uklanjanjem faktora
rasta (GF) u ¢ijem slucaju dolazi do apoptoze
zbog nedostatka signala za preZivljavanje. U
slu¢aju kad su BaF3 stanice liSene IL-3
ispiranjem i kultviranjem u mediju bez
WEHI-3B, nakon 6 h vijabilnost stanica je
reducirana a nakon 48 h stanice su bile
mrtve. Kod Rec-1 stanica redukcija
vijabilnosti je primjeéena ve¢ nakon 3 h, a
48 h sati kasnije je takoder nastupila smrt
(Florent et al., 1999).
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Slika 4. Bojenje sa DAPI nakon uklanjanja IL-3. Normalne stanice ( « ), apoptoti¢ne stanice (D) sa
kondenziranim hromatinom i apoptoti¢na tijela (*). Uveéanje x400 (Florent et al., 1999)

Nadalje, Hartmann i Speit (1997) u svom
istrazivanju ukazuju na potpuno ostecene
stanice (oblake) koje karakterise znacajna
koli¢ina DNK u repu te oni smatraju da
ovakve stanice treba izostaviti prilikom
evaluacije genotoksi¢nih efekata putem
komet eseja (Hartmann & Speit, 1997).

Koncepcija da hedgehog kometi mogu
predstavljati apoptoti¢ne stanice zasnovana
je na pogreSnom shvatanju u vezi sa
razinom detekcije komet eseja.
Eksperimenti sa raijacijom X-zrakama
ukazuju da pri 10 Gy dolazi do zasiéenja
komet eseja (Collins et al., 2008). Ovaj broj
je ekvivalentan broju od tri prijeloma po 109
daltona, dva prijeloma po 106 baznih parova
ili nekoliko hiljada prijeloma po stanici. Ovaj
broj nije ni priblizan broju fragmenata koji

nastaje sa nastupanjem apoptoze gdje
dolazi do redukcije DNK do oligonukleotida
(Lorenzo et al., 2013).

Potrebno je istaknuti da su hedgehog
kometi obi¢no vidljivi odmah nakon
tretmana. Tice i saradnici (2000) navode da
karakterizacija hedgehog kometa (kometi
male glave i velikog repa) kao apoptoti¢nih
stanica nije u potpunosti ispravna. Na
primjer, kometi koji obi¢no poprimaju izgled
hedgehog kometa su tretirani sa visokim
dozama gama radijacije, a u ovim uslovima
apoptoza uopste nije ni moguda (Tice et al.,
2003). Isto potvrduju i Lorenzo sa
saradnicima (2013) navodedi da je ,isuvise
rano za pokretanje apoptotiénog raspada
DNK*“.
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Zanimljivu pretpostavku predodio je
Rundell sa svojim saradnicima (2003) koji
tvrdi da je moguce razlikovati DNK ostecenje
kod apoptoti¢nih i ne-apoptoticnih stanica
jer ne-apoptotic¢ne
sposobnosti popravke oStecenja, a apoptoza

je ireverzibilan proces (Rundell et al., 2003).

stanice imaju

Stanice jajnika kineskog hréka (CHO) su
tretiranje sa etil-metansulfonatom (EMS), 2-
acetoksiacetilaminofluoren (2AAAF) i H,0,,
a zatim je izveden komet esej, odmah i
nakon inkubacije od Cetiri sata. Interesantno
je da su kometi bili mnogo manje izrazeni
nakon inkubacije od 4 h, jer su stanice
popravile oStecenja. Stanice tretirane sa
EMS u koncentraciji od 2-15 mM pokazale

30

su znatnu redukciju u DNK oSteéenjima
nakon 4 h. Jo$ izrazeniji popravak uocen je
kod tretiranja sa 2AAAF. CHO stanice su
tretirane 2h sa 2AAAF (500 nM do 7 uM) sa i
bez pufera za oporavak u periodu od 4 h.
One stanice koje su prosle period oporavka
imale su dosta manje vrijednosti repa
komete u poredenju sa stanicama koje nisu
proSle period oporavka. CHO stanice koje su
tretirane sa 10-300 uM H,0,, njihova razina
osStecenja DNK zavisila je od upravo od
koncentracije H,0,. Medutim, nakon 4 h
oporavka u puferu primjecena je potpuna
popravka DNK (Slika 5) (Rundell et al.,
2003).

O H,0, tretman

15 }

10 }

o5 | L H,0,tretman +4h inkubacije u puferu

O

Qg— g o —o—"

Prosjeéna duzina (Tail moment) (um)

0 50 100

150 200 250 300

Hidrogen peroksid (uM)

Slika 5. Kriva koja pokazuje odnos koncetracije H,O; sa nivoom oSte¢enja DNK kod CHO stanica —
(O) — CHO stanice tretirane H202 bez oporavka u likvidnom mediju ili (o) sa oporavkom u
likvidnom mediju (Rundell et al., 2003).
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Kao alternativho objasnjenje koje se
moglo postaviti je da su apoptoti¢ne stanice
nastavile svoju fragmentaciju DNK tokom
inkubacije do te mjere, da su nukleiodi
jednostavno nestali tokom elektroforeze.
Medutim, ova moguénost je odbacena
praéenjem pozicije nukleoida prije
elektroforeze i njihove relokacije nakon
elektroforeze. Nije doSlo do gubitka
nukleoida (Rundell et al., 2003). Lorenzo i
saradnici (2013) su potvrdili navedene
nalaze samo umjesto 4 h oporavak je trajao
15 minuta.

Kako bi se potvrdilo da li hedgehog
kometi zaista predstavljaju apoptoticne
stanice, potrebno  je izvrSiti  jos
eksperimenata u uslovima izlaganja stanica
razli¢itim agensima, pogotovo poznavajudi
da je apoptoza ireverzibilan proces.
Nekoliko je bitnih stavki o tome kako
integrirati hedgehog komete kao dio komet
esej mjerenja. Obi¢no je praksa da se odredi
procenat hedgehog kometa po slajdu. Ovi se
podaci predstavljaju pored ostalih mjerenja
u metodi komet eseja i podataka o
citotoksi¢nosti (Kumaravel et al., 2007).

Hedgehog kometi, ,oblaci” ili ,, duhovi®,
kako se najceSc¢e opisuju, jednaki su
kometama sa vise od 80% DNK u repu.
Naucnici ih obi¢no iskljucuju iz analiza
genotoksi¢nosti jer predstavljaju
kvalitativno drugaciji tip osStecenja DNK,
asociran sa stanicnom smrti (apoptozom ili
nekrozom) prije  nego potencijalno
popravljivim lezijama (Lorenzo et al., 2013).

Da li u nekom sluéaju hedgehog kometi

mogu predstavljati ranu fazu apoptoze?

Slike kometa koje su posmatrane nakon 15
h inkubacije u 100 uM citotoksicnom SDS,
vjerovatno predstavljaju ranu  fazu
apoptoze. Kod ovakvih stanica, nakon dalje
inkubacije nije dolazilo do oporavka
(Lorenzo et al., 2013).

Vazino je napomenuti da veli¢ina i oblik
kometa umnogome zavisi o0 uslova
elektroforeze, voltaze i njenog trajanja
(Azqueta et al.,, 2011). Takoder, izgled
kometa zavisi i od intenziteta mikroskopske
lampe, filtracije kao i boje koja se koristi pri
bojenju. Ovi parametri bi mogli objasniti
znafajne varijacije u izgledu hedgehog
kometa prilikom analize (Ersson et al.,
2001).

Bl 1teadz I 1

Oblaci ili hedgehog kometi veoma su
vazan dio komet eseja. Radi se o malim
stanicama sa veoma izrazenom DNK
migracijom koja je izvan domene mjerenja
image analysis sistemom. Karakteriziraju se
kao stanice sa malom ili odsutnom glavom i
veoma difuznim repom koji je fizicki odvojen
o glave. Iz ovog seminarskog rada, prili¢no je
jasno da hedgehog kometi, iako mogu
predstavljati rane faze lomova DNK u
apoptozi, oni nikako ne moogu biti indikator
citotoksicnosti. Frekvencija oStecenja DNK
nije ogromna (nekoliko hiljada lomova po
stanici) i obiéno biva popravljena u ne-
apoptoti¢nim stanicama. Povezivanje
pojmova hegehog komet i Ccelijska smrt
treba odbaciti, jer takvi kometi prestavljaju
jako oSteéene stanice i trebale bi biti

uklju¢ene u procjenu genotoksi¢nosti. U
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slu¢ajevima gdje je nastupila apoptoza,
mogu¢ je gubitak visoko osStecenih stanica
tokom elektroforeze komet eseja koju treba

Kao zaklju¢ak mozemo reci da prisustvo
hedgehog kometa nije znak citotoksi¢nosti
te da se genotoksicki testovi trebaju izvoditi

obaviti sa posebnom paznjom. uz dodatak citotoksickih testova za
pouzdane rezultate.
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Ribe kao modeli: Biomonitoring vodene sredine upotrebom komet i
mikronukleus testa
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Uvod

Oko 80 posto svjetskih otpadnih voda
ispusta se najcesée neocis¢eno nazad u
okoli§, zagadujuci rijeke, jezera i okeane.
Ovaj Siroko rasprostranjeni  problem
zagadenja vode ugrozava zdravlje ljudi i
Zivotinja, cineci toksi¢ni pritisak na njih
(Denchak, 2018).

Ispustanje oneciséenih industrijskih voda
u vodene sredine uzrokuje pojavu hemijskih,
fizickih i bioloskih kontaminanata, koji
dospijevaju¢i u  zdrave  ekosisteme,
narusavaju iste. Nerijetko bivaju otrovni za
vodene organizme, skraéujuéi im Zivotni
vijek i sposobnost razmnozavanja, a efekti
se prenose kroz prehrambeni lanac
(Denchak, 2018).

Navedene okolnosti su dovele do
znacajnog razvoja i upotrebe testova
genotoksi¢nosti na bazi tehnika za direktno
otkrivanje  oStecenja DNK.  Vazinost
otkrivanja genotoksic¢nih rizika povezanih sa
zagadenjem vode prvi put je shvacena
krajem 1970ih godina (McCarthy, et al.,
1990). Od tada je razvijeno nekoliko testova
za procjenu DNK promjena u vodenim
Zivotinjama. Ovi testovi se oslanjaju na
pretpostavku da bilo koje promjene u DNK
mogu imati dugotrajne i teske posljedice.
Sestrinski hromatidni test, hromozomske

ISySiA6] 2

aberacije, komet test i mikronukleus test
trenutno su najéesée koristene metode za
otkrivanje DNK lezija u ekotoksikologiji.
Hromosomske  aberacije i razmjena
sestrinskih  hromatida oduzimaju puno
vremena, resursa i zahtijevaju
proliferiraju¢u populaciju celija. Zbog toga
su komet test i mikronukleus test
predstavljeni kao jednostavniji, isplativiji i
osjetljiviji  testni sistemi za procjenu
genotoksi¢nosti hemikalija a vremenskom
efikasnosSc¢u (Osman, 2014).

Biomonitoring genotoksi¢nosti vodene
sredine na akvati¢nim organizmima (Osman,
2014) se odvija zbog dva vazna razloga:

(1) zastite geneticke raznolikosti u
prirodnim populacijama koja je vazina za
opstanak populacije, pri ¢emu je pozeljno
izbjegavanje mutacija uzrokovanih
zagadivacima koje iskrivljuju sliku geneticke
raznolikosti;

(2) otkrivanja kancerogenih ucinaka u
vodenim organizmima koje je potrebno za
procjenu zdravlja vodenih organizama, a
samim tim i za sprjeCavanje ulaska
kancerogena u lanac ishrane za ljude kao

krajnje korisnike.
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Mikronukleus test

Heddle (1973) i Schmid (1975) su
nezavisno predlozili mikronukleus test (MN)
kao alternativni i jednostavniji pristup za
procjenu oSte¢enja hromosoma in vivg jer
omogucava prikladnu i laku primjenu,
posebno u genotoksikoloskim studijama s
vodenim organizmima. Koristi se od pocetka
1980ih za procjenu genotoksi¢nih ucinaka
izloZzenosti zagadivacima okolisa.
Mikronukleusi  nastaju iz  fragmenata
hromosoma ili cijelih hromosoma koji
zaostaju u diobi ¢elija zbog nedostatka
centromere, ostecenja u podrucju
centromere ili defekta u citokinezi. Do
stvaranja mikronukleusa moze do¢i u bilo
kojoj od diobenih ¢celija bilo koje vrste. Broj
mikronukleusa posluzio je kao pokazatelj
lomova hromosoma i disfunkcije aparata
mitotickog  vretena. U istraZivanjima
mutageneze u okoliSu, MN test pomocu
vodenih organizama pokazao se kao
jednostavan, pouzdan, osjetljiv i jeftin
postupak za procjenu bioloskog uticaja
zagadenja vode. MN test je u vodenim
organizmima okarakterisan kao bioindikator
zagadenja u divljim podrucjima, kao i nakon
izloZzenosti

direktne ili indirektne

genotoksi¢nim agensima in viva

Komet test

Korisniji pristup za procjenu osteéenja
DNK je jednocelijski gel (eng. single-cell gel,
SCG) ili komet test, kao jedan od

najsavremenijih testova za kvantificiranje
osStecenja i popravka DNK u eukariotskim i
nekim prokariotskim celijama. Ostling &
Johanson (1984) su prvi razvili tehniku gel-
elektroforeze za mikro-éelije u svrhu
otkrivanja oStec¢enja DNK na nivou jedne
celije. Nakon toga, Singh et al. (1988) su
uveli tehniku gela za mikro-éelije koja
ukljuCuje elektroforezu u alkalnim (pH> 13)
uslovima u istu, prethodno navedenu,
svrhu. Popularnost ovog testa posljedica je
njegove osjetljivosti, relativno niskih
troskova, jednostavnosti i vremenske
efikasnosti zbog automatskog bodovanja
kometa upotrebom softvera za analizu slika.
Takoder, njegovu popularnost povecava
njemacka Savezna agencija za okoli$ koja ga
pouzdano

preporucuje  za otkrivanje

genotoksicnosti povrsinskih voda

(pregledano u Osman, 2014).

t NBOSa
voda upotrebom riba kao modela
AaiGNI OA Gl yel

Proces biomonitoringa genotoksi¢nosti
voda upotrebom riba kao modela
istrazivanja obuhvata nekoliko faktora (Slika
1) na koje je potrebno usmjeriti paznju
pogotovo prilikom kreiranja
ispitivanja/istraZivanja voda. Znacajni faktori
su izbor vodne sredine, bioloski, hemijski i
fizicki parametari vode, nacin uzorkovanja
riba, i odabir vrste ribe koja se koristi kao

model istrazivanja.
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IzloZzenost zagadivaima voda
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Slika 1. Proces biomonitoringa genotoksic¢nosti voda upotrebom riba kao modela istrazivanja

Vodena sredina
Od  velikog
biomonitoring

znaCaja za  ovakav

voda, je izbor vodenu
sredinu. Da bi se ispitivali genotoksiéni
efekti ta biti

genotoksi¢nim kontaminantima

sredina treba izlozena

koji

predstavljaju prijetnju vodenoj sredini,

oCuvanju ekoloskih procesa i resursima
ribarstva i akvakulture. Kontinuirani unos
zagadivaca u okoli§ doveo je do razvoja
mnogih razli¢itih tehnika za procjenu i

pracenje njihove sudbine i ucinaka

(pregledano u Seriani et al., 2012; Hussain
et al., 2018). Asllani et al. (2019) su predodili
da mnogi zdravstveni problemi u humanoj
populaciji su uzrokovani dugogodisnjem
izlaganju okoliSnom zagadenju ukazujuéi na
Sto vise

potrebu za istrazivanja o

dugoro¢nom riziku i posljedicama istog.
Najce$ée emisije zagadenja su povezane sa
velikim industrijskim objektima koji emituju
mjesSavinu razli¢itih cestica (npr. PM10,
PM2.5, dusikov oksid (NOx), sumporni oksid
(SOx), ozon (03), oksidi ugljika (COx), teski

metali, radioaktivni  element), koje

dospijevaju i utiCu na zrak, vodu i zemlju i

vrSe genotoksicni pritisak na biljke i

Zivotinje.
U praksi, za sve analizirane lokalitete

vodene sredine potrebno je zabiljeziti

koordinate uzorkovanja. Nije dovoljno

analizirati jedan lokalitet, nego vise nijih.
Takoder, kao kontrolni lokalitet potrebno je
vodenu sredinu

izabrati i za koju se

pretpostavlja da nije izloZzena

kontaminantima (Asllani, et al., 2019), za Sto

20|
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Seriani et al. (2012)
ribogojilista, jer se uslovi vode u

preporucuju

ribogojiliStima smatraju kontrolisanim i
odgovarajucim, a ribe iz njih zdravim.

hRNBSA @1t y23q A KE FAl
parametara vode

Preliminarna ispitivanja kvaliteta
izabrane vodene sredine obuhvataju
odredivanje fizickih, hemijskih i bioloskih
parametara. Za neke vodna tijela se
navedeni parametri kontinuirano prate
shodno aktuelnim drZavnim legislativama.
Fizicki parametri vode podrazumijevaju
odredivanje stepena mutnode, boje, mirisa i
temperature. Hemijski parametri
podrazumijevaju odredivanje pH, alkaliteta,
tvrdoée, rastvorenih gasova, organskih
materija, metala. Sve navedene parametr je
moguce odrediti upotrebom brzih testova u
trenutku uzorkovanja vode (npr. upotrebom
aqua-check digitalnog fotometra i GOX

oksimetra).
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Za odredivanje nivoa zagadenja vodenih
sredina koristen je veliki broj razlicitih
akvati¢nih organizama. Medu njima, ribe
predstavljaju izvrsne  eksperimentalne
modele za toksikoloske studije, pruzajuci
rano upozorenje na promjene u okolisu
uzrokovane zagadenjem (Powers, 1989).
Ribe su izloZzene ksenobioticima na slican
nacin kao i drugi kicmenjaci, te se mogu
koristiti za procjenu potencijala nekih
zagadivaca za stvaranje teratogenih i
kancerogenih ucinaka na ljude. Studije
genotoksic¢nosti koriStenjem citogenetskih

analiza na ribama pokazale su osjetljivost
ovih organizama (pregledano u Seriani et al.,
2012). Ribe su posebno korisne za procjenu
vodnih tokova i toksina taloZenih u
sedimentima, gdje mogu unaprijed pruziti
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novih hemikalija i moguénosti zagadenja
okolisa (Powers, 1989).

Uzorkovanje

Genotoksikoloski testovi se sprovode na
uzorcima krvi/krvnim razmazima. Uzorci krvi
riba se uzimaju iz kaudalne vene (0,2 mL)
(Asllani et al., 2019) u EDTA epruvete, nakon
Sto ribe bivaju uhvaéene mrezom. Po
zavrSetku uzorkovanja vradaju se u vodenu
sredinu, vodedi evidenciju o eventualnom
nastupanju smrti riba. Prikupljeni uzorci se
drze na ledu i u najkraéem roku donose u
laboratoriju na dalju analizu (Asllani et al.,
2019).

Vrste riba
Pregledom sprovedenih istrazivanja,

A&0GNI OA @I y 21 autori su prikazali da koriste razligite vrste

riba za istraZivanja genotoksi¢nih efekata
shodno ispitivanim vodenim sredinama. Do
sada, koristene vrste su Rutilus rutilus
(Asllani et al., 2019), Oreochromis niloticus
(Seriani et al.,, 2012), Alburnoides
bipunctatusi Alburnus alburnugkolarevic et
al., 2016), Labeo rohita(Hussaini et al.,
2018), Channa punctatus Mystus vittatus
(Kushawa et al., 2012) za koje su autori
utvrdili da je C. punctatus mnogo
senzitivnija na akvati¢ne polutante.

Prilikom izbora vodene sredine i
odredivanja lokaliteta ispitivanja, potrebno
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je istraziti dotadasnju literaturu u pogledu uklju€ujuéi i kontrolni lokalitet. Takoder
naseljenosti akvaticnim organizmima da bi istrazivanja mogu i¢i i u smjeru koja vrsta
se shodno tome izabrao model ribe koji ¢e ribe je najsenzitivnija na akvati¢ne polutante
biti koristen. Najbolji izbor je vrsta koja kao u studiji Kushawa et al. (2012).

obitava na svim izabranim lokalitetima,
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