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PRIMJENA MIKRONUKLEUSNOG TESTA
U AKTUALNIM IHTIOLOSKIM ISTRAZIVANJIMA

V. Mijat

SazZetak

U ovom je radu iznesen pregled najnovijih ihtiologkih istrazivanja u kojima se
autori sluze tzv. mikronukleusnim testom. Test se u znanstvenoj literaturi
spominje veé ¢itav niz godina kao jedno od osnovnih sredstava za utvrdivanje
osteéenja na DNK organizma-modela. Znanstvenici se njime koriste radi
dokazivanja genotoksi¢nih utjecaja razli¢itih tvari na organizme, u ovom
sluc¢aju hidrobionte.

Kljuéne rije¢i: mikronukleus, genotoksi¢nost, ekotoksikologija, mutageneza,
citotoksikologija, ihtiologija.

UvOD

U danasnje vrijeme brzog rasta ljudske populacije, Sirenja gradova, te indus-
trijalizacije, oneciséenje je sve veéi problem naSega drustva. Jedno od naj-
ugrozenijih prirodnih stanista jesu vodeni ekosustavi. Vode tekudice i stajaéice
akumuliraju i transportiraju Stetne tvari koje u njih dospijevaju: iz industri-
jskih ispusnih voda (metalska, kemijska, tekstilna, papirna i dr.), iz po-
ljoprivrednih tala zbog prekomjerne upotrebe zastitnih sredstava (pesticidi i
herbicidi), te iz drugih izvora. U SAD-u su prethodno provedena istrazivanja
pokazala da oko 30% industrijskih ispusnih voda sadrzi genotoksi¢ne tvari
(Kohlpoth i sur., 1999). U 2002. godini americka je agencija Toxic Release
Inventory zabiljezila ispustanje 105 210 tona otrovnih tvari izravno u rijeke,
jezera i more (Chen i White, 2004). Samo je Stetni utjecaj tekstilne
industrije enorman, ponajprije zbog velike koli¢ine ispusnih voda koje stvara,
te kompleksnog sastava tih voda. Ispusne vode tekstilne industrije mogu
sadrzavati: anorganske tvari, polimere, organske nusproizvode, boje za tekstil,
tvari za zgus$njavanje. Dvoje turskih znanstvenika dokazalo je godine 2003.
postojanje pozitivne korelacije izmedu frekvencije mikronukleusa i koli¢ine
ispusne vode iz tekstilne industrije kakvoj su bile podvrgnute eksperimentalne
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zivotinje (Cavas i Ergene-Go6ziukara, 2003). Kabil Al-Sabti je u svojem
radu dokazao povezanost izmedu broja mikronukleusa kod riba i doze tek-
stilne boje Chlorotriazine Reactive Ayo Red 120 koju su te ribe primile
(Al1-Sabti, 2000). Takoder je poznato da su pesticidi vrlo Stetne tvari za
vodene ekosustave jer uzrokuju stvaranje genotoksi¢nih promjena na stani-
cama vodenih organizama (Koppe Grisolia, 2002). Potvrden je utjecaj
pesticida PCP-a (pentaklorofenol) i 2,4 D (2,4 diklorofenoksi octena kiselina)
na pojavu mikronukleusa u riba (Abul Farah i sur.,, 2003; Ateeq i sur.,
2002). U danasnje se vrijeme obraduje i problematika potencijalnog geno-
toksi¢nog djelovanja raznih insekticida na vodene organizme, pa je tako i
potvrdena genotoksi¢nost piretroida lambda-cihalotrina (Cavas i Erge-
ne-Goziukara, 2003a). Industrija se koristi vodom ne samo kao izvorom
energije nego i kao pogodnim medijem u koji se ispustaju svi nusproizvodi
mogu uzrokovati nakupljanje Stetnih tvari u tijelu hidrobionata i eventualno
stvaranje ozbiljnih kroniénih bolesti. Zbog akumulacije otrovnih tvari njihova
koncentracija u tijelu vodenih organizama moze biti i visestruko veéa nego u
samoj vodi u kojoj taj organizam obitava. Zbog toga se Cesto, radi utvrdivanja
stupnja oneciséenja u rijekama, promatraju promjene u koncentraciji PCB-a
(polikloriranih bifenila), dioksina i teskih metala (Zive i olova) putem
uzorkovanja ribljeg tkiva. Nadalje, ve¢ je otprije poznato da industrijska
oneciséenja mogu uzrokovati genotoksi¢ne ucinke koji se o¢ituju u promjenama
na strukturi DNA. Spomenute promjene na DNK mogu inducirati mutagenezu
(promjenu genetske informacije), teratogenezu (razvojne malformacije), klasto-
genezu (cijepanje kromosoma) i karcinogenezu (rak ili neoplaziju), (Siu i sur.,
2004). Posljedice utjecaja genotoksina na organizme mogu se ocitovati i u:
smanjenju broja gameta, slabijoj plodnosti, razvojnim anomalijama, pojavi
tumora, letalnim mutacijama (Diekmann i sur., 2004). Zbog ovakvih
visestrukih Stetnih utjecaja koje genotoksi¢ne tvari imaju na zive organizme,
potrebno je provoditi opsezna i detaljna ispitivanja. Genotoksi¢ni utjecaj
ispusnih voda mjeri se kombinacijom kemijskih, fizikalnih i biologkih ispitiva-
nja radi dobivanja $to relevantnijih rezultata. Pojedini su se autori usmjerili
prema proucavanju genotoksi¢nosti sedimenata u vodama. U aktualnim se
istrazivanjima primjenjuju neki od ovih testova:

e Utvrdivanje postojanja spojeva izmedu DNK i kemijskih mutagena
(DNA adducts) koji katkad aktiviraju pocetak regeneracije lanca nukle-
inskih kiselina, $to u pojedinim slucajevima dovodi do supstitucije ili
delecije nukleotida.

e Utvrdivanje pojave cijepanja DNK lanca.

¢ Detekcija genskih mutacija.

e Razmjena sestrinskih kromatida SCE (Sister Chromatide Exchanges)
citogeneticka je metoda za proucavanje, ponajprije kemijskih mutagena.
Stanica koja je izloZena genotoksi¢cnomu djelovanju, pokusava ukloniti
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nastala ostecenja na lancu DNK, tako da homologni fragmenti sestrin-
skih kromatida katkad zamijene mjesta, a oblik kromatide ostane isti.
Broj takvih izmjena vedéi je u stanicama koje su vise izlozene djelovanju
Stetne tvari, te su posredan pokazatelj stupnja genotoksi¢nosti odredene
tvari.

UDS (unscheduled DNA synthesis) test, mjera kemijski induciranih
DNK zakrpa (obnavljanja), koja je prihvaéena kao indikator geno-
toksi¢nosti kemikalija na odredene organe (Diekmann i sur., 2004a).

Alkaline filter elution (AFE) metoda koju su godine 1976. razvili Kohn
isur. Diekmann i sur., 2004a).

Dokazivanje anomalija na jezgrama u eritrocitima (Erythrocytic Nuclear
Abnormalities ENA), (Pacheco i Santos, 2002; Cavas i Er-
gene-Gozukara, 2003; Bombail i sur., 2001). Cesto se rezultati
mikronukelusnog testa usporeduju s rezultatima nuklearnih anomalija.
One jednim imenom oznacuju sva mala uleknuéa stanicne membrane,
oblike na jezgri slicne resama, ureze, jezgre s mjehuriéima, jezgre
oblikom sli¢cne djetelini i sl.

U posljednje se vrijeme sve viSe primjenjuje tzv. komet-test ili gel
elektroforeza pojedinaénih stanica (Single Cell Gel Electrophoresis
SCGE). Taj nam test omogucuje proucavanje osteéenja na DNK lancu
(puknuéa jednostrukog i dvostrukog lanca) na razinu pojedinacnih
stanica (Bombail i sur., 2001). U spomenutom se testu individualne
stanice imobiliziraju u agaroznom gelu na predmetnome stakalcu, te se
stanina i nuklearna stijenka razbiju umakanjem u lysis—otopinu s
visokom koncentracijom soli i detergenata. Tada se ovako izlozena DNK
podvrgava elektroforezi i pod utjecajem elektricne struje fragmenti se
razli¢itih veli¢ina pocinju razdvajati u gelu. Nakon bojenja gela fluores-
centnim bojama, ostecena DNK promatranjem ispod fluorescentnog
mikroskopa poprima oblik slican kometu. Duljina puta koji je DNK
presla, tj. rep kometa ujedno oznacuje veli¢inu i koli¢inu iscjepkanih
fragmenata dvostrukog DNK lanca (Sto je rep kometa duzi, vise je
cijepanja DNK dvostrukog lanca). Najveée prednosti ovog testa jesu
velika osjetljivost, jednostavnost, ekonomic¢nost i brzina izvodenja.
Upotreba komet-testa omogucéuje nam da neposredno nakon izlaganja
utjecaju genotoksi¢ne tvari uo¢imo promjene. Kidanje DNK lanca nas-
taje mnogo brZze nego mikronukleusi za cije stvaranje trebamo pric¢ekati
da se dogodi mitoza (Buschini i sur., 2004).

SOS kromotest koji za model-organizam upotrebljava E. coli, a primje-
njuje se za ispitivanje genotoksi¢nosti sedimenta.

Sljededéi test koji je vazno spomenuti jest tzv. Amesov test mutagenosti
ili Salmonella test. Taj se test temelji na pretpostavci da je svaka tvar
koja je karcinogena ujedno i mutagena. Izvodi se na mutiranom soju
Salmonelle typhimirium, koja nema gen za sintezu histidina. Kada se
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Mutagen:
Aneugen ili klastogen

Slika 1. Nastajanje mikronukleusa
Fig. 1. Apearance of the micronucleus

ovakva kultura podvrgne djelovanju neke poznate karcinogene tvari,
postoji moguénost da pod njenim utjecajem bakterija mutira (reverzna
mutacija) i po¢ne sintetizirati histidin iz sastojaka podloge u kojoj ne
postoji histidin. Taj test nije 100% pouzdan, ali je jednostavan i brz, pa
je jos relativno popularan. Dioksin, npr., kao poznati karcinogen, ne daje
pozitivne rezultate Amesova testa. S druge strane, mnoge tvari upotreb-
ljavane u poljoprivredi daju pozitivne rezultate tog testa: etilen di-
bromid, ziram i sl. Ovaj ¢esto primjenjivani test detektira mutagenost i
karcinogenost odredenih tvari na prokariotskom organizmu koji, na-
ravno, nije idealan model za istrazivanja u ihtiologiji.

e Mutatox test koji za model-organizam upotrebljava tamni mutant
bakteriju Vibrio fisheri, za razliku od divljeg tipa koji luminiscira.

e I na kraju tzv. mikronukleusni test (MN) standardni je test za detekciju
citogenetskih ostecenja (Slika 1).

MIKRONUKLEUSNI TEST
Mikronukleusni test brzi je i osjetljivi na¢in za jednostavno potvrdivanje
postojanja strukturnih promjena na DNK ili gubitka dijelova DNK. U novijoj

se znanstvenoj literaturi spomenuti test rabi u vise svrha. Prevladavaju radovi
koji frekvenciju mikronukleusa upotrebljavaju za dokazivanje genotoksi¢nosti
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ispitivanih tvari (Siu i sur., 2004; Torres de Lemos i sur., 2001;
Pacheco i Santos, 2002; Cavas i Ergene-Goziikara, 2004). Ista
se metoda primjenjuje za dokazivanje genotoksi¢nosti voda na pojedinim
lokacijama (Porto i sur., 2004; Kolak i sur., 1999; Bombail i sur., 2001).
Nedavno je, medutim, doslo do rasélanjivanja problematike vezane uz mikro-
nukleus, pa su se znanstvenici poceli baviti pitanjima oko utjecaja spola na
frekvenciju mikronukleusa (Takai i sur., 2004), utjecaja riblje vrste (Koppe
Grisolia i Torre Cordeiro, 2000), utjecaja vrste stanica na kojima se
provodi test (Palhares i Koppe Grisolia, 2002), utjecaja jacine doze
toksina kojem su izloZeni organizmi i sl. Mikronukleusi se stvaraju konden-
zacijom kromosomskih fragmenata (klastogeni efekt) ili cijelih kromosoma
(aneugeni efekt) koji nisu ukljuéeni u stvaranje jezgre stanice—kéeri prigodom
anafaze. Ova tjelesca, nakon mitoze, egzistiraju odvojeno u citoplazmi. Znan-
stvena je postavka da, kada se stanica izloZi utjecaju neke genotoksi¢ne tvari,
dolazi do razli¢itih osSteéenja DNK, pa tako i do stvaranja mikronukleusa.
Dokazana je pozitivna korelacija izmedu broja eritrocita u stanicama nekog
organizma i genotoksi¢nog utjecaja odredene ispitivane tvari. Cesto se izvodi
na recirkulirajuéim perifernim eritrocitima ili na stanicama Skrga. Upotreba
mikronukleusnog testa seze jo$ iz 70-ih godina prosloga stoljeéa. Konstantno
se upotrebljuje veé zadnjih 30-ak godina za proucéavanje genotoksi¢nih efekata
oneciséavaca na ribama, vodozemcima i $koljkasima.

U danasnje vrijeme test se izvodi na nizu organizama: ribe, Skoljkasi i
vodozemci. Ribe su vodeni organizmi koji Stetne tvari iz vode asimiliraju preko
Skrga, koze ili preko hrane jer se mnoge od njih nalaze pri vrhu hranidbenog
lanca. Od riba se u recentnoj literaturi mikronukleusni test izvodi na nizu
morskih i slatkovodnih vrsta. Pretpostavka je da svaka vrsta reagira drukdcije
na djelovanje genotoksiénih utjecaja, pa se u radovima rabe: zlatni karas
(Carassius auratus Gibelio), (Strunjak-Perovié i sur., 2003), $aran
(Cyprinus carpio), (Gustavino i sur.,, 2001; Buschini i sur., 2004), trlja
blatarica (Mullus barbatus), (Pietrapiana i sur., 2002), osli¢ (Merluccius
merluccius) (Pietrapiana i sur., 2002), pastrva (Salmo trutta), europska
jegulja (Anguilla anguilla), (Rodriguez—Cea i sur., 2003), riba-zebra
(Danio rerio), (Diekmann i sur.,, 2004a; Diekmann i sur.,, 2004), klen
(Leuciscus cephalus), (Kolak i sur.,, 1999) i dr. No, ipak se znanstvenici u
veéini slucajeva odlucuju na vrste koje su éeste i uobicajene, ili na vrste koje
lako prezivljavaju u laboratorijskim uvjetima. Zlatni se karas (Carassius
auratus gibelio), na primjer, upotrebljava jer je relativno cesta vrsta i dostupan
tijekom cijele godine (Al-Sabti, 2000). U nekim se radovima rezultati testa
provjeravaju na Skoljkasima, npr. dokazujuéi Stetnost Bl[a]P na vrsti Skoljke
Perna viridis (Siu i sur.,, 2004). Gauthier i suradnici (2004) provode
mikronukleusni test na li¢inkama vodozemeca, juznoafricke zabe Xenopus laevis
radi utvrdivanja genotoksi¢nosti rijecne vode u blizini rudnika kamena spata
ili lisnika. U pojedinim se radovima usporeduje pogodnost iskoristavanja
razli¢itih vrsta kao organizama-modela za mikronukleusni test, pa tako
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Koppe Grisolia (2002) u svojem radu opravdava upotrebu ribe u ovu
proucavanju genotoksi¢nosti odredenih tvari od miseva. Kod miseva je, dalje,
utvrdeno da se djelovanje genotoksic¢nih tvari drukdéije oéituje medu jedinkama
razli¢itog spola, a iste vrste (Takai i sur., 2004). NajceSce se u riba uzorkuju
hemociti, odnosno periferni eritrociti. Za potrebe mikronukleusnog testa testi-
raju se stanice iz: repne Zile, Skrga, bubrega, iz srca (punkcija srca), te kostane
srzi (u miseva). Radi optimizacije i standardizacije eksperimentalnih metoda,
neki su znanstvenici pokusali izvesti prebrojavanje mikronukleusa u drugim
stanicama, npr. bubreznim stanicama (glavno mjesto hematopoeze) uz pret-
postavku da ée te stanice brze reagirati na izloZzenost organizma otrovima.
Rezultat testa, medutim, nije potvrdio pocetnu pretpostavku jer je mikronuk-
leusni test pokazao jednaku osjetljivost na bubreznim stanicama i perifernim
eritrocitima. Druga se je varijanta, ujedno, pokazala lakse izvedivom i nein-
vazivnom (Palhares i Koppe Grisolia, 2002). I RodriguezCea i
suradnici 2003. godine koriste se bubreznim stanicama zbog njihova visokog
mitotickog indeksa. Za proucavanje mikronukleusa se, takoder, rabe i jetrene
stanice zbog pretpostavke da ée jetra brze reagirati na izlaganje genotoksinima
jer se u njoj ionako dogada metabolicka aktivacija (Pietrapiana i sur.,
2002). Nakon uzorkovanja, stanice se razmazuju po predmetnome stakalcu.
Ovako uzeti obrisci fiksiraju se s apsolutnim etanolom ili metanolom i boje
razli¢itim bojama (Giemsom, hematoksilinom, May-Grunwaldovom bojom,
Leishmannovom bojom, acridine-orange bojom). Mikronukleusi se prebrojavaju
u uljnoj imerziji pod mikroskopom kao okruglaste citoplazmatske inkluzije
slicne jezgri, jasno odijeljenjih rubova, s promjerom od 1/10 do 1/3 jezgre
(Chamberland i sur., 2002). Prema opéeprihvaéenom opisu mikronukleusa,
ta se tjeleSca ne smiju doticati s jezgrom, te bi morala imati istu boju i
intenzitet kao jezgra. Mikronukleusi ne lome svjetlost. Preporuka je da se
najmanje 2 0004 000 stanica/po ribi provjerava na prisutnost mikronukleusa.
Test se u danasnje vrijeme izvodi u in vivo i in vitro uvjetima, uz napomenu
da in vitro metode postaju sve popularnije. Arcand-Hoy i Metcalfe
(2000) u svojem radu izvodi mikronukleusni test in vivo na jetrenim stanicama
koje se umjetno induciraju na dijeljenje. Upotrijebljen je jetreni nekrogen
alil-format (AF) radi induciranja regeneracije hepatocita kalifornijske pastrve.
Povecanje broja neoplazmi (tumori) na jetri i kozi ovih riba odredeno je kao
biomarker za detekciju utjecaja genotoksi¢nih i karcinogenih tvari. Istrazivanja
in vitro izvode se i na kulturama stanica RTG 2 (Rainbow Trout Gonade)
kalifornijske pastrve u svrhu dokazivanja genotoksi¢nih utjecaja nekih supstan-
cija (Kohlpoth i sur, 1999). U testu in vitro na staniénim kulturama
sisavaca vazno je analizirati aktivne stanice koje se razmnozavaju (proliferirajuce)
jer se mikronukleusi stvaraju nakon mitoze. Kao pozitivna kontrola u radovima
najCeSce se rabe ove tvari: benzoapiren (Kohlpoth i sur., 1999; Siu i sur.,
2004; Pacheco i Santos, 2002; Kolak i sur., 1999), ciklofosfamid
(Palhares i Koppe Grisolia, 2002; Koppe Grisolia i Torre
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Cordeiro,2000; Koppe Grisolia i Starling, 2001; Rodrigues—
Cea i sur.,, 2003), mitomicin C (Palhares i Koppe Grisolia, 2002;
Koppe Grisolia i Torre Cordeiro, 2002), kolhicin (Rodrigues-
Cea i sur., 2003).

RASPRAVA [ ZAKLJUCCI

1.

Mikronukleusni test i dalje nalazi Siroku primjenu u ihtiolo§kim istraziva-
njima kao eksperimentalna metoda za utvrdivanje genotoksi¢nog utjecaja.
Prednosti mikronukleusnog testa nad ostalim testovima jesu ove: prak-
tian, brz i jednostavan. Rezultati se mogu lako arhivirati i oéitati bilo
kada i koliko god puta je potrebno. Izvodi se na eritrocitima radi
nukleusnog testa postoji i nekoliko nespecifiénih indikatora visokog otro-
vanja ribljih organizama: gubitak ljuski, odbijanje hrane, promjene u
ponasanju i pokretljivosti, poteskoée u disanju, smanjena plodnost i sl. No,
upotrebom tih testova ne moze se mnogo doznati o promjenama na
genetskom materijalu ispitivanog organizma.

Riba se je pokazala kao pogodan organizam-model za primjenu mikronuk-
leusnog testa jer je vrlo osjetljiva na pojavu Stetnih tvari u svojemu
stanistu. Mutageno je djelovanje mnogo lakse i brze uocljivo u prokariota,
te u biljaka i Zivotinja (riba) s brzom izmjenom generacija.

Ribe, vodozemci i Skoljkasi se veé dugi niz godina sluze kao genetski
model za evaluaciju stupnja oneci$éenosti u vodenim biosustavima.
Preporucljivo je upotrijebiti jos jedan od mnogih postojeéih testova za
dokazivanje genotoksi¢nog utjecaja, tako da bi se rezultati mikronukleus-
nog testa lakse potvrdili ili opovrgnuli.

Buduéi da sve vise do izrazaja dolaze rezultati da svaka riblja vrsta reagira
drukéije na odredeno genotoksi¢no djelovanje, vazno je testirati Sto veéi
broj vrsta i imati na umu ovu ¢injenicu pri usporedivanju rezultata dvaju
radova izvedenih na dvjema ribljim vrstama. Kada su za ispitivanje
genotoksiénog utjecaja X-zraka rabljene jedinke iste vrste, ali razliita
spola, autor nije utvrdio signifikantnu razliku izmedu dviju ispitivanih
skupina (Takai i sur, 2004). Vazno je za riblji modelni organizam
upotrijebiti vrste koje se hrane na razli¢ite naine (omnivor, piscivor,
herbivor) i usporediti fekvenciju mikronukleusa medu njima.

Vrsta tkiva i stanica na kojima se izvodi mikronukleusni test katkad moze
imati utjecaj na frekvenciju pojave mikronukleusa. Jesu li §krzne stanice
bolje za taj test jer su neprestano izravno izloZene genotoksinu ili je bolje
prebrojavati mikronukleuse u hemocitima jer su oni negranulirani i imaju
nisku ucestalost spontanih mikronukleusa? Kod izbora vrste stanica na
kojima ce se obavljati test vazno je imati u vidu stani¢nu kinetiku i brzinu
izmjene generacija.
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10.

11.

12.

28

Radi optimizacije i standardizacije eksperimentalnih uvjeta vazno je uloziti
jo$ napora u proucavanje mehanizama koji dovode do stvaranja mikronuk-
leusa. Znanstvenici su na dobrom putu postavljanja potpunih i ne-
pogrjesivih kriterija za o€itavanje mikronukleusa, no jos se katkad doga-
daju pogreske (viralna nekroza eritrocita moze se zamijeniti mikronuk-
leusom). Valja naglasiti da je preporucljivo zamoliti vise razli¢itih osoba
da, neovisno jedna o drugoj, oc¢itaju mikronukleuse pod mikroskopom i
tek onda odrede njihov prosjek. Relevantnost dobivenih podataka ovisi i
o broju stanica po organizmu u kojima su prebrojeni mikronukleusi.
Preporuka je da se prebroje mikronukleusi u najmanje 1 000 do 3 000
stanica jedne ispitivane jedinke.

Prigodom donosSenja znanstvenog zaklju¢ka bitno je ne zanemariti ostale
moguce utjecaje na frekvenciju mikronukleusa. Na ucestalost pojave
mikronukleusa, osim vrste ispitivane otrovne tvari, utjecu i ¢imbenici kao:
dob, spol, zdravstveno stanje ispitivanog organizma, vrsta polutanta, doza
genotoksiéne tvari, sezona, temperatura vode i prehrana. U pojedinim je
radovima veé potvrdena znatna razlika u broju induciranih mikronukleusa
izmedu razli¢itih vrsta. U jednom je radu dokazano da najmanji utjecaj
kadmij, ciklofosfamid i kolhicin imaju na europsku jegulju, a da je
ispitivana vrsta pastrve ujedno i najosjetljivija na Stetne ¢imbenike (Ro -
driguez-Cea i sur., 2003). S druge strane, poveéanje temperature vode
uzrokuje povecanje broja kromosoma-poliploidiju, a time, posredno, i
poveéanje broja mikronukleusa (Strunjak-Perovié i sur., 2003).
Rezultate testa potrebno je usporediti sa spontano induciranim mikronuk-
leusima nastalima u prirodnim uvjetima i tek s tako dobivenim podatcima
usporediti rezultate.

Mikronukleusni test nije najbrzi test za dokazivanje osteéenja na DNK jer
je potrebno cekati da se odigra mitoza u stanicama koje su izlozene
genotoksinu i tek ée onda mikronukleusi postati uocljivi.

Jo$ su neodgovorena brojna pitanja vezana uz aspekt perioda, a koja se
namecéu pri upotrebi mikronukleusnog testa. Izaziva li produzeni period
izlaganja organizma-modela nekom toksinu poveéani broj mikronukleusa?
Postoji i pretpostavka da se pri duZem izlaganju nekom genotoksinu u
organizmu stvori rezistencija/tolerancija i ne dode do fizioloskog odgovora.
Nasuprot ovom problemu, postavlja se i pitanje koliko je najkrace razdob-
lje potrebno za neku genotoksiénu tvar da poc¢ne ostavljati vidljive
posljedice na Zivi organizam. Veé je odnedavno poznato da postoji period
latencije izmedu pocetka izlaganja organizma otrovu i postizanja najvecega
broja mikronukleusa (Koppe Grisolia i Torre Cordeiro, 2000).
Utvrdeno je da se najveéi broj mikronukleusa u in vivo testovima u
laboratoriju najéesée moze zabiljeziti od oko 1 do 5 dana nakon pocetka
tretmana.

Rezultati mikronukleusnog testa mogu se primijeniti i radi pobolj$anja
prehrane i zdravlja ljudske populacije. U mnogim su zemljama ribe i
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vodeni mekusci glavni izvor proteina za ljude, ali u isto vrijeme akumuli-
raju Stetne tvari u svojem organizmu. Primjerice, Svjetska zdravstvena
organizacija (WHO) utvrdila je godine 1999. da ribe i mekusci pohranjuju
velike koli¢ine Zive u svojem organizmu. Znanstvenici su pronasli kore-
laciju izmedu koli¢ine pronadene Zive u limfocitima osoba koje su konzu-
mirale kontaminiranu ribu.

Imajuéi u vidu ekologku znacajku mikronukleusnog testa, vazno je drzati
se nekih osnovnih nacela o¢uvanja okolisa. Pri izvodenju mikronuleusnog
testa u kontroliranim laboratorijskim uvjetima, te pri izlaganju riba
utjecaju razli¢itih mutagena, pojavljuje se problem odlaganja kontamini-
rane vode u kojoj su drZani ispitivani organizmi. Sljedeéi problem stvara
neracionalna uporaba laboratorijskih Zivotinja u svrhu razlié¢itih istraziva-
nja, pa tako i ihtioloskih. Zbog ekologkih i eti¢kih razloga, testovi in vitro
trebali bi biti pravilo.

I na kraju, korisno je upotrijebiti mikronukleusni test prigodom proucava-
nja ekotoksikoloskih utjecaja u ihtioloskom istrazivanju, ali uz neizbjezne
mjere opreza.
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Summary

MICRONUCLEUS TEST IN MOST RECENT ICHTHIOLOGY
RESEARCH

V. Mijat

The purpose of this paper was to give an insight into the most recent
ichthiology research in which Micronucleus test is used. This test has been
used for some time now as a tool for determining DNA damage in model-or-
ganism. Scientists have been using it in order to assess genotoxic effects which
certain substancies exhibit towards different organisms, in this case hydro-
bionts.

Key word: micronucleus, genotoxicity, ecotoxicology, mutagenesis, cyto-
toxicity, ichthiology
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