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Cuvinte cheie: cadmiu, epitoxicogenomica, gastropode
INTRODUCERE

Desi cadmiul si cuprul pot fi gasite Tn natura in cantitati mici (ordinul ppm),
modernizarea si inmultirea accesoriilor tehnologice care utilizeaza electricitate a dus la
raspandirea si acumularea de metale grele toxice precum cadmiu si cupru in diferite
componente ale dispozitivelor electromecanice (cabluri, baterii, circuite, materiale plastice,
anvelope etc.). Uzura acestor dispozitive permite unor cantitati importante din aceste metale
sa treaca in mediu, contribuind astfel la cresterea efectelor toxice asupra solului, vegetatiei si
implicit a omului.

Intrucat analiza instrumentald moderna permite detectarea rapida si sensibila ridicata a
Cd si Cu, determinarea efectelor lor poluante asupra lumii vii raméne o problema deschisa.
Utilizarea gastropodelor ca bioindicator al acestor efecte este inclusa in actualele directii de
cercetare. Gastropode precum Cantareus aspersus (Muller, 1774; syn. Cornu aspersum sau
Helix aspersa) sunt tolerante la ingerarea unor niveluri ridicate de cadmiu si acumuleaza in
tesuturi niveluri ridicate din acest metal.

Melcii pulmonati terestri utilizeaza cuprul ca oligoelement esential, dar prezenta unor
cantitati importante din acest metal pot produce efecte toxice asupra melcilor. Reglarea
homeostatica a Cu trebuie sa fie, prin urmare, un obiectiv esential al melcilor terestre pentru
a supravietui. Aceste moluste acumuleaza cupru in majoritatea organelor lor, o anumita
proportie fiind intotdeuna legata, la concentratii constante, de o izoforma a unei
metalotioneine contindnd Cu (Cu-MT), indiferent daca animalele au fost expuse la cantitati
fiziologice sau crescute de Cu.

Scopul general al tezei mele de doctorat a fost evaluarea efectului expunerii la cadmiu,
si respectiv cupru, pe diferite cai de expunere asupra diferitelor modele toxicologice.

Lucrarea de fata este structurata in doua parti principale: o partea generala si o partea
specifica. Partea generala contine informatii teoretice cu privire la relevanta pentru mediu si
om a expunerii la cadmiu si cupru. Aceastad parte ofera, de asemenea, o perspectiva
detaliata asupra efectelor toxice ale acestor oligoelemente la mai multe niveluri organismale,
inclusiv epigenomul, ca dovezi convingatoare pentru utilitatea melcilor ca bioindicatori.

n acest scop, am folosit melcul de gradina, Cantareus aspersus, ca model nevertebrat
si linia umana a celulelor HT-29 ca model toxicologic uman. Pentru a furniza date relevante
din punct de vedere toxicologic, am utilizat o gama larga de endpoint+uri toxicologice, cu
accent pe modificarile care apar la nivelul genelor si mecanismelor cheie care regleaza
functionalitatea lor (metilarea ADN-ului).



Ca urmare a utilizarii unor scenarii de expunere cu multiple durate, cai si doze de
expunere, rezultatele tezei mele de doctorat ar trebui sa ofere o noua dimensiune asupra
intelegerii efectelor toxice legate de contaminarea / poluarea cu cupru si cadmiu Si
modificarile moleculare asociate cu aceste evenimente.

Studiul 1. Expunerea la soluri contaminate cu cupru

Obiectivul: Obiectivele principale ale acestui studiu au fost: (i) sa identifice daca melcii
terestri preiau cuprul din sol in mod direct, independent de ingestia alimentelor si (ii) sa
evalueze potentialul toxic al contaminarii solului cu cupru asupra pe melcilor terestri
(Pulmonata). Exemplare tinere din specia Cantareus aspersus (Muller, 1774) au fost utilizate
ca model animal, deoarece aceasta specie are o biologie binecunoscuta si este usor
crescuta atat in conditii de laborator, cat si in aer liber. In acest context, am evaluat transferul
direct al cuprului din sol in corpul melcilor asa cum apare in natura, adica simultan prin
contactul epitelial si ingestia solului. in aceastd directie au fost masurate nivelurile de
bioacumulare (niveluri de Cu in hepatopancreasul, piciorul si cochilia melcilor), parametrii
morfologici (marimea cochiliei) si letalitatea (rata de supravietuire), in timp ce sulfatul de
cupru a fost utilizat ca sursa de cupru. Pentru a furniza date relevante din punct de vedere
ecologic, acest experiment a fost realizat in conditii semirealistice de camp, majoritatea
parametrilor reproducandu-i pe cei intalniti in natura (lumina solara, curentii de aer,
temperatura, fotoperioada).

Materiale si metode: Aceast experiment a fost realizat in satul Temeresti (judetul
Timis, Romania; 45,8747° lat. N, lungime 22,2117° long E). Pentru a asigura o populatie de
testare omogena, au fost achizitionate 350 de exemplare tinere din specia C. aspersus, cu
varsta de trei luni, de la o ferma de melci din Romania (S.C. Edimpe Auto S.R.L., Muntenii
de Sus, judetul Vaslui). Dupa ce au fost adaptati la cresterea in spatiu inchis pe parcursul
unei perioade de pre-expunere de sase saptamani, melcii au fost hraniti ad libitum cu o dieta
neimbogatita in cupru continand creta furajera (15%), faina de grau (10%), faina de porumb
(7%), srot de soia (10%), srot de germeni de porumb (10%), srot de floarea soarelui (15%),
fosfat monocalcic (3%), Inlavit (10%), gris de grau (10%) si premix vitamino-mineral pentru
purcei (10%).

Analize chimice: Avand in vedere motivele mentionate mai sus, pentahidrat de sulfat
de cupru pur (CuSO4 5H20, 99,99% urme de metale) a fost achizitionat de la Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Buchs, Elvetia) si utilizat pentru a pregati urmatoarele solutii: (i) in Faza E1:
grup M1, grup de control; grup Cul.1., 30 miligrame pe litru (mg / L) Cu; grup Cu2,1., 60 mg /
L Cu; grup Cu3.1., 160 mg / L Cu; grup Cu4,1., 300 mg / L Cu; si (ii) faza E2: grup M2, grup
de control; grup Cul.2., 60 mg /L Cu; grup Cu2.2., 120 mg / L Cu; grup Cu3.2., 320 mg /L
Cu; grup Cu4.2., 600 mg / L Cu. Aceasta abordare ne-a permis sa obtinem pentru toate
substraturile contaminate cu Cu concentratii de cupru in sol de doua ori mai mari la 60 de
zile comparativ cu 30 de zile. Concentratile de cupru au fost cuantificate prin
spectrofotometrie de absorbtie atomica cu flacara cu sursa continua de Tnalta rezolutie.



Rezultate: Concentratile de cupru ale solului au fost corelate puternic cu cele
masurate in hepatopancreas (r = 0,765, p = 0,000) si piciorul (r = 0,631, p = 0,000), dar
corelate moderat cu cele determinate in coaja (r = 0,426, p = 0,019). La 30 de zile,
concentratie de cadmiu in hepatopancreas a atins un platou, valori cuprinse intre 38 si 41
mg / kg d. wt Cu fiind determinate pentru primele trei cele mai mari doze de expunere.
Valorile masurate la 60 de zile au crescut odata cu continutul de cupru din sol, dar numai
dupa ce au prezentat valori similare (aproximativ 55 mg / kg dw Cu) pentru melcii expusi la
cele mai mici doze de cupru.

Daca raportul dintre cantitatea de cupru din hepatopancreas si sol in melcii din lotul de
control a fost mai mare de 10, la gastropode expuse la cupru rapoartele au fost adesea mai
mici de 1 si cel putin de 10 ori mai mici decat cele masurate in grupurile de control.
Regresiile dintre cantitatile de cu din sol si hepatopancreas au fost semnificative (faza E1: p
= 0,031, R® = 0,321; faza E2: p = 0,000, R> = 0.902), dar pantele de regresie
corespunzatoare au fost similare intre faza E1 si E2 (ANCOVA, p = 0.191 ), in timp ce
coeficientii de regresie corespunzatori au fost statistic diferiti (p = 0,000).

in plus, continutul de Cu in hepatopancreasul melcilor din grupul de control din faza E1
a fost diferit in mod semnificativ de cel masurat in faza E2 (testul Tukey HSD, p = 0,035). Cu
toate acestea, valorile masurate in picior in aceste doua momente nu au fost semnificativ
diferite (testul Tukey HSD, p = 0,194). La 30 de zile, cuprul din hepatopancreas a atins o
concentratie de platou pentru cele mari doze de expunere, mai precis intre 38 si 41 mg / kg
d. wt Cd.

Regresiile dintre continutul de Cu in sol si hepatopancreas au fost semnificative (faza
El: p = 0,031, R? = 0,321; faza E2: p = 0,000, R? = 0,902), dar pantele lor au fost similare
intre fazele E1 si E2 (ANCOVA, p = 0,191 ), in timp ce coeficientii de regresie corespunzatori
au fost statistic diferiti (p = 0,000). Pentru toate tratamentele din faza E2, testarea post-hoc a
evidentiat rate de supravietuire semnificativ mai mici la melcii expusi la cupru decét la melcii
de control (test Breslow, p < 0,029)

Studiul 2. Expunerea la cadmiu prin consum alimentar timp de 14, 28 si 112 zile

Obiectiv: Prezentul experiment a urmarit sa determine nivelul de Cd din hrana care a
condus la o crestere a retentiei de Cd in hepatopancreasul melcului. S-a folosit un scenariu
de expunere continua (14, 28 si 112 zile) si multiple doze de expunere, folosind melcii
Cantareus aspersus nou-maturizati ca model de invertebrat.

Materiale si metode: Au fost utilizate cinci doze experimentale, cu trei replicari pe
fiecare doza; concentratiile nominale folosite fiind: 0, 0,02, 0,05, 0,2 si 1 mg / kg dw. Sulfatul
de cadmiu (CdSO,, puritate 99,99%, Sigma-Aldrich) a fost utilizat ca sursa de cadmiu. S-a
utilizat un furaj avand urmatoarea compozitie per portie: 20 g piure morcovi (HiPP, Marea
Britanie)), 50 g cereale pentru copii fortificate (Nestle Nestum5 - Five Cereals) si 3 ml
fungicid (solutie de metil paraben 1%) pentru a realiza o distributie uniforma a cadmiului in
mediu de alimentare cu melc. Probele de hepatopancreas au fost dezghetate, uscate la
cuptor (105 °C, 24 h), apoi cantarite cu precizie de 0,01 mg. Proba a fost calcinata intr-un
calcinator (Nabertherm B150, Lilienthal; 550 ° C, 6 h), cenusa rezultata fiind supusa ulterior



digestiei umede cu acid. Pe scurt, cenusa a fost tratatd cu 0,5 ml HNO3 65% (Merck,
suprapur), incalzita pana la uscare si dizolvata in 20 ml HNO3 0,5N. Dupa filtrare prin hartie
filtranta fara cenusa, volumul fiecarei probe a fost adus la 30 ml cu 10 ml HNO; 0,5N.

Rezultate: Opt melci au fost prelevati pentru fiecare grup experimental la 14, 28 si 112
zile. Nivelurile de cadmium in hepatopancreas au avut tendinta de a creste odata cu doza si
durata de expunere, atingand diferente semnificative comparativ cu loturile de control pentru
cele mai mari doye de expunere (marcate cu * pentru p < 0,05): la 14 zile: pentru tratamentul
0Cd, 2,23 + 0,32 mg / kg dw Cd; pentru tratamentul 0,02Cd, 2,16 £ 0,44 mg / kg dw Cd;
pentru tratamentul 0,05Cd, 2,01 + 0,05 mg / kg dw Cd; pentru tratamentul 0,2Cd, 2,37 £ 0,29
mg / kg dw Cd; pentru tratamentul cu 1Cd, 11,30 + 1,49 * mg / kg dw Cd; si la 28 de zile:
pentru tratamentul cu 0Cd, 2,38 + 0,22 mg / kg dw Cd; pentru tratamentul cu 0,02Cd, 2,73 +
0,55 mg / kg dw Cd; pentru tratamentul 0,05Cd, 3,71 + 0,93 mg / kg dw Cd; pentru
tratamentul 0,2Cd, 6,54 £ 0,27 * mg / kg dw Cd; pentru tratamentul 1Cd, 13,73 + 2,57 * mg /
kg dw Cd.

Concentratiile medii de cadmiu masurate la 112 zile in hepatopancreas au fost: pentru
tratamentul 0,02Cd, 3,80 mg / kg dw Cd; pentru tratamentul 0,05Cd, 4,85 mg / kg dw Cd;
pentru tratamentul 0,2 Cd, 4,98 mg / kg dw Cd; pentru tratamentul 1Cd, 44,34 mg / kg dw
Cd; pentru tratamentul 10Cd, 212,14 mg / kg dw Cd; pentru tratamentul 100Cd, 406,36 mg /
kg dw Cd. Aceste rezultate sugereaza existenta potentiala a nivel prag de cadmiu sub care
acesti melci sunt capabili sa mentina concentrati de cadmiu relativ stabile fin
hepatopancreas, acest prag fiind 5 mg / kg dw Cd.

Studiul 3. Efectul doze reduse de cadmiu din hrana asupra homeostazei
cuprului, manganului si fierului in hepatopancreas

Obiectiv: Am investigat efectele pe termen scurt ale Cd din hrana asupra
concentratiei de Cu, Mn si Fe in hepatopancreasul melcilor terestri.

Materiale si metode: Protocolul de crestere si procedurile corespunzatoare
sunt similare cu cele descrise la studiul 2.

Rezultate: Nivelurile de hepatopancreas Cd au tins sa creasca odata cu doza si
durata de expunere. in schimb, nu s-a observat nici un efect dependent de doza de
cadmiu din hrana in ceea ce priveste continutul de cupru, mangan si fier din
hepatopancreas. Cu toate acestea, nivelurile de cupru din hepatopancreasul melcilor
expusi la Cd au fost semnificativ mai ridicate decat cele masurate in grupul martor
atat in perioada 0-14 zile, cat si in perioada 15-28 zile. De asemenea, am observat
concentratii notabil crescute de mangan in cazul melcilor expusi comparativ cu
indivizii din grupul martor, Tn timp ce nu a fost evidenta nici o tendinta clara in ceea
ce priveste efectul doyei de cadmium asupra fierului din hepatopancreas.

Studiul 4. Determinarea starii de metilare a genei Cd-MT



Obiectiv: Prezentul studiu a urmarit sa identifice daca promotorul genei Cd-MT
de la Helix aspersa este nativ metilat si daca si in ce masura cadmium afecteaza
statusul sau de metilare.

Materiale si metoda: ADN-ul genomic a fost extras din celulele
hepatopancreatice folosind un kit QlAamp ADN Micro (Qiagen, Germania).
Concentratia ADN-ului a fost determinatad folosind un spectrofotometru NanoDrop
2000 (Thermo Scientific, SUA), concentratiile masurate variind intre 120 si 875 ng /
mL. Tn continuare, conversia bisulfiticd a ADN-ului hepatopancreasului a fost
efectuata folosind un kit EpiTect Bisulfite (Qiagen, Germania). Dupa conversia
bisulfitica, am efectuat un PCR specific pentru metilare (MS-PCR) folosind primeri
proiectati specific pentru secventa ADN-ul convertit dupa bisulfitare. Primeri utilizatji

pentru promotorul genei Cd-MT au fost: CdMTbs-Fw1l-
GGATTTATYGTAGGATATTAATTAAGG promotor, CdMTbs-R1-
TAAAAATAAAACCAAATACCAATCCTACG; CdMTbs-R2

CCTTACCACACTTACAACCATC.

Rezultate: Analiza ADN-ului extras din melci expusi la doze de 0 mg/ L Cd, 0,1
mg/LCd, 02mg/LCd,1mg/LCd, 5mg/LCd,10mg/L Cdsi100mg/L Cd
prin analiza MS-PCR a sugerat lipsa de metilare a promotorului pentru aceasta gena.

Studiul 5. Efectul cadmiului asupra proliferarii celulare (test BrdU)

Obiectiv: Scopurile acestui studiu au fost determinarea efectului citotoxic al
cadmiului asupra celulelor hepatopancreasului.

Materiale si metoda: Dupa 28 de zile de expunere continua la Cd (via hrana),
am selectat sase melci din grupul martor, din grupul de 10 ppm si din grupul de 100
ppm; si le-am injectat BrdU (Roche) la 14 ore inainte de sacrificare la o doza de 0,1
mg / g greutate umeda. Solutia BrdU utilizata a fost obtinuta prin dizolvarea in conditii
sterile a pulberii BrdU in solutie Ringer (80 mM NaCl, 4 mM KCI, 5 mM MgCl;, 7 mM
CaCly, 20 mM HEPES tampon, 5 mM galactoza, 2 mM trehaloza, 5 mM glucoza ,
acetat de sodiu 1 mM).

Rezultate: Rezultatele prezente sugereaza ca proliferarea celulara a celulelor
hepatopancreasului de melci adulti, Helix aspersa, este sensibila la expunerea la
cadmiu incepand de la doze de 10 mg / kg dw Cd Tnainte.

Studiul 6. Efectul cadmiului asupra nivelului total de metilare a ADN-ului

Obiectiv: Scopul acestui studiu a fost sa stabileasca daca si in ce masura
cadmiului influenteaza nivelurile globale de (hidroxi) metilare ale ADN-ului din
hepatopancreasul melcilor C. aspersus.

Materiale si metoda: ADN-ul a fost izolat din tesutul hepatopancreatic din patru
melci pe fiecare replica folosind kitul DNeasy Blood & Tissue (Qiagen), conform



protocolului standard pentru tesuturile animale. ADN-ul extras a fost verificat calitativ
(migratie in gel de agaroza) si cantitativ (260/280 nm, NanoDrop-2000, Thermo
Fisher Scientific Inc., SUA);

Continutul total de 5mc in ADN hepatopancreatic a fost determinat folosind
metoda ELISA colorimetrica. Aceasta metoda a fost aleasa deoarece reprezinta o
alternativa rapida, ieftina si de incredere la metodele utilizate in mod curent pentru a
determina metilarea ADN-ului global, in special pentru masuratori in serie, asa cum a
fost cazul prezentului experiment.

Rezultate: Nivelurile de 5 mC in ADN-ul hepatopancreatic au variat de la 0,29 *
0,10 in grupul 10Cd la 0,98 % 0,24 in grupul 100Cd. Pentru melcii din grupul de
referinta, nivelul de 5mC a fost de 0,34 + 0,08. Valorile masurate de 5mC pentru cea
mai mare doza de cadmiu (grup 100Cd) au fost semnificativ crescute in comparatie
cu controalele (test Tukey HSD, p < 0,001), dar nu valorile determinate pentru
celelalte grupuri de tratament (test Tukey HSD, p = 0,05).

Studiul 7. Efectul cadmiului asupra metilarii globale si exprimarii DNMT
(determinat prin RT-PCR)

Obiectiv: Scopul general a acestui studiu fost acela de a identifica efectul
expunerii la Cd asupra genelor cheie care moduleaza ciclul de metilare.

Materiale si metoda: ARN-ul a fost izolat folosind un kit Direct-zol ™ RNA
MiniPrep si evaluat cantitativ cu un spectrofotometru DS-11, transcriptia inversa fiind
realizata folosind kitul de sinteza ADNc Maxima® First Strand. Conditiile PCR-ului,
realizat cu ajutorul unui sistem Quant Studio 5 (Thermo Fisher Scientific, SUA), au
fost de 95 °C (10 sec), urmat de 40 de cicluri de denaturare la 95 ° C timp de 15 sec
si si elongarea ADN-ului la 55 ° C timp de 1 min. Primerii utilizati pentru a amplifica
genele analizate au fost:

18S (hs) f: GTACCCGTTGAACCCCATT3Z”,

r: 5CCATCCAATCGGTAGTAGCGZ”,

DNMT1: f: 55ACCGCTTCTACTTCCTCGGCCTAZ,

r: 5’GTTGCAGTCCTCGTGAACACTGTGGT’,

DNMT3A: f: 5CACACAGAAGCATATCCAGGAGT G37,

r: AGTGGACTGGGAAACCAAATACCC3”.

DNMT3B f: 5AATGTGAATCCAGTCAGG3”,

r: 5ACTGGATTACACTCCAGGAACCGT3".

Rezultate: Expresia DNMTL1 la melcii din grupul martor (grupul 0Cd) a fost mai
mica decét cele cuantificate pentru melcii 0.02Cd, melcii 0.2Cd, melcii 10Cd si melcii
100Cd si mai mare decét cea determinata pentru melcii din grupurile 0.05Cd si 1Cd,
dar comparatiile post-hoc asociate nu au aratat prezenta unor diferente statistic
semnificative comparativ cu lotul martor. Rezultatele noastre au aratat ca dintre



diferitele gene care codifica enzimele DMNT in vertebrate numai gena candidata
care codifica DNMT1 este functionalda in hepatopacreasul melcilor maturi C.
aspersus. Dupa cautarea cu BLAST in DDBJ Sequence Read Archive (DRA) pentru
corespondenta dintre primerii pentru DNMT1 si DNMT3 uman si secventele de
nucleotide din transcriptomul C. aspersus (accesare SRX1058255), am identificat
doar pentru DNMT1 secventele de nucleotide care prezinta o similaritate de 64% cu
gena DNMT1 umana. Prin conectarea expresiei genelor candidate care codifica
DNMT si expunerea la cadmiu, rezultatele noastre extind in mod semnificativ
cunostintele anterioare despre mecanismele potentiale care la speciile de
nevertebrate relevante toxicologic stau la baza modificarii statusului de metilare a
ADN-ului ca urmare a expunerii la substante chimice. Mai precis, cadmiul ar putea
actiona prin perturbarea expresiei normale a DNMT1, ceea ce conduce la modificari
ale nivelului genomic de 5mC.

Relatia dintre cadmiul din hrana si expresia DNMT1 nu a evidentiat o curba
clara doza-raspuns, ci mai degraba un model bimodal de raspuns, cu distributia
transcriptilor prezintand doua maxime. Data fiind cunoasterea foarte limitata a
metilarii ADN-ului la moluste si a interactiunii sale cu factorii abiotici este dificil de
explicat relevanta biologica a rezultatelor prezente.

Studiul 8. Expunerea la Cd si Cu induce modificari citotoxice si epigenetice ale
celulelor canceroase colorectale umane - HT-29

Obiectiv: Prezentul studiu a avut ca scop verificarea impactului solutiilor apoase de
CdCI2 si CuSO4 asupra celulelor carcinomului colorectal uman - HT-29 in ceea ce priveste
viabilitatea celulelor, morfologia si capacitatea de migrare si metilarea ADN-ului.

Materiale si metode: CuClI2 si CuSO4 au fost achizitionate de la Sigma Aldrich
(Germania) sub forma de pulberi de puritate analitica. Mediul de cultura celulara: McCoy's
Modified Medium si suplimente - ser fetal bovin (PBS), amestec de antibiotic penicilina /
streptomicina. Ceilalti reactivi folositi Tn prezentul proiect experimental au fost: tampon de
solutie salina fosfat (PBS), albastru Tripan si albastru Alamar. Partea experimentala in vitro a
prezentului studiu a fost realizata pe o linie celulara de carcinom colorectal uman - HT-29
(ATCC® HTB-38 ™). ARN-ul total a fost izolat din celulele HT-29 folosind reactiv trizol si
kituri de purificare Quick-RNA ™ (Zymo Research). Primerii utilizati pentru a amplifica genele
analizate au fost aceleasi ca in studiul 9

Rezultate: Adaugarea solutiei de CdCI2 in mediul celulelor HT-29 si expunerea la
acest compus timp de 24 de ore au fost asociate cu modificari notabile in morfologia
celulelor in comparatie cu celulele controlate (nestimulate) si celulele tratate cu solvent.
Astfel, cele mai mici concentratii - 0,05 si 0,2 pg / ml nu au avut niciun impact asupra formei,
confluentei sau aderentei celulelor la placa de cultura, in timp ce incepand cu 1 pg / ml
celulele au devenit rotunde, flotabile in mediu iar la cea mai mare concentratie testata - 100
pg / ml, celulele au parut sa se dezintegreze, confirmand datele de viabilitate si indicand un
efect citotoxic pentru Cd.



Stimularea celulelor cu CuSO4 (la concentratii de 0,05; 0,2 si 1 pg / ml) timp de 24 de
ore nu a avut niciun impact asupra morfologiei celulelor HT-29 in ceea ce priveste forma,
aderenta sau confluenta Th comparatie cu celulele martor sau celulele stimulate cu solvent.
Cu toate acestea, s-au observat anumite modificari in celulele expuse la cele mai mari
concentratii de Cu, adica 10 si 100 pg / ml. Aceste celule au prezentat o morfologie diferita in
raport cu celelalte grupuri de celule si erau vizibile ca celule rotunde care erau detasate si
pluteau in mediul de cultura.

Modificarile induse de clorura de cadmiu asupra activitatii genelor DNMT1, DNMT3A si
DNMT3B a firegistrat un trend similar in raport cu cresterea concentratiilor de Cd. Valorile
determinate au scazut de la cea mica doza de cadmiu la penultima doza de acdmium pentru
fa nregistra apoi din nou valori ridicate la cea mai mare doza de cadmium.

Concluzii;

1. Gastropodele terestre pot acumula Cu din sol independent de ingerarea de hranei,
astfel perfectiondnd cunostintele noastre despre toxicitatea cuprului asupra
nevertebratelor terestre.

2. Studiul a confirmat (prin Elisa) prezenta 5-mC in C. aspersus si ca prezenta
cadmiului Tn doze mari poate afecta nivelurile globale de 5 mC din hepatopancreas
pentru aceasta specie.

3. Analiza MS-PCR a sugerat lipsa de metilare a promotorului pentru gena Cd-MT.

4. Gena candidata pentru DNMT1 in melcii C. aspersus pare sa fie exprimata functional
in hepatopancreas; si expunerea la cadmiu ar putea afecta activitatea acestei gene.

5. Citotoxicitatea cadmiului pare sa fie dependenta de doza de Cd din hrana.

6. Solutia CdCI, a indus citotoxicitatea asupra celulelor Ht-29 (dupa stimularea 24 h)
intr-o maniera dependenta de doza si este caracterizata printr-o scadere a viabilitatii
celulare si modificari ale morfologiei celulare.

7. La doze mici CUSO, 0,05; 0,2, 1 si 10 pg / ml) a exercitat un efect citotoxic prin
reducerea semnificativa a viabilitatii celulelor, in timp ce la o doza mare - 100 pg / ml,
s-a observat un efect stimulator.



