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Antimikrobni i antitumorski potencijal sekreta i morfoloska karakterizacija Zlezdanih

struktura pigidijalnih Zlezda odabranih vrsta trculjaka (Coleoptera: Carabidae)

~ REZIME ~

Ispitivanje pigidijalnog zlezdanog kompleksa nalazi znacajno mesto u karabidologiji,
prevashodno sa stanovista morfologije 1 taksonomije, ali u novije vreme i ostalih aspekata koji se
mogu odnositi na potencijalnu upotrebu primarnih produkata ovih zlezda u biomedicinskim
istrazivanjima. Ovaj kompleks predstavlja sistem egzokrinih zlezda koji se sastoji od sekretornih
lobusa izgradenih od sekretornih Celija, gde se sekreti sintetiSu, zatim radijalnih sabirnih kanala,
glavnog sabirnog kanala, rezervoara, gde se sekreti skladiSte, i eferentnog kanala, Cija je uloga
transport sekreta iz rezervoara u spoljasnju sredinu. Primarna funkcija sekreta pigidijalnih zlezda
jeste odbrana trculjaka od potencijalnih predatora iz prirode. U hemijski sastav ovih sekreta ulazi
Citav niz jedinjenja koja se uglavnom ubrajaju u aldehide, ketone i organske kiseline. U
poslednje vreme postoji interesovanje za istrazivanje antimikrobnog i antitumorskog potencijala
navedenih smeSa sekreta, s obzirom da je prethodno dokazan antimikrobni i antitumorski

potencijal pojedina¢nih jedinjenja koja se nalaze u njihovom sastavu.

Ciljevi ove doktorske disertacije su usmereni ka ispitivanju antimikrobnog i
antitumorskog potencijala sekreta pigidijalnih Zlezda odabranih vrsta trculjaka, Sto moze imati
znacaj u bazi¢nim biomedicinskim istrazivanjima, kao 1 ka pronalazenju pozadine ovakvih
bioloskih aktivnosti u ekoloskoj funkciji kod ovih insekata, koja bi podobnije bila priblizena
detaljnijom opservacijom pigidijalnih zlezdanih struktura sa morfo-anatomskog aspekta,
primenom elektronske i nelinearne mikroskopije, Sto bi doprinelo 1 boljem razumevanju

fiziologije ovog sistema.

U prvom delu doktorske disertacije koji obuhvata biomedicinski aspekt, posmatrana je po
prvi put antimikrobna aktivnost sekreta pigidijalnih Zlezda 6 odabranih vrsta tr¢uljaka na humane
patogene (osam laboratorijskih i klini¢kih bakterijskih sojeva i osam patogenih mikromiceta),
kao 1 citotoksi¢nost sekreta 4 odabrane vrste tréuljaka na netumorske (primarne celije jetre

izolovane iz organizma svinje) i humane tumorske celijske linije (nesitnocelijski karcinom pluca,
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cervikalni karcinom, adenokarcinom dojke i hepatocelularni karcinom). Odredjivanjem
minimalnih inhibitornih (MIK), minimalnih baktericidnin (MBK) i minimalnih fungicidnih
koncentracija (MFK) je potvrdeno da sekreti pigidijalnih Zlezda ispitivanih vrsta poseduju
odreden stepen antimikrobnog dejstva, koji se razlikovao od vrste do vrste, Sto je posledica
razli¢itog hemijskog sastava smeSe sekreta kod odabranih vrsta. Najjaci antibakterijski efekat je
zabeleZzen nakon tretiranja vecine patogena sekretom vrste Laemostenus (Pristonychus)
punctatus (Dejean, 1828), uz nesto vecu rezistenciju sojeva Micrococcus flavus i Escherichia
coli, sto je bilo zanemarljivo u odnosu na sekrete ostalih testiranih vrsta. Sojevi Listeria
monocytogenes i Enterobacter cloacae su pokazali odreden stepen rezistentnosti u odnosu na
sekret L. (P.) punctatus (MIK 0,022 mg/mL, MBK 0,045 mg/mL), koji je bio slican stepenu
rezistentnosti koji je postignut u odnosu na streptomicin (MIK 0,016 mg/mL, MBK 0,032
mg/mL). Najveca rezistentnost ispitivanih bakterijskih patogenih sojeva je zabelezena nakon
tretmana sekreta vrste Calosoma (Calosoma) sycophanta (Linnaeus, 1758), koji je pokazao
antibakterijski efekat samo pri tretiranju E. coli. Visok antimikrobni potencijal sekreta vrste L.
(P.) punctatus se ogleda i u njegovom antifungalnom efektu, s obzirom da su MIK i MFK
koncentracije pokazivale do 5 puta manje vrednosti u odnosu na sinteti¢ki antimikotik bifonazol.
U slucaju testiranja pojedinih otpornijih mikromiceta (Aspergillus ochraceus, Trichoderma
viride), ovaj sekret je pokazao 20-50 puta jaci efekat (MIK 0,022 mg/mL, MFK 0,044 mg/mL) u
odnosu na komercijalni antimikotik ketokonazol, dok je pri testiranju mikromicete Penicillium
ochrochloron antifungalno dejstvo ovog sekreta bilo 150-200 puta ve¢e (MIK 0,012 mg/mL,
MFK 0,022 mg/mL) od pozitivne kontrole (MIK 2,503 mg/mL, MFK 3,467 mg/mL). Sekret
vrste C. (C.) sycophanta je pokazao priblizno isti antifungalni efekat u poredenju sa prethodno

pomenutim sekretom.

U cilju potvrdivanja antimikrobne aktivnosti 1 ispitivanja potencijalnog antitumorskog
dejstva sekreta, primenjen je Sulforodamin B test, kojim je utvrden nizak stepen citotoksi¢nosti
na netumorske celije svih testiranih sekreta, kao i nizak stepen citotoksi¢nosti na tumorske
¢elijske linije, sa izuzetkom kada je u pitanju sekret pigidijalnih Zlezda vrste L. (P.) punctatus,
koji je dosegao priblizno 50% inhibicije Celijske proliferacije  MCF7 ¢elijske linije

(adenokarcinom dojke) pri najveéoj koncentraciji (0,1 pg/mL).
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Kako je sekret pigidijalnih Zlezda troglofilne vrste L. (P.) punctatus pokazao neuporedivo
najvisi stepen antimikrobnog dejstva u odnosu na sekrete svih ispitanih vrsta tr¢uljaka, kao i
nizak citotoksi¢ni efekat na netumorske celije i zapazen stepen citotoksicnog dejstva na MCF7
¢elijsku liniju, pristupilo se ispitivanju njegovog antimikrobnog dejstva na patogene izolovane iz
guana i sa zidova Ogorelicke pecine, koju ova vrsta tréuljaka nastanjuje. Dakle, ovaj deo studije
se odnosi na ekoloski aspekt, prilikom cega je primenom mikrodilucione metode testiran
antibakterijski efekat ovog sekreta na bakterijske izolate iz guana, pri ¢emu je sekret vrste L. (P.)
punctatus postigao znacajan stepen antibakterijskog dejstva na izolat Enterococcus eurekensis,
sa najnizom zabelezenom MIK vrednoséu od 0,007 mg/mL, koji je pokazao istovremeno
rezistentnost prema antibiotiku streptomicinu pri najviSoj testiranoj koncentraciji. Izolat
Escherichia fergusonii je pokazao izrazenu osetljivost prema sekretu, gotovo duplo visu u
poredenju sa testiranim antibiotikom streptomicinom. Takode, ovaj sekret je postigao 1 odreden
stepen antifungalne aktivnosti u odnosu na guanofilne mikromicete. Sve ispitane vrste
mikromiceta su pokazale slican stepen senzibiliteta u odnosu na testirani sekret, a posebno treba
uzeti u obzir antifungalno dejstvo sekreta na Penicillium citrinum (MIK 0,303 mg/mL, MFK 0,6
mg/mL) i Trichoderma harzianum (MIK 0,152 mg/mL, MFK 0,303 mg/mL), koje je bilo
efikasnije od antimikotika nistatina (MIK 0,503 mg/mL, MFK 1,003 mg/mL za P. citrinum;
MIK 0,252 mg/mL, MFK 0,757 mg/mL za T. harzianum).

Kada su u pitanju mikromicete, izolovane sa nizih delova zida peéine (neposredno u
blizini guana) ustanovljeno je da se Penicillium sp. pokazao kao najsenzibilnija vrsta

mikromiceta u odnosu na testirani sekret.

Poseban deo studije se odnosi na istrazivanje morfo-anatomskog aspekta pigidijalnog
zlezdanog kompleksa odabranih vrsta tréuljaka. Radi detaljne karakterizacije ispitivanih Zlezda,
primenjeni su SEM, kada je u pitanju ispitivanje morfologije (i), kao i NLM (TPEF modalitet), u
cilju detaljnijeg ispitivanja morfologije 1 anatomije (ii), koriste¢i prednosti koje ove
mikroskopske tehnike pruzaju. Odredena je adekvatna metodologija pripreme ovog tkiva za
SEM i ustanovljeno je da se ovaj vid elektronske mikroskopije pokazao kao najpouzdanija i
najpreciznija mikroskopska metoda kada je u pitanju proucavanje spoljasnje morfologije, dok je
detaljniji uvid u unutra$nju morfologiju pruzio TPEF modalitet NLM. Postignut je detaljan uvid

u realnu formu struktura i registrovan je pravilan raspored i dijametar posmatranih
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mikrostruktura (raspored intercelularnih lumena sekretornih lobusa, promer i unutrasnja
struktuiranost sabirnih kanali¢a, debljina i struktura glavnog sabirnog i eferentnog kanala,
raspored i debljina snopova misi¢nih vlakana zida rezervoara). Zabelezena je pretpostavljena
slicnost u morfologiji pigidijalnih zlezda analiziranih predstavnika roda Carabus, dok je na
popre¢nom preseku sekretornih lobusa jedinki vrste L. (P.) punctatus primec¢eno da ove strukture
mogu zauzimati 1 elipsoidnu formu, pored ve¢ prethodno utvrdenog sferi¢nog i bubrezastog
oblika. Kada su u pitanju rezervoari ovog Zlezdanog sistema, ustanovljeno je da dimenzije
rezervoara mogu varirati izmedu jedinki iste vrste, kako veli¢ina ovih struktura proporcionalno
prati njihovu veli¢inu tela. Rezultati ispitivanja morfo-anatomskog aspekta pigidijalnih zlezda
umnogome doprinose otvaranju mogucnosti za dalja detaljnija istrazivanja na ovom planu, a
samim tim i za ispitivanja celokupnog posmatranog sistema na fizioloSkom, biohemijskom i

molekularnom nivou.

Ispitivanje i korelacija aspekata posmatranih u ovoj disertaciji mogu zauzeti posebno
mesto u daljim medicinskim istraZivanjima 1 otvoriti vaZzno poglavlje za pronalazak sinteti¢kih

analoga, Sto moze doprineti napretku terapija u buducnosti.

Kljucéne reci: Carabidae, pigidijalne Zlezde, humani patogeni, antimikrobna aktivnost,

mikrodiluciona metoda, citotoksi¢ni efekat, antitumorski potencijal, sulforodamin B esej,

guano, SEM, TPEF, NLM.
Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Morfologija, sistematika i filogenija Zivotinja



Antimicrobial and antitumor potential of the secretions and morphological
characterization of the glandular structures of the pygidial glands of selected species of
ground beetles (Coleoptera: Carabidae)

~ ABSTRACT ~

Examination of pygidial glandular complex finds a significant place in carabidology,
primarily from the point of view of morphology and taxonomy. This complex of exocrine glands
consists of secretory lobes, containing secretory cells, where secretions are synthesized, then
radial collecting canals, main collecting canal, reservoir, where secretions are stored, and efferent
duct, which carries out secretion from reservoir outwards. Primary function of these secretions is
to defend ground beetles against potential predators from nature. The secretions are chemically
composed of a variety of compounds, such as aldehydes, ketones, organic acids and other
chemicals. Investigations of antimicrobial and antitumor potential of the secretion mixtures are
currently of a great interest, as it has been previously shown that such compounds individually

possess antimicrobial and antitumor action.

The goals of this doctoral dissertation are focused on examining the antimicrobial and
antitumor potential of the pygidial gland secretions of selected species of ground beetles, which
can be important in basic biomedical research, as well as finding the ecological background of
such biological activities of these insect secretions, with detailed observation of pygidial
glandular structures from the morpho-anatomic aspect, by using electronic and non-linear

microscopy, which contributes to a better comprehending of the physiology of this system.

Therefore, in the first part of the doctoral dissertation, which includes biomedical aspect,
antimicrobial activity of the pygidial gland secretion of six selected ground beetle species has
been observed against human pathogens (eight laboratory and clinical bacterial strains and eight
pathogenic micromycetes), as well as the cytotoxicity of the secretion of four selected ground
beetle species on non-tumor (primary pork liver cells) and human tumor cell lines (non-small cell
lung carcinoma, cervical cancer, breast adenocarcinoma and hepatocellular carcinoma). Using

microdilution method in order to determine minimum inhibitory (MICs), minimum bactericidal



(MBCs) and minimum fungicidal concentrations (MFCs), it has been confirmed that the
secretions of pygidial glands of the tested ground beetle species have a certain level of
antimicrobial activity, which differed between species, that is caused by the difference in
chemical composition of the secretion mixtures. The highest antibacterial effect has been
observed after treatment of most pathogens with secretion of Laemostenus (Pristonychus)
punctatus, while strains of Micrococcus flavus and Escherichia coli showed slightly higher
resistance to the secretion of the mentioned ground beetle species, which was insignificant
compared to the secretions of other tested ground beetles. Bacterial strains Listeria
monocytogenes and Enterobacter cloacae showed a certain degree of resistance in relation to
secretion of L. (P.) punctatus (MIC 0.022 mg/mL, MBC 0.045 mg/mL), which was similar to the
achived resitance with respect to streptomycin (MIC 0.016 mg/mL, MBC 0.032 mg/mL). The
highest resistance of tested pathogenic strains has been noticed after treatment of the secretion of
Calosoma (Calosoma) sycophanta, which achieved antibacterial effect against E. coli only. A
high antimicrobial potential of the secretion of L. (P.) punctatus is also reflected in its antifungal
effect, as MIC and MFC were approximately up to five times less than the ones of synthetic
antimycotic bifonazole. In the case of testing certain resistant micromycetes (Aspergillus
ochraceus, Trichoderma viride), this secretion showed 20-50 times higher effect (MIC 0.022
mg/mL, MFC 0.044 mg/mL) compared to commercial antimycotic ketoconazole, while
regarding Penicillium ochrochloron, the antifungal effect of this secretion was between 150-200
times higher (MIC 0.012 mg/mL, MFC 0.022 mg/mL) compared to positive control (MIC 2.503
mg/mL, MFC 3.467 mg/mL). The secretion of C. (C.) sycophanta showed approximately the

same antifungal effect compared to the above-mentioned secretion.

In order to confirm antimicrobial activity and investigate potential antitumor action of
these secretions, Sulforhodamine B assay was applied. It has been established a low degree of
cytotoxicity of all tested secretions on non-tumor cells, as well as a low degree of cytotoxicity on
tumor cell lines, with the exception of pygidial secretion of L. (P.) punctatus, which caused
approximately 50% of inhibition of MCF7 (breast adenocarcinoma) cell line proliferation at the

highest concentration (0.1 pg/mL).

As the pygidial gland secretion of troglophilic species L. (P.) punctatus showed

significantly the highest level of antimicrobial activity compared to the secretions of all tested
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ground beetle species, as well as a low cytotoxic effect on non-tumor cells and a noticeable
degree of cytotoxic effect on the MCF7 cell line, its antimicrobial effect on pathogenic
microorganisms isolated from guano and walls in the Ogorelicka Pec¢ina Cave, which represents
a specific habitat of this species. Thus, the second part of this study is related to ecological
aspect. Using microdilution method, the antibacterial effect of this secretion against bacterial
isolates from guano was tested. The secretion of L. (P.) punctatus achieved an unbearable degree
of antibacterial effect against Enterococcus eurekensis (with the lowest MIC value of 0.007
mg/mL), which showed simultaneous resistance to streptomycin at the highest tested
concentration. Escherichia fergusonii showed particular sensitivity to the secretion, almost twice
higher compared to the tested antibiotic streptomycin.

Likewise, this secretion has achieved a certain degree of antifungal activity in relation to
guanophilic micromycetes, which showed a similar sensitivity compared to the tested secretion.
In particular, should be considered the antifungal effect of this secretion on Penicillium citrinum
(MIC 0.303 mg/mL, MFC 0.6 mg/mL) and Trichoderma harzianum (MIC 0.152 mg/mL, MFC
0.303 mg/mL), which proved to be more efficient, compared to the antimycotic nystatin (MIC
0.503 mg/mL, MFC 1.003 mg/mL - P. citrinum; MIC 0.252 mg/mL, MFC 0.757 mg/mL - T.
harzianum). Concerning micromycetes isolated from lower parts of walls in the Ogorelicka
Pecina Cave (near guano), Penicillium sp. proved to be the most sensitive isolate after treatment

with this secretion.

A special part of this study comprises morpho-anatomical observation of pygidial
glandular complexes of the selected ground beetle species. For a more detailed approach to the
characterization of the examined glands SEM was applied to observe their morphology (i), while
the TPEF modality of NLM was used for a more detailed insight into morpho-anatomy (ii). An
adequate methodology for the preparation of this tissue for SEM has been established, and It has
been noticed that SEM was the most appropriate microscopic method in investigating
morphology of these glands, while a more detailed insight into internal morphology was
provided by the TPEF modality of NLM microscopy. A detailed insight into the real form of
structures has been achieved and the proper arrangements and diameters of the observed
microstructures (the arrangement of intercellular lumen of the secretory lobes, the diameter and

internal structure of the collecting channels, the thickness and structure of the main collecting
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channels and efferent ducts, the arrangement and thickness of the muscle fibers within the wall
of the reservoirs) have been observed. Previously assumed similarity in the morphology of
pygidial glands of the analyzed species of the genus Carabus Linnaeus, 1758 was recorded. On
the cross-sections of the secretory lobes of the L. (P.) punctatus species, it was noticed that these
structures could have an ellipsoidal shape (In previous studies a spherical either kidney shape
was detected). Regarding to reservoirs of this glandular system, it has been established that the
dimensions of the reservoir can be variable among individuals of the same species, as these
structures are proportional to the size of the body. Results of examinations of the morpho-
anatomical aspect of these glands in large part contribute to opening up of possibilities for
further detailed research in this field, and the possibilities for examining the entire observed

system at the physiological, biochemical and molecular level.

Examination and correlation of aspects observed in this thesis could take a special place
in further medical research, particularly in terms of invention of synthetic analogs, which can

contribute to the progression of therapies in the future.

Key words: Carabidae, pygidial glands, human pathogens, antimicrobial activity,
microdilution method, cytotoxic effect, antitumor potential, sulforhodamine B assay,
guano, SEM, TPEF, NLM.

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Animal Morphology, Systematics and Phylogeny
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1. UvOD

wZagledajte se nesto dublje u prirodu, tek onda cete sve razumeti bolje. “

Albert Ajnstajn

@ ojedina istrazivanja u oblasti karabidologije, ne tako davno, ukazala su na pronalazenje
jasne spone izmedu pojave odredenih odbrambenih mehanizama predstavnika porodice
tr¢uljaka (Carabidae) kao adaptabilnih odgovora ove grupe tvrdokrilaca i potencijalne
sekundarne primene produkata procesa ovakve odbrane, §to moze biti od potencijalnog znacaja

za ¢oveka.

Kako polako nastupa era u kojoj se javlja sve veca rezistencija patogena na dejstvo
sintetiCkih antibiotika 1 antimikotika, ukljucujuéi i iste Sireg spektra, nauka se usmerava ka
traganju za jedinjenjima sa antimikrobnim svojstvima, poreklom iz prirode. Korelacija ovakvih
efekata i ispitivanja citotoksi¢nosti potencijalnih antimikrobnih agenasa je nezaobilazna, §to
ukazuje na mogucéu primenu istih, sa aspekta medicine u nekoj daljoj buduénosti. Ovakva
¢injenica upucuje na ideju da se pored ispitivanja nivoa toksi¢nosti na normalno proliferiSuce
Celije, testira i ista bioloska aktivnost na tumorske celijske linije, kako in vitro, tako i in vivo,
kako postoji neosporna koherentnost antimikrobne 1 antitumorske aktivnosti. Takode, neophodno
je napomenuti da se klju¢na pojaSnjenja bilo kakvih fizioloSkih procesa i1 bioloskih aktivnosti
mogu pronaci u bazi¢nim studijama, koje se ticu morfoloskih i anatomskih aspekata bioloskih
struktura ovih insekata. Kako bismo istrazili podobnije odredene biohemijske puteve i fizioloske
mehanizme, vazno je detaljno izuéiti morfologiju i anatomiju strukture od interesa u celosti.
Time se morfologija moze smatrati jednom zasebnom celinom koja pruza kompletnu sliku u

ovakvim istrazivanjima.

Vaznost i znacaj istrazivanja na poljima pomenutih bioloskih nau¢nih oblasti ogledaju se
u primeni postignutih saznanja u razliitim granama nauke, poput biologije, fizike, hemije i
biomedicine, koriste¢i multidisciplinarni pristup. U vezi sa pomenutim aspektima, porodica

Carabidae predstavlja nedovoljno istrazenu grupu insekata. Stoga je veoma znacajno istraZziti
1



podesno sve nivoe, kako bi ovakva saznanja mogla naci iskonsku svrhu i primenu u buduénosti,

ne samo sa stanovista humane medicine, ve¢ i sa ekoloSkog aspekta.

1.1. Opste karakteristike porodice tré¢uljaka (Carabidae)

Carabidae predstavljaju Siroko distribuiranu porodicu insekata, najbrojniju u okviru
podreda Adephaga, koji zajedno sa podredovima Archostemata, Myxophaga i Polyphaga danas
sacinjavaju red Coleoptera (tvrdokrilaca). Brojnost i bogatstvo taksona, diverzitet i intra- i
interspecijska varijabilnost, prevashodno u obojenosti jedinki, doprineli su da ova grupa insekata
bude u fokusu mnogih entomologa u poslednjih nekoliko decenija (L6vei & Sunderland, 1996).
Trenutno broje preko 40000 opisanih vrsta, klasifikovanih u 86 tribusa i veci broj potporodica
poput  Anthiinae, Apotominae, Brachininae, Broscinae, Carabinae, Cicindelinae,
Ctenodactylinae, Dryptinae, Elaphrinae, Gineminae, Harpalinae, Hiletinae, Lebiinae, Licininae,
Loricerinae, Melaeninae, Migadopinae, Nebriinae, Nototylinae, Omophroninae, Orthogoniinae,
Panagaeinae, Paussinae, Platyninae, Promecognathinae, Protorabinae, Pseudomorphinae,
Psydrinae, Pterostichinae, Rhysodinae, Scaritinae, Siagoninae, Trechinae i Xenaroswellianinae.
Postoje¢e zabeleZene cifre o brojnosti vrsta u okviru porodice nisu nesto §to moZemo uzeti u
obzir a priori, kako se broj otkrivenih vrsta rapidno povecava na godisnjem nivou (Erwin, 1985;
Kotze et al., 2011).

Predstavnici ove mnogobrojne porodice naseljavaju varijabilna staniSta i podnose
drasti¢ne fluktuacije abiotickih i bioti¢kih faktora, te se mogu detektovati u razli¢itim kopnenim
ekosistemima, ukljucujuéi travnate, Sumske, ali i agroekosisteme. Pored epigejskih taksona,

identifikovan je i zna¢ajan broj troglofilnih i troglobiontnih vrsta (Kotze et al., 2011).

1.1.1. Ontogenija, evolucija, distribucija i zna¢aj porodice Carabidae

U ontogenetskom smislu, tréuljci predstavljaju holometabolne insekte, odnosno insekte

......

Veéinom preferiraju da polazu jaja pojedinacno. Zenke pazljivo biraju mesto za ovipoziciju, a
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katkad kopaju posebna udubljenja u zemlji za polaganje jaja. Za neke predstavnike tribusa
Pterostichini je karakteristicna priprema kokona, u koje se Citava grupa od nekoliko jajaSaca
sigurno skladisti. Kod ove grupe tvrdokrilaca je zabelezen i jedan vid parentalnog ponasanja,
odnosno zastite potomstva, kako pokazuju odreden stepen sposobnosti za ocCuvanje jaja
(Brandmayr & Zetto-Brandmayr, 1979). Poseduju pokretan i slobodan kampodeidni tip larve
(Crowson, 1981). Najcesce kod ovih insekata postoje tri larvalna stupnja pre stadijuma lutke. Na
primer, neke vrste rodova Harpalus Latreille, 1802 i Amara Bonelli, 1810, pak, poseduju samo
dva larvalna stupnja. Medutim, kod predstavnika pojedinih tribusa mozemo uociti i do deset

larvalnih stupnjeva, od kojih oni poslednji su slabo mobilni (Lovei & Sunderland, 1996).

Kada posmatramo distribuciju tréuljaka, danas je zabelezeno ukupno 44 tribusa na
podru¢ju Palearktika, dok su samo na prostoru srednje Evrope evidentirana 32 tribusa. Na
isklju€ivo evropskom kontinentu, najvisi stepen varijabilnosti je zastupljen u juZnim regionima,
te je najveci broj vrsta identifikovan na podru¢ju Italije (Turin et al., 2003; Kotze et al., 2011).
Slicna brojnost je zabeleZzena na Balkanskom poluostrvu, dok je konkretno u naSoj zemlji
prisutna izrazito visoka stopa diverziteta. Samo unutar Specijalnog rezervata prirode ,,Zasavica“,
koji se nalazi na podrucju juzne Vojvodine, identifikovane su cak 72 wvrste trculjaka,
klasifikovane u 15 tribusa (Cur¢i¢ & Stankovi¢, 2011). Prema publikovanim podacima (Curéié et
al., 2007), na podrucju Srbije je do sada zabelezeno 576 vrsta tréuljaka, a trenutno nasu zemlju

naseljava 610 vrsta, premda se taj broj svakodnevno uveéava (Curéié, pers. comm.).

Nastanak novih vrsta, odnosno specijacija, zatim pravci distribucije populacija, kao i
fenotipska i genetiCka varijabilnost umnogome razjas$njavaju studije koje se doticu aspekta
evolucione istorije ove taksonomske grupe. Kako interspecijska varijabilnost, tako i varijabilnost
populacija unutar vrsta ove interesantne i mnogobrojne grupe tvrdokrilaca jeste posledica dugog
evolutivnog razvoja €iji poceci datiraju iz doba ranog mezozoika. Do prve pojave trculjaka u
ranom tercijaru doslo je u uslovima vlazne klime u tropskim biotopima, kada se nije ni slutilo da
¢e ovi dominantni predatori adaptivnhom radijacijom u juri zauzeti i najekstremnije klimatske
oblasti (Beutel, 1997). Naime, smatra se da Carabidae predstavljaju jedinstvenu evolutivnu
granu, poput porodice Trachypachidae, te da su potekle paralelno od zajednickog kopnenog

“karabidoidnog” pretka koji se razvio krajem paleozoika. Nesto kasnije ¢e ova grupa doziveti
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adaptivnu radijaciju prema suvim staniStima, u severnoj hemisferi, §to je u usko povezano sa
evolucijom angiospermi. Fenomen koji je karakteristiCan u nastanku Siroko disperznih vrsta
porodice Carabidae jeste alopatri¢ka specijacija, odnosno alopatricka paralelna evolucija. Ovaj
vid specijacije podrazumeva sluc¢aj u kome se kod vise od tri vrste belezi vrlo visoki stepen
morfoloske podudarnosti, premda svaka od navedenih pripada razliitim nezavisnim
filogenetskim linijama. Tako kod ove porodice Cesto dolazi do diskontinuiteta morfoloskih
promena. Na primer, taksoni roda Carabus Linnaeus, 1758 su distribuirani u Evroaziji i Severnoj
Americi i odvojeni su u tri nezavisna specijska kompleksa. Medutim, sa morfoloskog aspekta,
primerci svih intraspecijskih populacija su objedinjeni u jednu vrstu, zbog ne tako znacajnih
medusobnih razlika izmedu sebe. Znacajan impakt na specijaciju unutar ove porodice su imali i
glacijalni periodi u kasnom pleistocenu, ¢ija se smena dogadala na svakih 100000 godina, a samo
dostizanje vrhunca u Fraserskoj glacijaciji je zadesilo Zemlju pre oko 25000-15000 godina.
Ovakvi geoloski procesi su naroc¢ito definisali danas$nju biogeografiju Severne Amerike,
pogadajuci i menjajuéi sastav i distribuciju vrsta trculjaka. U razdoblju smena glacijalnih i
interglacijalnih perioda su nastajali refugijumi, ¢ija je glavna uloga bila o¢uvanje diverziteta
vrsta (Homburg et al., 2013). Ova mesta su se odlikovala o¢uvanim uslovima Zivota, gde su se
vrste kojima je pretilo izumiranje pod vrlo surovim uslovima klime u toku ledenih doba mogle
skrivati i razmnoZzavati. Refugijumi su dosta doprineli raznovrsnosti Zzivog sveta na prostoru
Severne Amerike, ukljuc¢ujuéi i trculjke. Jo$ uvek postoje debate o doprinosu obalskih

refugijuma u specijaciji razli¢itih taksonomskih grupa. (Beutel, 1997; Clarke et al., 2011).

Kao §to je pomenuto, visoki stepen varijabilnosti, ali i adaptabilnosti tréuljaka u odnosu
na Cesta kolebanja sredinskih faktora su posledica dugotrajne evolucione istorije ove
taksonomske grupe. Ovakve osobine nalaze znacajan doprinos u ekoloSkim istraZivanjima i
resavanju ekoloskih pitanja, kao i u poljoprivrednom domenu. Dakle, kako je porodica Carabidae
dobro proucena sa aspekta taksonomije, sa relativno stabilnom sistematikom i izrazenom
varijabilnos¢éu u morfologiji, kao i strategijama za prezivljavanje u razli¢itim abioti¢kim i
bioti¢kim uslovima, njihovoj bioindikatorskoj ulozi se daje veliki primat. Naro€ito su ucestali
predmet istraZivanja u vezi ispitivanja kolebanja ekoloSkih faktora, fragmentacije i zagadivanja

zemljiSta, te se neretko upotrebljavaju kao biondikatori za procenu kvaliteta zemljiSta (Avgin &
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Luff, 2010; Koivula, 2011). Pomenuto se ne moze uzeti u obzir kada je u pitanju odredivanje
kontaminacije sredine teskim metalima, kako je zapazena slaba akumulacija istih od strane
pripadnika ove porodice. Medutim, monitoring stepena zagadenosti sredine je od presudnog
znacaja kada je u pitanju konzervacija celokupne taksonomske grupe, narocito kada se osvrnemo
na potencijalni negativni uticaj teskih metala na fiziologiju, ponasanje i reproduktivni ucinak
ovih jedinki. Izmedu ostalog, od velikog znacaja jeste posmatranje i prac¢enje negativnog uticaja
faktora urbanizacije na diverzitet i bogatstvo vrsta karabida, prevashodno u Sumskim
ekosistemima. Medutim, ukoliko bi se oCuvala staniSta koja su esencijalna za ove vrste, kao $to
su vlazna mikrostaniSta u trulom drvetu i zemljiStu, moguce je odrzati ekvilibrijum po pitanju

diverziteta ove grupe (Venn et al., 2003).

Ocuvanje trculjaka je veoma znacajno zbog njihove primene, prevashodno u agronomiji,
kako pojedine vrste sa krupnijim jedinkama, poput Carabus (Carabus) granulatus Linnaeus,
1758 i C. (Morphocarabus) scheidleri Panzer, 1799, preferiraju prelazne zajednice (ekotone) i
srediSta agroekosistema, $to je znacajno u bioloskoj kontroli StetoCina i zaStiti useva, ali i
ocuvanju prirode (Gongalsky & Cividanes, 2008). Dakle, ne samo da se ova grupa tvrdokrilaca
oznacava korisnom po pitanju o¢uvanja agroekosistema, ve¢ i po pitanju konzervacije prirode na
nekultivisanim povrSinama, kao $to su Sumski ekosistemi, kako postoje vrste koje se hrane
gubarom i drugim Steto¢inama drveca. Prethodno se odnosi prevashodno na vrstu Calosoma
(Calosoma) sycophanta (Linnaeus, 1758) (Kanat & Ozbolat, 2006). Pored znacaja u ekologiji i
agronomiji, trculjci se mogu koristiti 1 u biomimetici u svrsi konstruisanja razli¢itih sistema i
materijala u tehnologiji i industriji (Beheshti & Mclntosh, 2006; Mcintosh & Prongidis, 2010;
Mclntosh & Lawrence, 2018).

Neosporna je Cinjenica da je konzervacija vrsta unutar porodice Carabidae uslovljena
evolutivnim i ekoloskim aspektima koji podrazumevaju kljuéno poznavanje razli¢itih oblasti
poput morfologije, fiziologije, biohemije i molekularne biologije, ali i biologije ponasanja. Stoga
je u karabidologiji veoma vazno osvnuti se na viSe aspekata i viSe nivoa, odnosno pristupiti
multidisciplinarnom istrazivanju u cilju boljeg i detaljnijeg studiranja same grupe, prevashodno

zbog njenog udela u oblastima koje mogu biti znacajne za Coveka.
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1.1.2. Morfo-anatomske karakteristike porodice Carabidae, sa posebnim osvrtom na

pigidijalni Zlezdani kompleks

Evolucija porodice Carabidae sa morfo-anatomskog aspekta je i§la definitivno u pravcu
nastanka tri razli¢ite morfoloske forme tela. Naime, uprkos strukturnoj varijabilnosti, ovi insekti
su prili¢no uniformni u morfoloskom smislu (Thiele, 1977). Kao i ostali insekti, trculjci poseduju
tri para ckstremiteta za kretanje na toraksu, pri ¢emu svaki torakalni segment nosi po par
ekstremiteta koji se pojedina¢no sastoje od pet segmenata. Sa telom su ekstremiteti povezani
putem koksi (coxa), na koju se nastavlja butni valjak (trochanter) i femur, zatim tibia, dok se na
distalnom kraju nalazi tarsus sa po pet tarzomera. Na petoj tarzomeri se nalaze parne kandZice.
Metakokse kod tréuljaka su drugacije u odnosu na iste kod akvatiénih Adephaga 1 mogu rotirati
slobodno oko pleuralnog i sternalnog zgloba. Poseduju elitre (pokrilca, prva krila) kojima je
prekriven drugi par krila. Nervatura krila je kod ove grupe, takode, vrlo specifi¢na, i kao takva
veoma znac¢ajna za identifikaciju na vi§im taksonomskim nivoima. Zapravo, ovakva nervatura je
karakteristicna za celokupni podred Adephaga i oznacava se kao “adefagni tip” nervature (Slika
la) (Desender et al., 1994). Isto tako, broj abdominalnih segmenata Adephaga (Slika 2a) se
razlikuje od istog kod prestavnika Polyphaga (Slika 2b).

Slika 1. Prikaz razlike u nervaturi krila kod (a) Adephaga i
(b) Polyphaga (preuzeto iz Trautner & Geigenmuller, 1987).
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Slika 2. Prikaz ventralne strane abdomena (a) Adephaga
i (b) Polyphaga (preuzeto iz Trautner & Geigenmuiller,
1987).

Medutim, u osnovi, evolucioni trend se kod trculjaka razlikovao u odnosu na druge
insekte, a ogledao se prevashodno u postepenom povecanju glave i pronotuma u odnosu na
abdomen. Naime, kod njih se javljaju slede¢e morfoloske forme: cihroidan, proceroidni i
abakoidan tip. Kod cihroidnog tipa postoji uska glava, a pronotum i suZenje izmedu toraksa i
abdomena povecavaju pokretljivost. Kod proceroidnog tipa su uvecani glava i pronotum, ali 1
dalje postoji suzenje izmedu grudi i abdomena. Kod abakoidnog tipa postoje robusni pronotum i
glava, ali nema suzenja izmedu toraksa i abdomena. Posebno je izrazena spljoStenost U
dorzoventralnom pravcu. Takode, morfoloski karakteri su se oblikovali i prema nacinu
lokomocije. Naime, kada bi se osvrnuli na ancestralni morfoloski tip grade, uo¢ili bismo formu
tela i razli¢ite strukture prilagodene na tré¢anje. Ovakva adaptacija je umnogome uticala i na
njihovu dana$nju morfologiju, prevashodno kada su u pitanju zadnji par ekstremiteta i veli¢ina
metatrohantera. Ovi trohanteri sadrze femoralni muskularni rotator, ¢ime je omoguéena rotacija
femura oko trohantera. Danas se razlikuju tri tipa lokomocije kod ove grupe insekata. Kod prvog

tipa postoji adaptacija na brzo tréanje, $to se morfoloski ogleda u kracem metatrohanteru,
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dugackim segmentima ekstremiteta i manjoj masi tela. Ovaj morfoloski tip poseduju predstavnici
rodova Cicindela Linnaeus, 1758, Nebria Latreille, 1802, Leistus Frolich, 1799, Notiophilus
Duméril, 1806, Loricera Latreille, 1802 i Elaphrus Fabricius, 1775. Drugi tip se odnosi na
lokomociju koja se zasniva na snaznom guranju i probijanju tela ka napred, Sto podrazumeva
duge metatrohantere i varijabilne forme tela (npr. vrste rodova Harpalus Latreille, 1802 i Amara
Bonelli, 1810). Treéa grupa obuhvata vrste ¢ija se lokomocija zasniva na snaznom
horizontalnom potiskivanju tela u pravcu kretanja. Oni poseduju kratke i uske zadnje
ekstremitete, dok su prednji ekstremiteti specijalizovani za kopanje. Tu spadaju najsporije vrste
trculjaka (npr. vrste rodova Clivina Latreille, 1802, Scarites Fabricius, 1775 i Dyschirius Bonelli,
1810) (Evans, 1977; Ribera et al., 1999).

Osim adaptacija koje omogucavaju bezanje, tr€uljci su razvili 1 druge nacine, odnosno
mehanizme, u odbrani od potencijalnih predatora (Giglio et al., 2011). Naime, svi pripadnici
porodice Carabidae poseduju par odbrambenih egzokrinih pigidijalnih Zlezda, koje po poreklu
predstavljaju parne dorzalne kutikularne invaginacije telesnog zida (Kanehisa & Shiraga, 1978).
Ove anatomski simetricne strukture su pozicionirane u posteriornom delu abdomena, u nivou
gonada i1 Cine Zlezdani sistem karakteristiCan za Citav podred Adephaga (Dettner, 1987).
Pigidijalni Zlezdani sistem sadrzi u svom sastavu tri medusobno povezane funkcionalne celine,
razli¢ite sa morfoloskog aspekta. Ove celine podrazumevaju, redom: sekretorni deo, izgraden u
od veceg broja sekretornih lobusa (acinusa), najcece sfericne do elipsaste forme, koji sadrze
sekretorne Celije, grupisane oko centralnog sabirnog lumena, a u kojima se odbrambeni sekret
sintetiSe (i), transporni deo, koji podrazumeva strukture koje omogucavaju izlivanje sekreta iz
sekretornog dela u druge delove ovog sistema (te strukture su predstavljene veéim brojem
sabirnih kanali¢a, uglavnom radijalno rasporedenih, a koji se grupiSu u glavni sabirni kanal, koji
zajedno sa njima upotpunjuje ovu funkcionalnu celinu) (ii) i sabirni deo, u koji se uliva glavni
sabirni kanal, a koga ¢ini sabirni (kolektorski) rezervoar, u kome se sekret skladisti do
izlu¢ivanja (ii1). Sekret ispunjava lumen rezervoara koji je obloZen glatkom muskulaturom, ¢ija
kontrakcija omogucava potiskivanje sekreta iz rezervoara kroz eferentni kanal u spoljasnju
sredinu. Eferentni kanal se izliva u spoljasnju sredinu u nivou osmog abdominalnog segmenta sa

ventralne strane (Bonacci et al., 2011). Ovako opisane pigidijalne strukture su uglavnom prisutne
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kod evolutivno starijih zlezdanih aparata. Ove zlezde su varijabilne po strukturi i hemijskom
sastavu sekreta koji se produkuje od strane sekretornih ¢elija i izbacuje u spoljasnju sredinu pod
uticajem stresa. Postoje tri nacina izbacivanja ovih sekreta: izlu¢ivanje u vidu kapljica, prskanje
u vidu spreja i krepitacija. Najjednostavniji mehanizam izlu¢ivanja sekreta, a koji se Cesto srece
unutar porodice Carabidae, je najverovatnije plejotropnog karaktera (Forsyth, 1970; Balestrazzi
et al., 1985; Will et al., 2000). Medutim, predstavnici tribusa Brachinini poseduju kompleksniju
strukturu ovog sistema, pa samim tim je nesto sloZeniji i naéin izlu¢ivanja. U ovom slucaju,
mehanizam podrazumeva rasprSivanje sekreta u vidu spreja zahvaljuju¢i reakcijama serijskih
eksplozija koje se deSavaju unutar ovog sistema usled prisustva specificnih hemijskih jedinjenja,
prevashodno kinona (Arndt et al., 2015). Posledi¢no dolazi do izlu¢ivanja sekreta u pulsacijama.
Npr. kod vrste Pheropsophus (Stenaptinus) insignis Boheman, 1848 postoji oko 500 pulsacija u
sekundi (Dean et al., 1999).

Sa stanoviSta morfologije 1 hemijskog sastava odbrambenih sekreta koje produkuju,
pigidijalne Zlezde se razlikuju od grupe do grupe u okviru porodice Carabidae (potporodice
Anthiinae, Brachininae, Broscinae, Carabinae, Cicindelinae, Dryptinae, Elaphrinae, Harpalinae,
Lebiinae, Licininae, Loricerinae, Nebriinae, Paussinae, Platyninae, Pseudomorphinae, Psydrinae,
Pterostichinae, Scaritinae, Trechinae i dr) (Pavan 1968; Blum 1981; Kanehisa & Kawazu 1982;
Balestrazzi et al. 1985; Eisner et al., 2000, 2001; Will et al., 2000; Attygalle et al., 2009; Bonacci
et al., 2011; Leci¢ et al., 2014). Vazno je napomenuti da polni dimorfizam u morfologiji ovih
struktura nije zapaZzen do danas u nekom znacéajnijem smislu (Forsyth, 1972), ali hemijski sastav

sekreta moze varirati izmedu polova (Attygalle et al., 1991).

1.1.2.1. Morfo-anatomski i histoloski aspekt pigidijalnih Zlezda

Generalno posmatrano, pigidijalne zlezde predstavljaju tip egzokrinih Zlezda
ektodermalnog porekla, a sam zid kanala i rezervoara gradi sloj glatke muskulature, koja je
dobro aerisana putem traheja i traheola respiratornog sistema. Pored misi¢nog sistema, u sastav
ovih Zlezda ulaze i vezivno i epitelijalno tkivo, te osim miozina, prisustvo kolagena u ovom tkivu
je podjednako dominantno. Sekretorni lobusi se sastoje od gusto pakovanih sekretornih ¢elija

(Slika 3), koje su takode aerisane putem traheola, ¢ime se potvrduje visoka vaskularizovanost
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ovog sistema (Dettner, 2014). Sekretorni lobusi najée$¢e variraju u dijametrima i gustini

pakovanja (Giglio et al., 2009).

Slika 3. Struktura pigidijalnog Zlezdanog sistema na primeru razli¢itih vrsta Adephaga iz porodice
Dytiscidae. (a) Dytiscus marginalis Linnaeus, 1758; (b) Acilius sulcatus Linnaeus, 1758; (c) Colymbetes fuscus
(Linnaeus, 1758); (d) Copelatus (Liopterus) haemorrhoidalis Fabricius, 1787; (e) Laccophilus minutus
Linnaeus, 1758; (f) Nebrioporus depressus Fabricius, 1775; (g) Hyphydrus ovatus Linnaeus, 1761 (posteriorni
deo sistema, uvecano); (h) D. marginalis (presek sekretornog lobusa). az - akcesorna Zlezda; sk - sabirni
kanal; za - zavr§etak aparata; s¢ - sekretorne éelije; iZ - integumentalne Zlezde; int - integument; rez -
rezervoar; sl - sekretorni lobus; tr - traheja; mt - mikrotubule. Nukleusi su oznadeni crnom bojom (preuzeto
iz Dettner, 2014).
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Interesantan je podatak da je sama citoplazma sekretornih celija bogata
endoplazmati¢nim retikulumima, granulama glikogena i1 dobro razvijenim Goldzijevim
kompleksom koji produkuje guste sekretorne granule, ali i mnogobrojnim izduzenim
mitohondrijama veé¢ih dijametara, $to upucuje na energetski zahtevan proces koji se odrzava u

ovom sistemu (Giglio et al., 2009).

Celokupni pigidijalni sistem se moze detaljno pojasniti na primeru vrste Anchomenus
dorsalis (Pontoppidan, 1763), kod koje ove zlezde predstavljaju kutikularne invaginacije
telesnog zida, ¢iji se otvor nalazi odmah iza osmog abdominalnog tergita. Svaka zlezda se sastoji
od agregacija sekretornih ¢elija, sabirnog kanala, rezervoara i eferentnog kanala (Slika 4a).
Agregacije sekretornih ¢elija su radijalno rasporedene oko centralnog lumena sabirnog kanala
(Forsyth, 1970), koji odrzava sekret duz sabirnog kanala. Celokupna struktura sekretornih lobusa
i sabirnog kanala ima formu grozda, odnosno, zapaza se njihovo grupisanje u klastere (Slike 4a i
4b). U sam reniformni rezervoar (Slika 4c) se ulivaju radijalni sabirni kanali, koji dopiru od
sekretornih lobusa, preko jednog glavnog sabirnog kanala (Forsyth, 1970) cilindricnog oblika,
¢ija duzina odgovara dvostrukoj duzini samog tela trculjka, u slucaju A. dorsalis. Sam lumen
zauzima jednu tre¢inu dijametra rezervoara. Eisner et al. (2001) su na primeru vrsta roda
Crepidogaster Boheman, 1848 oznacili kutikularne tvorevine unutar sekretornog sistema kao
mikrotubule i tzv. florete. Mikrotubule su definisane kao intracelularne organele (Rossini et al.,
1997) i grupisane su u konvergentne klastere u cilju formiranja sitnog, individualnog floreta koji
trasportuje sekret iz lumena sekretornog lobusa do nesto vec¢ih kanala i finalno do glavnog
sabirnog kanala (Slike 4e i 4f). Od rezervoara do spoljas$nje sredine se sekret sprovodi putem
eferentnog kanala (Slika 4d), kod koga se primecuje tendencija ka apikalnom grananju (Bonacci
et al., 2011).
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Slika 4. Mikrografije dobijene svetlosnom mikroskopijom. (a) Dorzalni aspekt pigidijalne Zlezde: ek -
eferentni kanal, r - rezervoar, sk - sabirni kanal, sl - sekretorni lobusi; (b) sabirni kanal; (c) rezervoar; (d)
eferentni kanal (bela strelica); (e) sabirni kanal sa apikalnim ramifikacijama (bele strelice); (f) floret (prema
Eisner et al., 2001). Skale: 0,5 mm (a), 0,125 mm (b i ¢), 0,05 mm (d i e), 0,015 mm (f) (preuzeto iz Bonacci et
al., 2011).
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1.1.2.2. Biosinteza i hemijski sastav organskih jedinjenja sekreta pigidijalnih zlezda,
interspecijska varijabilnost u hemijskom sastavu sekreta pigidijalnih zlezda

Evoluciju porodice Carabidae je nepobitno pratio trend povecanja diverziteta grupe i
varijabilnosti morfologije i1 fiziologije egzokrinih abdominalnih Zlezda, ali i sastava smeSa
jedinjenja koje se u njima produkuju. Sama hemijska analiza sekreta egzokrinih pigidijalnih
zlezda ukazuje na postojanje smeSe organskih molekula malih tezina, poput terpena, zatim,
aldehida, ketona, estara, alkohola, kao i karboksilnih kiselina. Kombinacija ovih organskih
jedinjenja je kako kod adulta, tako i kod larve namenjena iskljuc¢ivo svrsi odbrane od
potencijalnih predatora, dok su ostale uloge u srediStu razmatranja (Moore, 1979; Blum, 1981,

Giglio et al., 2007, 2009).

Komparativna analiza sekreta pigidijalnih Zlezda razliCitih vrsta tréuljaka ukazuje na
nekoliko zajedniCkih klasa jedinjenja koja se mogu detektovati kod njih: ugljovodonici, alifati¢ni
ketoni, saturisani estri, mravlja kiselina, visoko zasi¢ene kiseline, nezasi¢ene karboksilne
kiseline, fenoli (m-krezol), aromati¢ni aldehidi (salicilaldehid) i kinoni. Kod vecine tréuljaka,
najveci procenat u smesi sekreta pigidijalnih Zlezda zauzima metakrilna kiselina, dok je prema
procentu zastupljenosti tiglinska kiselina na drugom mestu (Blum, 1981; Leci¢ et al., 2014).
Ustanovljeno je da se L-valin nalazi u osnovi strukture metakrilne, ali i izobutiri¢ne kiseline kod
vrste Scarites subterraneus Fabricius, 1775 (Attygalle et al., 1991, citirano u Giglio et al., 2011).
Naime, premeStanjem svih atoma vodonika na ugljenik valina obelezenog deuterijumom

eksperimentalno dolazi do sinteze izobutiri¢ne i metakrilne Kiseline (Morgan, 2004).

Medutim, kod vrste Pterostichus (Hypherpes) californicus (Dejean, 1828), kao prekursor
za biosintezu tiglinske i metakrilne Kiseline putem metabolizma 2-metilbutiricne kiseline je
detektovan izoleucin (Attygalle et al., 2007) (Slika 5).

13



HyC NH, H.C
—
—>—< 4>_< 3—00%
COOH

HC COOH HaC i

L

Slika 5. Biosinteza tiglinske i metakrilne kiseline (preuzeto iz Attygalle et al., 2007).

Masne kiseline su Cesto zastupljene u sastavu sekreta medu razlicitim tribusima trculjaka
(Kanehisa & Kawazu 1982), a jedna od kratkolan¢anih masnih kiselina, butiri¢na kiselina, je

nedavno po prvi put identifikovana kod potporodice Carabinae (Leci¢ et al., 2014).

Sinteza masnih kiselina kod insekata, generalno, odvija se uz pomo¢ enzimskog
kompleksa masno-kiselinske sintetaze, koju ¢ine svi moguci enzimi koji uestvuju u ovom
procesu. Tokom svih faza rastuéi lanac kiselina je spojen za ovaj kompleks, prelazeci sa jedne
enzimske jedinice kompleksa do sledece. Kada lanac dostigne 16. ili 18. C atom, dolazi do
razdvajanja od enzimskog kompleksa. Kako bi se manolil grupa dobila od acetata, prirodno se
koristi N-karboksibiotin kao nosa¢ CO- grupe. Karboksilna grupa se sa biotina premesta na acetil
koenzim A, ¢ime se ovaj molekul konvertuje u malonil koenzim A, koji je mnogo reaktivniji
molekul. Acetilna grupa se premesta sa koenzima A na acil noseci protein (acyl carrier protein,
engl.) (ACP), i dalje na B-ketosintazu. Nakon toga sledi kondenzacija izmedu acetata i malonata,
$to je praceno redukcijom keto grupe (C=0 NAPPH . CHOH) i dehidratacijom alkohola. Potom
nastaje butiril grupa, koja se pomera na B-ketosintazu, i dalje premesta putem drugog molekula

malonata na ACP. Zatim se iznova dogada kondenzacija i ciklus se nastavlja dalje. Bitno je
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napomenuti da su ovi procesi prostorno razdvojeni. Naime, sama sinteza se desava u citoplazmi,

dok se degradacija odvija u mitohondrijama (Morgan, 2004).

Sa druge strane, bube bombarderi (npr. Brachinus spp., Metrius spp., Stenaptinus spp.) su
vrlo karakteristi¢na i evolutivno najizvedenija potporodica (Brachininae), ne samo po strukturi
abdominalnog Zzlezdanog kompleksa, ve¢ i prema hemijskom sastavu sekreta koji se u tim
Zlezdama sintetiSe. Naime, sekretorni lobusi izlu¢uju vodonik-peroksid i hidrokinone, koji se
c¢uvaju u znatnoj koli¢ini u rezervoarima. Kada se jedinka oseti ugroZenom, dolazi do
kontrahovanja rezervoara, pomerajuci vodonik-peroksid i hidrokinone u reakcionu komoru kroz
poseban sistem otvora sa zaliscima. Unutra$nji sloj reakcione komore ¢ine ¢elije koje sintetiSu
enzime poput peroksidaza i katalaza. Kada se vodonik-peroksid i hidrokinoni nadu u kontaktu sa
navedenim enzimima dolazi do eksplozivne reakcije, pri cemu se stvaraju voda, kinoni, gasoviti
kiseonik i toplota. Pritisak slobodnog gasovitog kiseonika potiskuje smesu iz reakcione komore
kroz mlaznicu koja je usmerena ka meti (potencijalnom predatoru) pod preciznim uglom, i to
putem specificnog oboda (tribus Paussini), ili putem linijskih Zljebova (tribus Metriini) ili

deflektorima za rasprsivanje (tribus Brachinini) (Eisner et al., 2001; Giglio et al., 2011).

Karboksilne kiseline koje su prisutne u sastavu sekreta pigidijalnih Zlezda mogu se
smatrati derivatima pentafluorobenzila. Sintetisanje mravlje kiseline narocito je prouceno kod
vrste Galerita lecontei Dejean, 1831, kod koje je ova kiselina zastupljena do 3% ukupne telesne
mase. Za prekursore ove Kiseline se smatraju I-serin i glicin, od kojih se putem N5-formil-

tetrahidrofolata vrsi sinteza (Giglio et al., 2011).

Interesantno je da se u produktima metabolizma vecine insekata danas identifikuju
jedinjenja koja su detektovana i kod biljaka, a koja mogu imati potencijalni antimikrobni efekat,
kao §to su monoterpeni (Veith et al, 1994). Ovde tréuljci nisu izuzetak, pa se tako, na primer,
linalool sintetiSe kao glavno hemijsko jedinjenje u sastavu sekreta vrste Carabus lefebvrei
Dejean, 1826, u stadijumu lutke (Giglio et al., 2009).

Kada su u pitanju odabrane vrste tr€uljaka koje su ispitane u ovoj studiji, prethodno je
ve¢ ustanovljen hemijski sastav sekreta njihovih pigidijalnih zlezda primenom metode gasne
hromatografije sa masenom spektrometrijom (gas chromatography with mass spectrometry,
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engl.) (GC-MS), sto je predstavljeno Tabelom 1. Kao dominantna jedinjenja u sastavu sekreta
ve¢ine vrsta su evidentirane metakrilna i tiglinska kiselina, sa izuzetkom vrste Laemostenus
(Pristonychus) punctatus (Dejean, 1828), kod koje ova jedinjenja nisu identifikovana.
Prevashodno se zapaza visok relativni procentualni udeo metakrilne kiseline kod pet vrsta, i to
Abax (Abax) parallelepipedus (Piller & Mitterpacher, 1783) (76,5%), Carabus (Eucarabus)
ullrichii Germar, 1824 (78,7%) (Schildknecht & Weis, 1962; Lec€i¢ et al., 2014; Nenadi¢ et al.,
2016a), C. (Tomocarabus) convexus Fabricius, 1775 (83,8%) i C. (Procrustes) coriaceus
Linnaeus, 1758 (79,2%) (Vesovi¢ et al., 2015) i Calosoma (Calosoma) sycophanta (Linnaeus,
1758) (44,8%) (Leci¢ et al., 2014; Nenadi¢ et al., 2017b). Takode, prisustvo kratkolancanih
masnih Kkiselina je po prvi put identifikovano kod odredenih vrsta. Tako je prisustvo izobutiri¢ne
kiseline ustanovljeno kod A. (A.) parallelpipedus, C. (E.) ullrichii i C. (C.) sycophanta, dok je
butiri¢na Kiselina prisutna kod poslednje dve pomenute vrste. Sekret vrste C. (E.) ullrichii se po
hemijskom sastavu bitno razlikuje od sekreta ostalih Sest vrsta, naro¢ito po prisustvu angelinske
kiseline (Schildknecht & Weis; 1962; Leci¢ et al., 2014; Nenadi¢ et al., 2016a). Sekret vrste L.
(P.) punctatus je specifiénog hemijskog sastava u poredenju sa ostalim vrstama, a narocito je
interesantan visok procentualni udeo unidekana (40,4%) i dodecil acetata (34,2%) (Vesovi¢ et
al., 2015). Prisustvo salicilaldehida u visokom procentualnom udelu (42,7%) kod vrste C. (C.)
sycophanta posebno izdvaja ovu vrstu od ostalih pomenutih predstavnika porodice Carabidae,
medutim, interesantno je napomenuti da postoji slicnost u hemijskom sastavu sekreta C. (C.)
sycophanta u poredenju sa vrstom A. (A.) parallelepipedus, narocito zbog prisustva senecioiske i
krotonske kiseline, koje nisu zabelezene kod ostalih predstavnika (LecCi¢ et al., 2014; Nenadic¢ et
al., 2017b). Kada je u pitanju vrsta Carabus (Chaetocarabus) intricatus Linnaeus, 1760,
Schildknecht & Weis (1962) su zabelezili jedino prisustvo metakrilne i tiglinske kiseline u smesi

sekreta.
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Tabela 1. Hemijski sastav i relativni procentualni udeo jedinjenja u sastavu sekreta pigidijalnih zlezda vrsta
C. ullrichii, C. coriaceus, A. parallelepipedus, L. punctatus, C. intricatus, C. sycophanta i Carabus convexus
Fabricius, 1775, dobijen primenom GC-MS (modifikovano prema Schildknecht & Weis 1962; Schildnecht et
al., 1968; Leci¢ et al., 2014; Vesovi¢ et al., 2015; Nenadi¢ et al., 2017b).

Hemijska Relativni procentualni udeo hemijskih jedinjenja u sekretima (%)?
jedinjenja

Propanska T T
kiselina

Butiri¢na 0,2 15

kiselina

Metakrilna 78,7 79,2 76,5 * 44,8 83,8
kiselina

Krotonska 0,1 0,1
kiselina

Tiglinska 2,5 20,8 22,9 * 5,6 15,9
kiselina

Undekan

N
o
~

Mravlja

kiselina

N
©
~

o
)

Undecil acetat
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Nastavak Tabele 1.

Dodekan-1

-ol 1,2
Kapronska T
kiselina

Dodecil acetat

34,2
7-
Heksildokozan 0,5
9-Metil
tetrakozan 2,6
Palmitinska
kiselina 05
Stearinska
kiselina 01
Oleinska
kiselina 01
Salicilaldehid 42,7

3. Dobijeni podaci putem GC-MS na INNOWax kapilarnoj koloni; T -identifikovana jedinjenja u tragovima

(<0,1%); *- nije ustanovljen relativni procentualni udeo jedinjenja

1.2. Bioloska aktivnost izluevina insekata, sa posebnim osvrtom na dejstvo sekreta

pigidijalnih Zlezda predstavnika porodice Carabidae

Veliki diverzitet jedinjenja koja ulaze u sastav izlucevina odredenih insekata je
ustanovljen joS 80-ih godina proslog veka, dok ispitivanje njihove uloge postaje glavna tema
danasnjice u primenjenoj entomologiji. Primarno je ustanovljeno da je sinteza ovih produkata
uslovljena tendencijom odbrane od potencijalnih predatora, prevashodno u stacionarnom
stadijumu tokom ontogenetskog razvica, ali su se vremenom naslucivale i druge namene.
Prethodno se osobito odnosi na njihovo potencijalno antimikrobno dejstvo, medutim, ova
tematika je slabo istrazena u okviru podreda Adephaga (Dettner, 1985). Stoga je apsolutno
razumljivo §to su odbrambeni sekreti tréuljaka, kao znacajne porodice u okviru ovog podreda, u
fokusu istrazivanja poslednjih 50 godina (Will et al., 2000; Bonacci et al., 2011; Di Giulio et al.,
2015).
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Generalno posmatrano, sekreti insekata se mogu neformalno razvrstati u nekoliko tipova
u zavisnosti od mesta sinteze ovih jedinjenja, kao i naina sekrecije, te tako mozemo razlikovati
oralne, analne i zlezdane sekrete (Hoback et al., 2004). Tako, na primer, kada su tvrdokrilci u
pitanju, potporodicu Nicrophorinae iz porodice Silphidae (Nicrophorus marginatus Fabricius,
1801) karakteriSe izlu¢ivanje oralnih sekreta, koji sadrze u svom sastavu odredene enzime.
Pokazano je da ove izluCevine poseduju antibakterijski potencijal, odnosno uti¢u na inhibiranje

rasta bakterijskih kolonija iz njihovih staniSta (Rana et al., 1997; Hoback et al., 2004).

Kada govorimo o sekretima unutar porodice Carabidae, to se prevashodno odnosi na
egzokrine izlu¢evine. Naime, sekreti ovog tipa predstavljaju produkte egzokrinog sistema zlezda
tréuljaka, koji se u osnovi dele na feromone i alomone. Ovakva jedinjenja igraju ulogu u intra- i
interspecijskoj komunikaciji. U svetu insekata ovakvi tipovi zlezdanih sistema imaju znacajnu
funkciju u reproduktivnom ponasanju. Daljim evolucionim procesom, sa tendencijom
poboljsanja komunikacije sa okolnim staniStem i potencijalnim predatorima, dolazi do znacajnih
izmena u biohemijskim putevima, te i do same sinteze jedinjenja ¢ija ¢e osnovna uloga biti
zaStita od potencijalnih prirodnih neprijatelja, ali i potencijalnih patogenih mikroorganizama,
barem kada su u pitanju pigidijalni Zlezdani sistemi (Blum, 1996; Giglio et al., 2011; Kotze et
al., 2011). Bioloska aktivnost ovih produkata je prevashodno uslovljena hemijskim sastavom
unutar navedenih smesSa sekreta. Narocito su u fokusu razmatranja masnih kiselina kao glavnih
agenasa u antimikrobnoj aktivnosti, ali i u antitumorskom potencijalu. Naime, interakcija ovih
jedinjenja sa unutrasnjom membranom bakterija moZe da uti¢e neposredno na proces oksidativne
fosforilacije i umanji znatno produkciju adenozin trifosfata (ATP). Prethodni dogadaj je
prouzrokovan sposobnosc¢u ovih kiselina (kako zasi¢enih, tako i nezasi¢enih) da se direktno vezu
za ATP sintazu, ¢ime se remeti funkcionalnost ovog enzima. Takode, funkcija ATP sintaza se
moze remetiti porastom permeabilnosti membrane za protone, §to je posledica aktivnosti

uglavnom nezasic¢enih kratkolan¢anih masnih kiselina (Debois et al., 2010).

Kao $to je ve¢ ranije pomenuto, interesantno je da se u sastavu izlucevina insekata mogu
naci jedinjenja poput terpena, karakteristicnih za biljke, ta¢nije konstituenti etarskih ulja velikog
broja biljaka, ¢ija bioloska aktivnost je ve¢ utvrdena. Kada su Carabidae u pitanju, monoterpeni,

narocito linalool, se mogu identifikovati kod stadijuma lutke vrste C. lefebvrei. Osim odbrane od
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predatora, sugeriSe se i profilakticka funkcija ovih jedinjenja u cilju odbrane od patogena u
stacionarnoj fazi ontogenetskog razvica (Giglio et al., 2009). Takode, sli¢ne primere nalazimo 1i
kod drugih vrsta tr¢uljaka, poput Chlaenius cordicollis Kirby, 1837, kod kojih se belezi sekrecija
odbrambenih jedinjenja poput hidrokinona i benzokinona, koji se izdvajaju kao znacajna
jedinjenja u odbrani larvalnog stadijuma (Holliday et al., 2015). Ovakvi fenomeni su zastupljeni i
u okviru drugih porodica tvrdokrilaca, te se tako kod larvi predstavnika Chrysomelidae u svrsi
odbrane belezi sinteza derivata izoksazolinona, salicina, benzaldehida, konjugovanih acetata, ali i
ciklopentanoi¢nih monoterpena, plagiodijala i hrizomelidijala. Ova jedinjenja produkuje i
izluCuje par egzokrinih zlezda na dorzalnoj strani torakalnih i abdominalnih segmenata (Burse et
al., 2008).

Pored egzokrinih izluCevina specificnih bioloSkih potencijala, koje ostvaruju toksi¢no,
antimikrobno, antiinflamatorno, antioksidativno i antikancerogeno dejstvo, insekti poseduju
specifiéne polipeptide u sklopu imunog sistema, a u sastavu hemolimfe, koji kriju u sebi
varijabilne potencijale. Poslednjih dvadeset godina se znacajan akcenat stavlja na ispitivanje tzv.
antimikrobnih polipeptida (AMP) ili peptidnih fragmenata poreklom iz mikroorganizama, biljaka
1 zivotinja (vertebrata 1 invertebrata, naroCito insekata), a koji predstavljaju evolutivno visoko
konzervirane molekule humoralnog imunog sistema. Najcesce se radi o katjonskim vrstama, ali
postoje i anjonske, amfipati¢ne i hidrofilne vrste ovih molekula, koji se sintetiSu od strane
masnog i epitelijalnog tkiva kod holometabolnih insekata, a potom transportuju do hemolimfe.
Ovi molekuli poseduju Sirok dijapazon aktivnosti kao S§to je antibakterijsko, antifungalno,
antiviralno, antioksidativno antitumorsko i imunomodulatorno dejstvo (Bulet et al., 1999; Bulet
& Stocklin, 2005; Keehnen et al., 2017; Yi et al., 2014; Mylonakis et al., 2016). Identifikovani su
kod predstavnika Diptera, Hymenoptera, Odonata, Hemiptera, ali i Coleoptera (Tabela 2)
(Chernysh et al., 2002; Wang et al., 2009; Yi et al., 2014). Prvi antimikrobni peptid koji je
identifikovan kod insekata je bio cekropin, poreklom iz hemolimfe predstavnika reda
Lepidoptera, odnosno vrste Hyalophora cecropia (Linnaeus, 1758) (Steiner et al., 1981, citirano
u Yi et al., 2014; Keehnen et al., 2017). Antibakterijska aktivnost ovih peptida je po prvi put
detektovana upravo kod jedinki ove vrste, ali i kod jo§ jednog predstavnika Lepidoptera [Samia

cynthia (Drury, 1773)], pri ¢emu su ova jedinjenja prethodno izolovana iz bakterijski
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imunizovanih jedinki u stadijumu lutke (Faye et al., 1975, citirano u Yi et al., 2014). Kasnije je

ova bioloska aktivnost bila potvrdena kod vrste Drosophila melanogaster Meigen, 1830, u
adultnom stadijumu (Robertson & Postlethwait, 1986, citirano u Yi et al., 2014). Od 80-ih

godina proslog veka do danas je izolovano preko 150 drugih antimikrobnih proteina iz insekata

(Yietal., 2014).

Tabela 2. Prikaz pojedinih antimikrobnih peptida izolovanih iz hemolimfe insekata razli¢itih redova i osnovni

mehanizmi njihove aktivnosti (modifikovano prema Chernysh et al., 2002; Wang et al., 2009; Yi et al., 2014).

Peptid Vrsta Porodica Red Aktivnost i potencijalna Referenca
aplikacija
Aloferon 1,2 Calliphora Calliphoridae  Diptera Indukcija NK i IFN- Chernysh et
vicina Robineau- imunske  modulacije al. (2002)
Desvoidy, 1830 (leukemija)
Cekropin Hyalophora Saturniidae Lepidoptera Membranska disrupcija  Steiner et al.
cecropia (leukemija, kancer (1981); Chen
(Linnaeus, besike) et al. (1997)
1758)
Melitin Apis mellifera Apidae Hymenoptera Influks Ca?* (humani Wang et al.
Linnaeus, 1758 hepatocelularni (2009)
karcinom)
Defenzin A Phormia Calliphoridae  Diptera Antimikrobno dejstvo Lambert et
terranovae na G-(+) bakterije
Robineau- al. (1989)
Desvoidy, 1830
Tenecin-1 Tenebrio molitor ~ Tenebrionidae Coleoptera Antimikrobno dejstvo Moon et al.
Linnaeus, 1758 na G-(+) bakterije (1994)
Holotricin-1  Holotrichia Scarabaeidae  Coleoptera Antimikrobno dejstvo Lee et al.
diomphalia na G-(-) bakterije
(Bates, 1888) (1995)
Koprisin Copris Scarabaeidae  Coleoptera Antimikrobno dejstvo Hwang et al.
tripartitus na G-(+) i G-() (2009)
Waterhouse, bakterije i mikromicete
1875
Defenzin Aeshna cyanea Aeshnidae Odonata Antimikrobno dejstvo Bulet et al.
(Mdiller, 1764) na G-(+) i G-()
bakterije (1992)
Defenzin, Galleria Pyralidae Lepidoptera Antifungalno dejstvo Schuhmann
galerimicin ETI]_eiIr:gg:U: 1758) et al. (2003);
Lee et al
(2004)
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1.2.1. Antimikrobna aktivnost

Sposobnost agenasa da inhibiraju i zaustave u potpunosti rast i razvoj bakterija i
mikromiceta se definiSe kao antimikrobna aktivnost, koja obuhvata antibakterijsko i antifungalno
dejstvo. Mnogi agensi deluju mikrobiostaticki, odnosno inhibitorno (inhibicija rasta) ili
mikrobicidno (potpuno uniStavanje i ubijanje mikroorganizama). Patogenost mikroorganizama,
bilo obligatorna ili fakultativna, generalno se moze definisati kao njihova sposobnost da
kolonizuju organizam domacina i tu obavljaju svoj zivotni ciklus, odrzavajuci svoj vijabilitet, Sto

posledi¢no uzrokuje infektivna oboljenja domacina (Brooks et al., 2007).

Danasnjica je sa sobom donela posledicu evolucije mikroorganizama koji su oduvek
predstavljali pretnju viSecelijskim visokoorganizovanim sistemima, ¢iji se specificni imunski
odgovor oblikovao kao adaptacija na njihovo prisustvo. Sada, kada njihov diverzitet i specijacija
dostizu vrhunac, efektivnost mnogih dosada$njih antimikrobnih agenasa je pod znakom pitanja,
kao $to je i reCeno na pocetku uvodnog dela. Kako su bakterije razvile izvestan stepen
rezistencije na antibiotike (Wanger et al., 2017), od 1970-ih godina se intenzivno istrazuju
produkti prirodnog porekla koji bi predstavljali buduce antibakterijske agense (Karuppusamy &
Rajasekaran, 2009). Interesantno je da paradigma lezi upravo u uverenju da jedna vrsta bakterije
izaziva specificno odredenu infekciju, medutim, danas su sve ucestalije u fokusu polimikrobne
infekcije, Cije je pracenje omoguceno sekvenciranjem metagenoma i metatranskriptoma

mikrobioloskih zajednica asociranih sa datim oboljenjem (Ventola, 2015; Gilbert et al., 2016).

U tom smislu, predstavnici redova Bacillales (Bacillaceae, Listeriaceae,
Staphylococcaceae), Pseudomonadales (Pseudomonadaceae), Enterobacteriales
(Enterobacteriaceae), koji su u fokusu ove studije, poseduju veliki biomedicinski znacaj kako
ubrajaju Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (Gram-pozitivne
bakterije), kao i Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Enterobacter cloacae, Pseudomonas

aeruginosa (Gram-negativne bakterije).

Tako je B. cereus poznat po produkciji snaznog emetickog toksina i enterotoksina, koji
izazivaju klinicki 1 epidemioloski razli¢ite forme alimentarne intoksikacije ili emeticki sindrom,
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kao 1 toksicnu infekciju, odnosno dijarealni sindrom. Kod poslednjeg navedenog sindroma,
uzro¢nike svakako treba traziti medu citotoksinima kao $to su hemolizin BL (Hbl), nehemoliti¢ki
enterotoksin (Nhe) i citotoksin K (Drobniewski, 1993; Arnesen et al., 2008; Bottone, 2010). Iz
sveze hrane i prehrambenih proizvoda, mesa, povrcéa i morskih plodova se ¢esto moze izolovati
L. monocytogenes, koja predstavlja uzro¢nika oboljenja listerioze, ali moze izazvati klinicke
simptome poput meningoencefalitisa ili septikemije kod novorodencadi. Osim navedenog, moze
se manifestovati i u vidu sindroma febrilnog gastroenteritisa (Vazquez-Boland, 2001). Sa
stanoviSta patogeneze, S. aureus eksprimira razli¢ite potencijalne faktore virulencije, kao Sto su
odredeni povrsinski proteini koji promovisu kolonijalizaciju tkiva domacina (i), faktori Kkoji
verovatno inhibiraju fagocitozu (kapsula, imunoglobulin-vezujuci protein A) (ii) i toksini koji
izazivaju oStecenje tkiva domacina pospesivanjem dalje inflamacije (leukocidini, hemolizini i
epidermoliti¢ni toksini koji se odnose na hemoliti¢ne, citotoksi¢ne, dermonekroti¢ne i letalne
aktivnosti) (iii) (Baron, 1996). Sa klinickog aspekta, ova bakterija izaziva oboljenja koja skupa
potpadaju pod isti naziv, odnosno stafilokokoze. Mogu izazvati razne epidemioloSke bolesti, kao
i tonzilofaringitis, sinuzitis, stafilokokni akutni enteritis, septikemiju i Kavasaki akutno oboljenje
u ranom detinjstvu (manifestuje se groznicom, inflamacijom mukozne membrane, polimorfnim
osipom koze i cervikalnom limfadenopatijom) (Habib et al., 2015). Pored prethodno pomenutih
vrsta Gram-pozitivnih bakterija, u istrazivanjima se istiCe znaaj vrste Micrococcus flavus
(Actinomycetales: Micrococcaceae), koja nije patogena za ¢oveka i Zivotinje, ali se ucestalo
koristi u eksperimentima. MozZe se izolovati sa ljudske koze, sa mesta luCenja Zlezda, iz mleka i

mlec¢nih proizvoda (Breed et al., 1957).

Kada se osvrnemo na Gram-negativne bakterije, E. coli se istic¢e kao univerzalan
stanovnik intestinalnog trakta coveka i toplokrvnih Zivotinja, tj. ¢ini normalnu floru creva, u
kojima dominira 1 u€estvuje u sintezi vitamina. Sojevi su rede patogeni, uglavnom u situacijama
smanjene otpornosti organizma ¢oveka, kada izazivaju infekcije urinarnog trakta kod starijih
osoba i dijareju kod dece i odraslih. E. coli je poznata i kao indikator zagadenja namirnica (Breed
et al., 1957). Jedan od primarnih virulentnih faktora kod ove bakterije jeste toplotno-labilan
enterotoksin (LT), koji ima priblizno sli¢nu strukturu kao i toksin Vibrio cholerae Pacini 1854

(Sixma et al., 1991; Spangler, 1992). Ovakvi toksini izazivaju kaskadu dogadaja koji vode ka
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aktivaciji Cl kanala intoksikovane celije, $to uzrokuje pojacano izbacivanje hloridnih jona u
intestinalni lumen, kao i opadanje nivoa apsorpcije hlorida i natrijuma. Ukupan rezultat se odnosi
na poremecaj osmotskog gradijenta intestinuma, $to izaziva gubitak vode u lumenu (Welch,
2006). Jos jedan fakultativni intracelularni patogen koji pripada Gram-negativnim bakterijama
jeste vrsta S. typhimurium. Kod ove vrste se, kao i kod ostalih predstavnika roda Salmonella,
infekcije najcesée Sire putem kontaminirane hrane (Breed et al., 1957; Fabrega & Vila, 2013).
Jo§ jedna gorenavedena klini¢ki znac¢ajna Gram-negativna bakterija jeste E. cloacae, koja se
nalazi u sastavu mikroflore intestinuma, medutim, samo pod odredenim uslovima postaje
patogena. Time su mnogi sojevi oznaceni kao jedni od glavnih uzro¢nika infekcija respiratornog
i urinarnog trakta, prevashodno kod imunokompromitovanih pacijenata (nozokomijalne
infekcije) (Barnes et al, 2003; Wisplinghoff et al., 2004). Takode, problem kod
imunokompromitovanih pacijenata ucestalo izaziva i opotrunisticki patogen P. aeruginosa. Ova
bakterija izaziva brojna oboljenja kao $to su pluéne, urinarne i kozne infekcije,
bronhopneumoniju, infekcije mekih tkiva i rana. Skup humanih oboljenja ¢iji je uzroénik ova
vrsta je oznac¢en pod nazivom pseudomonijaza (Breed et al., 1957).

Pored bakterijskih infekcija, oboljenja koja su uzrokovana mikromicetama danas
predstavljaju najveci izazov sa aspekta moguc¢ih humanih oboljenja, kao Sto su povrSinske
(superficijalne mikoze) i sistemske mikoze (mikoze unutras$njih organa). Superficijalne infekcije
su karakteristicno dugotrajne, a uglavnom mogu zahvatiti kozne povrsine, kao 1 podrucje oko
keratinoznog tkiva, dok sistemske mikoze nastupaju akutno, ali su po prirodi hroni¢ne bolesti
celog tela. Uzrocnici sistemskih mikoza su najceS¢e endogeni i egzogeni sojevi gljiva koje nisu
tako Cesto zastupljene na evropskom podru¢ju (Muntafiola-Cvetkovi¢, 1987). Ne samo da
mikromicete izazivaju oboljenja kod zdravih ljudi, ve¢ su neretko na meti ljudi sa hroni¢nim
oboljenjima i narusenog imuniteta. Konkretno, kada je kancer u pitanju, efikasnost i dejstvo
mnogih unapredenih terapija je odloZeno usled pojave ba$ ovakvih infekcija. Osim kod
tumorskih terapija, mikromicete se Cesto javljaju i prilikom oporavka pacijenata na intenzivnoj
nezi, nakon transplatacije organa i hematopoetskih stem c¢elija, kao i razli¢itih drugih operacija,
zatim kod terapija koje se primenjuju kod lecenja od autoimunih oboljenja, ali mogu biti 1

uzro¢nici komplikacija u neonatalnoj medicini (Lee & Lee, 2018). Osim patogenih vrsta, mnoge
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mikromicete, predstavnici rodova Aspergillus, Penicillium, Candida i Fusarium su potencijalni
producenti sekundarnih metabolita koji imaju toksi¢no dejstvo na ljude, Zivotinje (mikotoksini) i
biljke (fitotoksini) (Gravesen, 1979; Vukojevi¢, 2000). U ovoj studiji se izdvajaju predstavnici
redova Eurotiales (Trichocomaceae) poput Aspergillus niger van Tieghem 1867, Aspergillus
versicolor (Vuillemin 1903) Tiraboschi 1908, Aspergillus ochraceus Wilhelm 1877, Aspergillus
fumigatus Fresenius 1863, Penicillium ochrochloron Biourge 1923, Penicillium funiculosum
Thom 1910, Penicillium verrucosum Dierckx (1901), ali i predstavnik reda Hypocreales
(Hypocreaceae), Trichoderma viride Pers. 1794, kako predstavljaju uzro¢nike znacajnih
oboljenja u humanoj medicini. Konkretno, vrsta A. niger je poznata po produkovanju
mikotoksina, malformina C i naftokinona, koji su izuzetno toksi¢ni (Gravesen et al., 1979). Sa
aspekta medicine, veoma je znacajna vrsta jer Cesto uzrokuje infekcije ociju 1 razliCite alergijske
reakcije kod ljudi (Diba et al.,, 2007). Produkcija mikotoksina je karakteristicna i za A.
versicolor. Ova spororastuca filamentozna vrsta mikromiceta je poznata po proizvodnji
sekundarnog metabolita sterigmatocistina, koji predstavlja hepatotoksicni 1 visokopotentni
kancerogeni mikotoksin (Muntafiola-Cvetkovi¢, 1987), ali i nidulotoksina i aflatoksina B1, koji
se sintetiSu u veoma niskim koncentracijama. Kao takvi, mikotoksini mogu delovati i kao
imunosupresanti. Sa medicinskog aspekta, kao oportunisticki patogen, ova vrsta uzrokuje
oboljenja koja su objedinjena pod nazivom aspergiloze. Ovaj patogen je veoma otporan na
tretmane antimikoticima, medutim, kao i kod ostalih pripadnika roda Aspergillus, zapaza se
visok senzitivitet na terbinafin, koji je pokazao fungicidnu aktivnost in vitro (Gravesen et al.,
1979). U skorije vreme je ustanovljeno preko 20 alergena izolovanih iz A. versicolor (Benndorf
et al., 2008). Biomedicinski zna¢aj A. ochraceus se ogleda u produkciji mikotoksina ohratoksin
A, koji izaziva kvarenje hrane i1 oSteCenje jetre kod domacih zivotinja 1 ljudi, kao i
ksantomignena, koji oSteCuje bubrege i jetru (Gravesen et al.,, 1979; Muntafiola-Cvetkovi¢,
1987). Uzro¢nik invazivnih mikoza kod ljudi i zivotinja je najéesce vrsta A. fumigatus (Kwon-
Chung & Sugui, 2013). Ove mikromicete poseduju konidije izrazito sitnih dimenzija kojima se
izazivaju alergijske reakcije koze i alergijska astma (Paulussen et al., 2016). Kod osoba kod
kojih se belezi izmenjena funkcija plu¢a zbog cisti¢ne fibroze i astme, uz prisustvo ovog

patogena moZe do¢i do pojave alergijske bronhopulmonalne aspergiloze. Najrizicnija grupa ljudi,

25


https://en.wikipedia.org/wiki/Eurotiales
https://en.wikipedia.org/wiki/Trichocomaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Hypocreaceae

koja podleze potencijalnoj zarazenosti ovom mikromicetom, odnosi se na osobe sa hematoloskim
malignitetom poput leukemije, zatim na pacijente koji su podvrgnuti dugotrajnoj terapiji
kortikosteroidima, osobe sa transplantovanom koStanom srzi, osobe sa genetskim
imunodeficijencijama, kao i na osobe koje su zarazene virusom humane imunodeficijencije
(Dagenis & Keller, 2009). Znacajnu vrstu u istrazivanjima predstavlja P. funiculosum, za koju je
karakteristicna proizvodnja mikotoksina Iluteoskatina 1 ciklohlororina kao sekundarnih
metabolita, koji mogu izazvati oSteéenje jetre kod eksperimentalnih zivotinja (Muntafiola-
Cvetkovi¢, 1987; Walsh et al., 2012). Sa druge strane, postoje predstavnici roda Penicillium, kao
Sto je P. verrucosum, koji kontaminiraju voce, povrce, zitarice i proizvode bazirane na zitaricama
I mogu proizvesti neurotoksi¢ne, kancerogene, teratogene i imunotoksicne metabolite, medu
kojima se ubrajaju ohratoksin A i B, kao i penitrem (indol-diterpenoid) (Berntsen et al., 2017)
koji je karakteristican za vrstu P. ochrochloron. Stoga, prisustvo toksi¢nih mikromiceta u
zitaricama 1 vocu predstavljaju indirektnu potencijalnu opasnost po zdravlje ljudi (Samson et al.,

2004; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007; Limay-Rios et al., 2017; Perrone & Susca, 2017).

U sekundarne metabolite koje produkuje vrsta T. viride se ubrajaju mikotoksini
trikodermin i trikotoksin A (Muntafiola-Cvetkovi¢, 1987). Sa medicinskog aspekta, re¢ je o
veoma znac¢ajnoj mikromiceti, koja izaziva alergiju tipa 1 (Hou et al., 1972; Gravesen et al.,
1979), ali i odreden broj humanih infekcija (Hatvani et al., 2013).

Uprkos postojanju tolikog broja razli¢itih humanih oboljenja, danasnja nedavna otkri¢a
na poljima evolucije gljiva, filogenije, genomike, razvia i patogeneze ukazuju na mogué
napredak u terapijama. Kako je rezistentnost mikromiceta na komercijalne antimikotike
drasticno porasla u danasnje vreme, raste interesovanje za prirodnim formulama, koje mogu

zameniti njihovu ulogu u terapijama (Sokovi¢ et al., 2007; Ristivojevi¢ et al., 2016; Lee & Lee,

2018).

Osim biomedicinskog aspekta, brojni mikroorganizami nalaze znacaj u razliCitim
ekoloskim zajednicama i interakciji sa razli¢itim vrstama invertebrata i1 vertebrata (Douglas,

2011), §to ¢e biti opisano kasnije u potpoglavlju 1.4.1.
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1.2.1.1. Mehanizam antibakterijskog dejstva

Sa biohemijskog aspekta postoji nekoliko procesa koji rezultuju u inhibiranju aktivnosti
bakterijskih kolonija od strane antibakterijskog agensa, Sto moze dovesti i do kona¢ne smrti

prokariotskih ¢elija. Taksativnho se mogu izdvojiti slede¢i najvazniji procesi (Liwa & Jaka,

2015):

1. Inhibicija sinteze proteina i enzimske aktivnosti bakterija

2. Inhibicija sinteze mikrobne DNK

3. Inhibicija mikrobne RNK

4. Disrupcija membrane i transportnog lanca elektrona

5. Ometanje sinteze ¢elijskog zida bakterija

6. Celijska liza

Za neke od antimikrobnih peptida, pomenutih u prethodnim poglavljima, poznato je da
mogu ostvariti svoju aktivnost putem vise razli¢itth mehanizama, ali, kada su pitanju razli¢iti
ekskreti insekata, ova problematika je nedovoljno ispitana. Naime, AMP proteini mogu imati
znacajnu funkciju na razli¢itim nivoima, ukljucujuéi inhibiciju genske ekspresije proteina. Kao
ciljne molekule obi¢no uzimaju ribozomalne proteine, RNK polimerazu, ili se, pak, direktno
vezuju za DNK. Takode, imaju sposobnost inhibicije sinteze celijskog zida, pri ¢emu ciljne
molekule predstavljaju odgovarajuci enzimi ili lipidni fosfatidiletanolamini (Mylonakis et al.,
2016). Naime, prednost ovih proteina lezi u ukupnom pozitivnom naelektrisanju, ¢emu doprinosi
prisustvo velikog broja katjonskih aminokiselina u njihovoj strukturi, poput arginina, histidina,
i/ili lizina. Preovladavajuce negativno naclektrisanje bakterijskin membrana igra presudnu ulogu
u interakciji sa katjonskim AMP proteinima. Sa druge strane, AMP se vezuju za anjonske ostatke
spoljasnjeg bakterijskog omotaca, koji ukljucuju lipopolisaharide Gram-negativnih bakterija i
lipoteihoinske kiseline Gram-pozitivnih sojeva. Za razliku od antibiotika, vezivanje za spoljasnju
bakterijsku ¢celijsku membranu ovde ne ukljucuje specifiéne receptore za AMP, tako da je
drastiéno umanjena mogucénost pojave mutiranja bakterija i1 razvijanja rezistencije prema AMP

proteinima. Ovo vezivanje dovodi do disrupcije i permeabilizacije spoljasnje bakterijske celijske
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membrane, sto dovodi do celijske lize i finalno do smrti prokariotske celije (Ratcliffe et al.,
2014).

Kada je u pitanju mehanizam koji je vezan za inhibiciju sinteze ¢elijskog zida, vazno je
naglasiti da presudnu ulogu ima direktna inhibicija bakterijskih transpeptidaza, koje su
odgovorne u formiranju zrelog peptidoglikana u formi reSetke, koji kao takav obezbeduje
osmotsku stabilnost i oblik prokariotskoj ¢eliji. Mnogi antimikrobni agensi deluju kao inhibitori
transpeptidaze i tako blokiraju konverziju nezrelih u zrele peptidoglikane. Tako, na primer, u
prisustvu leka na bazi penicilina, transpeptidaze formiraju letalni kompleks sa penicilinazom,
¢ija je funkcija blokiranje normalne transpeptidacije. Finalno, slabo unakrsno povezivanje
peptidoglikana ¢ini bakterije koje rastu visoko osetljivim na lizu Celije 1 ¢celijsku smrt (Liwa &

Jaka, 2015).

1.2.1.2. Mehanizam antifungalnog dejstva

Nezaobilazno je danas napraviti korelaciju mehanizma antifungalnog dejstva sa
bakterijskom rezistentnos¢u. Naime, u osnovi postoje Cetiri mehanizma antifungalne aktivnosti
(Ghannoum & Rice, 1999), koji se odnose na:

1. Disrupciju ¢elijske membrane

2. Inhibiciju sinteze glukana u ¢elijskoj membrani

3. Inhibiciju sinteze B-glukana/hitina ¢elijskog zida

4. Inhibiranje Celijske deobe (ciljni protein mikrotubulin)

Kada su u pitanju antifungalni agensi, generalno mogu biti grupisani u tri klase u odnosu
na mehanizam dejstva: azoli, koji inhibiraju sintezu ergosterola (i), polieni, koji stupaju u
fizicko-hemijske reakcije sa sterolima membrane gljiva (ii) i 5-fluorocitozini, koji inhibiraju
sintezu na nivou makromolekula (iii) (Ghannoum & Rice, 1999).

Naime, disrupcija, odnosno disfunkcija ¢elijske membrane nalazi neraskidivu korelaciju
sa prethodnom inhibicijom sinteze ergosterola, koji je vodeéi ucesnik u bioregulaciji
asimetri¢nosti, fluidnosti i integriteta ¢elijske membrane gljiva. Pomenuti azoli, koji su inhibitori
sinteze sterola, za ciljni protein imaju hemeprotein koji katalizuje citohrom P450 zavisnu 14a-
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demetilaciju lanosterola. Inhibicija 14a-demetilaze dovodi do razgradnje ergosterola i
akumulacije sterolnih prekursora, uklju¢uju¢i i 14a-metilovane sterole (lanosterol, 4,14-
dimetilzimosterol i 24-metilendihidrolanosterol), a na kraju rezultuje u formiranju celijske
membrane izmenjene strukture i funkcije (Ghannoum & Rice, 1999).

Odredene komponente etarskih ulja velikog broja biljaka poseduju veé¢ gotovo jasno
determinisan mehanizam antifungalne aktivnosti, za razliku od ekstrakata izolovanih iz
zivotinjskog sveta, prevashodno insekata. Brojna fenolna jedinjenja koja se nalaze u sastavu
etarskih ulja, kao 1 njihovi derivati, poznati su najéeS¢e po mehanizmu antifungalne aktivnosti
koji se odnosi na disrupciju membrane, a koji vodi uglavnom apoptotickoj ¢elijskoj smrti. Tako,
na primer, terpenoidni fenol, karvakrol, koji se u znatnom procentu nalazi u sklopu smese
ekstrakta origana, uti¢e na razaranje membrane patogenih mikromiceta, menjaju¢i influks Ca*?,
Sto rezultira apoptozom cCelije. Kurkumin, takode fenolno jedinjenje, dovodi do apoptoticke smrti
¢elija mikromiceta, prevashodno kod vrste Candida albicans (C.-P. Robin) Berkhout (1923),
putem izazivanja porasta reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Reactive Oxygen Species, engl.) (ROS) 1
putem pojacane ekspresije CaMCAL gena, koji kodira za sintezu kaspaza (Dai et al., 2012).
Monoterpeni takode igraju znac¢ajnu ulogu kod ovakve bioloSke aktivnosti. Miron et al. (2014) su
ispitivali efekat istih na konzistentnost ¢elijskog zida gljiva uz upotrebu osmotskog protektanta
sorbitola, koji stabilizuje protoplast ¢éelije gljiva. Rezultati ove studije, kako je bilo o¢ekivano, su
pokazali da su vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) supstanci koje oSte¢uju
¢elijski zid znatno vece u prisustvu protektanata ovog tipa.

Medutim sa druge strane, poznati su delimi¢no mehanizmi antifungalnog dejstva i AMP
proteina izolovanih iz pojedinih insekata. Tako jedna klasa cekropina koji su izolovani iz
Lepidoptera (cekropin A), a koji imaju stabilnu a-heliksnu strukturu, indukuju kaskadu
apoptotskih dogadaja unutar ¢elije. Naime, znac¢ajno redukuju NADPH i nivo glutationa, ¢ime se
postize oksidativni stres formiranjem ROS. U pretpostavci je da se dimeri cekropinskih peptida
mogu NH2 terminusima vezati za celijsku membranu. Ovakav mehanizam predstavlja vrlo
obecavajucu strategiju odbrane kada govorimo o antifungalnom dejstvu na vrstu Beauveria

bassiana, koja parazitira na larvama svilene bube (Wu et al., 2018).
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Razli¢iti komercijalni antimikotici predstavljaju agense koji se direktno vezuju za
proteine na Celijskoj membrani ireverzibilno, poput poliena. Alteracija permeabilnosti ovih
struktura doprinosi takode metaboli¢koj disrupciji i ¢elijskoj smrti. Derivati imidazola inhibiraju
sintezu ergosterola kao osnovne sterolne komponente membrane gljiva. Osim navedenog, ovi
agensi deluju kao inhibitori sinteze triglicerida i fosfolipida. Kod pojedinih mehanizama
inhibicije, agensi direktno ometaju sintezu klju¢nih proteina, poput flucitozina, koji se
deaminizuje do 5-fluorouracila, koji se dalje fosforilizuje i direktno inkorporira u RNK (Ansari
et al., 2013).

1.2.2. Antitumorski potencijal i citotoksicna bioaktivnost; mehanizam

antitumorskog dejstva

Istrazivanje antitumorskog efekta predstavlja nezaobilazan nastavak istrazivanja na polju
antimikrobne aktivnosti i1 citotoksi¢nog efekta s obzirom da je ispitivanje toksi¢nosti vazno u
proceni i potvrdivanju antimikrobnog svojstva nekog prirodnog agensa. Sa druge strane, putevi
samih mehanizama antimikrobne 1 antitumorske aktivnosti odredenih agenasa mogu biti

medusobno korelisani (Koh et al., 2016).

Antitumorski potencijal odbrambenih sekreta Coleoptera je nedovoljno istrazen,
medutim, mehanizam aktivnosti pojedinih odbrambenih jedinjenja koja pripradaju klasi
terpenoida, kao $to je kantaridin, je jasno definisan. Naime, monoterpen kantaridin (anhidrid
ekso, ekso-2,3-dimetil-7-oksabiciklo[2.2.1]heptan-2,3-dikarboksilne kiseline), izolovan iz
porodice Meloidae Gyllenhal, 1810, poseduje Sirok spektar primene u medicinskim naukama i
potencijalnim terapijama. Poznato je da ovo jedinjenje moze indukovati apoptozu i zaustavljanje
¢elijskog ciklusa u G2/M fazi. Primarni mehanizam obuhvata inhibiciju protein fosfataze 1 (PP1)
i protein fosfataze 2A (PP2A), enzima koji su ukljueni u gore Spomenute Celijske procese.
Sli¢ni mehanizmi koji vode u apoptozu su demonstrirani in Vitro testovima na ¢elijama humanog
karcinoma koZze i digestivnog trakta. Dejstvo ovog monoterpena je zabeleZzeno kod nekoliko
tipova kancera. Kada je u pitanju kolorektalni karcinom, aktivnost kantaridina se ogleda u

redukovanju aktivnosti CDK1 kinaze, §to dovodi do neuspe$nog prelaska iz G2 u M fazu
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¢elijskog ciklusa, kao i do indukcije apoptoze putem aktivacije kaspaza 8, 9 i 3. Na primeru
karcinoma besike, zaustavlja aktivnosti matriksne metaloproteinaze-2 (MMP-2) i/ili MMP-9, sto
kao rezultat ima antimetastaticki efekat. U slu¢aju hepatocelularnog karcinoma, njegov efekat se

ostvaruje zahvaljuju¢i moguénosti inhibicije PP2A (Ratcliffe et al., 2014; Roy et al., 2015).

Osim u slucaju terpenoida, slican mehanizam dejstva je ustanovljen i kada su u pitanju
antimikrobni peptidi Coleoptera. Tako je iz jednog predstavnika porodice Staphylinidae
(Paederus fuscipes Curtis, 1840) izolovan pedrin, odnosno AMP protein koji u malim
koli¢inama blokira sintezu DNK 1 proteina. Dosada$nja istrazivanja su potvrdila da ovo
jedinjenje ima antiproliferativni efekat kod odredenih tipova kancera, a postoji pretpostavka i da
ovo jedinjenje Stiti ¢elije od oSteCenja prouzrokovanih jonizuju¢im zraenjem (Samani et al.,
2014).

Generalno posmatrano, rapidan efekat AMP proteina koji indukuju smrt tumorskih ¢elija
se ogleda u nac¢inu delovanja koje nije posredovano receptorima. Naime, za razliku od normalnih
¢elija, tumorske celije se lako prepoznaju po negativnom naelektrisanju prisutnom na povrsini
membrane poreklom od anjonskih molekula poput fosfatidilserina, glikoproteina,
glikozaminoglikana, heparan sulfata i O-glikozilatnih mucina. Zahvaljujuc¢i ovakvom kontrastu,
omogucene su elektrostaticke interakcije izmedu katjonskih peptida i anjonskih komponenti

membrane tumorskih ¢elija (Giuliani et al., 2007).

Takode, membranoliticke aktivnosti koje podrazumevaju permeabilizaciju i disrupciju
mitohondrija, vode do oslobadanja citohroma C iz medumembranskog prostora, indukujuci

finalno kaskadu apoptotskih dogadaja (Tonk et al., 2016).

1.2.3. Potencijalna primena produkata insekata u razli¢itim oblastima humane

medicine

Od pocetka razvoja humane medicine pa do danas priroda je predstavljala inspiraciju za
pronalazenje mnogobrojnih hemijskih formula i medikamenata. Danasnjica je sa sobom donela

rezistentnost patogena na komercijalne antibiotike Sirokog spektra, kao i visoku ucestalost

31


https://en.wikipedia.org/wiki/Johan_Christian_Fabricius

kompleksnih autoimunih oboljenja i kancera. Stoga se moze lako zakljuciti da se covecanstvo
mora okrenuti detaljnijem istrazivanju medikamenata iz prirode. Zahvaljuju¢i velikom
diverzitetu jedinjenja i smesa jedinjenja u prirodi, danas su unapredene brojne terapije i otvaraju
se moguénosti ka novim ispitivanjima i primenama na tom planu. Naime, u tradicionalnoj i
alternativnoj medicini drevnih naroda koristili su se odredeni prirodni produkti i njihovi derivati

koji danas nalaze primenu u brojnim terapijama (Ratcliffe et al., 2014).

Sa aspekta produkcije organskih jedinjenja, insekti predstavljaju citavu biohemijsku
laboratoriju. Bioloske aktivnosti opisane u prethodnim potpoglavljima nalazile su svoju potvrdu
vekovima unazad u praksi. Naime, u toku istorijskog razvoja farmacije i humane medicine,
naroCito je beleZzena njihova primena u kineskoj medicini. Izolacija 1 identifikacija bioloSki
aktivnih molekula i hemijskih smeSa su posebno aktuelni poslednjih dvadeset godina.
Entomoterapija je vrlo zastupljena u poslednje vreme, narocito u zemljama poput Kine, Juzne
Koreje, Meksika, Brazila, Indije, itd. Na ovom planu su posebno ispitivani predstavnici redova
Coleoptera (Tenebrionidae, Scarabaeidae, Meloidae, Staphylinidae), Hymenoptera (Formicidae,
Vespidae, Apidae, Halictidae), Lepidoptera (Bombycidae, Gracillariidae), Diptera
(Calliphoridae, Muscidae), Dictyoptera (Blattidae, Corydiidae), Hemiptera (Dactylopiidae) i
Orthoptera (Acrididae, Gryllidae) (Seabrooks & Hu, 2017).

Porodica Carabidae je gotovo u potpunosti neispitana kada je re¢ o primeni njihovih
produkata u humanoj medicini, $to se ne moze reci za druge predstavnike reda Coleoptera. Tako,
na primer, jedna vrsta porodice Tenebrionidae (Blaps rynchopetera Fairmaire, 1886) je ¢uvena u
kineskoj medicini po upotrebi u leCenju od groznice, reumatizma, kancera i inflamatornih
poremecaja zahvaljuju¢i dimernim jedinjenjima, blapsolima i dopaminskim dimerima. Njihovo
dejstvo se ogleda u inhibiciji ciklooksigenaznih enzima COKS-1 i COKS-290, koji se konstituisu
u humanom tkivu. Ciklooksigenaze su odgovorne za Kkatalizaciju pretvaranja arahidonske
kiseline u prostaglandine, vazne medijatore bolova, groznice i razli¢itih inflamatornih procesa.
COKS-1 predstavlja izoformu koja je odgovorna za odrzavanje homeostatske koncentracije
prostaglandina (Seabrooks & Hu, 2017). Xiao et al. (2017) su nedavno ispitali istu vrstu i
pokazali kako hidrokinoni i benzokinoni imaju znac¢ajnu ulogu u antiproliferativnom efektu

sekreta ove vrste na humane ¢elije karcinoma.
32



AMP peptidi ponajvise nalaze primenu u klinickom i terapeutskom smislu. Dosada$nja
ispitivanja njihovog bioloskog dejstva Sirokog spektra upucéuju na veliki potencijal za razvoj
nove klase antibiotika, kao i antitumorskih agenasa usled zabelezenog znacajnog efekta na
patogene mikroorganizme, ali i ¢elije karcinoma. Druga vazna Cinjenica se odnosi na njihovo
vezivanje za ciljne molekule koje se oznacava kao nespecifiCno, te je veoma ograni¢ena
sposobnost povecanja rezistencije kod bakterija na ove agense. Bitno je napomenuti i da je
vremenski period dejstva ovih peptida krac¢i u odnosu na konvencionalne antibiotike, $to ih ¢ini
efikasnijim u aktivnosti. Zapazen je i efekat na bakterije otporne na antibiotike, a njihova
antimikrobna aktivnost se ostvaruje i u niskim mikromolarnim koncentracijama. Pored

navedenog, mogu dejstvovati i kao imunomodulatori (Ratcliffe et al., 2014).

Tako, potencijalna primena cekropina pruza obecavajucu prognozu kada govorimo o
antikancerogenom efektu s obzirom da je ovaj protein selektivno citotoksican za tumorske celije,
¢ime se inhibira njihova proliferacija kod kancera beSike. Mnogobrojni defenzini pokazuju
hemotakti¢ku aktivnost, pri ¢emu se monociti, dendritske ¢elije i T celije regrutuju na mestu
infekcije. Pojedini humani B-defenzini i katelicidin LL-37 imaju znacajnu potencijalnu funkciju
kod alergijskih reakcija (Ntwasa et al., 2011; Wu et al., 2018).

Sumiraju¢i dosadaSnja saznanja, antimikrobni peptidi nalaze poseban znacaj u klinickoj
medicini, kako u terapiji bakterijskih i fungalnih infekcija, virusa i parazita, tako i u procesu
imunomodulacije i tumorogenezi. Danas se mnogobrojni potencijalni peptidni lekovi, poput
polimiksina B i gramicidina, koriste u tretmanima infekcija prouzrokovanim Gram-negativnim
bakterijama, dok su pojedini peptidi, kao npr. derivat indolistina CLOS001, dostigli tre¢u fazu u

klinickom ispitivanju, $to je vrlo obecavajuce sa aspekta biomedicine (Ntwasa et al., 2011).

Klini¢ki znac¢aj pojedinih odbrambenih jedinjenja kao Sto je ve¢ pomenuti kantaridin, se
ogleda u inhibitornom dejstvu na c¢elije humanog karcinoma plu¢a putem poveéanja ROS i
poveéanjem koncentracije Ca*?, $to vodi do destrukcije mitohondrijske membrane ili inhibicije
fosfatidilinozitol 3-kinaznog/Akt signalnog puta. Ovo dovodi do selektivnog slabljenja funkcije
matriksne metaloproteinaze (MMP)-2, koja moze degradirati komponente ekstracelularnog

matriksa i spreciti migraciju i invaziju celija karcinoma plué¢a kod ljudi. Takode, nedavno je
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otkriveno da kantaridin suprimira sve markere angiogeneze koji su neophodni faktori za visoku

proliferaciju i rast tumorskih ¢éelija (Cherniack, 2010).

Svakako, jedinjenja izolovana iz insekata pored pozitivnih efekata mogu imati i odreden
stepen citotoksi¢nosti, §to je zabelezeno upravo u slucaju kantaridina, i to prevashodno na celije
bubrega, gastrointestinalni trakt i reproduktivni sistem. Tako, sintetisanje hemijskih analoga u
zamenu za agense izolovane iz prirode moze predstavljati krucijalno reSenje u biomedicinskim
istrazivanjima. Konkretno, u slu¢aju primene kantaridina je predlozena zamena analogom
norkantaridinom, kao i njegovim derivatima, koji su sli¢nog nivoa aktivnosti, ali manjeg
citotoksi¢nog rizika (Seabrooks & Hu, 2017).

1.3. Ekoloski principi i varijabilnost unutar porodice Carabidae

Porodica Carabidae obuhvata uglavnom predatorske vrste, koje su deklarisane kao
generalisti, sa najveéim diverzitetom u tropskim biotopima, gde su vrlo zavisni od vlaznih
uslova. Time se moze zakljuCiti da po brojnosti predstavljaju dominantnu grupu u tim
klimatskim zonama. U okviru ove porodice prepoznajemo, kako vrste otvorenih travnatih
staniSta, Sumskih staniSta 1 agroekosistema, tako i troglofilne vrste i troglobionte. Dakle, kada se
posmatraju fizioloSke i1 bihejvioralne adaptacije, uvida se da je distribucija tr¢uljaka jedino

ograni¢ena kada su u pitanju pustinjski ekosistemi, i to na oaze (L6vei & Sunderland, 1996).

Distribucija u okviru staniSta i mikrostaniSta tréuljaka moze biti uslovljena slede¢im

faktorima (Lovei & Sunderland, 1996; Kotze et al., 2011):

1. Temperatura ili ekstremna vlaZznost su vazni ekoloski faktori, u odnosu na koje se
primecuje da pripadnici ove grupe insekata favorizuju dobro aerisana zimska prebivalista, gde se

belezi relativno visoka minimalna temperatura u toku zimskog perioda.

2. Uslovi ishrane takode igraju vaznu ulogu u distribuciji, Sto se ogleda naro€ito na
primeru vrsta Poecilus cupreus (Linnaeus,1758) i Pterostichus melanarius (llliger, 1798), koje

migriraju iz agroekosistema sa pSenicom u toku zime prema povr§inama na kojima rastu korovi,
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gde su uslovi ishrane u zimskom periodu bolji. Ovakve migracije su mnogo frekventnije od

migracija u suprotnom smeru.

3. Prisustvo i distribucija kompetitora uti¢u na kretanje pojedinih vrsta. Tako, na primer,

neke Sumske vrste tréuljaka su pod uticajem distribucije vrsta iz porodice Formicidae.

4. Distribucija moze biti odredena i zivotnom istorijom i sezonskim faktorima. Naime,
trculjci prelecu odredene distance u proleée i u jesen kako bi promenili staniste. Muskulatura
koja pokrece krila je privremeno autolizirana u periodu u kome ne dolazi do ovih migratornih
aktivnosti, a potom biva kompletno rekonstruisana kada nastupi period letenja. U jesen migriraju
ka granicama Sumskih ekosistema, §to je uocljivo kod vrste Amara plebeja (Gyllenhal, 1810),
kod koje je proces hibernacije striktno vezan za Sumske ekosisteme, dok se proces reprodukcije

odvija u otvorenim staniStima travnatih ekosistema.

Dakle, ovako cCesta promena staniSta, veliki disperzioni potencijal, kao i ucestala
fluktuacija spoljnih faktora doprinose da se tréuljci odlikuju visokom intraspecijskom
varijabilnos¢u koja je zastupljena unutar samih populacija. Jedinstven primer za to jeste
varijabilnost u oblasti Grcke, $to je posledica klime, razudenosti tla i raznolikih tipova stanista, te
je ustanovljeno preko 1000 vrsta i 138 rodova na ovom podrucju. Gréka je zasigurno jedna od
vru¢ih tacaka diverziteta faune ove grupe u Evropi i1 svetu, medutim, izraZena specijska
raznovrsnost se beleZi generalno na evropskom kontinentu, Sto se prevashodno odnosi na genus
Carabus Linnaeus, 1758, unutar koga je ustanovljeno oko 56,3% endemi¢nih vrsta na Iberijskom
poluostrvu, kao 1 30,4% endemita u zapadnoj i centralnoj Evropi. U isto¢noj Evropi dominantna
je zonalna distribuiranost, gde se najvee bogatstvo vrsta moze zapaziti u mesovitim i Sumsko-

stepskim zonama (Kotze et al., 2011).

Generalno, kada govorimo o velikoj disperzionoj mo¢i, posebno moramo izdvojiti vrstu
Pterostichus niger (Schaller, 1783), koja predstavlja tipican primer obrasca populacione
fluktuacije, za razliku od vrsta sa limitiranom disperzionom sposobnos$¢u, poput Poecilus lepidus

(Leske, 1785) (Osawa et al., 2002).
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Vec je ranije u uvodu pomenuto da ovi insekti pokazuju izuzetne reakcije na izlaganje
bilo kom tipu stresora, §to bi znacilo da se mogu oznaciti kao potencijalno vrlo korisni indikatori
sredinskih uslova. Prethodna istrazivanja su pokazala da se tréuljci mogu ponasati kao indikatori
biodiverziteta jer dolazi do promena u njihovom broju i sastavu prilikom reakcije drugih
invertebrata na promene u stanistu. Npr., odgovor tré¢uljaka na izmenjene uslove sredine unutar
staniSta paralelno prati odgovore paukova, iako je osnovni faktor promene umnogome razlicit

(Niemel4 et al., 1996; Rainio & Niemela, 2003).

Tréuljci spadaju vecéinski u nokturalne insekte. Pustinjske vrste dostizu maksimalnu
aktivnost za vreme minimalnih temperatura, dok su troglofilne vrste vrlo aktivne u kratkim
naletima pauza izmedu neaktivnih delova dana. Razli¢ite individue u okviru iste vrste mogu
imati razli¢ite cirkadijalne ritmove. Na primer, u okviru vrste Carabus auratus Linnaeus, 1761

sre¢emo kako nokturalne, tako i dnevno aktivne jedinke (LOvei & Sunderland, 1996).

Sezonska ritmika, kada je re¢ o ovoj porodici, uklju¢uje dormantne periode tokom zime
(hibernacija), ali i toku letnjeg doba (estivacija). Aktivnosti kod tipi¢nih predstavnika dostizu
maksimum u prolece i u jesen, i obi¢no se podudaraju sa reproduktivnim periodom (Lovei &
Sunderland, 1996). Pojedine vrste prezivljavaju zimski period unutar travnatih areala, koji se
graniCe sa poljima Zitarica, da bi u prole¢e migrirale u ovakve agroekosisteme (French & Elliot,
1999). U okviru agroekosistema mogu naci znac¢ajnu ulogu u bioloskoj regulaciji steto¢ina, poput

biljnih vasi, ¢ija brojnost doseze do nivoa koji mogu prouzrokovati znacajan ekonomski problem

(Potts & Vickerman,1974; Ekbom et al. 1992; French & Elliot, 1999).

Generalno posmatrano, distribucioni okvir tréuljaka se menja intenzivno pod uticajem
globalnih klimatskih promena i faktora urbanizacije, §to se posebno belezi i izucava od 1860-ih

godina (Kotze et al., 2011).

1.3.1. Ekoloski odnosi tré¢uljaka i mikroorganizama peéinskih stanista

Troglofilne 1 troglobiontne vrste insekata se u svakom trenutku susrecu sa specifi¢nim

uslovima mikrostaniSta unutar pec¢ina koje odlikuje kompleksan sastav, barem kada govorimo o
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mikrobioloskom aspektu. Vlazna mikroklima, relativno stabilna temperatura, zanemarujuce
amplitude i osvetljenost, koja se menja sa duzinom i dubinom peéine, do potpunog mraka u
najzabacenijim prostorijama, stvorili su specifi¢ne uslove u kojima se odrzava visok diverzitet

bakterija i mikromiceta (De Leon et al., 2018).

Guano, kao finalni metabolicki produkt slepih miseva, predstavlja specificno
mikrostaniste koje se odlikuje visokim diverzitetom mikroorganizama koji se mogu naéi u
intestinumu ovih Zivotinja, ukljucuju¢i bakterije, mikromicete, ali i viruse. Asociran je sa
podlogom neorganskog porekla u pe¢inama i vecina vrsta pec¢inskih insekata je u neprestalnom
kontaktu sa ovim medijumom. Kada su bakterije u pitanju, u guanu se susreCemo sa
predstavnicima porodica Enterococcaceae, Bacillaceae, Enterobacteriaceae (pretezno Pasteurella
spp., Salmonella spp., Escherichia spp. i Yersinia spp.) (De Leon et al., 2018).

Znacaj guana se ogleda u njegovoj primeni u poljoprivredi, jer ima znacajnu ulogu U
fertilizaciji zemljiSta, naroCito kada je u pitanju obogacivanje istog azotom, ugljenikom,
kalijumom, i fosforom. Takode, predstavlja glavni energetski izvor organizmima koji obitavaju u
pecinama (Zapata & Hera, 1995; White & Culver, 2012).

Kada govorimo o odnosu mikroorganizama i insekata, generalno posmatrano, najéesce se
susreCemo sa nekim vidom simbioze medu pomenutim organizmima. Tako je najveci broj
predstavnika filuma Proteobacteria i Firmicutes identifikovan uglavnom u intestinumu insekata.
Interesantno je da 10-20% vrsta insekata sadrzi intracelularne mikroorganizme u posebnim
¢elijama, koje su oznaCene kao bakteriocite, a ¢ija je uloga odrzavanje ovih mikroorganizama
vijabilnim unutar domacina. Najée$¢e se ovakve interakcije javljaju kod predstavnika redova

Coleoptera, Hemiptera i Hymenoptera (uglavnom porodica Formicidae) (Douglas, 2011).

Klju¢nu ulogu u ovakvim interakcijama definitivno igra signalni put imunodeficijencije

(IMD) kod insekata, koji obezbeduje perzistenciju na prisustvo simbiontskog mikroorganizma.
IMD put se pokrece vezivanjem bakterijskog peptidoglikana (PGN) za peptidoglikan-
prepoznavajuéi protein (PGRP-LC), §to rezultuje u aktivaciji NF-kB faktora transkripcije, ¢ime
se reguliSe ekspresija gena koji kodiraju za AMP peptide. Ovakav primer je pojasnjen kada je u
pitanju vrsta D. melanogaster. U slu¢aju IMD puta kod bakteriocita koje sadrze intracelularne
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mikrobe, mehanizam se zasniva na visokoj ekspresiji IMD-responzivnih gena poput PGRP-LB
(PGN-amidaza, koja dezintegrise PGN ligand), ¢ime se postize supresija imunoloskog odgovora

domacina (Douglas, 2011).

Predstavnici porodice Carabidae, poput vrsta Harpalus pensylvanicus (DeGeer, 1774) i
Anisodactylus sanctaecrucis (Fabricius, 1798), u sastavu mikroflore digestivnog trakta sadrze
neke predstavnike bakterija sa kojima ostvaruju prethodno pomenuti vid simbioze, od kojih
pojedini sojevi nisu identifikovani kod drugih insekata (Serratia spp., Paraburkholderia
fungorum, Phenylbacterium spp., Caedibacter spp., Spiroplasma spp., Enterobacter spp.,
Weissella viridescens) (Lundgren et al., 2007).

Danas postoji mali broj studija o direktnoj interakciji troglofilnih insekata, konkretno
Coleoptera, i zajednica mikroorganizama koje ih okruzuju (Paoletti et al., 2013). Svakako,
mikroorganizmi koji specifi¢no kolonizuju digestivni trakt insekata predstavljaju vazne aktere u
fizioloskom procesu ovih organizama, kao $§to je to slucaj sa vrstom Cansiliella servadeii
Paoletti, 1980 (Leiodidae: Leptodirini). Naime, ova endemi¢na troglofilna vrsta, koja nastanjuje
kre¢njacke pecine severoistocnog dela Italije, preferira delove unutar pecine koji su kolonizovani
pretezno Gram-pozitivnim bakterijama. Medutim, Paoletti et al. (2013) nisu zabelezili
podudarnost sastava zajednica mikroorganizama unutar intestinuma ovog insekta i zajednica

mikroba koje kolonizuju staniste ove vrste insekata.

Svakako, mikroorganizmi, uzimajuéi u obzir i bakterije 1 mikromicete, koji se razvijaju
na detritusu unetom iz spoljasnje sredine u pecinsko staniSte, obezbeduju nutrijente vrstama

zivotinja koje ga nastanjuju, te je otuda njihov znacaj za insekte neprocenjiv (Hubbard, 1898).
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1.4. Metodoloski pristup u opservaciji morfologije pigidijalnog Zlezdanog sistema; uloga i
primena skenirajuée elektronske mikroskopije (SEM) i nelinearne mikroskopije (NLM) u
karabidologiji

Generalno posmatrano, morfo-anatomski aspekt insekata i njihovih struktura su do danas
ispitani znacajno u pogledu primene konvencionalne svetlosne mikroskopije. Medutim, za
detaljnija istrazivanja potrebno je koristiti drugacije vidove mikroskopiranja. Tako je uloga SEM
u ispitivanju insekata veoma znacajna i u danaSnje vreme ova tehnika je veoma ucestala u
opservaciji njithove spoljaSnje morfologije. Kada govorimo o egzokrinom pigidijalnom sistemu,
ova tehnika je doprinela boljoj karakterizaciji i podesnijem istrazivanju ultrastrukture, konkretno
na primeru potporodice Brachininae (Giglio et al., 2015). Tako su lyyappan et al. (2016)
primenom SEM ispitali detaljnije odbrambeni zlezdani sistem kod Pheropsophus hilaris
(Fabricius, 1798), sto je omogucilo preciznije izu¢avanje mehnizma izlu¢ivanja sekreta iz ovih
struktura u spoljasnju sredinu. Osim u morfologiji 1 fiziologiji, upotreba SEM moze doprineti 1
istrazivanjima na polju evolucije i filogenije tvrdokrilaca, generalno. Schierling & Dettner
(2013) su ovom tehnikom ustanovili postojanje znacajne redukcije jednog seta u okviru parnih
struktura pigidijalnih zlezda kod Steninnae (Coleoptera: Staphylinidae). Naime, za ovu
potporodicu je karakteristicno postojanje dva seta pigidijalnih struktura, pri ¢emu je rezervoar
seta koji je povezan sa sekretornim lobusima gde se sintetiSu terpenoidi manji u odnosu na
rezervoar koji je konektovan sa sekretornim delom u kome se sintetiSu alkaloidi. Redukcija seta
u kome se sintetiSu terpenoidi se moze u pretpostavci povezati sa smanjenjem koli¢ine terpena u
sastavu izluCevine, kako sugeriSu autori, Sto moZe biti znacajno u filogenetskim studijama kada

je u pitanju ova taksonomska grupa.

Ne tako Cesto se mozemo sresti i sa radovima koji upucuju na prednosti upotrebe
konfokalne fluorescentne mikroskopije u oblasti entomologije (Zill et al., 2000; Klaus et al.,
2003; Lee et al., 2009; Grzywacz et al., 2014). Kada govorimo o pigidijalnim zlezdama tréuljaka,
Rork et al. (2019) su ovu tehniku upotrebili u detaljnijoj morfoloskoj karakterizaciji sekretornih
lobusa na primeru jedne vrste Harpalus pensylvanicus (Degeer, 1774). Zahvaljuju¢i ovoj tehnici

ustanovljeno je da sekretorni lobusi sadrze egzokrine celije tipa III, kao 1 da su zapravo ove
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strukture bogate rezilinom. Autori su pretpostavili da bi visoki sadrzaj rezilina u sabirnim
kanali¢ima mogao biti klju¢na evoluciona adaptacija u cilju spre¢avanja oste¢enja uzrokovanih

fizickim ili hemijskim stresom koji mogu nastati u egzokrinim zlezdama insekata.

Za razliku od prethodno pomenutih tipova mikroskopije, samo nekolicina radova svedoci
o0 primeni dvofotonske fluorescentne mikroskopije u karabidologiji, ¢ija je prednost u
jednostavnijoj pripremi uzoraka koja ne zahteva obradu, seCenje tkiva i bojenje struktura
insekata za razliku od konfokalne i tradicionalne svetlosne mikroskopije (Rabasovi¢ et al., 2015).
Primena dvofotonski ekscitovane fluorescentne nelinearne mikroskopije je omogucena
prevashodno zbog prisustva hitina u kutikuli insekata, koji predstavlja glavnu komponentu
kutikule, sa dodatkom proteina (kao $to su rezilin, sklerotin i artropodin), zatim voskova, lipida,
minerala 1 razliitih pigmenata (npr. melanini 1 flavonoidi). Konkretnije, primena laserske
mikroskopije na hitinskim strukturama je moguca zahvaljuju¢i autofluorescentnom svojstvu
hitina (Koch et al., 2000; Rabasovi¢ et al., 2015). Danas se mozemo susresti sa publikacijama
koje se tiCu ispitivanja hitinskih struktura pojedinih taksona pecinskih trcéuljaka (npr.
Pheggomisetes globiceps ninae S. Cur¢i¢, Schonmann, Brajkovi¢, B. Curéi¢ & Tomié, 2004)
(Rabasovi¢ et al., 2015; Vrbica et al., 2018). Rabasovi¢ et al. (2015) su primenom nelinearne
mikroksopije postigli detaljniji uvid u delove struktura kao Sto je kopulatorni organ muzjaka
(aedeagus) vrste P. ninae, koji predstavlja vazan taksonomski karakter. U poredenju sa
rezultatima koji se postizu tradicionalno koris¢enom svetlosnom mikroskopijom, kao i
konfokalnom mikroskopijom, u ovoj studiji su opazeni odredeni morfoloski detalji na pomenutoj
strukturi, poput finih reljefa na povrSini strukture, zatim, kompleksna zubolika struktura
kopulatornog dela, unutrasnja vreca i snazno sklerotizovana podru¢ja kopulatornog organa.
Dakle, zahvaljuju¢i nelinearnoj mikroskopiji, opisi morfoloskih struktura insekata, koje su
taksonomski znacajne, bi se na ovaj naéin obavljali brze i preciznije, §to daje veliku prednost
primeni ovog vida mikroskopije u taksonomiji tréuljaka (Rabasovi¢ et al., 2015). Takode, ne
samo u taksonomiji, ve¢ velika prednost ove tehnike se belezi i kada su u pitanju fizioloske
studije kod pojedinih insekata (Paoli & Haase, 2018). Do danas nije evidentirana upotreba
elektronske i1 nelinearne mikroskopije kada je u pitanju proucavanje pigidijalnog Zlezdanog

kompleksa vrsta tréuljaka koje su ispitivane u ovoj studiji.
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1.4.1. Skenirajuca elektronska mikroskopija: ops$ti Dbiofizicki principi i

instrumentacija

Skeniraju¢a elektronska mikroskopija (SEM) je tehnika pri kojoj signal nastaje kao
rezultat interakcije elektronskog snopa sa atomima uzorka, preko ¢ije povrsSine se elektronski
snop skenira u rasterskom obliku. Tako dobijen signal se se digitalizuje i prezentira kao slika
(Egerton, 2005). Dakle, ¢itav princip ove mikroskopije lezi u interakciji elektrona sa povr§inom

uzorka, $to je predstavljeno na Slici 6.

Elektronski snop

Sekundarni

elektroni
Povrsina uzorka

Povratno-rasuti

o ) elektroni
Karakteristi¢ni x-zraci

Kontinuum x-zraka

Slika 6. llustracija interakcije elektronskog snopa i uzorka u primeni SEM (ilustrovano prema Zhou et al.,
2006).

Naime, elektronski snop se emituje iz izvora elektrona, koji ¢ini zagrejan emiter (npr.
volframska zica). Naime, zagrevanjem katode dolazi do emisije elektrona koji dobijaju visoku
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kinetiCku energiju, te se ubrzavaju prema anodi. Ubrzani elektroni prolaze kroz elektronsku
kolonu koju ¢ini sistem elektronskih optickih elemenata (jedno ili viSe elektromagnetnih sociva),
¢ija je uloga usmeravanje i fokusiranje elektronskog snopa. Ultravisoki vakuum u koloni je
neophodan kako bi se izbeglo rasipanje i apsorpcija elektronskog snopa. Takode, na ovaj na¢in
se izbegava i kontaminacija elektronskih topova i drugih komponenti mikroskopa Cesticama iz
spoljasnje sredine. SEM sadrzi kondenzatorska sofiva i soliva objektiva, Cija je funkcija
kontrola dijametra elektronskog mlaza, kao i fokusiranje elektronskog mlaza na uzorak (Slika 7)
(Egerton, 2005; Huang, 2013). U trenutku kada snop elektrona intereaguje sa uzorkom, dolazi do
odbijanja 1 rasipanja elektrona zbog elasti¢nih 1 neelasti¢nih sudara. Kada napuste uzorak i udu
iznova u okolni vakuum, ovi elektroni se registruju kao povratno-rasuti elektroni
(backscattered electrons, engl.) (BSE), koji nastaju kao posledica elasticnih sudara, ili kao
sekundarni elektroni, koji su posledica neelasticnog rasejanja. Kao usputna pojava se mogu
javiti i karakteristicni rendgenski zraci (x-zraci) koji nastaju prilikom udara elektrona o
povrsinu uzorka. Postoje detektori kojima se ovi zraci registruju, Sto se mozZe Kkoristiti u

kvantitativnim analizama hemijskog sastava uzorka (Egerton, 2005).

Jednu od komponenti skeniraju¢eg elektronskog mikroskopa ¢ine i skenirajuée x, y
zavojnice (namotaji), koje rasterski pomeraju elektronski snop sa velikom pecizno$¢u. Kreirana
slika se nalazi u okviru definisanog rastera, gde svaki piksel odgovara pojedina¢noj tacki na
uzorku, na definisanom uvecanju (Zhou et al., 2006). Sam proces skeniranja i pomeranje
elektronskog mlaza po povrSini uzorka su sinhronizovani zahvaljuju¢i skenirajuc¢im

generatorima (Inkson, 2016) (Slika 7).

Citav sistem je istovremeno povezan sa detektorima kojima se postize registrovanje
signala sekundarnih ili BSE elektrona. Ovako stvoreni signal se pojacava putem signalnog
pojacivaca (Slika 7), zatim se digitalizuje i prikazuje na ekranu, tako da svakoj tacki na ekranu

odgovara tacka na uzorku (Nixon, 1971; Egerton, 2005).
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Slika 7. Shematski prikaz principa i instrumentacije SEM (preuzeto iz Inkson, 2016).

SEM je neophodna prilikom posmatranja objekata ¢ija je veliC¢ina manja od talasne
duZine vidljivog dela spektra svetlosti. Prednost ove mikroskopije jeste upravo u dobijanju slika
uzorka maksimalne rezolucije, od 1 do 5 nm. Time se dobijaju detaljne topografske i morfoloske
informacije, kao i informacije o sastavu, $to ovu tehniku ¢ini neprocenjivom u razli¢itim
nauénim primenama, pa tako i u entomologiji (Egerton, 2005; Jung et al., 2016).

Kada su u pitanju bioloski uzorci, priprema tkiva za snimanje na SEM predstavlja veoma

vazan korak, $to podrazumeva isuSivanje uzoraka koji ¢e biti presvuceni nekim plemenitim
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metalom (zlato, srebro, zlato/paladijum ili platina). Bitno je napomenuti da je presvlacenje
metalom neophodno posto su bioorganski materijali izgradeni od elemenata malog atomskog
broja (C, H, N) i samim tim neprovodni. Presvlacenjem se postize zatvaranje strujnog kola i
izbegava se akumulacija elektrona na uzorku. Time se dobija dovoljno jak signal i uzorak postaje
vidljiv kada dode do interakcije njegove povrsine sa elektronskim snopom (Zhou et al., 2006).

Dehidratacija je veoma vazan korak kako ne bi doSlo do narusavanja sistema vakuuma u
mikroskopu. Direktno susenje na vazduhu moze dovesti do znacajne distorzije oblika uzorka
zbog nepovoljnih efekata sila povrSinskog napona (Bray, 2008). Voda ima izuzetno visok
povrSinski napon koji bi doveo do naruSavanja morfologije €ak 1 najstabilnijih uzoraka.
Alternativa ovom metodu jeste susenje zamrzavanjem, ¢ime se voda iz uzorka uklanja procesom
sublimacije, Sto se pokazalo kao uspes$no za neke uzorke, prevashodno one malih povr§ina koji
se mogu za kratak vremenski period zamrznuti pre nego Sto dode do formiranja kristala leda
(Bray, 2000).

Danas se, u tom smislu, ¢esée koristi tehnika kriti¢ne tacke (critical point drying, engl.)
(CPD) (Bray, 2000; Baskin et al., 2014), koja podrazumeva primenu povisene temperature i
pritiska. U ovom postupku, dehidratacija uzoraka se obavlja etil-alkoholom (30%, 50%, 70%,
80%, 90% i 100% etil-alkohol, kao i nekoliko dodatnih ispiranja u 100% etil-alkoholu) (Zhou et
al., 2006). Uzorci se zatim tretiraju ohladenim, te¢nim ugljen-dioksidom, koji se potom zagreva
pod pritiskom kako bi prosao kroz kriti¢nu tacku temperature i pritiska (31,1°C, 72,9 atm). Na taj
nacin se podstiCe prelazak ugljen-dioksida iz teCnosti u gas. Pri tome, molekuli rastvaraca ulaze u
gasnu fazu viSe ili manje istovremeno unutar uzorka, ¢ime se postize izbegavanje formiranja
grani¢ne povrSine izmedu te¢nosti i gasa i prate¢eg visokog povrSinskog napona (Baskin et al.,
2014). Kada je re¢ o osetljivim bioloskim uzorcima, pomenute metode mogu dovesti do
znaCajnih oStecenja, C¢ime se gubi realna slika o morfologiji i anatomiji, $to sugeriSe da je

potrebno da se izvrSe izvesne modifikacije u metodama koje se ti€u pripreme uzoraka za SEM.
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1.4.2. Dvofotonski ekscitovana fluoroscentna nelinearna mikroskopija: opSti

biofizi¢ki principi i instrumentacija

U bioloskim i medicinskim naukama dvofotonski ekscitovana fluorescentna nelinearna
mikroskopija, tj. TPEF (two-photon excited fluorescence, engl.)) modalitet nelinearne
mikroskopije, nalazi posebno znacajnu primenu. Upotreba ove vrste fluorescentne mikroskopije
je omogucila postizanje detaljnijeg uvida u bioloske strukture, Sto je doprinelo napretku u

brojnim istrazivanjima (So et al., 2000; Hoover & Squier, 2013; Adur et al., 2015).

Termin nelinearna mikroskopija se odnosi na takav vid laserske mikroskopije gde se
upotrebljava lokalizovano nelinearno pobudivanje (ekscitacija) fluorescencije u okviru tanke
raster-skenirajuce ravni (Zipfel et al.,, 2003). Sama fluorescencija predstavlja proces koji se
dogada pri prelasku elektrona iz pobudenog stanja u osnovno stanje, u kratkom vremenskom
periodu od nekoliko nanosekundi, ¢ime dolazi do oslobadanja energije u vidu fotona. Ovim
procesom emisioni spektar se pomera ka ve¢im talasnim duzinama u odnosu na apsorpcioni
spektar (Stoksov pomak) (Kokot, 2015). Efikasnost ovog dogadaja je odredena kvantnim
prinosom fluorescencije (®), koji je definisan kao odnos broja emitovanih fotona (Ne) i broja

apsorbovanih fotona (Na) (Valeur & Berberan-Santos, 2012):

@ =Ne/Na

Kada je re¢ o dvofotonskoj ekscitaciji, bitno je napomenuti da se koristi priblizno
dvostruka talasna duzina u poredenju sa jednofotonskim ekscitovanjem, premda se sam princip
pobudivanja ne razlikuje (Slika 8) (Kokot, 2015). Naime, kod ovakvog tipa ekscitacije, dva
fotona nose priblizno po polovinu energije (Mulligan & MacVicar, 2007). Bitno je napomenuti
da prednost dvofotonske ekscitacije u odnosu na jednofotonsku lezi u tome $to svetlost vece
talasne duzine moze dublje prodirati kroz tkivo uzorka u odnosu na svetlost krace talasne duzine,
¢ime se smanjuju efekti rasejanja svetlosti (Helmchen & Denk 2005, citirano u Sanderson et al.,
2014; Kokot, 2015).
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Slika 8. Jablonski dijagram. Poredenje jednofotonske i dvofotonske ekscitacije (ilustrovano prema So, 2002;
Kokot, 2015).

Sam signal se moZe optimizovati podeSavanjem ekscitacione talasne duzine, tako da bude
uskladen sa apsorpcionim spektrom. U blizini apsorpcionog maksimuma se pobuduje fluorofora,
a §to je veca fluorescencija, to ¢e biti jaci signal. Sve ovo se postize upotrebom lasera koji se
podeSavaju na talasne duzine uskladene sa vrstom fluorofore (Matsumoto & Adams, 2002;
Sanderson et al., 2014).

Generalno posmatrano, laseri se odlikuju znatnim brojem jedinstvenih karakteristika u

poredenju sa ostalim svetlosnim izvorima, poput ekstremno velikog intenziteta svetlosti,
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prostorne koherentnosti i monohromati¢nosti, $to doprinosi moguénosti fokusiranja na veoma
male delove uzorka, uporedive sa talasnom duzinom laserske svetlosti (Matsumoto & Adams,
2002).

Upotreba femtosekundnih lasera razliCitih talasnih duzina je obezbedila efikasnu
nelinearnu ekscitaciju dovoljno niskom energijom, tako da se bioloski uzorci ne mogu ostetiti.
Naime, ovakvi laseri emituju veoma veliki broj fotona u kratkim impulsima (10° s) (Santos et
al., 2009; Adur et al., 2016). Takode, njihovim kori§¢enjem su poboljSani rezolucija snimaka 1
3D oslikavanje, Sto je za kratko vreme naSlo Siroku primenu u snimanju razliitih bioloskih

struktura (Santos et al., 2009).

Kako bi se proces dvofotonskog pobudivanja odigrao, apsorbovani fotoni moraju do
uzorka sti¢i simultano, Sto se moze posti¢i upotrebom pomenutih femtosekundnih lasera visoke
snage (Sanderson et al., 2014). Danas se najcesce koristi titanijum-safirni laser (Ti: Sapphire
laser, engl.), ¢ija se talasna duzina moze podeSavati u rasponu od 700-1000 nm (Slika 9a) i koji
omogucava dvofotonsko pobudivanje u ultravioletnom i zelenom delu spektra (350-500 nm) (So
et al., 2002). Ova vrsta lasera se pokazala kao najbolji izbor u dvofotonskoj fluorescentnoj
mikroskopiji, kada su u pitanju bioloSke strukture (Rabasovi¢ et al., 2015) U razvoju su i tzv.

,,50lid-state” laserski uredaji za primenu na ve¢im talasnim duzinama (So et al., 2002).

Laserska svetlost se do uzorka usmerava pomocu dihroi¢nog ogledala i motorizovanih
opti¢kih elemenata (galvanometarska ogledala), koji pomeraju laserski snop po principu ,.linija

po liniju” po X i Y osi unutar fokalne ravni, $to rezultuje u dobijanju optickog preseka (Slika 9b)

(So et al., 2000).

Kada usmerena laserska svetlost dode u kontakt sa molekulima u uzorku, dolazi do
pobudivanja elektrona samog uzorka pri cemu se selektivno generiSu fluorescentni fotoni u maloj
fokalnoj zapremini. Emitovana svetlost se se prikuplja kroz objektiv i dalje usmerava dihroi¢nim
ogledalima i filterima prema fotodetektoru (fotonskom sensoru), gde se ¢e se signal registrovati
(Adur et al., 2016) (Slika 9b). Fotodetektori, uklju¢ujuéi fotomultiplikatorske cevi, fotodiode i
CCD (charge-coupled device, engl.) kameru, su sinhronizovani sa displejnim uredajem. Signali
se finalno sumiraju, digitaliziju i prikazuju na ekranu racunara (So et al., 2000).
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Slika 9. Princip i instrumentacija dvofotonski pobudene nelinearne mikroskopije. (a) Opseg podesavanja
titanijum-safirskog lasera u blizini dela infracrvene talasne duZine svetlosnog spektra i pobudivanje
fluorofora koje su u ultravioletnom i opti¢kom delu spektra (~350-500 nm); (b) pojednostavljena shema

nelinearnog dvofotonskog mikroskopa (modifikovano prema So et al., 2000; Mulligan & MacVicar, 2007).
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Ova tehnika je slicna konfokalnoj mikroskopiji, sa tim da postoji razlika u dubini
penetracije kroz uzorak, $to doprinosi ve¢oj informativnosti, ali i razlika u boljem redukovanju
artefakta i pozadinskog Suma tokom snimanja, a u vecini sluCajeva nije potrebno primeniti

bojenje tkiva, ve¢ se konac¢na slika bazira na autofluorescenciji samog uzorka (So, 2002; Steven
et al., 2008).

U odnosu na konvencionalnu svetlosnu mikroskopiju, fluorescentna mikroskopija se
svakako odlikuje moguénoséu 3D oslikavanja 1 daleko ve¢om rezolucijom, kao 1 jednostavnijom
pripremom uzoraka. Neuporediva prednost TPEF modaliteta se ogleda 1 u tome Sto je kod

svetlosne mikroskopije slika u fokusnoj ravni obi¢no zamucena ogromnim Sumom izvan fokusa

(So, 2002).

Osim nelinearnog 3D oslikavanja bioloskih struktura, nelinearni modaliteti su omogucili 1
pracenje celijskih procesa in vivo, kao i ¢elijskog kretanja i distribucije i ekspresije odredenih
molekula u zivim ¢elijama na veoma visokoj rezoluciji. Ovakva posmatranja je moguce obaviti u
kontinuitetu, tokom duZeg vremenskog perioda, pri ¢emu su minimizirane nezeljene interakcije,
poput termi¢kih i mehanickih nuspojava. To je doprinelo veoma znaCajnom napretku u

bioloskim naukama i medicini (Cole, 2014; Choi, 2015; Adur, 2016).

U morfologiji 1 anatomiji insekata, ova mikroskopska metoda omogucava uvid u
detaljniju trodimenzionalnu sliku uzorka, kao i dostupnost informacija o duzini, $irini, debljini i
dijametru struktura bez prethodne pripreme tkivnih preseka. Takode, tkiva koja sadrze hitin 1
miozin u svom sastavu imaju sposobnost autofluorescencije, kao sto je ve¢ pomenuto u ranijem
potpoglavlju, $to ukazuje na jednostavnost pripreme tkiva bez primene obelezivaca i bojenja. Na
taj nacin se za pripremu uzoraka i snimanje znacajno Stedi U vremenu, u ¢emu se ogleda jos
jedna prednost ove tehnike kada govorimo o radu sa velikim brojem uzoraka (Rabasovi¢ et al.,
2015).
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2. CILJEVI

1. Istrazivanje antimikrobnog dejstva sekreta pigidijalnih Zlezda odabranih vrsta tr¢uljaka

na humane patogene mikroorganizme (bakterije i mikromicete);

2. Ispitivanje citotoksicnog potencijala sekreta pigidijalnih Zlezda odabranih vrsta
tr€uljaka na humane tumorske [MCF-7 (adenokarcinom dojke), NCI-H460 (nesitnocelijski
karcinom pluca), HeLa (cervikalni karcinom), HepG2 (hepatocelularni karcinom)] i netumorske
¢elijske kulture [PLP2 (primarna ¢elijska kultura hepatocita)];

3. Ispitivanje antimikrobnog dejstva sekreta pigidijalnih Zlezda troglofilne vrste tréuljka

L. (P.) punctatus na mikroorganizme iz istog pe¢inskog stanista;

4. Posmatranje i pronalazenje ekoloSke pozadine antimikrobne aktivnosti sekreta vrste L.

(P.) punctatus na humane patogene i mikroorganizame izolovane iz istog pe¢inskog stanista;

5. Morfo-anatomska i histoloska karakterizacija pigidijalnih Zlezda odabranih vrsta

tréuljaka primenom SEM i TPEF modaliteta nelinearne mikroskopije.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Sakupljanje i rukovanje primercima iz prirode
3.1.1. Prikupljanje jedinki tréuljaka iz prirode

Adulti jedinki oba pola odabranih vrsta tr¢uljaka sakupljeni su ru¢no na nekoliko
lokaliteta u Srbiji, u periodu od 2014-2017. godine. Prikupljeni su predstavnici pet vrsta
potporodice Carabinae (tribus Carabini), jedan predstavnik potporodice Pterostichinae (tribus

Pterostichini) i jedan predstavnik potporodice Platyninae (tribus Sphodrini).

3.1.1.1. Opste karakteristike ispitivanih vrsta trculjaka

Abax (Abax) parallelepipedus (Piller & Mitterpacher, 1783) (potporodica
Pterostichinae, tribus Pterostichini) moZe se naéi na podrucju severne i centralne Evrope u
Sumskim ekosistemima, na raznim nadmorskim visinama. Ova vrsta je najée$¢e crne boje i
robusnog izgleda. Na apikalnim tarzomerama postoji nekoliko seta ventralno. Duzina tela iznosi

izmedu 15,8 mm i 20,8 mm (Slika 10a) (Hurka, 1996).

Calosoma (Calosoma) sycophanta (Linnaeus, 1758) (potporodica Carabinae, tribus
Carabini) predstavlja takson distribuiran u Holarktiku, a narocito je ¢esta u podrucju centralne
Evrope. Radi se o predatorskoj vrsti koja se hrani larvama i lutkama leptira (Evans, 2009).
Najcesce je zastupljena u Sumskim staniStima koja naseljava gubar, te se njena sezonska pojava
moze pratiti varijacijama u brojnosti populacija ovih Sumskih Stetocina. Introdukovana je u
Severnu Ameriku i na ostrvo Java u Indoneziji. Ova vrsta se odlikuje plavim pronotumom i
zlatno-zelenim elitrama. Duzina tela se krece od 18 mm do 30 mm. Fovee intervala 4, 8 i 12
elitri su izrazito uze od Sirine samih intervala. Zadnji trohanter je bez setifernih punktura (Slika
10b) (Hirka, 1996).
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Carabus (Tomocarabus) convexus Fabricius, 1775 (potporodica Carabinae, tribus
Carabini) se najce$¢e sreCe na podrucju centralne Evrope. Zastupljena je u skrivenim i
zasencenim delovima Sumskih staniSta. Poseduje crne elitre sa kompletnim grebenima i plavim
elitralnim marginalnim delom, kao i tri reda nejasnih fovea. Duzina tela iznosi od 14 mm do 20

mm (Slika 10c) (Hurka, 1996).

Carabus (Procrustes) coriaceus Linnaeus, 1758 (potporodica Carabinae, tribus
Carabini) se moze pronaéi u gotovo citavoj Evropi, ukoliko se izuzme Velika Britanija i
Iberijsko poluostrvo. Najées¢e naseljava Sumska staniSta, od malih nadmorskih visina do
planinskih delova. Duzina tela se kre¢e od 33 mm do 40 mm i crne je boje (Slika 10d) (Hurka,
1996).

Laemostenus (Pristonychus) punctatus (Dejean, 1828) (potporodica Platyninae,
tribus Sphodrini) predstavlja vrstu distribuiranu u podruéju jugoisto¢ne Evrope i Balkana.
Pripadnicima ove vrste je telo vretenasto, crne boje, sa tamno plavim elitrama. DuZina tela se
kre¢e od 13,2 mm do 18,3 mm. Pronotum je u samoj bazi i uz posteriorni deo lateralne margine
izrazito punktiran (Slika 10e, Prilog v) (Hiarka, 1996). Ova vrsta se Cesto oznacava kao

troglofilna (Cur¢ié, pers. comm.).

Carabus (Eucarabus) ullrichii Germar, 1824 (potporodica Carabinae, tribus
Carabini) naseljava razli¢ita staniSta centralne i jugoisto¢ne Evrope, poput livada, Zbunastih
zajednica i otvorenih Suma. Duzina tela ove robusne vrste je varijabilna i kre¢e se od 22 mm do
33 mm. Elitralne tuberkule su vidno podignute. Na dorzalnoj strani telo poseduje bakarnu boju,
neretko dolazi do pojave zelenih nijansi, dok je ventralna strana crne boje (Slika 10f) (Hurka,
1996).

Carabus (Chaetocarabus) intricatus Linnaeus, 1761 (potporodica Carabinae, tribus
Carabini) je uglavnom zastupljena u otvorenim Sumskim ekosistemima zapadne, centralne i
jugoistocne Evrope, sve do severnog dela Balkana. Duzina tela iznosi od 24 mm do 36 mm.
Uglavnom su jedinke plave boje, katkad sa primesama zeleno-crne nijanse (Slika 10g) (Hurka,
1996).
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Slika 10. Dorzalni prikaz habitusa odabranih predstavnika porodice Carabidae. (a) A. (A.) parallelepipedus
(http://carabidae.org); (b) C. (C.) sycophanta (http://carabidae.org); (c) C. (T.) convexus
(http://www.researchgate.net); (d) C. (P.) coriaceus (http://carabidae.org); (e) L. (P.) punctatus
(http://insects.nature4stock.com); (f) C. (E.) ullrichii (http://www.biolib.cz); (g) C. (C.) intricatus

(http://carabidae.org).
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3.1.1.2. Lokaliteti

Primerci vrsta A. (A.) parallelepipedus, C. (C.) sycophanta, C. (T.) convexus, C. (P.)
coriaceus i C. (E.) ullrichii su sakupljeni na planini Avala, izmedu sela Beli potok i Pinosava,
44°41'25"N, 20°30'51"E, blizu Beograda, centralna Srbija (prose¢ne vrednosti temperature i
vlaznosti vazduha tokom svih uzorkovanja: 28°C i 20%) (i); uzorci vrste C. (C.) intricatus su
prikupljeni u selu Golubinje, planina Miro¢, 44°33'25.74"N, 22°17'3.62"E, blizu Donjeg
Milanovca, istocna Srbija (prosecne vrednosti temperature i vlaznosti vazduha tokom svih
uzorkovanja: 19°C i 30%) (ii); jedinke vrste L. (P.) punctatus su sakupljene u Ogorelickoj pecini,
selo Sic¢evo, 43°20'27.35"N, 22°5'2.8"E, Svrljiske planine, blizu Nisa, jugoisto¢na Srbija
(prosecne vrednosti temperature i vlaznosti vazduha svih pet prostorija pecine, tokom svih
uzorkovanja: 12,6°C i 68,7% u martu mesecu i 14,6°C i 87,8% u junu mesecu) (Tabela 3, Prilog
i) (Nenadic et al., 2016b, 2017a) (iii). Jedinke epigejskih trculjaka su nakon sakupljanja ¢uvane u
laboratorijski kontrolisanim uslovima, na konstantnim vrednostima parametara (temperatura i
vlaznost vazduha), koje su bile iste kao sa lokaliteta sa kojih su jedinke bile prikupljene.
Troglofilna vrsta L. (P.) punctatus je odrzavana na temperaturi od 10°C u plasti¢nom frizideru,
pri totalnoj zamracenosti, pri ¢emu je vlaznost uzoraka i podloge odrzavana konstantnom. Svi

uzorci su sacuvani u zbirci Instituta za zoologiju Univerziteta u Beogradu - BioloSkog fakulteta

(Nenadic¢ et al., 2016a, 2016b, 2017a, 2017b, 2018).
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sakupljenim u Ogoreli¢koj pecini u martu i junu mesecu 2015. i 2017. godine.

Tabela 3. Prikaz tataka uzorkovanja, parametara Zivotne sredine i podaci o uzorcima L. (P.) punctatus

Mart /jun
Tacke Opis tacaka uzorkovanja Temperatura Relativna Broj
uzorkovanja vazduha vlaznost prikupljenih
u peéini vazduha jedinki L. (P.)
punctatus
1 15 m od ulaza u peéinu, 14°C/18°C 60%/80% 0/9
postoji delimi¢na osvetljenost
2 50 m od ulaza u peéinu, zona 12,5°/15°C 61%/86% 3/12
totalnog mraka
3 70 m od ulaza u pecinu, zona 12°C/13,8°C 61,5%/90%  7/11
totalnog mraka, na samom
skretanju  glavnog  kanala
prema poslednjoj dvorani
4 90 m od ulaza u peéinu, zona 12°C/13,5°C 80%/91% 8/5
totalnog mraka, u skrivenom
delu kanala
5 103 m od ulaza u peéinu, zona 12,5°C/13°C 81%/92% 12/7

totalnog mraka, neposredno

pre jamskog dela pecine

3.1.2. Sakupljanje uzoraka bakterija i mikromiceta iz pe¢inskog stanista

3.1.2.1. Prikupljanje i izolacija uzoraka mikromiceta sa zidova pecine

Uzorci mikromiceta su izolovani sa nizih delova zidova Ogorelicke pecine, blizu podloge
koja je uglavnom sacinjena od guana, na pet razlicitih tacaka uzorkovanja u martu mesecu 2015.
godine. Sredinski uslovi tokom uzorkovanja su prethodno predstavljeni u Tabeli 3. Ukupno 11
uzoraka mikromiceta je prikupljeno putem sterilnih pamuénih briseva (po dva uzorka u prve dve

prostorije i tri uzorka iz poslednje prostorije pecine). Pod sterilnim laboratorijskim uslovima,
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uzorci sa briseva su razblazeni u 10 mL sterilne dejonizovane vode, a potom podvrgnuti
snaznom Sejkiranju 10 minuta. Nakon toga, 1 mL svake dobijene konidijalne suspenzije je
inokulisano u Petri $olje na standardnoj hranljivoj podlozi (Malt Extract Agar, engl.) (MEA) u
triplikatu. Kako bi se spre¢ila kontaminacija bakterijskim kolonijama, 500 pugL? streptomicina je
dodato tokom pripreme hranljive podloge. Inkubacija je izvrSena u termostatu (UE500,
MemmertGmbH + Co KG, Schwabach, Nemacka) na 25+1°C tokom sedam dana (Nenadi¢ et al.,
2017a).

Ciste kulture identifikovanih mikromiceta su dobijene iz laboratorije Katedre za
algologiju, mikologiju i lihenologiju Instituta za botaniku i Botanicke baste “Jevremovac”
Univerziteta u Beogradu - Bioloskog fakulteta, gde su mikromicete determinisane kori§¢enjem
slede¢ih dihotomih kljuceva: Raper & Fennel (1965), Ainsworth et al. (1973), Pitt (1979), Ellis
& Ellis (1997), Samson et al. (2010), Bensch et al. (2012) i Woudenberg et al. (2013). Dobijene
mikromicete su kori§¢ene u antimikrobnoj studiji u sklopu ove doktorske disertacije (Nenadi¢ et

al., 2017a).

3.1.2.2. Prikupljanje uzoraka guana

U prethodnoj nasoj nezavisnoj zajednickoj studiji (Kabi¢, 2016 i nepublikovani podaci) je
utvrden i analiziran mikrobijalni diverzitet guana u Ogorelickoj pecini (Prilog iia, iib i iii). Na
osnovu navedene studije je ustanovljeno da su odredene vrste bakterija i gljiva iz guana prisutne
u svim prostorijama pec¢ine. Kako se prema navedenom radi o dominantim izolatima u guanu,
selektivno su odabrani kako bi bili testirani u sklopu antimikrobne studije u ovoj doktorskoj
disertaciji. Bakterijski izolati su identifikovani molekularnim metodama. lzolati mikromiceta su
preliminarno identifikovani uz pomo¢ morfoloskih klju¢eva Raper & Fennel (1965), Pitt (1979),
Watanabe (2002) i Samson et al. (2010), dok je molekularnim metodama data finalna potvrda u
identifikaciji. lzolacija i identifikacija su obavljeni u laboratorijama pri Katedri za
mikrobiologiju i Katedri za algologiju, mikologiju i lihenologiju Instituta za botaniku i Botanicke

baste ,,Jevremovac” Univerziteta u Beogradu - Bioloskog fakulteta. Ukupno 30 uzoraka guana je
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prikupljeno sa poda Ogorelicke pecine sa 5 tacaka uzorkovanja (6 uzoraka po tacki uzorkovanja)

(prethodno predstavljeno u Tabeli 3; Prilog i).

3.2. I1zolovanje i merenje mase sekreta pigidijalnih Zlezda sakupljenih tréuljaka

Stimulacijom posteriornog dela abdomena tr¢uljaka je postignuto ekstrahovanje uzoraka
sekreta pigidijalnih Zlezda iz svake jedinke, koji su rastvoreni u 5% vodenom rastvoru DMSO
dimetil sulfoksida (DMSO) [(CH3).SO)] (Sigma-Aldrich, Minhen, Nemacka), i Cuvani u
posebnim vijalicama na 4°C, u frizideru, u laboratoriji Instituta za zoologiju Univerziteta u

Beogradu - Bioloskog fakulteta.

Masa ispustenih sekreta iz jedinki je merena na analitiC¢koj vagi (Sartorius Model 2405,
Sartorious Group, Getingen, Nemacka), sa maksimumom merene tezine do 30 g, sa rezolucijom
od 0,001 mg, u laboratoriji Katedre za organsku hemiju Univerziteta u Beogradu - Hemijskog
fakulteta. Najpre su merene prazne vijalice, da bi nakon toga bile izmerene vijalice ispunjene
¢istim sekretom. Razlika izmedu punih i praznih vijalica je ukazala na ukupnu masu sekreta
istisnutog iz pigidijalnih zlezda svih testiranih jedinki za svaku vrstu posebno. Eksperiment
merenja je ponovljen tri puta, u cilju potvrde validnosti rezultata (Nenadi¢ et al., 2016a, 2016b,
2017a, 2017b, 2018).

3.3. In vitro antimikrobna studija

3.3.1. Primenjeni bioloski materijal

Za antimikrobni esej testiranja aktivnosti na humane patogene, upotrebljeni su sekreti
pigidijalnh Zlezda ekstrahovani iz slede¢ih uzoraka: 44 jedinke vrste A. (A.) parallelepipedus, 4
jedinke vrste C. (P.) coriaceus, 1 jedinka vrste C. (C.) intricatus, 12 jedinki vrste C. (E.)

ullrichii, 5 jedinki vrste Calosoma (C.) sycophanta, kao i 30 jedinki vrste L. (P.) punctatus.
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Uzorci su rastvoreni u 3000 uL 5% vodenog rastvora DMSO (5 mL DMSO u 95 mL
bidestilovane vode), pojedina¢no po uzorku.

Kod ispitivanja antifungalnog dejstva na mikromicete izolovane sa zidova pecine je
koriS¢en sekret ekstrahovan iz 30 jedinki vrste L. (P.) punctatus. Uzorak je rastvoren u 3000 uL
5% vodenog rastvora DMSO.

Pri ispitivanju antimikrobne aktivnosti na potencijalne patogene iz guana je izolovan
sekret pigidijalnih zlezda 44 jedinke vrste L. (P.) punctatus. Uzorak je rastvoren u 3000 uL
koncentrovanog metanola.

Svi uzorci su ¢uvani u frizideru na 4°C u laboratoriji Instituta za zoologiju Univerziteta u
Beogradu - Bioloskog fakulteta (Nenadi¢ et al., 2016a, 2016b, 2017a, 2017b).

3.3.2. Sinteti¢ki antibiotici i antimikotici

Pri testiranju bakterijskih humanih patogena, kao pozitivna kontrola su primenjeni
sinteti¢ki antibiotici streptomicin (1 mg aktivne supstance u 1 mL fizioloskog rastvora; pocetna
koncentracija 0,50 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Minhen, Nemacka) i ampicilin (500 mg amoksicilin
trihidrata u 500 mL fizioloSkog rastvora; pocetna koncentracija 0,50 mg/mL) (Panfarma,
Beograd, Srbija).

Tokom testiranja pecinskih bakterijskih izolata, koris¢eni su streptomicin (1 mg aktivne
supstance u 1 mL fizioloskog rastvora; rastvaranjem $toka od 20 mg/mL u destilovanoj vodi je
dobijena finalna koncentracija od 400 pg/mL) (HiMedia, Mumbai, Indija) i resazurin
natrijumova so [>90% (LC) C12HsNNaO4 = 251,17 g/mol; finalna koncentracija 0,675 mg/mL]
(TCI, Zwijndrecht, Belgija).

Kao sinteticki antimikotici, pri testiranju humanih patogenih mikromiceta, kao 1
mikromiceta izolovanih sa zidova pecine, primenjeni su ketokonazol (200 mg aktivne supstance
u 200 mL fizioloskog rastvora; po¢etna koncentracija 5,0 mg/mL) (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)
i bifonazol (bikutrin) (C22H1sN2, 1 g aktivne supstance u 100 mL razblazenog etanola, uz

dodatak solubilizatora i glicerola; po¢etna koncentracija 5,0 mg/mL) (Srbolek, Beograd, Srbija).
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Prilikom testiranja mikromiceta iz guana, koris¢en je nistatin (100 mg aktivne supstance
u 100 mL fizioloskog rastvora; pocetna koncentracija 1,0 mg/mL) (Hemofarm koncern a.d.,
Vrsac, Srbija).

3.3.3. Hranljivi medijumi

Kao hranljiva podloga za bakterijske kulture humanih patogena je koris¢ena TSB (Triptic
Soy Broth, engl.) podloga (15 g kazeina, 5 g peptona, 5 g NaCl, 15 g agara, 1 L KoHPOsi 1000
mL destilovane vode) (Biolife Italiana, Milano, Italija).

Bakterijski sojevi pe¢inskih izolata su gajeni na LB (Luria-Bertani Broth, engl.) podlozi
(10 g baktotriptona, 5 g ekstrakta kvasca, 5 g NaCl, 3 mL 1M NaOH i 1000 mL destilovane
vode) (Becton Dickinson, Nju DzZerzi, SAD).

Za pripremu kultura svih sojeva mikromiceta, upotrebljena je ¢vrsta sladni agar (Malt
Agar, engl.) (MA) podloga (15 g agara, 50 g sladnog ekstrakta i 1000 mL destilovane vode;
kuvano do potpunog rastvaranja, sterilisano na 121°C/25 min, pH = 7, regulisano putem 1N
NaOH) (Torlak, Beograd, Srbija).

U toku mikrodilucione metode, za humane patogene i izolate mikromiceta izolovanih sa
zidova pecine je koris¢ena podloga sladni bujon (Malt Broth, engl.) (MB) (50 g sladnog
ekstrakta i 1000 mL destilovane vode; sterilizovano na 121°C/15 min, pH = 7, regulisano putem
IN NaOH), dok je za bakterijske pecinske izolate upotrebljena LA (Luria-Bertani Agar, engl.)
podloga (LB sa dodatkom 15 g agara na 1000 mL bidestilovane vode) (Becton Dickinson, Nju
Dzerzi, SAD). Kada su u pitanju mikromicete izolovane iz guana, koriS¢en je te¢ni sladni
ekstrakt (Malt extract broth, engl.) (MEB) (50 g sladnog ekstrakta LAB M Limited 1 i 1000 mL

destilovane vode; sterilizovano na 121°C/15 min, pH = 7, regulisano putem 1N NaOH).

3.3.4. Priprema prekonoénih kultura bakterija

Bakterijski sojevi humanih patogena su Stokirani u glicerolu, presejani na 2 mL TSB

podloge i inkubirani u termostatu 24 h na 37°C. Svaka prekono¢na kultura je sadrzala ukupno
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1,0 x 10° CFU/mL podloge. Finalni rastvor éelijske kulture i podloge (1,0 x 108 éelija/mL) je
postignut razblazivanjem 1:9, odnosno 100 mL primarne kulture je razblazeno u 900 ml TSB

podloge (Nenadi¢ et al., 2016a, 2016b, 2017D).

Bakterijski sojevi peéinskih izolata su iz glicerola presejani na LB podlogu i inkubirani u
termostatu 24 h na 30°C. Finalne testirane koncentracije ¢elija bakterijskih pecinskih izolata
iznosile su 1 x 10° CFU/mL.

3.3.4.1. Testirani sojevi bakterija
3.3.4.1.1. Humani patogeni

Pri antibakterijskom eseju su koriS¢eni sledec¢i laboratorijski i1 klinicki sojevi bakterija:
Bacillus cereus (klini¢ki izolat), Micrococcus flavus (ATCC 10240), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Listeria monocytogenes (NCTC7973) (Gram-pozitivne bakterije), Escherichia
coli (ATCC 35210), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter cloacae (klinicki
izolat) i Salmonella typhimurium (ATCC 13311) (Gram-negativne bakterije). Pomenuti izolati su
Cuvani u Mikoloskoj laboratoriji Odeljenja za fiziologiju biljaka Univerziteta u Beogradu -

Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovic”.
3.3.4.1.2. 1zolati iz guana

Pri ispitivanju antimikrobne aktivnosti sekreta na mikroorganizme izolovane iz guana,
testirano je 12 izolata bakterija: Enterococcus eurekensis (29.3), Rhodococcus jialingiae (026.1),
Micrococcus yunnanensis (T5.3), Bacillus thuringiensis (26.2), B. cereus (30.1), Lysinibacillus
sphaericus (04.3), Paenibacillus polymyxa (T21.1), Viridibacillus arvi (T26.2) (Gram-pozitivne
bakterije), Escherichia fergunsonii (029.1), Pseudomonas putida (11.1), Citrobacter freundii
(011.3) i Serratia proteamaculans (011.1) (Gram-negativne bakterije). Navedeni izolati su
Cuvani u laboratoriji Katedre za mikrobiologiju Instituta za botaniku i1 Botanicke baSte

,Jevremovac” Univerziteta u Beogradu - BioloSkog fakulteta.
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3.3.5. Priprema kultura mikromiceta