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Fiziolosko prilagodavanje larvi gubara, Lymantria dispar L., i Zutotrbe,
Euproctis chrysorrhoea L., (Lepidoptera) na delovanje fluorantena

Rezime

Fluoranten je jedan od najrasprostranjenijih policikli¢énih aromati¢nih ugljovodonika, prisutan u
liS¢u razli¢itih biljaka kojima se hrane larve polifagnih vrsta insekata Lymantria dispar i Euproctis
chrysorrhoea. Cilj ove doktorske disertacije je sticanje uvida u obrasce fizioloskih odgovora larvi L.
dispar i E. chrysorrhoea (Lepidoptera: Erebidae) na prisustvo sredinski relevantnih koncentracija
fluorantena u hrani i rasvetljavanje mehanizama odbrane od njegovog Stetnog delovanja, Sto
doprinosi sagledavanju nacina njihovog prilagodavanja stresnim uslovima u okruzenju. Ispitivan je
hroni¢ni uticaj dve koncentracije fluorantena (6,7 i 67 ng/g suve mase hrane) na larve L. dispar i E.
chrysorrhoea, poreklom iz prirodnih populacija. Antioksidativni i detoksifikacioni enzimi srednjeg
creva larvi su pokazali promene aktivnosti pod uticajem fluorantena, sa izraZenijim odgovorima u
tkivu srednjeg creva, kao 1 razlike u obrascima odgovora izmedu vrsta. UocCeno je smanjenje
ekspresije Hsp70 u celom srednjem crevu, a razli¢iti odgovori Hsp70 u mozgu larvi. Kod obe vrste
je doslo 1 do znacajnih promena aktivnosti digestivnih enzima 1 njihovih izoformi u srednjem crevu
larvi izlaganih fluorantenu. Detektovana je inhibicija aktivnosti odredenih digestivnih enzima i
njihovih izoformi kod larvi L. dispar, dok je kod larvi E. chrysorrhoea zabelezeno povecanje
aktivnosti veceg broja enzima ove grupe, kao i ekspresija izoformi pojedinih enzima kod larvi
izlaganih fluorantenu. Kanonijskom diskriminacionom analizom su potvrdene razlike izmedu vrsta
kada su u pitanju odgovori antioksidativnih i digestivnih enzima na prisustvo fluorantena u ishrani.
Alokacija energetskih resursa ka mehanizmima odbrane, u prisustvu fluorantena, odrazila se na
osobine zivotne istorije larvi obe vrste.

Kljuéne reéi: Lymantria dispar L.; Euproctis chrysorrhoea L.; fluoranten; antioksidativni enzimi;
detoksifikacioni enzimi; Hsp70; digestivni enzimi; osobine zivotne istorije;
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Physiological adjustment of larvae of gypsy moth, Lymantria dispar L., and brown-tail moth,
Euproctis chrysorrhoea L., (Lepidoptera) to the effects of fluoranthene

Abstract

Fluoranthene is one of the most abundant polycyclic aromatic hydrocarbons, present in the leaves of
various plants used for food by larvae of polyphagous insect species Lymantria dispar and
Euproctis chrysorrhoea. The aim of dissertation was to gain insight into the patterns of
physiological responses of L. dispar and E. chrysorrhoea larvae (Lepidoptera: Erebidae) to the
presence of environmentally relevant concentrations of fluoranthene in food and to elucidate the
mechanisms of defense against its harmful effects, which contributes to perceive the way they
adjust to stressful environmental conditions. Chronic effects of fluoranthene (6.7 and 67 ng/g dry
food weight) on L. dispar and E. chrysorrhoea larvae, originating from natural populations, were
examined. Antioxidative and detoxification enzymes of midgut showed changes of activity under
the influence of fluoranthene, with more pronounced responses in midgut tissue, and between-
species differences in patterns of responses. Decreased expression of Hsp70 in the midgut, and
different responses of Hsp70 in the brain of larvae were noticed. Significant changes of the activity
of digestive enzymes and their isoforms in the midgut of larvae of both species exposed to
fluoranthene were noticed. Exposure to fluorantene inhibited the activity of certain digestive
enzymes and their isoforms of L. dispar larvae, and increased the activity of a number of enzymes
and expression of isoforms of certain enzymes of E. chrysorrhoea larvae. Canonical discriminant
analysis confirmed between-species differences in responses of antioxidative and digestive enzymes
to the presence of fluoranthene in the diet. The allocation of energy resources to defense
mechanisms affected the life history traits of treated larvae of both species.

Key words: Lymantria dispar L.; Euproctis chrysorrhoea L.; fluorantene; antioxidative enzymes;
detoxification enzymes; Hsp70; digestive enzymes; life history traits;

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Ecophysiology



LISTA SKRACENICA

10, - singletni kiseonik

4-MU-Bu — 4-metilumbeliferil butirat

AA — akril amid

ACP — kisele fosfataze

AChE — acetilholinesteraze

AhR — receptor za aromati¢ne ugljovodonike (engl. aryl hydrocarbon receptor)
ALP — alkalne fosfataze

ANOVA —analiza varijanse

APS —amonijum persulfat

ATP — adenozin trifosfat

B[a]P — benzo[a]piren

BSA —albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)

CAT - katalaza

CDA — kanonijska diskriminaciona analiza (engl. canonical discriminant analysis)
CDNB - 1-hloro-2.4-dinitrobenzen

Cu/Zn SOD - bakar-cink superoksid dismutaza

CYP — superfamilija enzima citohrom P450 (engl. cytochrom P450)
DL-BAPNA — Na-benzoil-DL-arginin 4-nitroanilid hidrohlorid

DMF — dimetilformamid

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DTNB - 5’-ditio-bis-(2-nitro benzoeva kiselina)

DTT — ditiotreitol

ECL — pojacana hemiluminiscencija (engl. enhanced chemiluminescence)
EC SOD - ekstracelularna izoforma superoksid dismutaze

EDTA — etilen diamin tetra siréetna kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
ELISA —engl. enzyme linked immuno sorbent assay

FAs— masne kiseline (engl. fatty acids)

FAD - flavin adenin dinukleotid

FeCls — gvozde (I1I) hlorid

Fe SOD — gvozde superoksid dismutaza

FFAs — slobodne masne kiseline (engl. free fatty acids)



Fh — veca koncentracija fluorantena (engl. fluoranthen high)
FI — manja koncentracija fluorantena (engl. fluoranthen low)
GR — glutation reduktaza

GST — glutation S-transferaza

GSSG - oksidovana forma glutationa

GSH — glutation

H>O, — vodonik peroksid

HO- — hidroksilni radikal

HCI — hlorovodonic¢na kiselina

HRP — peroksidaza iz rena (engl. horseradish peroxidase)
Hsp — protein toplotnog stresa (engl. heat shock protein)
Hsp70 — protein toplotnog stresa 70 (engl. heat shock protein 70)
K2HPO4 — kalijum hidrogen fosfat

KsFe(CN)e — kalijum heksacijanoferat (111)

KCI — kalijum hlorid

LACP - lizozomske kisele fosfataze

LAP — leucin aminopeptidaza

LD — trajanje razvi¢a larvi (eng. larval development)

LSD — engl. Fisher’s least significant difference test

LW — masa larvi (engl. larval weight)

MgCl, — magnezijum hlorid

Mn SOD — mangan superoksid dismutaza

Na,CO3 — natrijum karbonat

NaCl — natrijum hlorid

NADPH — redukovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NaF — natrijum fluorid

NaNO: — natrijum nitrit

NaOH — natrijum hidroksid

NLACP — nelizozomske kisele fosfataze

Ni SOD — nikl superoksid dismutaza

O, — kiseonik

O, —superoksid



PAHSs — policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (engl. polycyclic aromatic hydrocarbons)
PBS — fosfatom puferisani fizioloski rastvor (engl. phosphate-buffered saline)

PBST — fosfatom puferisani fizioloski rastvor sa Tween 20 (engl. phosphate-buffered saline with
Tween 20)

PlIs — Proteinazni inhibitori (engl. protease inhibitors)

PMSF — fenil-metil-sulfonil-fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride)
PUFAs — polinezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids)
PNPP — p-nitrofenil fosfat

pNPC — p-nitrofenil kaprilat

PUZ — pufer za obradu uzorka

RGR - relativna brzina rasta (engl. relative growth rate)

ROS - reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxygen species)

SDS PAGE - natrijum dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforeza (engl. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)

SDS — natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

SH — sulfhidrilna (tiolna) grupa

SOD - superoksid dismutaza

TBS — Tris pufer (engl. tris buffered saline)

TBST — Tris pufer sa dodatkom Tween 20 (engl. Tris bufferd saline with Tween 20)

TEMED — N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

TMB - 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidin

Tris — tris(hidroksimetil)aminometan

TRY- tripsin

W;: — masa larvi na kraju posmatranog perioda, odnosno tre¢eg dana po presvlacenju u peti stupanj

Wy — masa larvi na po¢etku posmatranog perioda, 0dnosno po presvlacenju u treci stupanj, kao i po
presvlacenju u peti stupanj
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1.1. Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici

Policikliéni aromati¢ni ugljovodonici (od engl. polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHS)
predstavljaju grupu kompleksnih organskih jedinjenja koja se sastoje iz dva ili viSe spojenih
aromati¢nih prstenova. Siroko su rasprostranjeni u Zivotnoj sredini, i osim prirodnih izvora ovih
jedinjenja, kao S$to su vulkanska aktivnost i Sumski pozari, PAHs su naj¢e$c¢e rezultat antropogenih
aktivnosti, poput aktivnosti u industrijskim postrojenjima, nepotpunog sagorevanja fosilnih goriva,
emisije izduvnih gasova automobila, grejanja stambenih objekata, kuvanja, konzumiranja duvana,
itd. (Finlayson-Pitts i Pitts, 1986; Srogi, 2007). Usled njihove postojanosti, potencijala za
bioakumulaciju, brojnih Stetnih efekata na ljude 1 Zivotnu sredinu, ovi zagadivaci izazvaju brigu
javnosti. Agencija za zaStitu Zivotne sredine Sjedinjenih Americkih Drzava (EPA, 1987) oznacila je
Sesnaest PAH jedinjenja, uklju¢uju¢i fluoranten, kao prioritetne zagadivace, usled njihove
prepoznate toksi¢nosti na zivotinje i ljude. Biljke mogu adsorbovati PAH jedinjenja iz atmosfere
depozicijom na kutikuli lista ili apsorpcijom kroz stome, kao i iz zagadenog zemljiSta, preko
korena. Osobine listova (povrsina, prisustvo dlaka, kao i komponente lista- voskovi i lipidi) imaju
znacajnu ulogu za apsorpciju i akumulaciju lipofilnih PAHs (Srogi, 2007; Desalme i sar., 2013).
PAHs su oznaceni kao najzastupljenija perzistentna toksi¢na jedinjenja u Sumama (Belis 1 sar.,
2011). Stetni efekti PAHs na fizioloske procese i razviée visih biljaka (Berteigne i sar., 1988;
Kummerova i Kmentova, 2004; Kummerova i sar., 2006; Oguntimehin i sar., 2008), mogu uticati
na fiziologiju biljojeda, ukljucujuéi i insekte. Na ovaj nacin zagadivaci mogu ispoljavati i indirektno
dejstvo na organizme. Pokazano je da kroz promene kvaliteta hrane ili sekundarnih biljnih
metabolita, zagadiva¢i mogu da uti¢u na fizioloSke procese i razvice fitofagnih insekata, i njihovu
populacionu dinamiku (Butler i Trumble, 2008; Holopainen, 2009).

1.2. Fluoranten

Fluoranten je postojano, bioakumulativno jedinjenje, koje se u atmosferi moze javljati u gasnoj i
Cestitnoj fazi (ECHA, 2018). VaZan je predstavnik PAHs 1 ¢esto se koristi kao indikator ukupne
izloZzenosti ovim zagadivaima u Zivotnoj sredini. Poznati je zagadiva¢ sa toksicnim i ko-
kancerogenim efektima (Palmquvist i sar., 2003; Saunders i sar., 2003; Sepi i sar., 2003; Srogi, 2007;
Bauer i sar., 2018). Fluoranten se sastoji iz benzena i naftalena spojenih preko petoclanog prstena.
Fluoranten je strukturni izomer pirena, medutim nije termodinamicki stabilan kao piren zato §to
njegovi elektroni ne mogu da rezonuju kroz celu strukturu. Ime je dobio zbog osobine da fluorescira
pod UV svetlos¢u. Foto-indukovana toksi¢nost se javlja kada se PAH aktivira reaktivnim vrstama
(Yu i sar., 2006) koje mogu da prenesu energiju na molekularni kiseonik. Ovo rezultuje
proizvodnjom singlet kiseonika, koji u interakciji sa biomakromolekulima moze da izazove direktna
oStecenja i oksidativni stres. Studije su pokazale da akumulacija PAHs iz sedimenata prac¢ena UV
zraCenjem moze izazvati fotoindukovanu toksi¢nost kod bentosnih organizama (Davenport i Spacie,
1991; Ankley i sar., 1994; Monson i sar., 1995; Swartz i sar. 1997; Kosian i sar., 1998). Pored
fluorantena, benzo[a]piren (B[a]P), antracen i piren su se pokazali kao fototoksicni PAHs (Newsted
i Giesy, 1987; Mekenyan i sar., 1994; Swartz i sar. 1995).

Relativno mali broj studija opisuje biotransformacione puteve fluorantena i njegove genotoksicne
efekte na organizme. Vecina studija ukazuje na to da fluoranten pokazuje relativno nisku
kancerogenu aktivnost. Medutim, fluoranten je povezan sa imunotoksi¢nos¢u (Yamaguchi i sar.,
1996), ukljucujuéi apoptotozu i zaustavljanje rasta miSiénih T-Celija, nezavisno od aril
ugljovodoni¢nog receptora. Fluoranten takode pojacava kancerogenost B[a]P (Rice i sar., 1984), a
ispitivanje je pokazalo da se tumori plu¢a razvijaju kod CD-1 miSeva tretiranih fluorantenom
(Wang i1 Busby, 1993). Znacajno povecanje aktivnosti enzima faze II biotransformacije, glutation S-
transferaze i antioksidativnog enzima glutation reduktaze, kao i povecanje sadrzaja ukupnog
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glutationa digestivne zlezde, a redukcija aktivnosti acetilholinesteraze misi¢a, detektovano je kod
jedinki Carcinus means izlaganih razli¢itim koncentracijama fluorantena (Rodrigues i sar., 2013).
Akutno, in vitro, izlaganje kulture primarnih hepatocita vrste riba Oncorhynchus mykiss fluorantenu
uzrokovalo je znacajna oSte¢enja DNK, i znaCajno redukovalo sadrzaj ukupnog glutationa u
¢elijama (Yazdani, 2020). Znacajne promene ponasanja i lokomotorne aktivnosti, detektovane kod
zenki 1 muzjaka F-344 pacova, akutno izlaganih fluorantenu, sugerisale su neurobihejvioralnu
toksi¢nost ovog organskog zagadivaca (Saunders i sar., 2003). Fotocitotoksi¢nost PAH jedinjenja,
ukljucujuéi 1 fluoranten, detektovana je kod linije transformisanih humanih epidermalnih ¢elija
(HaCaT keratinocita), (Wang 1 sar., 2007). Za razliku od ve¢ine PAHs, fluoranten ima slab afinitet
za receptor za aromati¢ne ugljovodonike (od engl. Aryl hydrocarbon receptor, AhR) (Barron i sar.,
2004; Pushparajah i sar., 2008) koji regulise transkripciju gena koji kodiraju mnoge enzime
ukljucene u detoksifikaciju ksenobiotika, ukljucujuéi citohrom P450 monooksigenaze. Fluoranten je
nekompetitivni inhibitor CYP1A1 (Willett i sar., 1998). Zanimljiva Cinjenica je da fluoranten ¢ak
smanjuje aktivnost CYP1A koja je indukovana B[a]P-om (Willett i sar., 2001).

Utvrdeno je 1 da fluoranten moZe imati znacajan uticaj na osobine Zivotne istorije 1 dinamiku
populacija. Foss 1 Forbes (1997) su utvrdili da je izloZenost fluorantenu smanjila specifi¢nu brzinu
rasta jedinki Capitella spp. Linke-Gamenick i sar. (1999) su utvrdili da je kod Capitella sp.
izlozenost fluorantenu dovela do odloZenog razmnozavanja, smanjenja broja jedinki po leglu,
smanjenog prezivljavanja mladih, kao 1 do smanjenja njihove specifi¢ne brzine rasta. IzloZenost
fluorantenu u koncentraciji od 31 mg / g sedimenta, ili 51 mg / L vode, prouzrokovali su znacajno
ostecenje DNK kod Capitella sp., i to nakon samo jednog dana izlaganja (Palmqvist i sar., 2003).
Utvrdeno je i1 da fluoranten redukuje broj dnevno poloZenih jaja, kao 1 broj ispiljenih jedinki kod
Acartia tonsa, a izloZzenost fluorantenu (800 nM) povecava smrtnost jedinki ove vrste za 47%,
nakon samo jednog dana (Bellas i Thor, 2007).

Kako je ve¢ pomenuto, PAHs su najzastupljeniji organski zagadivaci Suma (Belis 1 sar., 2011), a
studije ukazuju na veoma znacajan udeo fluorantena u sumi PAHs detektovanih u li§¢u razlicitih
vrsta hrasta (Howsam i sar., 2000; De Nicola i sar., 2008). Ispitivanja su pokazala da fluoranten,
pored ostalih PAHs, negativno utice na fizioloSke procese i razvi¢e kako drvenastih tako i
kultivisanih biljnih vrsta (Berteigne i sar., 1989; Wittig i sar., 2003; Kummerova i sar., 2008; Tomar
i Jajoo, 2014), $to se moze odraziti na organizme koji se njima hrane.

1.3. Oksidativni stres

Tokom evolucije, organizmi su prelaskom na aerobni nacin Zivota bili izloZeni potencijalno
opasnim oksidacionim procesima koji ih mogu dovesti u stanje stresa (Droge, 2002). Oksidativni
stres je proces u kome se aktivirani oblici kiseonika (O2), poznati kao reaktivne kiseoni¢ne vrste (od
engl. reactive oxygen species, ROS), formiraju kao slobodni radikali u ¢elijama (mitohondrijama,
endoplazmati¢nom retikulumu, peroksizomima), u meri koja prevazilazi kapacitete odbrane sistema
antioksidativne zastite, izazivaju¢i oStecenja celija 1 tkiva, potom uzrokujuci oksidativna ostecenja
(Dalton, 1995; Lesser, 2006). ROS nastaju kao nusproizvodi metabolickih procesa i obi¢no nisu
Stetni za organizam (Davies, 2000; Mittler, 2002; Gould, 2003; Mpgller i sar., 2007). Medutim,
tokom perioda povecanog biotiCkog i abiotiCkog stresa, ukljucujuéi izlozenost toksi¢nim
zagadivacima poput PAHs, ROS se mogu akumulirati 1 izazvati oStecenja lipida, proteina i DNK,
inhibiraju¢i fizioloSke procese (Mittler, 2002; Mgller i sar., 2007). Postoje mnoge vrste ROS,
ukljucujuéi singletni kiseonik (*Oz), superoksid anjon radikal (O2- ), vodonik-peroksid (H202) i
hidroksil radikal (HO-) (Dalton, 1995; Lesser, 2006). Pojedini ROS su slobodni radikali (O2- ,
OH-), sposobni za samostalno postojanje i sadrze najmanje jedan nespareni elektron, dok su drugi
neradikalske vrste (H202, 02) (Halliwell i Gutteridge, 2015). Neradikalske vrste mogu postati
radikali gubljenjem ili dobijanjem jednog elektrona (Halliwell i Gutteridge, 2015). Sam O:2 je
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slobodni radikal, mada se ponekad naziva dvoradikalom, jer ima dva nesparena elektrona i zato ima
ogranicenu sposobnost da reaguje sa organskim molekulima ukoliko nije ‘aktiviran’ (Lesser, 2006).
Kiseonik se aktivira pomoc¢u dva osnovna procesa, oksidacije i redukcije (Ahmad, 1992; Halliwell i

Gutteridge, 2015).
Ravnoteia 7

Oksidativni stres
(visak ROS)

Slika 1. Sematski prikaz ravnoteze izmedu antioksidativnog sistema (AOS)
I reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS)

(prilagodeno iz Gill 1 Tuteja, 2010)

1.3.1. Oksidativna ostecenja

Direktno delovanje ROS na proteine, naro¢ito delovanje OH- i 102, mozZe prouzrokovati degradaciju
¢elijskih aminokiselina i proteina (Halliwell i Gutteridge, 2015). Karbonilacija ili nastajanje
karbonila, usled oksidacije aminokiselina, je irevrzibilan proces i Koristi se kao biomarker
oksidativnog stresa (Halliwell i Gutteridge, 2015; Mgller i sar., 2007). Oksidovani proteini se
proteazama mogu potpuno razgraditi na aminokiseline, a nastali proizvodi mogu se ponovo
upotrebiti kao izvori ugljenika za sintezu ATP i proteina (Davies, 2000).

Jos jedan vid oStecenja izazvan ROS je lipidna peroksidacija polinezasi¢enih masnih kiselina (od
engl. polyunsaturated fatty acids PUFAs) koja moze rezultirati smanjenjem fluidnosti céelijske
membrane i oSte¢enjima membranskih proteina (Lesser, 2006; Mgller i sar., 2007). Pored direktne
Stete, spektar krajnjih proizvoda lipidne peroksidacije moZe prouzrokovati sekundarno oStecenje
drugih proteina, Sto rezultira nepopravljivom fragmentacijom peptidnih lanaca (Davies, 1987;
Lesser, 2006). Prevencija povecanog stvaranja ROS je najbolji metod za izbegavanje ovih
oStecenja, ali u slucaju lipidne peroksidacije celije mogu odrzavati homeostazu popravljajuci
ostecene lipidne komponente (Davies, 2000).

DNK se obi¢no spontano razlaze, ali to se moZe pojacati u prisustvu oksidativnog stresa (Halliwell 1
Gutteridge, 2015). DNK moze pro¢i kroz mnostvo modifikacija kao rezultat izlozenosti OH-, $to
rezultira prekidima lanaca DNK molekula, delecijama, mutacijama i translokacijama, unakrsnim
povezivanjima u okviru lanaca DNK, kao i povezivanjima DNK i proteina (Lesser, 2006).
Kontinuirano oksidativno oste¢enje moze dovesti do programirane celijske smrti, apoptoze i
eventualne smrti organizma ako je odbrana od ROS ,,prebukirana (Halliwell i Gutteridge, 2015).
Mehanizam popravljanja DNK je sloZen i zavisi od vrste oSte¢enja (Halliwell i Gutteridge, 2015),
ali se veruje da enzimi GST i GPX igraju vaznu ulogu u uklanjanju i izlu¢ivanju oksidovane DNK
(Davies, 2000).
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1.3.2. Sistem antioksidativne zasStite

Oksidativni stres je gotovo neizbezan za vecéinu aerobnih organizama zbog rasprostranjenosti i
hemijske prirode Oz, (Lesser, 2006). Aerobni organizmi poseduju odbrambene mehanizme protiv
Stetnih efekata ROS, koje ¢ine antioksidansi koji sprecavaju, ograni¢avaju ili popravljaju osteéenja
nastala delovanjem slobodnih radikala. Termin antioksidans odnosi se na ,,bilo koju supstancu koja
znacajno odlaze ili inhibira oksidaciju®, $to ukljuuje enzime i druga neenzimska jedinjenja (npr.
glutation, vitamine, i dr.), (Davies, 2000; Gould, 2003; Hallivell i Gutteridge, 2015).

Srednje crevo je najveci deo probavnog sistema Lepidoptera 1 predstavlja najvaznije mesto varenja i
apsorpcije hrane, ali i veoma vaznu prepreku za ksenobiotike unete hranom. Celije epitela srednjeg
creva luce peritrofnu membranu, jedinstvenu acelijsku semi-permeabilnu barijeru koja, izmedju
ostalog, Stiti epitel od oStecenja prouzrokovanih toksinima iz hrane (Barbehenn i1 Stannard, 2004).
PAHSs i njihovi reaktivni metaboliti mogu generisati ROS koji indukuju oksidativni stres i ostec¢uju
¢elijske makromolekule (Miller i Ramos, 2001). Srednje crevo poseduje niz enzima i neenzimskih
komponenata antioksidativne zaStite koji spreCavaju oksidativna oSteCenja izazvana ROS.
Aktivnosti antioksidativnih enzima su specificne za svako tkivo 1 izraZenije SU u metabolicki
aktivnim tkivima. Zavise od stepena razvoja organizma i mogu varirati izmedu razli¢itih vrsta.
Enzim superoksid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) katalizuje dismutaciju superoksid anjon radikala
do vodonik-peroksida i kiseonika (Fridovich, 1995). SOD zajedno sa katalazom predstavlja prvu
liniju odbrane od ROS, stiteci Celije od oksidativnih oStec¢enja nezavisno od askorbat-glutationskog
ciklusa i kao takvi mogu predstavljati znaCajan biomarker zagadenja (Cossu i sar., 1997). U
zavisnosti od vrste metalnog jona koji se nalazi u njegovom aktivnom centru, razlikujemo vise vrsta
ovog metaloenzima: Fe SOD, Mn SOD, Ni SOD ,Cu/Zn SOD i ekstracelularna EC SOD.

20,"+2H — 0,+H,0,

Katalaza je jedan od najrasprostranjenijih i najefikasnijih enzima u prirodi i prisutna je kod skoro
svih organizama Vodonik-peroksid se pod uticajem aktivnosti katalaze (CAT, EC 1.11.1.6.)
razgraduje na vodu i kiseonik. Katalaza se sastoji od Cetiri identi¢ne podjedinice u ¢ijem se sredistu
nalazi hematin (hem — Fe*® protoporfirin) grupa koja predstavlja aktivno mesto enzima. Brzina
katalizovane reakcije zavisi od koncentracije supstrata (Diplock, 1994; Halliwell i Gutteridge,
2015).

2H202 — 2H20 + 02

Kada je koncentracija H202 niska (<1 uM) CAT pokazuje peroksidaznu funkciju i redukuje H202
koriste¢i razli¢ite donore vodonika (alkoholi, askorbinska kiselina), dok pri visokim
koncentracijama supstrata (>1 uM), CAT brzo uklanja H202 kroz katalaznu reakciju, gde je H202 i
donor i akceptor vodonika.

Glutation reduktaza (GR, EC 1.6.4.2.) je homodimerni flavoprotein sastavljen od dve proteinske
subjedinice, od kojih svaka sadrzi prostetiCku grupu flavin adenin dinukleotid (FAD) u aktivnhom
centru (Heffner i Repine, 1989). GR ne deluje direktno na ROS, ali konverzijom oksidovanog
glutationa u njegov aktivni redukovani oblik, uz uceS¢e NADPH kao redukujuéeg kofaktora,
omogucava aktivnost glutation-zavisnih enzima. Katalizovana reakcija se sastoji od dve faze, prvo
dolazi do redukcije FAD pomo¢u NADPH i transfera redukuju¢eg ekvivalenta na redoks aktivan
disulfid, a potom do redukcije GSSG u aktivnom centru enzima (Tandogan i Ulusu, 2006).

GSSG + NADPH + H' — 2GSH + NADP



Uvod

Neenzimskim komponentama sistema antioksidativne zastite pripada glutation (GSH) koji pomaze
u odrzavanju redoks homeostaze. Glutation je tripeptid koji nastaje sintezom aminokiselina
(cisteina, glutamata i glicina) koja je katalizovana pomoc¢u enzima glutamilcistein-Sintetaza i GSH-
sintetaza (Griffith, 1999). Glutation je antioksidans koji Stiti Celije od Stetnih efekata reaktivnih
vrsta kiseonika i azota, poput slobodnih radikala i peroksida (Pompella i sar., 2003). Glutation se
moze naci u dva oblika, redukovanom (GSH) i oksidovanom (GSSG). U redukovanom, bioloski
aktivnom obliku, cisteinske tiolne grupe mogu donirati redukujuéi ekvivalent (H*, €7) pojedinim
nestabilnim molekulima, poput reaktivnih vrsta kiseonika ili azota, i tako pre¢i u oksidovani
glutation. Dalje, oksidovani glutation se redukuje pomoc¢u enzima glutation reduktaze (GR), uz
uc¢eS¢e NADPH kao redukujuceg kofaktora (Huang i Huang, 2002).

Kako bi zastitila vazne biomolekule, periotrofna membrana moze biti oksidovana od strane
reaktivnih vrsta, pa je stoga poznata i kao “zrtveni antioksidans” (Ahmad i Pardini, 1990; Ahmad i
sar., 1991; Ahmad, 1992; Barbehenn 1 sar., 2001; Barbehenn i1 Stannard, 2004). Znacajno povecanje
aktivnosti antioksidativnih enzima kao odgovor na oksidativni stres zabelezen je u srednjem crevu
insekata (Ahmad, 1992), dok je u hemolimfi ¢esto detektovana niska aktivnost ovih enzima, iako
slobodno-radikalske vrste nastaju i u hemolimfi (Toru, 1994, 1995). Hemolimfa je, izmedu ostalog,
i medijum za transfer ksenobiotika i/ili njihovih metabolita, sadrzi hemocite, ¢elijske elemente koji
igraju ulogu u imunskoj odbrani. Oksidativni 1 genotoksi¢ni efekti ksenobiotika mogu uzrokovati
oStec¢enje hemocita. Komponente antioksidativne odbrane u ¢elijama hemolimfe, kao §to su enzimi
SOD, CAT i GST, kao i neenzimski antioksidansi poput tiola i askorbata, imaju klju¢nu ulogu u
eliminaciji ROS i odrzavanju optimalnog redoks stanja (Biiytiikgiizel i sar., 2010; Dubovskiy i sar.,
2010).

Promene aktivnosti enzima antioksidativne zastite 1 ekspresija njihovih razli¢itih izoformi ukazuju
na fiziolosko stanje insekata u stresnim uslovima, i mogu posluZiti kao rani znak upozorenja na
izlozenost zagadivac¢ima (Stone i sar., 2002; Ilijin i sar., 2015; Gavrilovi¢ i sar., 2017).

1.3.3. Enzimi koji ucestvuju u procesima detoksifikacije

Karboksilesteraze (CESs, EC 3.1.1.1.) su enzimi iz porodice a/B-hidrolaza koji katalizuju
hidrolizu karboksilnih estara na alkohol i kiselinu uz dodatak vode, (Junge i Krisch 1975; Myers i
sar. 1988; Ollis i sar. 1992; Aldridge 1993; Cygler i sar. 1993; Heikinheimo i sar. 1999; Oakeshott i
sar. 1999; Satoh i Hosokawa 2006; Hosokawa 1 sar. 2007), kao §to je prikazano na slici:

o Karboksilesteraza o
Pi§ S reon - L

Ri<
™07 "R, s HO” "R,
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Slika 2. Pojednostavljen mehanizam hidrolize karboksilestara dejstvom karboksilesteraza
(prilagodeno iz Montella 1 sar., 2012).

Sugerisani mehanizam ove reakcije se sastoji iz dva koraka. Prvi ukljuc¢uje nukleofilni napad
kiseonika sa serinskog ostatka na karbonilni ugljenik estarske veze. Ovaj korak oslobada alkoholni
metabolit usled acilovanja, karbamilovanja ili fosforilovanja enzima (u zavisnosti da li je supstrat
karboksil, karbamat ili fosforni estar), stvaraju¢i vezu izmedu kiselinskog dela supstrata i ostatka
serina. Afinitet ostatka histidina prema molekulima vode je vazan deo drugog koraka i omogucéava
enzimu da se vrati u aktivno stanje i oslobodi molekul kiseline (Testa i Kramer 2007; Russell i sar.,
2011). Ovaj korak reakcije je uobicajen proces medu hidrolazama i odgovara nukleofilnom napadu
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vode na acilovan enzim, Sto dovodi do oslobadanja kiselog dela karboksilnog estra i slobodnog aktivnog
enzima (Ollis 1 sar. 1992; Sogorb i Vilanova 2002). Karboksilesteraze su ukljucene u detoksifikaciju ili
metabolicku aktivaciju razli¢itih lekova, pesticida, zagadivaca Zivotne sredine kao i nekih kancerogenih
supstanci. Karboksilesteraze karakteriSe vise enzimskih formi, izoenzima koji se razlikuju u zavisnosti
od tkiva, a i vrste organizma (Hosokawa i sar. 1995; Satoh i Hosokawa 1995; Imai, 2006).

Ova grupa enzima je opisana kod velikog broja vrsta insekata (Roslavtseva i sar., 1993; Campbell i
sar., 1997; Heidari i sar., 2004, 2005; Devonshire i sar., 2007; Strode i sar., 2008). Kod insekata
imaju razne fizioloske funkcije, poput razgradnje neurotransmitera i metabolizma specifi¢nih
hormona i feromona, koje su vazne za razvoj insekata i1 njthovo ponasanje (Taylor 1 Radic, 1994;
Oakeshott i sar., 1999; Gilbert i sar., 2008). Karboksilesteraza, uz glutation S-transferazu i
superfamiliju citohrom P450 enzima, ucestvuje u razvoju rezistencije na delovanje insekticida, tzv.
metabolicke rezistencije, koja se uglavnom javlja usled povecanja ekspresije ili aktivnosti ove tri
porodice enzima (Mellor, 1996; Hemingway i Ranson, 2000; Hemingway i sar., 2004; Li i sar.,
2007; Braga i Valle 2007; Russell i sar., 2011).

Uticaj PAHs na karboksilesteraze insekata je dokumentovan u par radova (Vicentini i sar., 2017;
Gr¢ic i sar., 2019), a takode je opisan njihov uticaj na karboksilesteraze skoljki (Farcy i sar., 2013).

Glutation S-transferaza (GST, EC 2.5.1.18), enzim |l faze biotransformacije katalizuje
konjugaciju elektrofilnih toksi¢nih molekula sa GSH i na taj na¢in smanjuje njihovu potencijalnu
reaktivnost sa ¢elijskim makromolekulima.

GSH +R-X —m/> G-SR + HX

Ova kataliza je moguca zahvaljuju¢i subjedinicama enzima koje se sastoje iz dva funkcionalna
regiona u aktivnom centru, hidrofilnog G-regiona koji vezuje GSH i hidrofobnog H-regiona koji se
razlikuje kod razli¢itih izoformi u zavisnosti od supstrata koje vezuje. Nastanak GSH konjugata
podrazumeva formiranje tioetarske veze izmedu GSH 1 elektrofila, S$to supstrat ¢ini manje
vodi eliminaciji peroksida, GST se takode moze smatrati delom antioksidativnih mehanizama
insekata. GST je klju¢ni enzim metabolizma ksenobiotika jer detoksifikuje hidrofobna jedinjenja,
poput PAHs, katalizuju¢i njihovu konjugaciju sa GSH (Marrs, 1996; Lei i sar., 2003) 1 tako pruza
Sansu biljkama i Zivotinjama da izbegnu oksidativni stres izazvan zagadiva¢ima (Pflugmacher i sar.,
2000). GST kod insekata privlaci paznju viSe od 50 godina. Razlog interesa je bio taj Sto su
hemijske reakcije katalizovane ovim enzimima uticale na otpornost insekata na insekticide. Brojne
studije su pokazale da su insekticidi metabolisani GSH-zavisnim enzimima (Motoyama i
Dauterman, 1975; Ahmad i Forgash, 1976; Hemingway i Ranson, 2000; Li i sar., 2007).

Acetilholinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7.) hidrolizuje acetilholin (ACh) u holinergi¢kim sinapsama i
ima klju¢nu ulogu u centralnom nervnom sistemu insekata, u kojem je ACh glavni neurotransmiter
(Smallman i Mansingh, 1969; Gerschenfeld, 1973; Pichon, 1974; Breer, 1981). Insekatska AChE je
globularni dimer povezan disulfidnom vezom. Inhibicija aktivnosti AChE, npr. organofosfornim
insekticidima, moze izazvati promene u aktivnom mestu enzima, §to dovodi do akumulacije
acetilholina unutar sinapsi i poremecaja prenosa signala (Gunning i Moores, 2001). Promene
aktivnosti AChE su koris¢ene kao biomarker neurotoksicnosti, najéesce pri delovanju organofosfata
1 karbamata, ali takode i kao biomarkeri prisustva organskih zagadivaca Zivotne sredine, ukljucujuci
PAHs (Fu i sar., 2018). Kod nekoliko vrsta insekata opisane su posledice delovanja insekticida i
biopesticida na ovaj enzim (Jensen i sar., 1997; Nathan i sar., 2008). Detekcija inhibicije AChE je
pogodan biomarker kod vodenih i kopnenih beski¢menjaka (Hyne i Maher 2003), kao i kod
kopnenih insekata izlaganih ksenobioticima (Jensen i sar. 1997; Badiou i sar. 2008).

Uticaj PAHs na AChE kod insekata dokumentovan je u viSe radova (Mrdakovi¢ i sar., 2016; Ilijin 1
sar., 2017; Vicentini i sar., 2017; Gr¢€i¢ i sar., 2019).
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1.3.4. Proteini toplotnog stresa Hsp70

Insekti su, poput mnogih drugih organizama, razvili vazan genetski mehanizam odgovora na
toplotni stres i povecanja tolerancije na toplotu: brza indukcija ekspresije proteina toplotnog stresa
(od engl. Heat shock protein, Hsp). Pored zastite od toplotnog stresa, ovi proteini su ukljuceni u
mnoge bioloske procese, obezbeduju adaptivni odgovor na Sirok spektar delovanja stresora u
zivotnoj sredini, kao $to su izlozenost toksi¢nim supstancama ili zagadivacima, anoksija 1 isuSivanje
(Tammariello i sar., 1999; Mahroof i sar., 2005). Oni takode imaju ulogu u oporavku c¢elija nakon
uklanjanja stresa. Ovi proteini imaju vaznu ulogu u zastiti osnovnih ¢elijskih funkcija, deluju kao
Saperoni koji pomaZzu u odrzavanju funkcionalne konformacije proteina i omogucéavaju njihovu
translokaciju kroz ¢elijske membrane, minimiziraju¢i proteinske agregate i pomazuci u uklanjanju
denaturisanih proteina (Mahroof 1 sar., 2005). Hsp su grupisani u razli¢ite porodice proteina na
osnovu njihove homologne sekvence i molekulske mase, pa su tako poznati: proteini toplotnog
stresa malih molekulskih masa (sHsp) 1 proteini ve¢ih molekulskih masa - Hsp60, Hsp70, Hsp90 i
Hsp100 (Gupta i sar., 2010). Kod insekata, Hsp30, Hsp70 i Hsp90 su tri najistrazenije grupe ovih
proteina (Denlinger i sar., 2001). Poznato je da oni imaju vazne funkcije kod insekata i razlikuju se
od vrste do vrste, pa ¢ak 1 kod jedinki iste vrste (King i MacRae, 2015). Proteini toplotnog stresa
Hsp70 su visoko konzervirani (Gross i sar., 2003) i verovatno najbolje okarakterisani i najvise
proucavani proteini kod insekata (Neven, 2000; Luo 1 sar., 2015). Ekspresija Hsp70 se smatra
dobrim markerom za inducibilni odgovor na stres u organizmu (Bettencourt i sar., 2008; Colinet i
sar., 2010). Proteini toplotnog stresa imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju ¢elijske homeostaze pod
stresnim uslovima i uglavnom je proucavan njihov odgovor na ekstremne temperature, npr. kod L.
dispar larvi u toku dijapauze (Yocum i sar., 1991), ali i kod drugih vrsta insekata (Singh i Lakhotia,
2000). Doganlar i Doganlar (2015) su pokazali pove¢anu ekspresiju Hsp gena kod Drosophila sp.
1zloZzenih smesi pesticida. Braeckman 1 sar. (1997), kao 1 Kafel 1 sar. (2012) detektovali su povecanu
ekspresiju Hsp70 kod vrsta Aedes albopictus i Spodoptera exigua koje su bile izlozene kadmijumu.
Medutim, neke studije sugeriSu da se metalom indukovana ekspresija Hsp70 razlikuje od vrste do
vrste. Indukcija Hsp kao odgovor na PAHs i1 druge hemijske zagadivace detektovana je kod insekata
(Lee i sar.,, 2006), morskih sasa (Tarrant i sar., 2014) itd. Hsp70 mogu biti indukovani
ksenobioticima koji nisu razgradeni mehanizmima detoksifikacije, pa mogu uticati na pravilno
savijanje nativnih proteina (Gupta i sar., 2010). Uticaj PAHs na Hsp70 kod L. dispar larvi je opisan
u nekoliko radova (Mrdakovi¢ i sar., 2016; Ilijin i sar., 2017; Gr¢ic i sar., 2019). Indukcija proteina
toplotnog stresa je univerzalan odgovor na citotoksi¢nost i njihova uloga u zastiti ¢elija protiv
negativnog uticaja Sirokog spektra hemikalija sugeriSe da ovi proteini mogu biti dragocen
pokazatelj ranog upozorenja na zagadenje zivotne sredine (Gupta i sar., 2010).

1.4. Digestivni enzimi srednjeg creva i energetski molekuli hemolimfe

Varenje i apsorpcija hrane se uglavnom odvijaju u srednjem crevu insekata, gde su epitelne cCelije
zaduZene za sintezu digestivnih enzima, procese transporta izmedu lumena i hemolimfe, odrzavanje
vrednosti pH 1 gradijenata jona kalijuma (Terra 1 Ferreira, 2012). Brojni enzimi su ukljuc¢eni u
procese varenja odredenih hranljivin materija neophodnih za rast, razvoj i reprodukciju insekata
(Terrai sar., 1996).

Proteaze su vazna grupa enzima koji katalizuju hidrolizu peptidnih veza u proteinima. Zanimljivo
je primetiti da se obrazac hranjenja larvi (Browne i Raubenheimer, 2003) i set crevnih proteaza
menjaju tokom rasta (Patankar i sar., 2001). Neke vrste Lepidoptera pokazuju neverovatnu
fleksibilnost u prilagodavanju razli¢itim biljkama domacinima menjajuéi specifi¢nosti crevnih
proteaza kao odgovor na kvalitativne promene u sadrzaju proteina u hrani i kada su postojece
proteaze neefikasne za varenje. Larve Helicovrepa armigera tokom razvoja pokazuju promenu
preference ka ishrani odredenim biljnim organima. Larve se u mladim stupnjevima hrane liS¢em,
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dok se u starijim hrane semenjem biljaka domacina, koje ima veci i kvalitativno bogatiji sadrzaj
proteina, neophodnih za normalno razvice. U skladu sa promenom hrane, ispitivanja su pokazala i
diferencijalnu ekspresiju razli¢itih klasa proteaza tokom larvenog razvi¢a. Takode, razlicite
aktivnosti proteaza H. armigera, izloZenih delovanju proteinaznih inhibitora (od engl. Protease
inhibitors, Pls), omoguéavaju bolju adaptaciju larvi na odbrambena jedinjenja biljaka, ukljucujuéi
Pls. Regulisana ekspresija gena za proteaze u toku razvoja, i pri delovanju stresora, vazna je za
prezivljavanje larvi (Patankar i sar., 2001). U srednjem crevu Lepidoptera aktivnost proteaza
uglavnom potice od serinskih proteaza, poput tripsina (TRY, EC 3.4.21.4), koji hidrolizuje peptidne
veze u unutrasnjosti polipeptidnog lanca na karboksilnoj strani L-aminokiselina. One doprinose do
95 % potpunom varenju proteina (Terra i Ferreira, 1994; Srinivasan i sar., 2006; Tabatabaei i sar.,
2011; Yao i sar., 2012). Aminopeptidaze (leucin aminopeptidaza, LAP, EC 3.4.11.1) su
metaloenzimi koji uklanjaju aminokiselinske ostatke sa N-terminusa peptidnih lanaca (Valaitis,
1995). Hidrolizom delimi¢no svarenih oligopeptida, aminopeptidaze srednjeg creva insekata igraju
zna€ajnu ulogu u intermedijernom stupnju varenja proteina (Lomate 1 Hivrale, 2010). FizioloSka
uloga aminopeptidaza ukljucuje regulaciju metabolickih puteva, kontrolu celijskog ciklusa i
selektivnu degradaciju proteina (Taylor, 1993). Pored toga, kod nekoliko vrsta insekata,
aminopeptidaze koje su vezane za membranu deo su receptorskog mehanizma koji vezuje 6-
endotoksine Bacillus thuringiensis (Knight i sar., 1994).

Proteaze se obi¢no mogu nac¢i u viSe molekulskih oblika, poznatih kao izozimi. KarakteriSe ih ista
kataliticka aktivnost, ali poseduju vecu fleksibilnost, adaptibilnost i preciznost u obavljanju
specificnih metabolickih funkcija (Zeidler, 2000). Poznato je da crevo Helicoverpa armigera sadrzi
oko dvadeset razlicitih vrsta aktivnih izoformi serinskih proteaza (Bown i sar., 1997; Gatehouse i
sar., 1997; Patankar i sar., 2001), $to moze delovati nepotrebno, posebno kada se zna da samo
nekoliko njih znacajno doprinose varenju. Medutim, Siri spektar proteaza moZe biti vrlo koristan
insektima koji su tokom ishrane izloZeni delovanju razli¢itih ksenobiotika, unetih hranom.

Lipaze (Triacilglicerol lipaze, EC 3.1.1.3) su enzimi koji hidrolizuju spoljne veze triacilglicerola
omoguéavajuéi snabdevanje larvi masnim kiselinama (Terra, 2005). Siroko su rasprostranjene medu
mikroorganizmima, biljkama i zivotinjama (Naumoff, 2001). Najkarakteristicnija osobina lipaza je
njihova aktivnost sa supstratom na spoju vodene i lipidne faze (Grillo i sar., 2007). Lipaze imaju
kljuénu ulogu u varenju, skladiStenju i mobilizaciji lipida, a takode su vazne za mnoge fizioloske
procese insekata. U srednjem crevu Lepidoptera detektovane su lipaze koje su pokazale galakto- i
fosfolipaznu aktivnost (Horne i sar., 2009; Christeller i sar., 2011), kao i potencijalnu esteraznu
aktivnost (Mrdakovi¢ i sar., 2008). Lipaze Bombyx mori su pored digestivne uloge, pokazale i
antivirusnu aktivnost (Ponnuvel i sar., 2003).

Pojedini efekti alelohemikalija biljaka 1 zagadivaca Zivotne sredine (insekticida i teSkih metala) na
digestivne enzime su prethodno opisani (Lazarevi¢ i Peri¢-Mataruga, 2003; Mrdakovic i sar., 2013;
Vlahovi¢ i sar., 2015; Zou 1 sar., 2019; Chen 1 sar., 2021). Medutim, podaci o delovanju PAHs na
digestivne enzime su uglavnom vezani za razliite vodene vrste, na ¢ija staniSta antropogene
aktivnosti imaju znacajan uticaj (Charron 1 sar., 2013; Vignet 1 sar., 2014; Caruso 1 sar., 2016).
Nedavno su opisane promene aktivnosti digestivnih enzima Eisenia fetida, kao odgovor na
1zlozenost PAH fenantrenu (Shi 1 sar., 2020). Sun i saradnici (2020) pokazali su da fluoranten, sam
ili u smesi sa drugim PAH, inhibira aktivnost a-amilaze kroz dejstvo na aktivno mesto enzima.
Medutim, prema dostupnim literaturnim podacima, efekti fluorantena na aktivnost digestivnih
enzima kod fitofagih insekata do sada nisu bili ispitani.

Alkalne (ALP, EC 3.1.3.1) i kisele fosfataze (ACP, EC 3.1.3.2) su enzimi koji hidrolizuju
fosfomonoestre, u alkalnim 1ili kiselim uslovima (Janda i BeneSova, 1991). Aktivnost alkalnih i
kiselih fosfataza je najvea u srednjem crevu insekata. Primarnu ulogu alkalnih fosfataza
karakteriSe obezbedivanje fosfatnog jona iz mononukleotida i ribonukleoproteina za razne
metabolicke procese, takode one u€estvuju 1 u reakcijama transfosforilacije (Sakharov 1 sar., 1989).
Alkalne fosfataze mogu reagovati sa velikim brojem fosfatnih estara u baznim uslovima. Kod
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Bombyx mori, ovi enzimi uéestvuju u transportu glukoze i masnih kiselina kroz membrane epitela
srednjeg creva (Sridhara i Bhat, 1963). Takode, kod larvi ove vrste pokazana je niska aktivnost
enzima u toku presvlacenja larvi, nakon ¢ega se ona postepeno povecava, dostizuéi najvecu
vrednost u periodu pre faze maksimalne konzumacije hrane, a najmanju kada larve dostignu
potpunu zrelost, (Miao, 1988).

Uloga kiselih fosfataza se ogleda u uklanjanju fosfatnih grupa iz Sirokog spektra fosfomonoestara u
biljnim 1 zivotinjskim tkivima. Kisele fosfataze karakteriSu brojne uloge, ukljucene su u procese
varenja (Cheung i Lov, 1975), metabolizam ugljenih hidrata (Tsvetkov i sar. 2003), transport jona
(Y1 1 Adams, 2001), zamenu celija tokom apoptoze (Srivastava i1 Saxena, 1967), 1 druge. Kod
insekata, Kisele fosfataze su lokalizovane u citosolu ¢elija, a u manjoj meri i vezane za membrane
epitelnih celija srednjeg creva (Terra 1 Ferreira, 1994). U Celijama je detektovano prisustvo vise
izoformi enzima, razli¢ite molekulske tezine, pH, temperaturnog opsega i afiniteta za razlicite
supstrate (Sridhara 1 Bhat, 1963; Naqvi 1 sar., 1968). Aktivnost ukupnih kiselih fosfataza se Cesto
izjednacava sa aktivnos¢u lizozomskih formi, medutim, pojedini autori ukazuju da odgovori
nelizozmskih fosfataza bivaju zanemareni (Holtzman, 1989).

Prema dostupnim literaturnim podacima, uticaj PAHs na fosfataze insekata je ispitan kod L. dispar
larvi izlaganih delovanju benzo[a]pirena (Gr¢i¢, 2020). Medutim, studije su pokazale delovanje
kadmijuma na aktivnosti fosfataza L. dispar larvi (Vlahovic i sar., 2009, 2013a i 2013b), razli¢itih
biljaka domacina na aktivnost alkalnih fosfataza Bemisia tabaci i Trialeurodes vaporariourum (Yan
i sar., 2011), kao i uticaj insekticida na alkalne fosfataze pcele Apis mellifera (Carvalho i sar.,
2013).

Hemolimfa je teCnost analogna krvi kicmenjaka, koja cirkuliSe u unutrasnjosti tela insekata ostajuéi
u direktnom kontaktu s tkivima. Cine je te¢na faza - plazma u kojoj se nalaze suspendovane
hemolimfne ¢elije hemociti. Hemolimfa insekata je kompleksan i dinamican fluid ¢iji sastav, tj.
koncentracija supstanci, zavisi od sastava hrane i dinamke ishrane, razvica i dugih faktora (Mullins,
1985). Ona je centralni izvor informacija 0 mehanizmima kontrole unosa hranljivih sastojaka.
Hemolimfa je klju¢na za transport kako hranljivih sastojaka, tako i ksenobiotika i njihovih
metabolita do okolnih tkiva (Lee i sar., 1996).

Lipidi su grupa jedinjanja Sirokog spektra prirodnih molekula uklju¢ujuc¢i masti, voskove, sterole,
vitamine rastvorljive u mastima, monogliceride, digliceride, triacilglicerol (TAG) i fosfolipide
(Nelson i Cox 2004). Postoji nekoliko podgrupa lipida, uklju¢ujuc¢i masne kiseline (od engl. fatty
acids FAs), glicerolipide, glicerofosfolipide, sfingolipide, sterolne lipide, prenolne lipide,
saharolipide i poliketide (Nelson i Cox 2004; Subramaniam i sar. 2009). Lipidi su kljucne
komponente membranskih sistema i onih za skladistenje energije kod insekata, kao i pocetni
molekuli za sintezu mnogih sekundarnih metabolita (Horne 1 sar. 2009). Lipidi su veoma vazni za
mnoge biolosSke procese kod insekata kao Sto su metamorfoza, dijapauza, a mogu ucestvovati u
sintezi feromona (Hahn i1 Denlinger 2007; Horne i sar. 2009). Fitofagni insekti lipide dobijaju iz
biljaka, ukljucujuéi glikolipide, glicerofosfolipide, vosak, sterol i vitamine rastvorljive u mastima
(de Carvalho, 2018). Srednje crevo je glavno mesto za varenje i apsorpciju lipida kod insekata, kao
i aktivnost enzima, kao $to su TAG lipaze, fosfolipaze, holesterol esteraze (Tierno de Figueroa i
sar., 2011; Christeller i sar., 2011, Lépez-Rodriguez i sar., 2012). Glavni proizvodi varenja, kao §to
su slobodne masne kiseline (od engl. free fatty acids FFAS), neesterifikovani holesterol i drugi,
apsorbuju se epitelnim ¢elijama creva (Guo i sar., 2008; Canavoso 1 sar., 2004; Jouni 1 sar., 2002).
Nakon apsorpcije, oni se koriste kao prekursori sinteze slozenijih struktura koje ¢e se transportovati
u druga tkiva insekata. FFAs se koriste za sintezu diacilglicerola (DAG), fosfolipida i TAG.
Lipoforin (Lp), glavni lipoprotein prisutan u hemolimfi, prenosi lipide do odredenih organa i moze
se reciklirati i vratiti u hemolimfu da bi opet bio dostupan kao prenosioc lipida organima kojima je
to u datom momentu neophodno (Van Hoof i sar., 2005; Arrese i sar., 2010). Kada insekt ima
potrebe za energijom, mobiliSe zalihe TAG, na primer tokom leta ili tokom razvoja jajaSaca kod
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zenki (Auerswald 1 sar., 2005, Géde i1 sar, 2004). Kod Zenki, proces oogeneze zahteva veliku
koli¢inu lipida koji se ¢uvaju kao Zumance i koriste kao izvor energije tokom razvi¢a embriona.
Trehaloza predstavlja neredukujuéi disaharid, koji se sastoji iz dve glukozne jedinice povezane a, a-
1,1-glikozidnom vezom. Ovaj $ecer je prisutan kod bakterija, gljiva, nizih i visih biljaka, insekata i
drugih beski¢menjaka, gde moze sluziti kao izvor energije i ugljenika. U zivotinjskom svetu,
trehaloza prisutna u hemolimfi je prvi put opisana kod insekata (Wyatt i Kalf, 1957), u fazi larve i
lutke (Fairbairn, 1958). Kod adultnih insekata nivo trehaloze brzo opada tokom odredenih
aktivnosti koje zahtevaju energiju, kao sto je letenje (Evans i Dethier, 1957), ukazuju¢i na ulogu
ovog disaharida kao izvora energetski neophodne glukoze. Zbog svojih inertnih hemijskih
svojstava, trehaloza igra veliku ulogu u zastiti organizama od stresnih uslova Zivotne sredine, poput
suSe 1 gladovanja (Cornette 1 Kikawada, 2011; Tapia 1 Koshland, 2014). Hidroliza trehaloze je pod
enzimatskom kontrolom trehalaze.

U literaturi nema podataka o uticaju fluorantena na sastav hemolimfe kod insekata. Pokazano je da
uglavnom dolazi do smanjenja nivoa proteina, glikogena i lipida usled uticaja razli¢itih hemijskih
zagadivaca kod mnogih zglavkara, ukljucuju¢i insekte (Ortel, 1991; Bischof, 1995; Biung-Sik 1 sar.,
2001; Lavarias 1 sar., 2006). Do iscrpljenja sadrzaja komponenti energetskog metabolizma moze
do¢i usled koriS¢enja ovih rezervi za proizvodnju energije potrebne za prevazilazenje stresa
izazvanog zagadiva¢ima (Rambabu i Rao, 1994; Sancho i sar., 1998).

1.5. Osobine Zivotne istorije

Prisustvo bijlnih odbrambenih jedinjenja kao i neorganskih i organskih zagadivaca u hrani, moze
znaajno uticati na prezivljavanje, razvice i reprodukciju fitofaga. Piskorski i sar. (2011) su
dokumentovali da juglon izolovan iz oraha znacajno smanjuje stopu prezivljavanja i produzava
larveno razvi¢e kod larvi Lepidoptera Grapholita molesta. Silva i sar. (2016) su ispitivali uticaj 4
koncentracije rutina, citrusnog flavonoid glikozida, na larve Spodoptera frugiperda i pokazali
linerano zavisno produzeno larveno razvi¢e i smanjenje masa kod ove vrste Lepidoptera. Mati¢ i
sar. (2016) su zabelezili dozno zavisno smanjenje mase petog stupnja L. dispar larvi koje su bile
izlozene dvema koncentracijama kadmijuma, kao i produZeno trajanje Cetvrtog stupnja i ukupno
trajanje razvica. Sli¢an uticaj na osobine zivotne istorije L. dispar larvi imala je i taninska kiselina
koja je dovela do smanjenja mase i relativne brzine rasta (Mrdakovic i sar., 2013). Nekoliko studija
je dokumentovalo delovanje PAHs na osobine zivotne istorije fitofagih insekata (Mrdakovic i sar.,
2015; Ilijin 1 sar., 2015; Gr¢i¢ 1 sar., 2019). Da bi prevazisli Stetne efekte ksenobiotika, insekti
preusmeravaju znacajan deo resursa ka indukciji odbrambenih mehanizama §to za rezultat ima
smanjeni rast 1 reprodukciju (Van Straalen i Hoffman, 2000). Promene osobina Zivotne istorije
povezane su sa efektima na biohemijskom nivou jedinke, i ukazuju na potencijalne promene na
nivou Citave populacije (Hyne 1 Maher, 2003). Ispitivanje fizioloskih promena, nakon izlaganja
jedinki odabranih model sistema insekata sredinski relevantnim koncentracijama zagadivaca,
povezuje se sa promenama osobina Zivotne istorije §to omogucava sagledavanje njihovih adaptivnih
mehanizama i daje doprinos predvidanju efekata zagadivaca na insekatske populacije.
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Cilj istrazivanja je sticanje uvida u obrasce fizioloSkih odgovora larvi Lymantria dispar i Euproctis
chrysorrhoea (Lepidoptera: Erebidae) na prisustvo sredinski relevantnih koncentracija policikli¢nog
aromati¢nog ugljovodonika fluorantena dodatog hrani, i rasvetljavanje mehanizama odbrane od
njegovog Stetnog delovanja. Ispitivanja aktivnosti enzima antioksidativne zaStite 1 aktivnosti
detoksifikacionih enzima u razli¢itim tkivima i organima, aktivnosti digestivnih enzima srednjeg
creva, promena koncentracija lipida i trehaloze u hemolimfi, kao i promena osobina zivotne istorije
larvi, pruzaju moguénost sagledavanja fizioloSkih odgovora koji omogucéavaju prilagodavanje larvi
navedenih vrsta stresnim uslovima u okruZenju.

Cilj istrazivanja je ostvaren:

odredivanjem specificnih aktivnosti antioksidativnih enzima (superoksid dismutaza, katalaza,
glutation reduktaza) i koncentracija neenzimske komponente antioksidativnog sistema (glutation) u
srednjem crevu, kao i aktivnosti antioksidativnih enzima (superoksid dismutaza, katalaza) u
hemolimfi larvi L. dispar i E. chrysorrhoea; detektovanjem i analizom ekspresije enzimskih
izoformi;

odredivanjem specificnih aktivnosti detoksifikacionih enzima (karboksilestaraza, glutation S-
transferaza) u srednjem crevu, kao 1 specificnih aktivnosti enzima (karboksilesteraza,
acetilholinesteraza) u mozgu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea; detektovanjem i analizom ekspresije
enzimskih izoformi;

ispitivanjem obrazaca ekspresije proteina toplotnog stresa (Hsp70) u srednjem crevu i mozgu larvi
L. dispar i E. chrysorrhoea;

odredivanjem specificnih aktivnosti digestivnih enzima (tripsin, leucin aminopeptidaza, lipaza,
alkalne fosfataze, kisele fosfataze -ukupne, lizozomske i nelizozomske) srednjeg creva larvi L.
dispar i E. chrysorrhoea; detektovanjem i analizom ekspresije enzimskih izoformi;

odredivanjem koncentracija lipida i trehaloze u hemolimfi larvi L. dispar i E. chrysorrhoea;

utvrdivanjem efekata fluorantena na osobine Zivotne istorije (trajanje razvi¢a, mase 1 relativne
brzine rasta) larvi L. dispar i E. chrysorrhoea;

utvrdivanjem razlika i slicnosti u odgovoru odredenih parametara izmedu ispitivanih vrsta, na
prisustvo razli¢itih koncentracija zagadivaca u hrani, pomoc¢u kanonijske diskriminacione i klaster
analize.
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Materijal i metode

3.1. Biologija vrsta

Gubar (Lymantria dispar L.) (Slika 3a) i Zzutotrba (Euproctis chrysorrhoea L.) (Slika 3b) su
fitofagne, polifagne vrste familije Erebidae (Lepidoptera). Gubar je Siroko rasprostranjena vrsta u
Sumama severne Zemljine hemisfere, a opseg njegovih biljaka domacina procenjen je na vise od
500 vrsta iz 73 familije (Lance, 1983; Liebhold i sar., 1995). Ima jednu generaciju godisnje,
karakteriSe ga holometabolno razviée i izraZeni polni dimorfizam muzjaka i zenki, otuda i naziv
dispar (lat.) u imenu vrste. Zenka polaZe jaja u leglima koje pokriva dlagicama sa abdomena $titeci
ih tako od stetnih efekata spoljne sredine i predatora. Nakon embrionalnog razvica u jajetu, nastupa
faza dijapauze, a potom nastavak razvica, tako da gubar prezimljava u tzv. ,pharate prvom
larvenom stupnju (Leonard, 1968). Larve se pile u prolece, u vreme pojave mladog liS¢a biljaka
domacina, karakteriSe ih pet (muzjaci), odnosno Sest (zenke) larvenih stupnjeva. Gubar se u
stadijumu adulta ne hrani, od ishrane larvi zavisi kako njihovo razvice, tako i obezbedivanje resursa
za razvi¢e u stadijumu lutke i aktivnosti adulta. Larve gubara, posebno u starijim stupnjevima,
hrane se velikim koli¢inama lis¢a biljaka domacdina, a u periodima prenamnoZenja izazivaju
golobrst nanosec¢i velike Stete Sumama i voénjacima.

Zutotrba (Euproctis chrysorrhoea L.) je takodje Siroko rasprostranjena vrsta, prisutna u Sumama
Evrope, Azije i severne Afrike. Krajem 19. veka vrsta je uneta u Severnu Ameriku gde je nakon
inicijalno velike brojnosti i Sirokog rasprostranjenja na istoku, prisutnost svedena na populacije sa
ograni¢enim arcalom rasprostranjenja (Elkinton i sar., 2006; Frago i sar., 2009). Opseg biljaka
domacdina zutotrbe je procenjen na oko 26 rodova iz 13 familija (Forestry Compendium, 2005).
Pored toga Sto nanosi velike Stete Sumama, takodje znacajano ostecuje 1 vo¢njake, ukrasno drvece i
zbunje. Ima jednu generaciju godisnje i holometabolno razvice, a adulti se ne hrane i kratko Zive.
Ime vrste zutotrba je nastalo usled Cinjenice da zenke na abdomenu imaju izrazene dlacice
zlatnozute boje. Zenke polazu jaja u jajnim leglima pokrivaju¢i ih dla¢icama sa abdomena. Larve se
pile krajem leta a tokom jeseni, obmotavanjem skeletiranih listova paucinastim nitima, grade
zajedniCka zimska gnezda unutar kojih prezimljavaju i u kojima provode i period dijapauze,
karakteristi¢an za drugi ili tre¢i stupanj (Elkinton 1 sar., 2006), a prema podacima Keresi 1 sar.
(2019) u zimskim gnezdima prezimljavaju larve prvog stupnja. Larve se pre ulaska u dijapauzu
malo hrane 1 veoma sporo razvijaju, obzirom na ishranu starim li§¢em siromasnog nutritivnog
kvaliteta. Stoga je postdijapauzni period najvazniji u njihovom razvicu, kada se u prolece larve
pojavljuju iz zimskih gnezda i pocinju ishranu na tek formiranim listovima i pupoljcima biljaka
domacina (Kelly i sar., 1989). Broj larvenih stupnjeva prose¢no je 6 u optimalnim laboratorijskim
uslovima (Frago 1 sar., 2009). Kao i kod gubara, i kod Zutotrbe se javljaju periodi prenamnozenja,
kada ishrana larvi moze izazvati velika oSte¢enja U Sumskim sastojinama. U pojedinim periodima se
istovremeno mogu javiti prenamnozenja gubara i Zzutotrbe, $to pojacava njihovo veoma Stetno
delovanje.
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Slika 3. a. Lymantria dispar i b. Euproctis chrysorrhoea larve

3.2. Uslovi gajenja i eksperimentalne grupe

Legla gubara sakupljena su novembra meseca, iz meSovite hrastove Sume u okolini Majdanpeka
(Nacionalni park ,,Perdap*), dok su zimska gnezda Zutotrbe sakupljena u februaru, iz meSovite
hrastove Sume u okolini Prijepolja, regiona zasti¢enih podrucja, bez znacajnih izvora zagadjenja.
Legla gubara su drZana na temperaturi od 4°C do aprila kada su prebacena na temeraturu od
2340.5°C 1 fotoperiod 12 sati svetlosti i 12 sati mraka, radi piljenja i daljeg razvi¢a. Zimska gnezda
zutotrbe su takodje Cuvana na temperaturi od 4°C, a krajem marta prebacena su na sobnu
temperaturu, posle ¢ega su larve pocele da izlaze iz gnezda. Po izlasku iz gnezda, larve su dalje
gajene na temperaturi od 26+0.5°C i pri fotoperiodu od 16 sati svetlosti i 8 sati mraka, u
laboratorijskim uslovima optimalnim za pocetak hranjenja, dalje razvice i presvlacenje u naredne
larvene stupnjeve (Kelly i sar., 1989; Frago i sar., 2009). Larve su gajene u Petri posudama
(V=200mL), deset larvi po posudi, do presvlacenja u tre¢i stupanj kada je gajeno po 5 larvi u jednoj
posudi. Nakon presvlacenja u cetvrti stupanj larve su gajene pojedinacno u Petri posudama, do
zrtvovanja, treceg dana po presvlacenju u peti stupanj. Larve su hranjene veStatkom hranljivom
dijetom pogodnom za obe vrste (O’Dell i sar., 1985; Kelly i sar., 1989), a njihov razvoj je pracen
svakodnevno radi kontrole presvlacenja.

Eksperimentalne grupe su formirane tako $to su od piljenja, odnosno izlaska iz gnezda, larve obe
vrste svrstavane u jednu od tri eksperimentalne grupe: kontrolne grupe-C (engl. control) koje su
gajene na vestackoj dijeti bez dodataka, kao i grupe kojima je u dijetu dodavano 6,7 ng —FI grupa
(engl. Fluoranthene low), odnosno 67 ng —Fh grupa (engl. Fluoranthene high) fluorantena, po g
suve mase hrane. Fluoranten (Sigma-Aldrich) je najpre rastvaran u minimalnoj zapremini acetona
do odgovarajucih koncentracija, a zatim mesSan sa ¢vrstim sastojcima vestacke dijete kojoj je potom
dodat agar prokuvan u destilovanoj vodi. Homogeno izmesana dijeta je ravnomerno izlivana u
plastiéne posude i ostavljana 4" radi potpunog isparenja zaostalog acetona. Vestacka dijeta
kontrolnih grupa sadrzala je samo rastvaraC (aceton) u istoj zapremini (van der Hoeven, 2010;
OECD, 2013). Manja koncentracija fluorantena je odabrana na osnovu rezultata merenja sadrzaja
ovog zagadivaca na liS¢u razliCitih biljaka, izmedu ostalih 1 hrasta (Howsam i sar., 2000), biljke
¢ijim liS¢em se rado hrane kako larve gubara, tako i larve zutotrbe. Veca koncentracija fluorantena
odgovara koncentracijama PAHs zabelezenim u lis¢u razli¢itih biljnih vrsta (Alfani i sar., 2001;
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Tian i sar., 2008, i dr.). Larve su hranjene odgovaraju¢im koli¢inama hrane koja je menjana svakog
drugog dana. Larve su zrtvovane tre¢eg dana po presvlacenju u peti stupanj.

3.3. Ispitivanje osobina Zivotne istorije larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Procena uticaja prisustva razli¢itih koncentracija fluorantena u vestackoj hranljivoj dijeti na
osobine zivotne istorije larvi L. dispar i E. chrysorrhoea vrsena je analizom:

Trajanja razvic¢a larvi L. dispar od piljenja do tre¢eg dana po presvlacenju u peti stupanj, kao i od
presvlacenja u tre¢i stupanj do Zrtvovanja, tre¢eg dana po presvlacenju u peti stupan;j.
Trajanja razvica larvi E. chrysorrhoea od presvlacenja u treci stupanj do Zrtvovanja, treceg dana
po presvlacenju u peti stupanj.
Masa L. dispar i E. chrysorrhoea larvi tre¢eg dana po presvlacenju u peti stupan;.
Relativne brzine rasta (od engl. relative growth rate, RGR) larvi u periodu od ulaska u treéi
stupanj, do zrtvovanja. Formula koriS¢ena za izracunavanje RGRt je:

RGR = (InW¢-InW,) / t
gde Wt predstavlja masu larve tre¢eg dana po presvlacenju u peti stupanj, Wo masu larve po
presvlacenju u tre¢i stupanj, dok je t duzina ispitivanog vremenskog intervala u danima, (Farrar i
sar., 1989; Mrdakovi¢ i sar., 2015).
Relativne brzine rasta larvi RGRs3 od ulaska u peti stupanj do treceg dana po ulasku u peti
stupanj, po istoj, gore navedenoj formuli.

3.4. Odredivanje aktivnosti enzima antioksidativne zaStite i detoksifikacije

3.4.1. Priprema homogenata

Larve L. dispar i E. chrysorrhoea iz svake ispitivane grupe su Zrtvovane dekapitacijom na ledu,
treCeg dana od ulaska u peti larveni stupanj, a hemolimfa je prikupljena u mini-tube u koje je
dodat kristal feniltiouree, koja inhibira aktivnost fenoloksidaze. 1z glavene kapsule larve
ekstrahovan je mozak. Disekovano je srednje crevo (koje je najduzi deo creva ispitivanih vrsta),
uzduznim rezom integumenta. lz dela uzorkovanih srednjih creva je izolovana peritrofna
membrana da bi se dobilo tkivo srednjeg creva. Mozak, celo srednje crevo, tkivo srednjeg creva,
kao 1 hemolimfa su do homogenizovanja skladiSteni na temperaturi od -20°C.

Za razblazivanje uzoraka hemolimfe koris¢en je pufer pH 7 (1,15% KCI, 25 mM K2HPO4, 5 mM
PMSF i 2 mM DTT), ohladen na 0°C. Uzorci su sonifikovani na frekvenciji od 20 kHz, tri puta u
intervalima od po deset sekundi, sa pauzom izmedu intervala od deset sekundi (sonifikatorom
Bandelin HD 2070). Dobijeni uzorci homogenizovane hemolimfe su centrifugirani petnaest
minuta na 10000 g, na temperaturi od 4°C (centrifugom Eppendorf 5417R). lzolovani
supernatanti su skladiSteni na temperaturi od -20°C.

U okviru svake ispitivane grupe pulovano je po 25-30 mozgova, koji su razblazeni ledeno hladnom
dejonizovanom vodom u odnosu 1/9 (w/V) i homogenizovani na ledu, na 5000 obrtaja/minuti
(homogenizatorom MHX/E Xenox Germany) tri puta u intervalima od po deset sekundi, sa pauzom
izmedu intervala od petnaest sekundi. Dobijeni uzorci homogenizovanih mozgova su centrifugirani
deset minuta na 10000 g, na temperaturi od 4°C (centrifugom Eppendorf 5417R). Od izolovanih
supernatanta su izdvojeni alikvoti, koji su skladiSteni na -20°C.

Svako celo srednje crevo kao i tkivo srednjeg creva je homogenizovano pojedina¢no na ledu, u
saharoznom puferu pH vrednosti 7,4 (0,25 M saharoza, 0,05 M Tris-HCI i 0,001 M EDTA) za
Sta je koris¢en homogenizator Ultra Turrax (IKA-Werke). Finalna koncentracija rastvora tkiva
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od 200 mg/mL postignuta je dodavanjem saharoznog pufera. Homogenizacija uzoraka odvijala
se na 20000 obrtaja/minuti, u 3 ciklusa od po deset sekundi, sa pauzama izmedu intervala od
petnaest sekundi. Potom su uzorci sonifikovani na frekvenciji od 20 kHz, tri puta u intervalima
od po deset sekundi, sa pauzom izmedu intervala od deset sekundi (sonifikatorom Bandelin HD
2070). Supernatanti izolovanih homogenata dobijeni su centrifugiranjem na 105000 g tokom
100 minuta na temperaturi od 4°C (ultracentrifugom Beckman L7-55), a potom skladisteni na
temperaturi od -20°C.

Od sonifikovanih homogenata su odvojeni alikvoti za odredivanje koncentracije ukupnog GSH.
Alikvoti su pomeSani sa 10% sulfosalicilnom kiselinom (da bi se proteini istalozili) 1
centrifugirani na 10,000 g 20 min na 4°C (5417R, Eppendorf, Hamburg, Germany). Dobijeni
supernatanti su koris¢eni za dalju analizu odredivanja koncentracije GSH.

Izolovani supernatanti mozga, celog srednjeg creva i tkiva srednjeg creva, kao i hemolimfe
upotrebljeni su za odredivanje aktivnosti enzima. Za odredivanje koncentracije ukupnih proteina
u supernatantima navedenih tkiva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea koris¢ena je Bradfordova
metoda (1976), dok je kao standard proteina koris¢en govedi albumin iz seruma (BSA, od eng.
Bovine serum albumin). Za kvantifikaciju proteinskih traka nakon zimogramskog odredivanja
aktivnosti enzima, na nativnim gelovima od poliakrilamida, koriS¢ena je denzitometrijska analiza
pomocu programa ImageJ (National Institutes of Health, USA).

3.4.2. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima antioksidativne zastite i
detoksifikacije

3.4.2.1. Superoksid dismutaza

Odredivanje aktivnosti SOD u celom srednjem crevu i tkivu srednjeg creva, kao i hemolimfi larvi
L. dispar i E. chrysorrhoea radeno je po metodi koju su opsali Misra i Fridovich (1972). Metoda
se temelji na inhibiciji autooksidacije adrenalina pomoc¢u enzima, na alkalnim pH vrednostima.
Prilikom transformacije adrenalina u adenohrom nastaje superoksid anjon radikal koji
reverzibilno povecava brzinu autooksidacije. SOD eliminiSe nastali superoksid anjon radikal, i na
taj nacin smanjuje brzinu kojom se stvara adenohrom. Za merenje aktivnosti SOD upotrebljena je
brzina autooksidacije adrenalina, i to kao promena apsorbancije u zavisnosti od vremena,
izmerena na talasnoj duzini od 480 nm, na temperaturi od 25°C. U reakcionoj smesi, pored uzorka
i adrenalina, bio je i karbonatni pufer pH vrednosti 10,2 (50 mM Na2COs i 0,1 mM EDTA).
Aktivnosti SOD izrazena je kao koli¢ina enzima koja dovodi do 50% inhibicije autooksidacije
adrenalina u linearnom delu promene apsorbancije tokom jednog minuta.

3.4.2.2. Katalaza

Aktivnost katalaze u celom srednjem crevu, tkivu srednjeg creva i hemolimfi larvi L. dispar i E.
chrysorrhoea odredivana je pomocu metode po Claiborne (1985), koja se temelji na merenju
brzine enzimski katalizovane razgradnje vodonik peroksida na kiseonik i vodu. Smanjenje
apsorbancije mereno je na talasnoj duzini od 240 nm, na temperaturi od 25°C. U reakcionoj
smesi, pored uzorka i vodonik peroksida, bio je i 50 mM fosfatni pufer pH vrednosti 7. Koli¢ina
vodonik peroksida je odredena tako da vrednost apsorbancije slepe probe bude u opsegu izmedu
0,525 1 0,550, dok je koncentracija uzorka odredena da se srednja vrednost apsorbacije menja u
opsegu izmedu 0,03 1 0,06. Nakon dodavanja uzorka u reakcionu smeSu apsorbancija je merena
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na svakih trideset sekundi, u periodu od 3 minuta. Jedinica za aktivnost katalaze formulisana je
kao broj mikromolova vodonik peroksida redukovanih tokom jednog minuta.

3.4.2.3. Glutation reduktaza (GR)

Metoda koju su opisali Glatzle i saradnici (1974) je koris¢ena za odredivanje aktivnosti GR celog
srednjeg creva i tkiva srednjeg creva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea. Princip metode zasniva se
na potroSnji NADPH prilikom redukcije oksidovanog glutationa (GSSG) standardne
koncentracije, prilikom ¢ega dolazi do snizavanja apsorbancije merene na talasnoj duzini od 340
nm, na temperaturi od 25°C. U reakcionoj smesi, pored uzorka nalazili su se 1 0,50 M fosfatni
pufer pH vrednosti 7,4, 2 mM GSSG, 0,5 mM EDTA i 0,1 mM NADPH. Koncentracija uzorka u
reakcionoj smesi je podesena da se srednja vrednost apsorbancije menja u opsegu izmedu 0,003 i
0,006. Posle lag faze, koja je trajala trideset sekundi, apsorbancija je merena na svakih trideset
sekundi, u periodu od 3 minuta. Jedinica za aktivnost GR definisana je kao broj nanomolova
NADPH oksidovanih u toku 1 minuta.

3.4.2.4. Ukupni glutation (GSH)

Metoda koju je opisao Griffith (1980) je koriS¢ena za detekciju ukupnog glutationa (redukovani
oblik GSH i oksidovani oblik GSSG) u homogenatima celog srednjeg creva i tkiva srednjeg
creva, u kojima je za talozenje proteina upotrebljena sulfo-salicilna kiselina. Princip metode je
recikliraju¢i proces u kom se naizmeni¢no odvija oksidacija GSH pomo¢u DTNB (5,5 -ditio-bis-2-
nitrobenozoic¢ne kiseline) i redukcija NADPH pomoc¢u enzima GR, prilikom ¢ega dolazi do
povecavanja apsorbancije merene na talasnoj duzini od 412 nm, na temperaturi od 30°C.
Apsorbancija je merena na svakih trideset sekundi, u periodu od tri minuta. Koncentracija
ukupnog glutationa izraZena je kao broj nanomolova po gramu vlaznog tkiva.

3.4.2.5. Karboksilesteraza

Metoda koju su opisali Main 1 saradnici (1961) upotrebljena je za odredivanje aktivnosti
karboksilesteraza u mozgu, celom srednjem crevu i tkivu srednjeg creva larvi L. dispar i E.
chrysorrhoea. Metoda se zasniva na kori$¢enju kontinualnog spektrofotometrijskog eseja u kojem
se vrSi detekcija supstrata O-nitrofenol butirata, koji nakon hidrolize oslobada o-nitrofenil,
dodatkom 15 mM supstrata u 50 mM natrijum fosfatni pufer pH vrednosti 7,5 na temperaturi od
30°C. Apsorbancija je merena na svakih trideset sekundi, u periodu od 4 minuta, na talasnoj
duzini od 414 nm. Jedinica za aktivnost karboksilesteraza odredena je kao broj mikromolova 0-
nitrofenil butirata koji se hidrolizuje u minuti.

3.4.2.6. Glutation S-transferaza

Odredivanje aktivnosti GST u celom srednjem crevu i tkivu srednjeg creva larvi L. dispar i E.
chrysorrhoea izvrseno je metodom koju su opisali Habig i saradnici (1974). GST katalizuje
konjugaciju supstrata 1-hloro-2.4-dinitrobenzena (CDNB) sa -SH funkcionalnim grupama
redukovanog glutationa (GSH). Tom prilikom dolazi do povecanja koli¢ine konjugata u
reakcionoj smesi, Sto rezultuje povecanjem apsorbancije merene na talasnoj duzini od 340 nm, na
temperaturi od 25°C. U reakcionoj smesi, pored uzorka nalazili su se i 0,5 M fosfatni pufer pH
6,5, 25 mM CDNB i 20 mM GSH. Apsorbancija je merena na svakih trideset sekundi, u periodu
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od tri minuta. Jedinica za aktivnost GST odredena je kao broj nanomolova GSH koji se potrosi u
procesu konjugacije u minuti.

3.4.2.7. Acetilholinesteraza

Odredivanje aktivnosti acetilholinesteraza u mozgu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea izvrseno je prema
metodi Ellman i saradnika (1961). Metoda se zasniva na hidrolizi supstrata acetiltioholin jodida, prilikom
Cega dolazi do oslobadanja tioholina koji u reakciji sa 5,5 -ditio-bis-(2-nitrobenzoevom kiselinom)
(DTNB) formira anjon 5-tio-2-nitrobenzoata Zute boje, ¢ija se koncentracija moze pratiti merenjem
apsorbancije na 406 nm, na temperaturi od 25°C. U reakcionoj smesi su se, osim uzorka, nalazili i 0,40
mM DTNB i 0,25 M acetiltioholin, a apsorbancija je, nakon lag faze od jednog minuta, merena na svakih
15 sekundi tokom tri i po minuta. Aktivnost acetilholinesteraza definisana je kao broj mikromolova
acetiltioholin jodida hidrolizovanih u minuti.

3.4.3. Detekcija aktivnosti superoksid dismutaze, katalaze i karboksilesteraza
nativnom elektroforezom

3.4.3.1. Nativna poliakrilamidna elektroforeza (PAGE)
Priprema rastvora, uzoraka i opis rada:
1. Monomerni rastvor (30% T, 2,7% C), (AA).

Akrilamid 58,49
Bisakrilamid 1649
Dejonizovana voda do 200 mL

2. 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, pufer za razdvajajuci gel (Tris pH 8,8).

Tris 36,39
Dejonizovana voda do 200 mL
4 M HCl do pH 8,8
3.0,5 M Tris-HCI pH 6,8, pufer za koncentrujuci gel (Tris pH 6,8).
Tris 69
Dejonizovana voda do 100 mL
4 M HCl do pH 6,8
4. 10% (m/V) amonijum persulfat, inicijator (APS).
APS 0,29
Destilovana voda do 2 mL

5. Rastvor za nadslojavanje (2-butanol ili n-butanol zasi¢en vodom).
2-Butanol ili n-butanol 100 mL
Destilovana voda do nastanka donjeg sloja vode

6. Pufer za obradu uzoraka, za 25 mL, 3X (PUZ)
0,5M Tris-HCI pH 6,8 9,38 mL

85% Glicerol 9mL
0,1% Bromfenol-plavo 1,5mL
Destilovana voda do 25 mL
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7. Pufer za elektroforezu (radno razblazenje): 0,025 M Tris, 0,192 M glicin, pH 8,3.

Tris 39
Glicin 14,49
Destilovana voda do 1L

Enzimska aktivnost, zastupljena u homogenatima celog srednjeg creva i tkiva srednjeg creva larvi
L. dispar i E. chrysorrhoea, detektovana je upotrebom metode jednodimenzionalne elektroforeze
na nativnhom poliakrilamidnom gelu, koju je opisao Laemmli (1970), bez dodatka natrijum
dodecil sulfata (SDS) 1 redukujucih agenasa.

Receptura za dobijanje nativnih poliakrilamidnih gelova, koji su kori$¢eni za analizu uzoraka,
data je u Tabeli 1. Masena koncentracija gela za koncentrovanje bila je konstantna (4%), dok su
za specifi¢ne enzime upotrebljene razlicite koncentracije gela za razdvajanje.

Tabela 1. Recepture za dobijanje gelova za koncentrovanje i razdvajanje uzoraka.

Rastvori Gel za razdvajanje (mL) Gel za koncentrovanje (mL)
_IS% 8% 10%_ _ 12% A% _________

AA 2,5 2,66 3,33 4 0,66
TrispH 8,8 2,5 2,5 2,5 2,5 -

TrispH 6,8 - - - - 1,25
Destilovana vodado 4,83 4,67 4 3,33 3

Dezaeracija 5-10 minuta

TEMED 0,004 0,004 0,004 0,004 0,005

APS 0,05 0,05 0,05 0,05 0,025

Finalna zapremina 9,88 9,88 9,88 9,88 4,95

Rastvor gela za razdvajanje, prethodno dezaerisan, nasut je izmedu ploca, i preko njega je dodat
rastvor za nadslojavanje. Posto je polimerizacija gela za razdvajanje zavrSena, nasut je dezaerisani
rastvor gela za koncentrovanje, gde je postavljen 1 “CeSalj” koji sluzi za stvaranje bunarci¢a gde
su naneseni uzorci. Uzorcima je dodat pufer za uzorke, u odnosu 2:1, i drZani su na sobnoj
temperaturi pet minuta, pre nanosenja na gel. Nakon polimerizacije gela 1 uklanjanja “ceslja”, a
pre dodavanja uzoraka, bunarci¢i su isprani destilovanom vodom. Prilikom ulaska uzoraka unutar
gela za razdvajanje koriS¢en je konstantan napon od 80 V, nakon ¢ega je napon povisen na 100 V
do kraja razdvajanja.

3.4.3.2. Superoksid dismutaza

Metoda koju su definisali Azevedo i saradnici (1998) koriS¢ena je za odredivanje aktivnosti SOD
u celom srednjem crevu i tkivu srednjeg creva larvi, u gelu posle poliakrilamidne elektroforeze. U
svaki bunar¢i¢ na poliakrilamidnom gelu (koncentracije 12%) dodato je po 10 pg proteina. Posle
elektroforeze gel je dva puta ispran destilovanom vodom (po jedan minut), a potom inkubiran u
50 mM karbonatno bikarbonatnom puferu pH vrednosti 10,2 (pufer je sadrzao 1 mM EDTA, 0,05
mM riboflavina, 0,1 mM nitro plavo tetrazolijuma i 0,3% TEMED (N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamin)), u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, gel je potopljen u
destilovanu vodu 1 izlozen svetlu (dnevnom ili veStackom) do nastajanja svetlih traka, nasuprot
tamno-ljubicaste boje gela, koje oznacavaju aktivnost SOD u analiziranim uzorcima.
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3.4.3.3. Katalaza

Primenom metode koju su opisali Aebi i saradnici (1983) odredena je aktivnost katalaze u celom
srednjem crevu i tkivu srednjeg creva larvi. U svaki bunaré¢i¢ na poliakrilamidnom gelu
(koncentracije 8%) stavljeno je po 10 ug proteina. Nakon zavrSene elektroforeze, gel je dva puta
ispran destilovanom vodom (po jedan minut), a zatim inkubiran dvadeset minuta u 50 mM
fosfatnom puferu (pH vrednosti 7,8) kome je dodat 10 mM H202 (70 ul 30% H202 na 100 ml
puferskog rastvora), u mraku na sobnoj temperaturi. Po okoncanju inkubacije, gel je ispran
destilovanom vodom, a potom potopljen u smeSu vodenih rastvora 2% FeCls i 2% KsFe(CN)s,
koji su prethodno ohladeni u ledenom kupatilu i pomesani u odnosu 1:1 neposredno pre uranjanja
gela. Gel je ostavljen u navedenom rastvoru sve do nastajanja traka zute boje, koje su indikator
aktivnosti katalaze, nasuprot zelene boje gela.

3.4.3.4. Karboksilesteraze

Metoda koju je formulisao Loxdale (1983) upotrebljena je za odredivanje izoformi
karboksilesteraza u celom srednjem crevu i tkivu srednjeg creva larvi, pomocu nativne PAGE. Po
10 pg proteina dodato je u bunarci¢e poliakrilamidnog gela (koncentracije 7,5%). Konstantan
napon od 100 V koriséen je prilikom elektroforeze, gde se razdvajanje vrsilo na temperaturi od
4°C. Posle razdvajanja, gel je uronjen u 20 mM rastvor natrijum fosfata (pH vrednosti 7,2), 1,1
mM rastvora a-naftil acetata u acetonu i 1,2 mM rastvora Fast Blue B u destilovanoj vodi.
Inkubacija je trajala 40 minuta na sobnoj temperaturi, nakon Cega je doslo do pojave traka
ljubicaste boje koje su pokazatelj aktivnosti karboksilesteraze.

3.5. Detekcija Hsp70

3.5.1. Detekcija Hsp70 Western blotom u celom srednjem crevu larvi L. dispar i E.
chrysorrhoea

3.5.1.1. Priprema homogenata srednjeg creva

Cela srednja creva larvi obe vrste homogenizovana su pojedinac¢no, na ledu, u 0,9% NaCl uz
dodatak proteaznih inhibitora finalne koncentracije 2 mM fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF) i 20
uM E64. Tkiva su razblazena u odnosu 1:4 (w/V). Homogenizacija je ponovljena tri puta po 10
sekundi, pri brzini od 20000 obrtaja/min, i pauzama izmedu ponavljanja od 15 sekundi.
Homogenati su potom centrifugirani 10 minuta na 10000 g. Izdvojeni supernatanti su zamrznuti
na -20°C. Koncentracija proteina je odredivana prema Bradfordu (1976).

3.5.1.2. Western blot

U pojedina¢ne uzorke celih srednjih creva dodat je Lemlijevim pufer koji je sadrzao SDS i 2-
merkaptoetanol, smesa je kuvana 2 minuta u klju¢alom vodenom kupatilu. SDS elektroforezom
analizirana su po dva pojedinac¢na uzorka celog srednjeg creva larvi obe vrste. Stavljeno je 70 pg
proteina po bunar¢icu na 12% poliakrilamidnom gelu. Dalji koraci su opisani u odeljku detekcije
Hsp70 u mozgu.
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3.5.2. Odredivanje nivoa ekspresije Hsp70 u mozgu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

3.5.2.1. Priprema homogenata mozga

Zrtvovanje larvi L. dispar i E. chrysorrhoea na ledu odvijalo se tre¢eg dana po presvladenju u peti
stupanj, kada su iz glavenih kapsula izolovani mozgovi. Pulovani mozgovi (25-30 po
eksperimentalnoj grupi) su razblaZzeni pomocu 0,9% rastvora NaCl, u razmeri 1:9 (w/V).
Homogenizacija pulova vrSena je na ledu, na 5000 obrtaja/minuti, tri puta po 10 sekundi, sa
pauzama od po 15 sekundi. Posle deset minuta centrifugiranja na 10000 g, izolovani su
supernatanti i skladisteni na temperaturi od -20°C.

3.5.2.2. Western blot

Uzorci za SDS poliakrilamidnu elektroforezu na denaturiSuéem gelu (koncentracije 12%) su
pripremani dodavanjem Lemlijevog pufera sa SDS i 2-merkaptoetanolom, i zagrevanjem na
kljuc¢alom vodenom kupatilu tokom dva minuta. Po svakoj eksperimentalnoj grupi ispitano je 20
ug proteina. Elektroforetsko razdvajanje odvijalo se na sobnoj temperaturi, primenom
konstantnog napona (100 V). Posle elektroforeze, razdvojeni proteini su preko noéi prebaceni sa
gela na nitroceluloznu membranu, na naponu od 40 V na 4°C. Za blokiranje membrane koriS¢eno
je 4% obrano mleko u TBST puferu (od engl. Tris buffered saline, 0,1% Tween 20 u TBS puferu)
(monoklonsko, klon BRM-22, Sigma Aldrich), razblazenim 1:5000 u 4% mleku u TBST puferu
preko no¢i. Ispiranje membrane je vrSeno u TBST, 6 puta po pet minuta, a potom je inkubirana
razblazenim 1:10000 u 4% mleku u TBST. Nakon ispiranja u TBST (6 puta po pet minuta),
proteini Hsp70 su vizualizovani na autoradiografskom filmu primenom ECL (od engl. enhanced
chemiluminescence) reagensa (Amersham).

3.5.2.3. Indirektni ELISA test

Pulovani uzorci mozgova, razblazeni pomocu karbonatno-bikarbonatnog pufera (pH vrednosti
9,6), dodati su u bunarci¢e mikrotitar plocice (10 pg proteina po bunarci¢u) gde su ostavljeni
preko no¢i na temperaturi od 4°C. Ispiranje mikrotitar plo¢ice vrSeno je 3 puta u PBST puferu
(0,05% Tween 20 u fizioloskom rastvoru sa fosfatnim puferom PBS (od engl. phosphate-buffered
saline)), posle ¢ega je dva sata inkubirana u PBST sa 5% mlekom. Blokiranje reaktivnih povrsina
mikrotitar plocice obavljeno je pomocu obranog mleka, nakon ¢ega je plocica isprana sa PBST, 1

.....

.....

antitelom, HRP-konjugovanim (Sigma Aldrich) razblazenim 1:10000 u 5% mleku u TBST.
Razvijanje boje postignuto je pomocu supstrata za peroksidazu rena - 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina
(TMB), dok je adekvatan stop reagens (Sigma Aldrich) koriS¢en za zaustavljanje reakcije. Uzorci
su ispitivani u triplikatu, o¢itavanjem vrednosti apsorbance na 450 nm, pomo¢u ELISA c¢itaca
(LKB 5060-006). Serija razblazenih rastvora rekombinantnog Hsp70 kori$éena je za dobijanje
standardne prave, na osnovu koje su odredivane koncentracije Hsp70 u uzorcima.
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3.6. Detekcija aktivnosti digestivnih enzima

3.6.1. Priprema homogenata celog srednjeg creva

Zrtvovanje larvi L. dispar i E. chrysorrhoea izvedeno je dekapitacijom, tre¢eg dana po ulasku u
peti stupanj, posle ¢ega su na ledu disekovana cela srednja creva i smeStena su na -20°C.
Homogenizacija individualnih celih srednjih creva se odvijala na ledu u 0,15 M rastvoru NacCl,
optimizovano da konacna koncentracija tkiva bude 100 mg/mL. Proces homogenizacije
realizovan je u tri ciklusa od deset sekundi, na 20000 obrtaja/minuti, sa pauzama od 15 sekundi
izmedu svakog ciklusa. Dobijeni homogenati su centrifugirani deset minuta na 10000 g na
temperaturi 4°C, posle ¢ega su izolovani alikvoti supernatanata skladiSteni na temperaturi od -
20°C. Bradfordova metoda (1976) je koriS¢ena za merenje koncentracije proteina u svakom od
izolovanih supernatanata, poredenjem sa standardom BSA (albumin iz govedeg seruma). Posle
zimogramske detekcije aktivnosti enzima na nativnim poliakrilamidnim gelovima, izvrSena je
kvantifikacija elektroforetskih traka denzitometrijskom analizom upotrebom programa ImageJ
(National Institutes of Health, USA).

3.6.2. Spektrofotometrijsko odredivanje specificne aktivnosti digestivnih enzima

3.6.2.1. Tripsin

Metoda koju su formulisali Erlanger 1 saradnici (1961) 1 Valaitis (1995) koriS¢ena je za odredivanje
enzimske aktivnosti tripsina, koja je proporcionalna koli¢ini p-nitroanilina, oslobodenog iz supstrata
Na-benzoil-DL-arginin 4-nitroanilid hidrohlorida (DL-B[A]JPNA). Uzorci su inkubirani 15 minuta sa
20 mM rastvorom supstrata u 50 mM glicin/NaOH puferu (pH vrednosti 10), na temperaturi od 30°C.
Nakon prekidanja reakcije pomocu 6% rastvora sir¢etne kiseline, apsorbancija je merena na 405 nm.

3.6.2.2. Leucin aminopeptidaza

Aktivnost leucin aminopeptidaze odredena je primenom metode koju su opisali Erlanger 1 saradnici
(1961), dodavanjem uzoraka u 40 mM pufer veronal/HCI (pH vrednosti 7,8 do 8,0) u kojem se
nalazilo 20 mM supstrata, L-leucin p-nitroanilida. Nakon isteka vremena od deset minuta, reakcija je
prekinuta dodatkom 6% rastvora sircetne kiseline, pa je merena apsorbancija u uzorcima na 405 nm.
Koli¢ina oslobodenog p-nitroanilina je direktno proporcionalna aktivnosti leucin aminopeptidaze.

3.6.2.3. Lipaze

Aktivnosti lipaza su ispitane koris¢enjem modifikovane metode koje su opisali Arreguin-Espinoza i
saradnici (2000), a koju su za lipazu gubara prilagodili Mrdakovi¢ i saradnici (2008). Metoda se
zasniva na kontinuiranoj spektrofotometrijskoj detekciji hidrolize p-nitrofenil kaprilata (pNPC), gde
se oslobada p-nitrofenol, na 410 nm. Uzorak je dodat u reakcionu smeSu sa 50 mM rastvorom
Tris/HCI pufera (pH vrednosti 8,2) sa 2,5 mM pNPC, i pracena je aktivnost enzima u vremenskom
opsegu od cetiri minuta na 37°C. Aktivnost enzima odredena je kao koli¢ina enzima koja se trosi na
oslobadanje 1 umol p-nitrofenola po minuti.
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3.6.2.4. Alkalne fosfataze

Metoda Nemec i Socha (1998) je upotrebljena za ispitivanje aktivnosti alkalnih fosfataza. Metoda se
bazira na hidrolizi p-nitrofenil fosfata (PNPP) u baznim uslovima, pri ¢emu nastaje p-nitrofenol.
Uzorak je dodat u reakcionu smesu sa 100 mM rastvorom Tris/HCI pufera (pH vrednosti 8,6), 5 mM
MgCl2 i 5 mM pNPP i nakon 30 minuta na 30°C, reakcija je zaustavljena dodatkom 500 mM NaOH.
Apsorbancija je merena na talasnoj duzini od 405 nm.

3.6.2.5. Ukupne kisele fosfataze

Za ispitivanje aktivnosti ukupnih kiselih fosfataza koris¢ena je metoda Nemec i Socha (1998). Metoda
se zasniva na hidrolizi pNPP u kiselim uslovima, gde nastaje p-nitrofenol. Uzorak je dodat u
reakcionu smesu sa 100 mM rastvorom citratnog pufera (pH vrednosti 5,6), 5 mM MgCl2 i 5 mM
PNPP i nakon 60 minuta na 30°C, reakcija je zaustavljena dodatkom 500 mM NaOH. Koli¢ina p-
nitrofenola odredena je merenjem apsorbancije na talasnoj duzini od 405 nm.

3.6.2.6. Lizozomske i nelizozomske kisele fosfataze

Prilikom odredivanja ukupne aktivnosti kiselih fosfataza, upotrebom specifi¢nog inhibitiora
lizozomskih fosfataza NaF, indirektno je odredena njihova enzimska aktivnost metodom koju su
opisali Amlabu i saradnici (2009), i Holtzman (1989). Prilikom odredivanja ukupne enzimske
aktivnosti kiselih fosfataza, u reakcionu smesu je dodat 50 mM rastvor natrijum fluorida. Zatim je na
405 nm merena apsorbancija koja je proporcionalna aktivnosti neinhibiranih nelizozomskih kiselih
fosfataza, preko Cega je izraCunata aktivnost lizozomske frakcije.

3.6.3. Detekcija aktivnosti tripsina, leucin aminopeptidaze, lipaza, alkalnih fosfataza i
ukupnih kiselih fosfataza nativnom elektroforezom

3.6.3.1. Tripsin

Modifikovana procedura koju su opisali Erlanger i saradnici (1961) koriS¢ena je za odredivanje enzimske
aktivnosti tripsina na nativnom poliakrilamidnom gelu (koncentracije 10%). Nakon meSanja sa puferom
za pripremu uzoraka (PUZ), bez SDS i redukujucih sredstava, uzorci proteina (5 pg po bunarci¢u) su
elektroforetski ispitivani primenom konstantnog napona (100 V) na temperaturi od 4°C. Uporedo je u 2
mM rastvoru supstrata (Na-benzoil-DL-arginin 4-nitroanilid hidrohlorida (DL-B[A]JPNA)) inkubirana
nitrocelulozna membrana, 50 minuta na sobnoj temperaturi. Supstrat je najpre rastvoren u
dimetilformamidu (DMF) a potom je rastvoru dodat glicinski pufer (pH vrednosti 10) dok nije postignuta
konacna koncentracija od 2 mM. Gel je nakon elektroforeze potopljen u destilovanu vodu na deset minuta,
a potom ekvilibrisan u 50 mM rastvoru glicinskog pufera (pH vrednosti 10) dvadeset minuta. Ranije
pripremljena nitrocelulozna membrana postavljena je na povrSinu gela i ostavljena tokom jednog casa u
uslovima vlazne komore na temperaturi od 37°C. Nakon toga, membrana je uronjena na dva i po minuta u
0,1% rastvor NaNOz u 1 M HCI, a potom potopljena u 1% rastvor uree tokom 30 sekundi. Reakcija je
zaustavljena ispiranjem membrane destilovanom vodom.
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3.6.3.2. Leucin aminopeptidaza

Modifikovana metoda (Erlangera i saradnika, 1961) koja je koriS¢ena za tripsinske izoforme,
upotrebljena je za analizu izoenzimske aktivnosti leucin aminopeptidaze na nativhom
poliakrilamidnom gelu. Supstrat (L-leucin p-nitroanilid) je najpre rastvoren u najmanjoj mogucoj
zapremini DMF, a potom je koncentracija podesena dodatkom 2 mM pufera veronal/HCI (opsega pH
vrednosti 7,8-8). Isti pufer je kori$éen i za inkubiranje gela tokom 20 minuta. Procedura je identi¢na
kao prilikom odredivanja enzimske aktivnosti tripsina na gelu i membrani.

3.6.3.3. Lipaze

Metoda Diaza i saradnika (1999) upotrebljena je za odredivanje aktivnosti lipaza na nativhom
poliakrilamidnom gelu. Uzorci proteina (5 pg po bunarciéu) ispitivani su elektroforetski,
koris¢enjem konstantnog napona (100 V) na 4°C. Nakon ispiranja gela destilovanom vodom, on je
inkubiran deset minuta u 100 mM fosfatnom puferu pH vrednosti 7, na 30°C. Posle dodatka 0,4
mM rastvora 4-metilumbeliferil butirata (4-MU-Bu) u smeSu za inkubiranje, i dva minuta laganog
muckanja, gel je ozracen UV svetlom, §to je omogucilo pojavu fluorescentnih traka koje su
indikator aktivnosti lipaza.

3.6.3.4. Alkalne fosfataze

Modifikovana procedura koju su opisali Allen i saradnici (1963) upotrebljena je za odredivanje
alkalnih fosfataza metodom nativne elektroforeze na gelu koncentracije 12%. Uzorci od 10 pg
proteina dodati su u bunarc¢ice i analizirani kori$¢enjem konstantnog napona (100 V) na 4°C. Nakon
ispiranja destilovanom vodom gel je inkubiran u rastvoru pufera Tris-HCI (100 mM, pH vrednosti
8,6), 0,13% a-naftil fosfata i 0,1% Fast Blue B. Posle stajanja rastvora na sobnoj temperaturi, doslo
je do nastanka obojenih traka na gelu, koje su pokazatelj aktivnosti alkalnih fosfataza.

3.6.3.5. Ukupne kisele fosfataze

Detekcija aktivnosti kiselih fosfataza na nativnom gelu uradena je koriS¢enjem modifikovane
metode Allen i saradnika (1963). Na poliakrilamidni gel (koncentracije 12%) naneseno je 10 pg
uzorka proteina po bunarcicu, i analizirano na konstantnom naponu (100 V) na 4°C. Posle ispiranja
destilovanom vodom, gel je inkubiran deset minuta u 50 mM rastvoru acetatnog pufera (pH
vrednosti 5,2) na 30°C. Inkubacija nitrocelulozne membrane sprovedena je u 0,13% rastvoru a-
naftil fosfata u acetatnom puferu na sobnoj temperaturi. Nitrocelulozna membrana postavljena je na
povrsinu gela i ostavljena tokom jednog Casa u uslovima vlazne komore u mraku na temperaturi od
30°C. Nakon inkubacije, membrana je potopljena u 0,3% rastvor boje Fast Blue B u acetatnom
puferu.
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3.7. Odredivanje koncentracije trehaloze i lipida u hemolimfi larvi L. dispar i E.
chrysorrhoea

3.7.1. Trehaloza

Koncentracija trehaloze odredena je metodom koju su ustanovili Wyatt i Kale (1957). U uzorke
hemolife larvi obe vrste dodata je 10% trihlorsircetna kiselina (TCA) nakon ¢ega su centrifugirani 5
minuta na 5500 obrtaja/minuti. U supernatante dodat je antronov reagens (0,15% rastvor antrona u
72% sumpornoj kiselini) i dobijena smeSa je kuvana 15 minuta u klju¢alom vodenom kupatilu.
Uzorci su potom hladeni u ledenom kupatilu 10 minuta i intenzivno vorteksovani, nakon ¢ega je
ocitana apsorbancija na talasnoj duzini od 630 nm. Koncentracija trehaloze je izraCunata na osnovu
standardne prave za trehalozni standard.

3.7.2. Lipidi

Ukupni sadrzaj lipida u hemolifi larvi obe vrste je odreden metodom Zollner i Kirsch (1962). U
uzorke hemolimfe je dodata koncentrovana sumporna kiselina i potom su kuvani 10 minuta u
klju¢alom vodenom kupatilu. Uzorci sU ohladeni na sobnoj temperaturi nakon ¢ega im je dodat
vanilinski reagens (0,19% rastvor vanilina u 85% fosfornoj kiselini). Uzorci su potom intenzivno
vorteksovani i ostavljeni 30 minuta, do potpunog razvijanja boje. Apsorbancija u uzorcima je
izmerena na talasnoj duzini od 546 nm, a koncentracija lipida je odredena na osnovu standardne
prave za standard meSavine triacilglicerola.

3.8. Statistic¢ka obrada rezultata

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti sa standardnom greskom (¥+SG). Radi provere
normalnosti raspodele i homogenosti varijansi, rezultati su najpre analizirani Kolmogorov-Smirnov
i Shapiro-Wilk testovima, kao i Levene testom. Prisustvo ekstremnih vrednosti je provereno uz
pomo¢ Grubb’s testa. Znacajnost razlika prose¢nih vrednosti ispitivanih parametara (specifi¢ne
aktivnosti antioksidativnih, detoksifikacionih, digestivnih enzima, koncentracija lipida i trehaloze,
kao i koncentracija Hsp70) izmedu eksperimentalnih grupa procenjivana je jednofaktorskom
analizom varijanse (ANOVA) i post hoc Tukey’s testom. Preduslov analize varijanse je normalnost
raspodela unutar grupa, S$to je postignuto logaritamskim transformacijama vrednosti specifi¢nih
aktivnosti antioksidativnih enzima srednjeg creva i hemolimfe, detoksifikacionih kao i digestivnih
enzima srednjeg creva larvi obe vrste (Sokal i Rohlf, 1981). Neparametarskim testovima, Kruskal-
Wallis ANOVA i post hoc multipnim poredenjem prosecnih rangova eksperimentalnih grupa
(Siegel 1 Castellan, 1988), analizirane su osobine Zivotne istorije larvi obe vrste. Nivo statisticke
znacajnosti je bio p<0.05. Za procenu razlika izmedu ispitivanih vrsta primenjena je kanonijska
diskriminaciona analiza, a koriS¢enjem klaster analize (Unweighted pair-group average; City-block
Manhatten distances) svi ispitivani parametri su grupisani u homogene grupe. Analize su uradene uz
pomoc¢ programa Statistica 10.0 (StatSoft, Inc).
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Rezultati

4.1. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na parametre antioksidativne zastite i
detoksifikacije srednjeg creva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

4.1.1. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija superoksid dismutaze u celom
srednjem crevu larvi L. dispar

Ispitivanjem specifi¢ne aktivnosti superoksid dismutaze u celom srednjem crevu larvi L. dispar
utvrdeno je statisticki znacajano povecanje aktivnosti enzima kod larvi gajenih na dijeti sa
fluorantenom (Slika 4). Tri izoforme enzima su detektovane na nativnom poliakrilamidnom gelu,
pri ¢emu su izoforme I1 i I3 prisutne u svim grupama, dok je izoforma I2 prisutna samo kod larvi
koje su bile izloZzene fluorantenu. Nisu uocene promene u intenzitetu elektroforetskih traka nakon
tretmana fluorantenom u odnosu na kontrolu (Slika 5a i 5b).

12 SA SOD (U/ mg prot.)

10 - b b

C Fl Fh

Fe72) = 4,489; P = 0,015

Slika 4. Specifi¢na aktivnost superoksid dismutaze (SA SOD) u celom srednjem crevu larvi L.
dispar hranjenih vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve
mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p <
0,05). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska (X+SG).
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Slika 5. a. Zimogramska detekcija superoksid dismutaze (SOD) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi
superoksid dismutaze. 11, 12 i I3 oznacavaju enzimske izoforme.
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Rezultati

4.1.2. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija katalaze u celom srednjem crevu
larvi L. dispar

Dugotrajna ishrana L. dispar larvi veStackom dijetom sa dodatkom fluorantena nije dovela do
statistiCki znacajnih promena specifi¢ne aktivnosti katalaze u odnosu na larve kontrolne grupe,
medutim znacajno veca aktivnost enzima u celom srednjem crevu uocena je kod larvi izlaganih
vecéoj koncentraciji, u odnosu na one izlagane manjoj koncentraciji fluorantena (Slika 6). Nativhom

elektroforezom je utvrdeno prisustvo jedne izoforme enzima u sve tri grupe larvi, €iji intenzitet
traka raste sa povec¢anjem koncentracije fluorantena u hrani (Slika 7a i 7b).

80 1 SA CAT (U/ mg prot.)
b

60 - ab

I

a
40 -
20 -
0
C Fl Fh
Fe72) = 5,415; P = 0,006

Slika 6. Specifi¢na aktivnost katalaze (SA CAT) u celom srednjem crevu larvi L. dispar hranjenih
vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane.
Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.

a. b.

63200 -

62800 +

62400 +

I1

62000 -

61600

Intenzitet elektroforetskih traka

61200 4

60800

Slika 7. a. Zimogramska detekcija katalaze (CAT) nakon nativne poliakrilamid gel elektroforeze.
b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovane izoforme 11 katalaze.
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Rezultati

4.1.3. Specifi¢na aktivnost glutation reduktaze u celom srednjem crevu larvi L. dispar

Statisticki znac¢ajno smanjenje specifi¢ne aktivnosti glutation reduktaze je detektovano u grupi larvi
koje su izlagane fluorantenu u koncentraciji od 6,7 ng/g suve mase hrane, u odnosu na kontrolnu
grupu larvi (Slika 8).

SA GR (U/ mg prot.)
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Slika 8. Specifi¢na aktivnost glutation reduktaze (SA GR) u celom srednjem crevu larvi L. dispar
hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase
hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znac¢ajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.1.4. Koncentracija glutationa u celom srednjem crevu larvi L. dispar

Utvrdeno je da nema statisti¢ki znacajnih promena koncentracije GSH u celom srednjem crevu larvi
L. dispar nakon hroni¢nog tretmana fluorantenom, prisutnim u dijeti, u odnosu na kontrolu.
Medutim, razlike u koncentraciji GSH detektovane su izmedu larvi izlaganih manjoj koncentraciji i
onih koje su bile izloZene vecoj koncentraciji fluorantena (Slika 9).
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GSH nmol/ g tkiva
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Slika 9. Koncentracija glutationa (GSH) u celom srednjem crevu larvi L. dispar hranjenih vestackom
dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene
razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.1.5. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija superoksid dismutaze u celom
srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea

Dugotrajna izlozenost E. chrysorrhoea larvi fluorantenu nije imala statisti¢ki znacajnog uticaja na
specificnu aktivnost superoksid dismutaze (Slika 10). Zimogramom je detektovana jedna izoforma
sa superoksid dismutaznom aktivno$¢u u celom srednjem crevu E. chrysorrhoea larvi, smanjenog
intenziteta u grupi larvi koje su hranjene veStatkom dijetom sa manjom koncentracijom fluorantena,
u odnosu na druge dve grupe larvi (slika 11ai 11b).

SA SOD (U/ mg prot.)
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Slika 10. Specifi¢na aktivnost superoksid dismutaze (SA SOD) u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 11. a. Zimogramska detekcija superoksid dismutaze (SOD) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovane izoforme 11
superoksid dismutaze.

4.1.6. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija katalaze u celom srednjem crevu
E. chrysorrhoea larvi

Znacajno povecanje specificne aktivnosti katalaze utvrdeno je u celom srednjem crevu E.
chrysorrhoea larvi nakon dugotrajne ishrane dijetom sa veCom koncentracijom fluorantena (Slika
12). Detekcija aktivnosti katalaze na nativhom gelu otkrila je prisustvo jedne izoforme u sve tri
eksperimentalne grupe, pove¢anog intenziteta u grupama larvi koje su bile izloZene fluorantenu, u
odnosu na kontrolnu grupu (Slika 13a i 13b).

SA CAT (U/ mg prot.)
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b
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F,76) =6,408; P = 0,003

Slika 12. Specifi¢na aktivnost katalaze (SA CAT) u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea
hranjenih vestaCkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase
hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 13. a. Zimogramska detekcija katalaze (CAT) nakon nativne poliakrilamid gel elektroforeze.
b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovane izoforme 11 katalaze.

4.1.7. Specifi¢na aktivnost glutation reduktaze u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea

Hroni¢ni tretman fluorantenom nije uticao na specificnu aktivnost glutation reduktaze celog
srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi gajenih na vestackoj dijeti sa dodatim fluorantenom, u
poredenju sa kontrolnom grupom larvi. lako je analiza varijanse pokazala znacajnost razlika,
naknadnim testom poredenja one nisu detektovane, ali je uocljiva tendencija porasta specificne
aktivnosti enzima kod larvi koje su izlagane vecoj koncentraciji fluorantena, dodatog vestackoj
dijeti (Slika 14).

SA GR (U/ mg prot.)
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Fess) =4,179; P= 0,020

Slika 14. Specifi¢na aktivnost glutation reduktaze (SA GR) u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razlicitim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Rezultati

4.1.8. Koncentracija glutationa u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea

Dugotrajna izlozenost fluorantenu, dodatog vestackoj dijeti, nije dovela do statisticki znacajnih
razlika koncentracija glutationa u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea, u odnosu na
kontrolu grupu (slika 15).
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Slika 15. Koncentracija GSH u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea hranjenih vestackom
dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti
oznacene razliitim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su
prikazani kao X+SG.

4.1.9. Specifi¢na aktivnost 1 zimogramska detekcija superoksid dismutaze u tkivu
srednjeg creva larvi L. dispar

Utvrdeno je statisticki znacajno povecanje specificne aktivnosti superoksid dismutaze u tkivu
srednjeg creva L. dispar larvi nakon tretmana fluorantenom, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika
16). Zimogramskom detekcijom je potvrdeno prisustvo jedne izoforme, pri cemu se intenzitet
enzimskih traka smanjuje sa povecanjem koncentracije fluorantena kojoj su larve bile izloZene
(Slika 17a i 17b).
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Slika 16. Specifi¢na aktivnost superoksid dismutaze (SA SOD) u tkivu srednjeg creva larvi L.
dispar hranjenih vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve
mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p <
0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 17. a. Zimogramska detekcija superoksid dismutaze (SOD) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovane izoforme 11
superoksid dismutaze.

4.1.10. Specificna aktivnost i zimogramska detekcija katalaze u tkivu srednjeg creva
larvi L. dispar

Statisticki znaCajno povecanje specificne aktivnosti katalaze zabeleZeno je u tkivu srednjeg creva L.
dispar larvi nakon primene obe koncentracije fluorantena u hrani (Slika 18). Uoceno je prisustvo
jedne izoforme enzima na nativnhom poliakrilamidnom gelu, €iji je intenzitet povecan u tkivu
srednjeg creva larvi izlaganih manjoj koncentraciji fluorantena u hrani, u poredenju sa kontrolnom

grupom (Slika 19a i 19b).
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Rezultati
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Slika 18. Specificna aktivnost katalaze (SA CAT) u tkivu srednjeg creva larvi L. dispar hranjenih
veStackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane.
Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znaCajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 19. a. Zimogramska detekcija katalaze (CAT) nakon nativne poliakrilamid gel elektroforeze.
b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovane izoforme 11 katalaze.

4.1.11. Specifi¢na aktivnost glutation reduktaze u tkivu srednjeg creva larvi L. dispar

Nisu uoCene statistiCki znacajne razlike specificne aktivnosti enzima glutation reduktaze u tkivu
srednjeg creva L. dispar larvi kontrolne grupe i grupa larvi gajenih na dijeti sa dodatkom razli¢itih
koncentracija fluorantena (Slika 20).
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Slika 20. Specifi¢na aktivnost glutation reduktaze (SA GR) u tkivu srednjeg creva larvi L.dispar
hranjenih vesStackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (FI) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase
hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.1.12. Koncentracija glutationa u tkivu srednjeg creva larvi L. dispar

Statisticka analiza pokazala je prisustvo znacajnih razlika izmedu eksperimentalnih grupa, pri ¢emu
ishrana veStackom dijetom koja je sadrzala razliCite koncentracije fluorantena nije dovela do znacajnih
razlika u koncentraciji glutationa izmedu tretiranih i kontrolne grupe L. dispar larvi. Medutim naknadnim
poredenjem, detektovana je razlika koncentracija ove neenzimske komponente antioksidativne zastite
izmedu grupa larvi izlaganih manjoj i ve¢oj koncentraciji fluorantena, dodatog hrani (slika 21).
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Slika 21. Koncentracija glutationa (GSH) u tkivu srednjeg creva larvi L. dispar hranjenih vestatkom dijetom
koja je sadrzala 6,7 ng (FI) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene razlicitim
slovima ukazuju na zna¢ajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Rezultati

4.1.13. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija superoksid dismutaze u tkivu
srednjeg creva larvi E. chrysorrhoea

Statisticki znacajano povecanje specificne aktivnosti superoksid dismutaze u tkivu srednjeg creva
detektovano je kod E. chrysorrhoea larvi koje su izlagane manjoj koncentraciji fluorantena dodatog
hrani, u odnosu na kontrolu (Slika 22). Zimogramskom detekcijom je uofeno prisustvo dve
izoforme, koje pokazuju trend povecanja intenziteta enzimskih traka u grupi koja je bila izlagana
manjoj koncentraciji fluorantena (slika 23a i 23b).
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Slika 22. Specifi¢na aktivnost superoksid dismutaze (SA SOD) u tkivu srednjeg creva larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razlicitim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 23. a. Zimogramska detekcija superoksid dismutaze (SOD) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi
superoksid dismutaze. I1 i 12 oznacavaju enzimske izoforme.

35



Rezultati

4.1.14. Specifi¢na aktivnost 1 zimogramska detekcija katalaze u tkivu srednjeg creva
larvi E. chrysorrhoea

U tkivu srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi koje su hranjene dijetom sa dodatom manjom
koncentracijom fluorantena, uoCeno je statistiCki znacajano povecanje specificne aktivnosti
katalaze, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 24). Detekcijom aktivnosti katalaze na nativnom
poliakrilamidnom gelu uocena je jedna izoforma u sve tri eksperimentalne grupe, pri ¢emu je
intenzitet ekspresije znacajno ve¢i u grupi larvi koje su bile gajene na dijeti sa manjom
koncentracijom fluorantena u odnosu na druge dve grupe (Slika 25a i 25b).
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Slika 24. Specificna aktivnost katalaze (SA CAT) u tkivu srednjeg creva larvi E. chrysorrhoea
hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (FI) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase
hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 25. a. Zimogramska detekcija katalaze (CAT) nakon nativne poliakrilamid gel elektroforeze.
b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovane izoforme 11 katalaze.

36



Rezultati

4.1.15. Specifi¢na aktivnost glutation reduktaze u tkivu srednjeg creva larvi E.
chrysorrhoea

Iako nisu zabeleZene razlike izmedu kontrolne i grupa larvi tretiranih fluorantenom, uoceno je
statisticki znaCajano smanjenje specificne aktivnosti glutation reduktaze u tkivu srednjeg creva E.
chrysorrhoea larvi koje su bile izlozene vecoj koncentraciji, u odnosu na grupu larvi izlaganih
manjoj koncentraciji fluorantena u hrani (Slika 26).
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Slika 26. Specificna aktivnost glutation reduktaze (SA GR) u tkivu srednjeg creva larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znac¢ajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.1.16. Koncentracija glutationa u tkivu srednjeg creva larvi E. chrysorrhoea

Ishrana vestatkom dijetom sa dodatkom fluorantena je dovela do znaCajnog porasta koncentracije
glutationa u tkivu srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 27).
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Slika 27. Koncentracija glutationa (GSH) u tkivu srednjeg creva larvi E. chrysorrhoea hranjenih
vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane.
Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.1.17. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija karboksilesteraza u celom
srednjem crevu larvi L. dispar

Dugotrajna ishrana dijetom sa dodatim fluorantenom nije znacajno uticala na aktivnost
karboksilesteraza u celom srednjem crevu L. dispar larvi (Slika 28). Nakon elektroforetske
detekcije vidljivo je 5 izoformi enzima. Cetiri izoforme su vidljive u svim grupama, dok je
ekspresija izoforme 13 izostala u kontrolnoj grupi. Najdominantnija je 11 izoforma i njen intenzitet
raste sa porastom koncentracije fluorantena. Sli¢an obrazac se moze uociti i kod izoforme 12, dok
kod preostalih izoformi nema vidljivih razlika u intenzitetu izmedu grupa (Slika 29a i 29Db).
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Slika 28. Specifi¢na aktivnost karboksilesteraza (SA CESs) u celom srednjem crevu larvi L. dispar
hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase
hrane. Vrednosti oznacene razliCitim slovima ukazuju na znac¢ajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 29. a. Zimogramska detekcija karboksilesteraza (CESs) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi
karboksilesteraza. 11, 12, I3, 14 i I5 oznadavaju enzimske izoforme.

4.1.18. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija karboksilesteraza u celom
srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea

Hroni¢na izloZenost fluorantenu u hrani nije dovela do promena aktivnosti karboksilesteraza u
celom srednjem crevu E. chrysorrhoea larvi (Slika 30). Nakon nativne elektroforeze detektovano je
prisustvo 3 izoforme. [zoforme I1 i1 12 se mogu uociti kod sve tri grupe, njihov intenzitet je najjaci u
grupi larvi koje su bile pod uticajem manje koncentracije fluorantena, kod kojih je detektovana i 13
izoforma (Slika 31a i 31b).
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Slika 30. Specificna aktivnost karboksilesteraza (SA CESs) u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli€itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 31. a. Zimogramska detekcija karboksilesteraza (CESs) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi
karboksilesteraza. 11, 12 i I3 oznacavaju enzimske izoforme.

4.1.19. Specificna aktivnost 1 zimogramska detekcija karboksilesteraza u tkivu
srednjeg creva larvi L. dispar

Specifi¢na aktivnost karboksilesteraza u tkivu srednjeg creva L. dispar se nije promenila nakon
dugotrajne ishrane larvi dijetom sa razli¢itim koncentracijama fluorantena, u odnosu na kontrolu
(Slika 32). Detektovano je prisustvo pet izoformi karboksilesteraza. Izoforme I3 i I4 imaju zna¢ajno
povecan intenzitet u grupi koja je bila pod hroni¢nim uticajem manje koncentracije fluorantena u
odnosu na druge dve grupe, dok se izoforma I2 ne uoc¢ava u kontrolnoj grupi (Slika 33a i 33b).

SA CESs (U/mg prot.)

25.000 1
a

20.000 A
15.000 +

a a
10.000 + T
5.000 A
0.000

C Fl Fh

Fe,27) = 3,210; P = 0,056

Slika 32. Specifi¢na aktivnost karboksilesteraza (SA CESSs) u tkivu srednjeg creva larvi L. dispar
hranjenih vestaCkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase
hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 33. a. Zimogramska detekcija karboksilesteraza (CESs) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi
karboksilesteraza. 11, 12, 13, 14 i I5 oznac¢avaju enzimske izoforme.

4.1.20. Specificna aktivnost 1 zimogramska detekcija karboksilesteraza u tkivu
srednjeg creva larvi E. chrysorrhoea

U tkivu srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi koje su bile pod uticajem manje koncentracije
fluorantena u hrani doslo je do zna¢ajnog povecanja specificne aktivnosti karboksilesteraze (Slika
34). Detekcijom aktivnosti enzima iz tkiva creva E. chrysorrhoea larvi na nativnom gelu, uoceno je
¢ak 7 izoformi. Najmanji broj izoformi se moze uociti U grupi koja je bila pod uticajem manje
koncentracije fluorantena, gde je prisustvo izoformi 13, 16 i 17 inhibirano. U kontrolnoj grupi se
primecuje odustvo I1, a u grupi tretiranoj ve¢om koncentracijom fluorantena odsustvo 12 izoforme
(Slika 35a i 35b).
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Slika 34. Specificna aktivnost karboksilesteraza (SA CESs) u tkivu srednjeg creva larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 35. a. Zimogramska detekcija karboksilesteraza (CESs) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi
karboksilesteraza. 11, 12, 13, 14, I5, 16 1 I7 oznacavaju enzimske izoforme.

4.1.21. Specifi¢na aktivnost glutation S-transferaze u celom srednjem crevu larvi L. dispar

Ishrana L. dispar vestackom dijetom sa dodatim fluorantenom nije znacajno uticala na specifi¢nu
aktivnost glutation S-transferaze u celom srednjem crevu larvi (Slika 36).
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Slika 36. Specificna aktivnost glutation S-transferaze (SA GST) u celom srednjem crevu larvi L.
dispar hranjenih vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve
mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p <
0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.1.22. Specifi¢na aktivnost glutation S-transferaze u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea

Dugotrajna ishrana vestackom dijetom sa dodatkom razli¢itih koncentracija fluorantena nije znacajno uticala
na specifi¢nu aktivnost glutation S-transferaze u celom srednjem crevu E. chrysorrhoea larvi (Slika 37).
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Slika 37. Specifi¢na aktivnost glutation S-tranferaze (SA GST) u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na zna€ajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.1.23. Specifi¢na aktivnost glutation S-transferaze u tkivu srednjeg creva larvi L. dispar

Specifi¢na aktivnost glutation S-transferaze u tkivu creva L. dispar larvi izlaganih delovanju razli¢itih
koncentracija fluorantena u hrani nije se znacajno promenila u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 38).
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Slika 38. Specifi¢na aktivnost glutation S-tranferaze (SA GST) u tkivu srednjeg creva larvi L.
dispar hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve
mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p <
0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Rezultati

4.1.24. Specifi¢na aktivnost glutation S-transferaze u tkivu srednjeg creva larvi E.
chrysorrhoea

Znacajno povecanje specifi¢ne aktivnosti glutation S-transferaze uoceno je u tkivu srednjeg creva
E. chrysorrhoea larvi nakon tretmana obema koncentracijama fluorantena (Slika 39).
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Slika 39. Specifi¢na aktivnost glutation-S-tranferaze (SA GST) u tkivu srednjeg creva larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.1.25. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza za parametre antioksidativne zastite i
aktivnosti glutation S-transferaze u celom srednjem crevu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza primenjena na rezultate parametara antioksidativne zastite i
aktivnosti glutation S-transferaze celog srednjeg creva larvi obe vrste, izlaganih manjoj koncentraciji
fluorantena prisutnog u hrani, za prvu funkciju pokazala je 93% od ukupne heterogenosti dok je na
drugoj funkciji heterogenost iznosila 4,9%. Parametri koji su najvise doprineli razdvajanju vrsta su
specificne aktivnosti enzima GST i GR, kao i koncentracija GSH (Slika 40a).

Sto se ti¢e analize za veéu koncentraciju fluorantena, rezultati su dosta sliéni. Na prvoj funkciji se
moze uociti veliko razdvajanje gde heterogenost iznosi 94,5%, dok je na drugoj 4,1%. Parametri
koji su najviSe doprineli razdvajanju su isti kao 1 za manju koncentraciju fluorantena, specificne
aktivnosti enzima GST i GR, kao i koncentracija GSH (Slika 40Db).
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Slika 40. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza za parametre antioksidativne zastite i
aktivnosti glutation S-transferaze u celom srednjem crevu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea za a.
manju (6,7 ng / g suve mase hrane) i b. ve¢u (67 ng / g suve mase hrane) koncentraciju fluorantena.

4.1.26. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza za parametre antioksidativne zastite i
aktivnosti glutation S-transferaze u tkivu srednjeg creva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza za ispitivane parametre u tkivu srednjeg creva je
takode pokazala razdvajanje izmedu vrsta, ali neSto manje u odnosu na rezultate ispitivanih
parametara celog srednjeg creva. Prva kanonijska funkcija za manju koncentraciju fluorantena
pokazala je 66,9 % od ukupne heterogenosti, dok je za drugu funkciju uoceno 29,4 %. Parametri

koji su najviSe doprineli razdvajanju su specificna aktivnost enzima GST i koncentracija GSH
(Slika 41a).

Razdvajanje po prvoj fukciji za vecu koncentraciju fluorantena je iznosilo 78,3 % od ukupne
heterogenosti, dok je za drugu funkciju heterogenost bila 19,5 %. Parametri koji su najvise doprineli
razdvajanju su specifi¢ne aktivnosti enzima SOD i CAT kao i koncentracija GSH (Slika 41b).
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Slika 41. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza za parametre antioksidativne zastite i
aktivnosti glutation S-transferaze u tkivu srednjeg creva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea za a.
manju (6,7 ng / g suve mase hrane) i b. ve¢u (67 ng / g suve mase hrane) koncentraciju fluorantena.

4.2. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na aktivnost enzima antioksidativne
zastite u hemolimfi larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

4.2.1. Aktivnost superoksid dismutaze i katalaze u hemolimfi larvi L. dispar

Znacajno smanjenje aktivnosti superoksid dismutaze detektovano je u hemolimfi larvi L. dispar izlaganih
vecoj koncentraciji fluorantena, dodatog vestackoj diijeti, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 42).
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Slika 42. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u hemolimfi larvi L. dispar hranjenih vestackom dijetom
koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti ozna¢ene razli¢itim
slovima ukazuju na zna¢ajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Rezultati

Znacajno, dozno-zavisno povecanje pokazano je za aktivnost katalaze u hemolimfi L. dispar larvi
gajenih na vestackoj dijeti sa dodatim fluorantenom, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 43).
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Slika 43. Aktivnost katalaze (CAT) u hemolimfi larvi L. dispar hranjenih vestackom dijetom koja
je sadrzala 6,7 ng (FI) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene razliitim
slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.2.2. Aktivnost superoksid dismutaze i katalaze u hemolimfi larvi E. chrysorrhoea
U hemolimfi E. chrysorrhoea larvi nisu uocene promene aktivnosti superoksid dismutaze nakon

dugotrajne izlozenosti fluorantenu, konzumiranom kroz dijetu (Slika 44).
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Slika 44. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u hemolimfi larvi E. chrysorrhoea hranjenih
vestaCkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane.
Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).

Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Rezultati

Za razliku od aktivnosti superoksid dismutaze, aktivnost katalaze je znac¢ajno smanjena u hemolimfi
E. chrysorrhoea larvi gajenih na dijeti sa razli¢itim koncentracijama fluorantena (Slika 45).

CAT (U/ ml hemolimfe)

150 ~

a

I
100 ~ P
50 4

0
C Fl Fh
F,27=18,490; P=0,000

Slika 45. Aktivnost katalaze (CAT) u hemolimfi larvi E. chrysorrhoea hranjenih vesStackom
dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti
oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su
prikazani kao X+SG.

4.3. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na parametre detoksifikacionog sistema
u mozgu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

4.3.1. Specifi¢na aktivnost karboksilesteraza u mozgu larvi L. dispar

Dugotrajna ishrana vesStackom dijetom sa dodatom vecom koncentracijom fluorantena dovela je do
redukcije specifi¢ne aktivnosti karboksilesteraze u mozgu L. dispar larvi (Slika 46).
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Rezultati
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Slika 46. Specifi¢na aktivnost karboksiliesteraza (SA CESs) u mozgu larvi L. dispar hranjenih vestackom
dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene
razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.3.2. Specifi¢na aktivnost karboksilesteraza u mozgu larvi E. chrysorrhoea

Specificna aktivnost karboksilesteraze u mozgu E. chrysorrhoea larvi ne pokazuje statisticki
znacajne promene nakon hroni¢nog dejstva fluorantena, dodatog hrani (Slika 47).
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Slika 47. Specificna aktivnost karboksiliesteraza (SA CESs) u mozgu larvi E. chrysorrhoea hranjenih
vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene
razlicitim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.3.3. Specifi¢na aktivnost acetilholinesteraza u mozgu larvi L. dispar

Dugotrajna ishrana vestaCkom dijetom sa dodatim fluorantenom nije dovela do znacajnih razlika
aktivnosti acetilholinesteraza u mozgu L. dispar larvi, u odnosu na kontrolnu grupu. Medutim,
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Rezultati

aktivnost enzima inhibirana je u grupi larvi koje su bile izlagane vecoj koncentraciji fluorantena u
hrani, u odnosu na grupu koja je bila pod uticajem manje koncentacije ovog zagadivaca (Slika 48).
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Slika 48. Specificna aktivnost acetilholinesteraza (SA AChE) u mozgu larvi L. dispar hranjenih
vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane.
Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.3.4. Specifi¢na aktivnost acetilholinesteraza u mozgu larvi E. chrysorrhoea

Hroni¢na izloZenost razli¢itim koncentracijama fluorantena, dodatim hrani, nije imala znacajnog
uticaja na specificnu aktivnost acetilholinesteraza u mozgu E. chrysorrhoea larvi (Slika 49).
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Slika 49. Specifi¢na aktivnost acetilholinesteraza (SA AChE) u mozgu larvi E. chrysorrhoea hranjenih
vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti
oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani
kao X+SG.
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Rezultati

4.4. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na ekspresiju Hsp70 u celom srednjem
crevu i mozgu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

4.4.1. Ekspresija Hsp70 u celom srednjem crevu larvi L. dispar

Dugotrajno izlaganje larvi L. dispar manjoj koncentraciji fluorantena dodatoj hrani, dovelo je do
smanjenja ekspresije Hsp70 proteina u celom srednjem crevu, dok je izlaganje vecoj koncentraciji
ovog zagadivaca imalo suprotan efekat (Slika 50a i 50b).
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Slika 50. Efekat fluorantena na ekspresiju Hsp70 u celom srednjem crevu larvi L. dispar hranjenih
vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. a.
Western blot. b. Denzitometrijska analiza intenziteta ekspresije elektroforetskih traka Hsp70.

4.4.2. Ekspresija Hsp70 u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea

Utvrdeno je smanjenje ekspresije Hsp70 proteina u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea
nakon tretmana manjom koncentracijom fluorantena, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 51a i 51b).
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Slika 51. Efekat fluorantena na ekspresiju Hsp70 u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea hranjenih
vestaCkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) 1 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. a. Western
blot. b. Denzitometrijska analiza intenziteta ekspresije elektroforetskih traka Hsp70.

4.4.3. Ekspresija Hsp70 u mozgu larvi L. dispar

Znacajno povecanje koncentracije Hsp70 proteina detektovano je u mozgu L. dispar larvi koje su hranjene
vestackom dijetom sa dodatom manjom koncentracijom fluorantena (Slika 52a). Analizom intenziteta
ekspresije elektroforetskih traka Hsp70 kod larvi hroni¢no izlaganih fluorantenu, dodatom hrani, uoceno je
smanjenje ekspresije Hsp70 proteina u mozgu, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 52b i 52¢).
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Slika 52. Efekat fluorantena na koncentraciju Hsp70 u mozgu larvi L. dispar hranjenih vestackom
dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane; a. Koncentracije
Hsp70 dobijene ELISA testom; b. Western blot. c. Denzitometrijska analiza intenziteta ekspresije
elektroforetskih traka Hsp70.
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Rezultati

4.4.4. Ekspresija Hsp70 u mozgu larvi E. chrysorrhoea

Znacajno smanjene koncentracije Hsp70 detektovane su u mozgu E. chrysorrhoea larvi izlaganih
razliCitim koncentracijama fluorantena, dodatim hrani (Slika 53a). Analiza ekspresije
elektroforetskih traka Hsp70 je pokazala povecanje intenziteta ekspresije Hsp70 u mozgu E.
chrysorrhoea larvi nakon tretmana fluorantenom (Slika 53b i 53c).
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Slika 53. Efekat fluorantena na koncentraciju Hsp70 u mozgu larvi E. chrysorrhoea hranjenih
vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane; a.
Koncentracije Hsp70 dobijene ELISA testom b. Western blot. ¢. Denzitometrijska analiza
intenziteta ekspresije elektroforetskih traka Hsp70.

4.5. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na aktivnost digestivnih enzima
srednjeg creva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

4.5.1. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija tripsina u celom srednjem crevu
larvi L. dispar

Znacajno smanjenje specificne aktivnosti tripsina detektovano je u celom srednjem crevu larvi L.
dispar hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala razli¢ite koncentracije fluorantena, pri ¢emu je
efekat organskog zagadivaca prisutnog u hrani bio veci kod larvi izlaganih manjoj koncentraciji
(Slika 54). Zimogramskom detekcijom je utvrdeno postojanje dve izoforme. Izoforma I1 je prisutna
u sve tri grupe, smanjenog intenziteta u grupama tretiranim fluorantenom u poredenju sa
kontrolnom grupom. Prisustvo izoforme I2 je uoceno samo u kontrolnoj grupi (Slika 55a i 55b).
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Slika 54. Specifi¢na aktivnost tripsina (SA TRY) u celom srednjem crevu larvi L. dispar hranjenih
vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane.
Vrednosti oznacene razliCitim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 55. a. Zimogramska detekcija tripsina (TRY) nakon nativne poliakrilamid gel elektroforeze.
b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi tripsina. 11 i 12
oznacavaju enzimske izoforme.
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4.5.2. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija leucin aminopeptidaze u celom
srednjem crevu larvi L. dispar

Prisustvo manje koncentracije fluorantena u hrani uzrokovalo je znacCajno smanjenje specificne
aktivnosti leucin aminopeptidaze u celom srednjem crevu L. dispar larvi, u poredenju sa
kontrolnom grupom (Slika 56). Detekcijom aktivnosti leucin aminopeptidaze na nativhom
poliakrilamidnom gelu otkriveno je prisustvo 3 izoforme. Izoforma I1 je prisutna u sve tri grupe,
dok se izoforme 12 i I3 uocavaju u kontrolnoj i grupi larvi izlaganih vecoj koncentraciji fluorantena
u hrani. Intenzitet I1 izoforme je najmanje izrazen u gupi tretiranoj manjom koncentracijom
fluorantena (Slika 57a i 57b).
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Slika 56. Specificna aktivnost leucin aminopeptidaze (SA LAP) u celom srednjem crevu larvi
L.dispar hranjenih vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suvemase hrane. Vrednosti oznac¢ene razlicitim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 57. a. Zimogramska detekcija leucin aminopeptidaze (LAP) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi
leucin aminopeptidaze. 11, 12 i I3 oznacavaju enzimske izoforme.

4.5.3. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija lipaze u celom srednjem crevu
larvi L. dispar

Analizom specifi¢ne aktivnosti lipaze u celom srednjem crevu larvi L. dispar, uoéeno je da ishrana
larvi dijetom sa dodatkom fluorantena (koncentracije 6,7 i 67 ng / g suve mase hrane) nije imala
statisticki znacajnog efekta na aktivnost enzima (Slika 58). Zimogramska detekcija je ukazala na

prisustvo 2 izoforme u sve tri eksperimentalne grupe, pri cemu se uocava dozno-zavisno povecanje
intenziteta izoforme 11, dok se intenzitet izoforme 12 nije menjao sa tretmanima (Slika 59a i 59b).
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Rezultati
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Slika 58. Specifi¢na aktivnost lipaze (SA Lipaze) u celom srednjem crevu larvi L. dispar hranjenih
vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane.
Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 59. a. Zimogramska detekcija lipaze nakon nativne poliakrilamid gel elektroforeze. b.
Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi lipaze. 11 i 12
oznacavaju enzimske izoforme.

4.5.4. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija tripsina u celom srednjem crevu
larvi E. chrysorrhoea

U celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom sa dodatom vecom
koncentracijom fluorantena utvrdeno je znacajno smanjenje specifi¢ne aktivnosti tripsina (Slika 60).
Zimogramskom detekcijom je uoceno prisustvo cetiri izoforme enzima. [zoforma 12 je prisutna samo
u kontrolnoj grupi, dok su preostale tri prisutne u svim eksperimentalnim grupama. lzoforma 14 je
najjaceg intenziteta u sve tri grupe, s tim da se njen intenzitet smanjuje u grupi tretiranoj ve¢om
koncentracijom fluorantena. Isti trend se moze videti i kod preostalih izoformi (Slika 61a i 61b).
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Slika 60. Specifi¢na aktivnost tripsina (SA TRY) u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea
hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase
hrane. Vrednosti oznacene razliCitim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 61. a. Zimogramska detekcija tripsina (TRY) nakon nativne poliakrilamid gel elektroforeze.
b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi tripsina. 11, 12,
13 1 14 oznacavaju enzimske izoforme.

Intenzitet elektroforetskih tralka

4.5.5. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija leucin aminopeptidaze u celom
srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea

Utvrdeno je da je dugotrajna izloZzenost manjoj koncentraciji fluorantena, dodatog hrani, dovela do
poveéanja specificne aktivnosti leucin aminopeptidaze u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea (Slika 62). Zimogramska detekcija je ukazala na prisustvo 3 izoforme. Izoforma I1 je
uocena u sve tri grupe, izoforma I2 u grupama tretiranim fluorantenom, dok se izoforma I3 moze
uoCiti samo u grupi izloZzenoj vecoj koncentraciji organskog zagadivaca. Za izoformu I1 je
karakteristicno smanjenje intenziteta enzimske trake u grupi tretiranoj veom koncentracijom
fluorantena, u odnosu na kontrolu (Slika 63a i 63b).
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Slika 62. Specifi¢na aktivnost leucin aminopeptidaze (SA LAP) u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

a. b.
1400000 1
oIl @mI2 mI3
[~
£ 1200000 — —
= —
Z 1000000 1
2
£ 800000 -
)
Il E 600000 1
)
I 2 § 400000 1
E 200000
I3 0
C Fl Fh

C Fl Fh

Slika 63. a. Zimogramska detekcija leucin aminopeptidaze (LAP) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi
leucin aminopeptidaze. 11, 12 i I3 oznacavaju enzimske izoforme.

4.5.6. Specificna aktivnost i zimogramska detekcija lipaze u celom srednjem crevu
larvi E. chrysorrhoea

Statisticki znacajno povecanje specificne aktivnosti lipaze uocava se u grupi larvi izlaganih manjoj
koncentraciji fluorantena, u odnosu na kontrolnu i grupu larvi dugotrajno izlaganih vecoj
koncentraciji fluorantena u hrani (Slika 64). Detekcijom aktivnosti lipaze na nativnom
poliakrilamidnom gelu uocene su dve izoforme Il i I2 u svim eksperimentalnim grupama.
Denzitometrijska analiza je pokazala povecanje intenziteta enzimskih traka u grupi koja je
dugotrajno izlagana manjoj koncentraciji fluorantena, dodatog hrani (Slika 65a i 65b).
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Slika 64. Specifi¢na aktivnost lipaze (SA Lipaze) u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea
hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (FI) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase
hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 65. a. Zimogramska detekcija lipaze nakon nativne poliakrilamid gel elektroforeze. b.
Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi lipaze. 11 i 12
oznacavaju enzimske izoforme.

4.5.7. Specificna aktivnost i zimogramska detekcija alkalnih fosfataza u celom
srednjem crevu L. dispar larvi

Specificne aktivnosti alkalnih fosfataza celog srednjeg creva L. dispar larvi nisu bile promenjene
nakon izlozenosti fluorantenu u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 66). Zimogramskom detekcijom
su zabelezene tri izoforme. Izoforme I1 i 12 su uocene u sve tri grupe, dok izoforma I3 nedostaje u
grupi koja je bila izlozena manjoj koncentraciji fluorantena. Najintenzivnija izoforma je 12 i njen
intenzitet se smanjuje sa povecanjem koncentracije fluorantena. Takode, moze se uociti da su
izoforma I1 u grupi larvi izlaganih manjoj koncentraciji zagadivaca prisutnog u hrani, kao i
izoforma I3 kod larvi izlaganih vecoj koncentraciji fluorantena, neznatno veceg intenziteta, u
poredenju sa kontrolom (Slika 67a i 67b).
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Rezultati

SA ALP (U/mg prot.)
0.250 -

0.200 A I

0.150 A

0.100 A

0.050 A

0.000

C Fl Fh
F2.27=1,011; P=0,377
Slika 66. Specifi¢na aktivnost alkalnih fosfataza (SA ALP) u celom srednjem crevu larvi L. dispar
hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase

hrane. Vrednosti oznacene razli€itim slovima ukazuju na znac¢ajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 67. a. Zimogramska detekcija alkalnih fosfataza (ALP) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih izoformi
alkalnih fosfataza. 11, 12 i I3 oznac¢avaju enzimske izoforme.

Intenzitet elektroforetskil

4.5.8. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija ukupnih kiselih fosfataza u celom
srednjem crevu larvi L. dispar

U celom srednjem crevu L. dispar larvi nisu detektovane statisticki znacajne promene aktivnosti
ukupnih kiselih fosfataza nakon dugotrajne izloZenosti fluorantenu (Slika 68). Nakon zimogramske
detekcije utvrdeno je da sve tri grupe odlikuje prisustvo tri izoforme. [zoforma 12 je najintenzivnija,
a njen intenzitet se smanjuje sa povecanjem koncentracije fluorantena u hrani (Slika 69a i 69b).
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Rezultati

SA ACP (U/mg prot.)
0.030 -

0.025 - I a
0.020
0.015
0.010

0.005 ~

0.000
C Fl Fh

F2n=1,582; P=0,224
Slika 68. Specificna aktivnost ukupnih kiselih fosfataza (SA ACP) u celom srednjem crevu larvi L.
dispar hranjenih vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve
mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p <
0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

2500000 1 OIl1 @12 mI3

= 2000000 4
1500000 4
1000000 4
500000 4
1o ] (]
C Fl1 Fh

Slika 69. a. Zimogramska detekcija ukupnih kiselih fosfataza (ACP) nakon nativne poliakrilamid
gel elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih
izoformi ukupnih kiselih fosfataza. 11, 12 i 13 oznacavaju enzimske izoforme.

Intenzitet elektroforetskih traka

C Fl Wh

4.5.9. Specifi¢na aktivnost lizozomskih i nelizozomskih kiselih fosfataza u celom
srednjem crevu larvi L. dispar

Kada je u pitanju specificna aktivnost lizozomskih kiselih fosfataza, nema znacajnih promena
nakon tretmana fluorantenom (Slika 70). Znacajno smanjenje aktivnosti nelizozomskih kiselih
fosfataza u celom srednjem crevu L. dispar larvi detektovano je nakon izloZenosti fluorantenu u
koncentraciji od 67 ng / g suve hrane (Slika 71).
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Rezultati

SA LACP (U/mg prot.)
0.025 A

0.020 -

0.015 A

0.010 +

0.005 -

0.000
C Fl Fh

F,24=1,582; P=0,226
Slika 70. Specifi¢na aktivnost lizozomskih kiselih fosfataza (SA LACP) u celom srednjem crevu
larvi L. dispar hranjenih vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po
g suve mase hrane. Vrednosti oznacCene razliCitim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu
grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

SA NLACP (U/mg prot.)

0.020 -
4
0.015 - ab
0.010 - b
0.005 1
0.000
C Fl Fh

F,23=5,200; P=0,014

Slika 71. Specificna aktivnost nelizozomskih kiselih fosfataza (SA NLACP) u celom srednjem
crevu larvi L. dispar hranjenih vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh)
fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne
razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.5.10. Specifi¢na aktivnost i zimogramska detekcija alkalnih fosfataza u celom
srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea

lako nema znacajnih razlika izmedju kontrolne i tretiranih grupa, specifi¢na aktivnost alkalnih
fosfataza redukovana je znacajno u grupi larvi koja je bila izlozena vecoj koncentraciji, u odnosu na
grupu izlaganu manjoj koncentraciji fluorantena (Slika 72). Detekcijom aktivnosti alkalnih
fosfataza na gelu, utvrdeno je postojanje samo jedne izoforme u sve tri grupe, znac¢ajno veceg
intenziteta u grupama tretiranim fluorantenom u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 73a i 73b).
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Rezultati

SA ALP (U/mg prot.)

0.350 ~

0.300 ~

0.250 ~
1

0.200 ~

0.150 ~

0.100 -

0.050 -

0.000
C Fl Fh

Fe,27=3,920; P=0,032
Slika 72. Specifi¢na aktivnost alkalnih fosfataza (SA ALP) u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 73. a. Zimogramska detekcija alkalnih fosfataza (ALP) nakon nativne poliakrilamid gel
elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovane izoforme 11
alkalnih fosfataza.

4.5.11. Specifi¢na aktivnost 1 zimogramska detekcija ukupnih kiselih fosfataza u
celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea

Statistickom analizom specifi¢ne aktivnosti ukupnih kiselih fosfataza u celom srednjem crevu E.
chrysorrhoea larvi detektovano je zna¢ajno povecanje aktivnosti enzima nakon tretmana fluorantenom u
koncentraciji od 6,7 ng /g suve hrane (Slika 74). Nakon elektroforetske detekcije kiselih fosfataza kod E.
chrysorrhoea larvi vidljive su ¢etiri izoforme. Izoforma I1 se moze uo¢iti samo u grupi tretiranoj manjom
koncentracijom fluorantena, dok je u preostale dve grupe inhibirana. Izoforme 12 i I3 najjaci intenzitet
pokazuju u grupi koja je bila pod uticajem manje koncentracije fluorantena. Kod dominantne 14 izoforme
nema uocljivih razlika u intenzitetu izmedu grupa (Slika 75a i 75b).
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Rezultati

SA ACP (U/mg prot.)
0.035 1 b

0.030 -~ T

0.025 +

0.020 +

0.015 A

0.010 -

0.005 1

0.000

C Fl Fh
F,27=14,049; P=0,000
Slika 74. Specifi¢na aktivnost ukupnih kiselih fosfataza (SA ACP) u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli€itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa
(p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Slika 75. a. Zimogramska detekcija ukupnih kiselih fosfataza (ACP) nakon nativne poliakrilamid
gel elektroforeze. b. Denzitometrijska analiza intenziteta elektroforetskih traka detektovanih
izoformi ukupnih kiselih fosfataza. 11, 12, 13 i 14 oznac¢avaju enzimske izoforme.

4.5.12. Specifi¢na aktivnost lizozomskih i nelizozomskih kiselih fosfataza u celom
srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea

Evidentno je povecanje specifi¢ne aktivnosti lizozomskih Kiselih fosfataza u grupi E. chrysorrhoea
larvi tretiranih manjom koncentracijom fluorantena u donosu na kontrolu (Slika 76), dok za

specificne aktivnosti nelizozomskih fosfataza nisu detektovane statisticki znacajne razlike izmedju
kontrolne i grupa larvi izlaganih fluorantenu, prisutnom u hrani (Slika 77).
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Rezultati

SA LACP (U/mg prot.)

0.025 - b
:
0.020 -
0.015 - a
a
:
0.010 -
0.005 -
0.000
C Fl Fh

F,27=18,846;P=0,000

Slika 76. Specifi¢na aktivnost lizozomskih kiselih fosfataza (SA LACP) u celom srednjem crevu
larvi E. chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh)
fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznac¢ene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne
razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

SA NLACP (U/mg prot.)

0.015
0.010 - a
d
0.005 - a
T
0.000

C Fl Fh
Fe,25 = 1,206; P =0,316
Slika 77. Specificna aktivnost nelizozomskih kiselih fosfataza (SA NLACP) u celom srednjem
crevu larvi E. chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh)
fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne
razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.5.13. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza aktivnosti digestivnih enzima, tripsina,
leucin aminopeptidaze i lipaze, u celom srednjem crevu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza je primenjena radi utvrdivanja razlika i/ili slicnosti u
promenama aktivnosti digestivnih enzima, tripsina i leucin aminopeptidaze, kao i lipaze, celog srednjeg
creva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea, nakon hroni¢nog stresa izazvanog fluorantenom dodatim u
hranu.
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Rezultati

Kanonijska diskriminaciona analiza za manju koncentraciju fluorantena pokazala je razdvajanje po
prvoj kanonijskoj funkciji koja nosi 73 % heterogenosti, cemu je najviSe doprinela specifi¢na
aktivnost leucin aminopeptidaze. Larve ovih vrsta su pokazale razdvajanje po drugoj funkciji 27 %, a
enzim koji je najvise dorpineo razdvajanju u ovom slucaju je specifi¢na aktivnost tripsina (Slika 78a).

Za ispitivanje odgovora na prisustvo vece koncentracije fluorantena u hrani, prva kanonijska
funkcija pokazala je 87,1 % od ukupne heterogenosti, dok je za drugu funkciju uoceno 11,9 %.
Parametri koji su najviSe doprineli razdvajanju su specificna aktivnost lipaze po prvoj kanonijskoj
funkciji, odnosno specifi¢na aktivnost tripsina po drugoj kanonijskoj funkciji (Slika 78b).
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Slika 78. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza digestivnih enzima (TRY, LAP, lipaza) L.
dispar i E. chrysorrhoea larvi za a. manju (6,7 ng / g suve mase hrane) i b. ve¢u (67 ng / g suve
mase hrane) koncentraciju fluorantena.

4.5.14. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza aktivnosti digestivnih enzima,
fosfataza, u celom srednjem crevu L. dispar i E. chrysorrhoea larvi

Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza je primenjena radi utvrdivanja razlika i/ili slicnosti u
promenama aktivnosti digestivnih enzima, alkalnih, ukupnih kiselih, lizozomskih i nelizozomskih
kiselih fosfataza celog srednjeg creva L. dispar i E. chrysorrhoea larvi koje su nastale kao posledica
stresa izazvanog dodatkom fluorantena u ishranu.

Kanonijska diskriminaciona analiza za manju koncentraciju fluorantena pokazala je razdvajanje po
prvoj kanonijskoj funkciji koja nosi 69,8 % heterogenosti, ¢emu su najviSe doprinele specificne
aktivnosti lizozomskih i nelizozomskih kiselih fosfataza. Razdvajanje po drugoj funkciji je iznosilo
30,1 %, a enzim koji je najvise doprineo razdvajanju u ovom sluc¢aju su bile ukupne kisele fosfataze
(Slika 79a).

Primenom kanonijske diskriminacione analize za vecu koncentraciju fluorantena moze se uociti da
je razdvajanje po prvoj kanonijskoj funkeiji nize nego u prethodnom slucaju 1 iznosilo je 50,9 % od
ukupne heterogenosti, dok je za drugu funkciju voceno 47,8 %. Parametri koji su najviSe doprineli
razdvajanju su alkalne, lizozomske i nelizozomske kisele fosfataze po prvoj kanonijskoj funkciji,
odnosno specifi¢na aktivnost alkalnih fosfataza po drugoj kanonijskoj funkciji (Slika 79b).
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Rezultati
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Slika 79. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza digestivnih enzima (fosfataza) L. dispar i E.
chrysorrhoea larvi za a. manju (6,7 ng / g suve mase hrane) i b. ve¢u (67 ng / g suve mase hrane)
koncentraciju fluorantena.

4.6. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na sadrzaj lipida i trehaloze u
hemolimfi larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

4.6.1. Koncentracija lipida i trehaloze u hemolimfi larvi L. dispar

Dugotrajna izlozenost fluorantenu, dodatom hrani, nije znacajno uticala na koncentraciju lipida u
hemolimfi L. dispar larvi, u odnosu na kontrolu (Slika 80). Znacajno smanjenje koncentracije
trehaloze utvrdeno je u hemolimfi larvi izlaganih delovanju fluorantena u koncentraciji od 6,7 ng /g
suve mase hrane, u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 81).

Konc. lipida (mg/ml)
3.000 -

2.500 - a a

2.000 ~ I
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0.500 H

0.000

C FI Fh
F(238=1,234; P=0,303

Slika 80. Koncentracija lipida u hemolimfi larvi L. dispar hranjenih vestatkom dijetom koja je
sadrzala 6,7 ng (FI) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim
slovima ukazuju na zna&ajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Rezultati

Konc. trehaloze (mg/ml)
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F,38=4,005; P=0,026

Slika 81. Koncentracija trehaloze u hemolimfi larvi L. dispar hranjenih vestackom dijetom koja je
sadrzala 6,7 ng (FI) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim
slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.6.2. Koncentracija lipida i trehaloze u hemolimfi larvi E. chrysorrhoea

Dugotrajna izlozenost E. chrysorrhoea fluorantenu dodatom hrani nije imala statisticki znacajnog
uticaja na koncentracije lipida i trehaloze u hemolimfi larvi tretiranih grupa, u odnosu na kontrolnu
grupu larvi (Slike 82 i 83).
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Slika 82. Koncentracija lipida u hemolimfi larvi E. chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja
je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene razlicitim
slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Rezultati

Konc. trehaloze (mg/ml)
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Slika 83. Koncentracija trehaloze u hemolimfi larvi E. chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja
je sadrzala 6,7 ng (FI) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznaéene razli¢itim
slovima ukazuju na znadajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.7. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na osobine Zivotne istorije larvi L.
dispar i E. chrysorrhoea

4.7.1. Trajanje razvi¢a i masa larvi L. dispar

Dugotrajna ishrana L. dispar larvi vestatkom dijetom koja je sadrzala vecu koncentraciju
fluorantena dovela je do znacajno produzenog trajanja njihovog razvica od ulaska u tre¢i stupanj do
treceg dana petog stupnja (Slika 84a). Prisustvo fluorantena u hrani nije imalo uticaja na ukupno
trajanje razvica (od piljenja do treeg dana petog stupnja) larvi L. dispar, u poredenju sa istim u
kontrolnoj grupi larvi. Medutim znacajno produZeno trajanje razvica uocava se kod larvi izlaganih
vecoj koncentraciji, u odnosu na trajanje razvica larvi izlaganih manjoj koncentraciji fluorantena u
hrani (Slika 84b). Gajenje larvi na dijeti sa dodatkom manje koncentracije fluorantena uzrokovalo
je redukciju mase L. dispar larvi petog stupnja (tre¢i dan), (Slika 84c).
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Rezultati
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Slika 84. Efekat fluorantena na a. trajanje razvica od ulaska u tre¢i stupanj do treceg dana petog
stupnja, b. trajanje razvi¢a od piljenja do treCeg dana petog stupnja i C. masu petog stupnja (tre¢i dan)
larvi L. dispar hranjenih vestackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g
suve mase hrane. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima ukazuju na znacajne razlike izmedu grupa (p
< 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.7.2. Trajanje razvica i masa larvi E. chrysorrhoea

Ishrana veStackom dijetom sa dodatim fluorantenom dovela je do znacajnog produZetka trajanja
razvica od ulaska u treci stupanj do treCeg dana petog stupnja (Slika 85a), a smanjenja masa petog
stupnja (tre¢i dan) E. chrysorrhoea larvi (Slika 85b).
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Rezultati
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Slika 85. Efekat fluorantena na a. trajanje razvic¢a od ulaska u tre¢i stupanj do tre¢eg dana petog
stupnja i b. masu petog stupnja (tre¢i dan) larvi E. chrysorrhoea hranjenih vestackom dijetom koja
je sadrzala 6,7 ng (Fl) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane. Vrednosti oznacene razlicitim
slovima ukazuju na znac¢ajne razlike izmedu grupa (p < 0,05). Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.7.3. Relativna brzina rasta larvi L. dispar

Hronic¢ni tretman razli¢itim koncentracijama fluorantena dodatim hrani imao je znacajan uticaj na
relativnu brzinu rasta L. dispar larvi. Relativne brzine rasta od ulaska u tre¢i stupanj do treceg dana
petog stupnja (RGRt), kao i tokom tri dana petog stupnja (RGRs/3) su znacajno smanjene u grupama
koje su bile izlagane fluorantenu, u odnosu na kontrolne grupe larvi (Slika 86a i 86b).
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Rezultati
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He, 251y = 12,301; P = 0,002
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0.250 1

0.200 1 I

0.150 1

0.100 1

0.050 1

0.000

C Fl Fh
H2, 250) = 16,616; P = 0,000
Slika 86. Efekat fluorantena na relativne brzine rasta a. RGRt i b. RGRs3 larvi L. dispar hranjenih
veStackom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase hrane.
Vrednosti oznacene razliitim slovima ukazuju na znaajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.

4.7.4. Relativna brzina rasta larvi E. chrysorrhoea

Kod larvi E. chrysorrhoea dugotrajno izlaganih razli¢itim koncentracijama fluorantena dodatim
hrani, takode je detektovano znacajno smanjenje relativnih brzina rasta od ulaska u tre¢i stupanj do
treCeg dana petog stupnja (RGRt), kao i tokom tri dana petog stupnja (RGRss3), u poredenju sa
kontrolom (Slika 87a i 87b).
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Rezultati

RGR! (mg/d)
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RGR ;5 (mg/d)
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0.200 1

0.150 1

0.100 1

0.050 1

0.000
C Fl Fh

H, 221y = 24.821; P = 0,000
Slika 87. Efekat fluorantena na relativne brzine rasta a. RGRt i b. RGRsy3 larvi E. chrysorrhoea
hranjenih vestatkom dijetom koja je sadrzala 6,7 ng (F1) i 67 ng (Fh) fluorantena po g suve mase
hrane. Vrednosti oznacene razliCitim slovima ukazuju na znac¢ajne razlike izmedu grupa (p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao X+SG.
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Diskusija

5.1. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na parametre antioksidativne zastite i
detoksifikacije srednjeg creva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Relativho mali broj istrazivanja odnosi se na efekte policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika na
kopnene insekte, dok je ispitivanje uticaja fluorantena na zivi svet uglavnom vezano za vodene
organizme (Bach i sar., 2005; Schuler i sar., 2007; Baas i sar., 2010). Wernersson i Dave (1998) su
utvrdili da izlaganje UV svetlosti pojacava toksicne efekte fluorantena na Daphnia magna,
indukujuéi proizvodnju tzv. singlet kiseonika ili slobodnih radikala. Autori su takode sugerisali da
pojedini antioksidansi ili druge supstance koje vezuju slobodne radikale mogu smanjiti osetljivost
organizma na toksi¢nost fluorantena. Takode, potvrdena je i veza izmedu akutnog delovanja
subletalne doze fluorantena i indukcije detoksifikacionih enzima kod Aedes aegypti larvi
(Poupardin i sar., 2008), kao i to da fluoranten suplementisan u vestacku dijetu za gajenje gubara
uzrokuje povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima kod larvi ove vrste (Mrdakovi¢ i sar., 2015).
Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju znacajne promene antioksidativnih parametara u
srednjem crevu L. dispar i E. chrysorrhoea larvi koje su bile gajene na dijeti sa dodatkom razlicitih,
sredinski relevantnih koncentracija fluorantena. Ovaj odgovor se i o¢ekivao s’obzirom da je srednje
crevo Lepidoptera glavno mesto odbrane od Stetnih efekata ksenobiotika unetih ishranom. Pored
uloga u zastiti crevnog epitela od abrazije Cesticama hrane, unetih ksenobiotika i patogena, kao i
procesu digestije, opisana je i uloga peritrofne membrane u antioksidativnoj odbrani (Barbehenn,
2001; Terra, 2001), a pomenute promene su uocene kako u srednjem crevu, tako i u tkivu srednjeg
creva bez peritrofne membrane, larvi ovih vrsta Lepidoptera.

Enzim antioksidativne zastite koji je pokazao najvecu osetljivost na prisustvo fluorantena u hrani
kod L. dispar larvi je superoksid dismutaza. Znac¢ajno povecanje aktivnosti ovog enzima zabelezeno
je u celom srednjem crevu i u tkivu srednjeg creva L. dispar larvi koje su hranjene dijetom sa
dodatkom fluorantena. Iako je oc¢ekivano da ROS bivaju eliminisani iz lumena creva u reakciji sa
antioksidansima niske molekulske tezine, ili uceS¢em peritrofne membrane, peroksidi mogu da
difunduju u epitel srednjeg creva i izazovu ozbiljna oSteCenja celija (Ahmad, 1992; Barbehenn i
sar., 2001; Krishnan i Kodrik, 2006). Detektovana povecana aktivnost superoksid dismutaze
ukazuje na povecano stvaranje superoksid anjon radikala u prisustvu organskog zagadivaca u hrani,
kao i1 na njihovu konverziju u vodonik-peroksid. Ovakav odgovor je prethodno utvrden kod L.
dispar larvi koje su bile izlagane trofickom stresu i delovanju alelohemikalija, delovanju
kadmijuma, kao i benzo[a]pirena (Peri¢-Mataruga i sar., 1997, 2015; Mir¢i¢ i sar., 2013; Ilijin i sar.,
2015). S’obzirom da CAT razlaze vodonik-peroksid na kiseonik i vodu, povecana aktivnost
superoksid dismutaze je pracena povecanom aktivnoscu katalaze (Halliwell i Gutteridge, 2015), sto
je i detektovano u tkivu srednjeg creva L. dispar larvi. Medutim, u celom srednjem crevu L. dispar
larvi nije doSlo do statisticki znacajnog povecanja aktivnosti katalaze u grupama koje su bile
izlagane delovanju fluorantena, u poredjenju sa kontrolom. lako se moze uociti rast aktivnosti
katalaze u grupi hranjenoj hranom sa ve¢om koncentracijom fluorantena, kao i razlika u enzimskom
odgovoru izmedju dve grupe larvi koje su bile izlozene fluorantenu, u ovom slucaju katalaza
verovatno nije ucestvovala u uklanjanju vodonik-peroksida. Znacajnu ulogu u uklanjanju vodonik-
peroksida moze imati askorbat-reciklirajuci sistem, Sto je pokazano kod larvi Orgya leucostigma
hranjenih dijetom bogatom prooksidansima (Barbehenn i sar., 2001). Superiorna odbrana ovih larvi
od oksidativnog stresa moZe se objasniti prisustvom vec¢ih koncentracija askorbata i glutationa u
lumenu srednjeg creva. Slede¢i enzim ¢iju smo promenu pod uticajem fluorantena ispitivali je
glutation reduktaza, enzim koji ima klju¢nu ulogu u odrZavanju normalnog funkcionisanja enzima
koji zavise od GSH, jer katalizuje redukciju GSSG do GSH (Wang i sar. 2001). Znacajan pad
aktivnosti GR uocen je u celom srednjem crevu larvi L. dispar koje su bile izlozene manjoj
koncentraciji fluorantena dodatoj hrani, iako su aktivnost GST i koncentracija ukupnog glutationa
ostale nepromenjene. Smanjena aktivnost glutation reduktaze, kao posledica delovanja o-
dihidroksifenola, prethodno je zabelezena kod dve vrste zitnih afida (Lukasik i Golawska, 2007).
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Pritsos i sar. (1988) takode su zabelezili smanjenu aktivnost ovog enzima kod larvi Papilio
polixenes koje su bile izloZzene kvercetinu, i ukazali da aktivnost GR moze zavisiti od metaboli¢kih
procesa, kao i od neenzimske oksidacije. Nepoznato je na koji na¢in fluoranten inhibira aktivnost
GR. Elliott i sar. (1992) su sugerisali inhibiciju reaktivnim intermedijerima alelohemikalija koji
blokiraju aktivno mesto vezivanja enzima i tako dovode do njegove inaktivacije. Medutim, ovaj
mehanizam inhibicije je manje efikasan kada je indukovana aktivnost superoksid dismutaze. Drugi
mehanizam inhibicije aktivnosti glutation reduktaze moze biti formiranje kompleksa sa
alelohemikalijom putem kovalentne ili vodoni¢ne veze. Uzimaju¢i u obzir povisenu aktivnost
superoksid dismutaze, detektovanu u celom srednjem crevu L. dispar larvi izlaganih fluorantenu u
hrani, moze se pretpostaviti da je smanjena aktivnost glutation reduktaze bila posledica vezivanja za
zagadivac, ili verovatnije, za neki od njegovih metabolita. Uprkos razlikama izmedu grupa
izlaganih fluorantenu, znacajne promene u ukupnoj koncentraciji glutationa nisu zabelezene ni u
celom srednjem crevu ni u tkivu srednjeg creva L. dispar larvi nakon izlaganja fluorantenu, u
poredenju sa kontrolom, sto bi moglo ukazati na uces¢e drugih mehanizama u metabolizmu
zagadivaca.

lako nisu zabelezene promene aktivnosti superoksid dismutaze u celom srednjem crevu E.
chrysorrhoea larvi, aktivnost katalaze je bila znacajno veca kod larvi izlaganih vecoj koncentraciji
fluorantena, dodatog hrani. Moze se pretpostaviti da je povecan nivo peroksida bio ishod neke
paralelne reakcije u organizmu, nezavisne od aktivnosti superoksid dismutaze. Prema Halliwell i
Gutteridge (2015), metabolicki procesi katalizovani drugim enzimima mogu dovesti do stvaranja
peroksida. Sli¢ni rezultati koji ukazuju na aktivnost katalaze direktno regulisane koncentracijom
peroksida zabelezeni su kod L. dispar larvi VI stupnja koje su bile na ishrani koja je sadrzala
kadmijum, kao i u srednjim crevu L. dispar larvi koje su ishranom unosile vece koncentracije
policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika (Mir¢i¢ i sar., 2013; Ilijin i sar., 2015; Mrdakovi¢ i sar.,
2015). Znacajno povecna aktivnost superoksid dismutaze i katalaze zabelezena je u tkivu srednjeg
creva E. chrysorrhoea larvi koje su bile pod uticajem manje koncentracije fluorantena u hrani.
Efekat slican hormezisu utvrden je kod insekata i drugih organizama izlaganih niskim
koncentracijama insekticida i teskih metala (Velki i Hackenberger, 2012; Ku i sar. 2015; Liu i sar.
2019).

Kada su u pitanju aktivnost glutation reduktaze i koncentracija ukupnog glutationa kod E.
chrysorrhoea larvi, zabelezili smo povecanje koncentracije GSH u tkivu srednjeg creva, u grupama
larvi koje su bile hranjene dijetom sa dodatkom fluorantena, dok promena aktivnosti glutation
reduktaze nije bilo, u poredjenju sa kontrolnom grupom. Rezultat za GSH nije bio ocekivan
obzirom da je u tkivu srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi detektovana i povecana aktivnost
glutation S-transferaze, Sto implicira pove¢anu konjugaciju GSH sa odredenim elektrofilnim
jedinjenjima 1 njegovo uklanjanje. Medutim koncentracija GSH moze biti povecana na razli¢ite
nacine. Na primer, moze se reciklirati u lumenu creva ili sintetisati u pljuvatnim zlezdama
(Barbehenn i sar., 2001). GSH je tripeptid (Glu-Cis-Gly) koji se nalazi u vecini zivotinjskih ¢elija
(Meister, 1994) i moze delovati direktno ili indirektno kao antioksidans. On uklanja Sirok spektar
slobodnih radikala, moze redukovati H202 (Davies, 2000) i reagovati sa 10z, O2-~ i HO- (Lesser,
2006). GSH je kofaktor pojedinih antioksidativnih enzima, a moze i da stopira lancane reakcije u
kojima ucestvuju slobodni radikali (Lesser, 2006). Povecana koncentracija GSH je nadena kod vise
vrsta insekata izlaganih stresnim uslovima. Allen i sar. (1984) su zabelezili pove¢anu koncentraciju
GSH kod musica izlozenih parakvatu. Peri¢-Mataruga i sar. (1997, 2015) su takode zabelezili vece
koncentracije GSH u srednjem crevu larvi gubara koje su bile hranjene bagremovim lis¢em ili
tretirane grelinom. Pored antioksidativnih svojstava, utvrdeno je da GSH igra i zna¢ajnu ulogu u
procesima razvica larvi Ostrinia nubilalis (Grubor-Lajisi¢ i sar., 1997).

Uoceno je da je dugotrajno delovanje fluorantena, dodatog hrani, dovelo do promena specifi¢nih
aktivnosti enzima i koncentracije GSH, koje su bile izrazenije u tkivu srednjeg creva larvi, u odnosu
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na celo srednje crevo, a najvec¢i broj enzima promenio je svoju aktivnost u tkivu srednjeg creva
tretiranih grupa larvi E. chrysorrhoea. Ekspresija izoformi enzima takode se razlikovala medu
tkivima, kao i medu vrstama. Zimogramskom detekcijom je otkriven veci broj proteinskih traka u
regionu aktivnosti superoksid dismutaze u celom srednjem crevu nego u tkivu srednjeg creva larvi
L. dispar, dok je kod E. chrysorrhoea larvi situacija bila suprotna. Ekspresija odredenih izoformi
moze biti energetski povoljan nain za eliminaciju zagadivatem indukovanih superoksid anjon
radikala i vodonik-peroksida iz odredenih tkiva larvi. Kanonijska diskriminaciona analiza je
potvrdila razlike izmedu vrsta, tj. razlike u odgovoru ispitivanih parametara u celom srednjem crevu
I tkivu srednjeg creva L. dispar i E. chrysorrhoea larvi koje su bile tretirane manjom i vecom
koncentracijom fluorantena, unetog ishranom.

Karboksilesteraze su klasa enzima koji katalizuju hidrolizu karboksilnih estara, njihova aktivnost i
ekspresija brojnih izoformi variraju u zavisnosti od tkiva i takode se razlikuju kod razli¢itih
organizama (Wheelock 1 sar., 2008). Pored uloga u fizioloSkim procesima koji uti¢u na razvoj i
ponasanje insekata, karboksilestraze su ukljucene u detoksifikaciju razli¢itih ksenobiotika (Yu i sar.,
2006; Després i sar., 2007; Kontogiannatos i sar., 2011; Wei i sar., 2021). Karboksilesteraze su
jedna od tri najvaznije klase enzima detoksifikacije kod insekata (Després i sar., 2007). Studija u
kojoj je ispitivana aktivnost esteraza u razli¢itim tkivima L. dispar larvi ukazuje na karboksilestrazu
kao dominantni enzim ¢ija je aktivnost najveca u srednjem crevu, dok nervni sistem karakterise
veéa aktivnost acetilholinesteraza. U hemolimfi je ukupna aktivnost esteraza bila zanemarljiva.
Takode, pokazane su znafajne promene aktivnosti karboksilesteraza srednjeg creva tokom razvoja
larvi od ranog treceg do sredine petog stupnja, Sto se poklapa sa periodom intenzivnijeg hranjenja
(Kapin i Ahmad, 1980). Uloga karboksilesteraza kao enzima koji u€estvuje u detoksifikaciji biljnih
hemikalija i insekticida, kao i1 u razvoju rezistencije na insekticide dokumentovana je kod razli¢itih
Lepidoptera i drugih insekata (Cao i sar., 2008; Zhu i sar., 2011; Lv i sar., 2014). S’obzirom da
fluoranten, za razliku od ostalin PAHSs, ne indukuje enzime citohrom P450 superfamilije koji su
uljuceni u fazu I biotransformacije, a neki autori ¢ak dovode u pitanje merljivost CYP enzima kod
beski¢menjaka (Hahn, 2002), uloga karboksilesteraza bi mogla biti vazna u procesu metaboli¢ke
transformacije ovog organskog zagadivaca. U ovoj studiji je zabelezeno znaajno povecanje
specificne aktivnosti karboksilesteraza u tkivu srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi izlozenih
manjoj koncentraciji fluorantena, dodatog hrani, dok prisustvo zagadivaca nije uticalo na aktivnost
enzima u celom srednjem crevu E. chrysorrhoea, niti u celom srednjem crevu ili tkivu srednjeg
creva L. dispar larvi. Porast aktivnosti karboksilesteraza pokazan je kod larvi Chironomus
sancticaroli, izlaganih delovanju benzo[a]pirena (Vicentini i sar., 2017), dok isti polutant nije imao
uticaj na njihovu aktivnost kod larvi Aedes aegypti (Riaz i sar., 2009). Ispitivanje efekata PAHs na
aktivnost karboksilesteraza u razli¢itim tkivima pacova pokazalo je da neki od njih mogu umereno
indukovati karboksilesteraznu aktivnost, dok drugi nisu imali nikakav uticaj na aktivnost enzima
(Nousiainen i sar., 1984). Ispituju¢i mikrozomske karboksilesteraze jetre kod nekoliko vrsta sisara,
Satoh i Hosokawa (1995) su zakljucili da izozimi karboksilesteraza, razli¢itih vrsta, pokazuju
razlike u afinitetu ka supstratima zbog razlika u aminokiselinskim sekvencama aktivnog mesta.

Ova studija otkrila je razli¢ite obrasce ekspresije izoformi ovoga enzima kod larvi obe vrste. Kako
fluoranten uglavnom nije uticao na specifi¢nu aktivnost karboksilesterza, pretpostavka je da bi
aktivna modulacija ekspresije izoformi mogla biti energetski isplativija za larve izlozene ovom
zagadivacu. Dakle, intenzivnije dve najdominantnije izoforme karboksilesteraze u celom srednjem
crevu L. dispar larvi, dugotrajno izlozenih svakoj od koncentracija fluorantena, kao i ekspresija
izoforme 13 kod larvi u tretiranim, ali ne i u kontrolnoj grupi, obezbeduju nepromenjenu aktivnost
enzima u prisustvu zagadivaca. Pet izoformi karboksilaze je detektovano i u tkivu srednjeg creva L.
dispar larvi, a primecen je pojacan intenzitet dve izoforme kod larvi izloZenih manjoj koncentraciji
fluorantena. Takode, ekspresija izoforme 12 je zabelezena kod larvi grupa tretiranih fluorantenom.
Kao i u celom srednjem crevu, razliita ekspresija izoformi u tkivu srednjeg creva omogucava
efikasnu aktivnost enzima, kao odgovor na prisustvo zagadivaca. lako je specificna aktivnost
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karboksilesteraze pokazala tendenciju povecanja, kod larvi izlaganih vecoj koncentraciji
zagadivaca, resursi su verovatno usmereni ka indukciji drugih enzima koji ucestvuju u procesu
detoksifikacije. U celom srednjem crevu E. chryorrhoea larvi se uofava pojacan intenzitet dve
enzimske izoforme u grupi tretiranoj manjom koncentracijom fluorantena, kao i prisustvo izoforme
I3 samo u toj grupi. S’ druge strane, znacajno povecana specifi¢na aktivnost karboksilesteraze u
tkivu srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi koje su bile izlozene manjoj koncentraciji fluorantena u
hrani moZe da sugeriSe odgovor enzima sli¢an hormezisu, mada inhibitorni efekat vece
koncentracije zagadivaca nije zabeleZen.

Glutation S-transferaza predstavlja najvazniji enzim faze II detoksifikacije i igra klju¢nu ulogu u
odbrani protiv razli¢itih sredinskih zagadivaca. GST uklanja toksi¢na, hidrofobna jedinjenja poput
PAHSs, katalizuju¢i njihovu konjugaciju sa GSH (Marrs, 1996; Lei i sar., 2003). Konjugacija PAHs
sa glutationom povecava njihovu rastvorljivost u vodi, i time omogucava organizmu da ih lakse
izlu¢i, kao S$to je pokazano na primeru rakova Macrophthalmus hirtipes (Koenig i sar., 2008). S’
druge strane, GST se takode moze smatrati komponentom sistema antioksidativne zastite, jer
uklanja perokside (Singh i sar., 2001; Krishnan i Kodrik, 2006), ili elektrofilne supstrate koji su
proizvod oksidativnog metabolizma (Chasseaud, 1979).

Znacajne promene aktivnosti glutation S- transferaze nisu zabelezene ni u celom srednjem crevu, ni
u tkivu srednjeg creva L. dispar larvi nakon izlaganja sredinski relevatnim koncentracijama
fluorantena, prisutnim u hrani, u poredenju sa kontrolnim grupama, $to ukazuje na uc¢e$c¢e drugih
mehanizama u metabolizmu ovog organskog zagadivaca. Sli¢an odgovor uocen je u celom
srednjem crevu E. chrysorrhoea larvi, ali je aktivnost glutation S-transferaze bila povecana u tkivu
srednjeg creva larvi izlaganih obema koncentracijama fluorantena u hrani. lako povecanje
aktivnosti GST podrazumeva konjugaciju sa redukovanim glutationom i smanjenje njegove
koncentracije, ukupna koncentracija GSH u tkivima srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi je
povecana, Sto ukazuje na znacaj prethodno opisanih odbrambenih uloga ovog jedinjenja. Povecana
aktivnost glutation S-transferaze zabelezena je kod nekoliko vrsta insekata kao odgovor na
zagadenje PAHs. Pokazano je da izlaganje larvi komaraca Aedes aegypti fluorantenu povecava
aktivnost glutation S-transferaze (Poupardin i sar., 2008). Gavrilovi¢ i sar. (2017) zabelezili su
povecanje aktivnosti ovog enzima u srednjem crevu L. dispar larvi kao odgovor na tretman
benzo[a]pirenom. Mrdakovi¢ i sar. (2019) su zabelezili znacajno povecanje aktivnosti glutation S-
transferaze kod nimfi Blaptica dubia nakon akutnog tretmana fluorantenom.

Nekoliko studija je pokazalo da i biljni sekundarni metaboliti indukuju aktivnost GST kod insekata
in vivo. Chrzanowski i sar. (2012) su utvrdili povecanje aktivnosti glutation S-transferaze kod afida
tretiranih fenolnom kiselinom. U srednjem crevu vrste Popillia japonica, koja je bila hranjena
laticima cveta biljke geranium, ili vestackom dijetom sa dodatkom kuiskualinske kiseline, takodje je
doslo do povecéanja aktivnosti glutation S-transferaze (Adesanya i sar., 2017). Aktivnost glutation
S-transferaze je bila povecana i pod uticajem kvercetina kod Bombyx mori (Zhang i sar., 2012.), kao
i taninske kiseline kod Micromelalopha troglodyta (Cheng i sar., 2015) i Helicoverpa armigera
(Chen i sar., 2003). Indukcija detoksifikacionih mehanizama vazna je komponenta fizioloSkih
adaptacija organizama u stanju stresa izazvanog prisustvom ksenobiotika.

5.2. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na aktivnost enzima antioksidativne
zaStite u hemolimfi larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Detektovane su takode i promene aktivnosti SOD i CAT u hemolimfi larvi L. dispar i E.
chrysorrhoea nakon izlaganja fluorantenu, dodatog hrani. Celije hemolimfe igraju klju¢nu ulogu u
imunoloskoj odbrani insekata. One su znaCajan pokazatelj stresa, sa procesima fagocitoze i
enkapsulacije kao odbrambenim odgovorima (Dubovskiy i sar., 2010; Jiang i sar., 2010). PAHs
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deluju kao imunotoksi¢ni agensi, a hroni¢na izlozenost ovim zagadivatima moze dovesti do
promena u imunskom odgovoru (Guo i sar., 2011). Promene u broju i vijabilnosti hemocita koje
smanjuju sposobnosti fagocitoze, i povecavaju prisustvo superoksidnih anjona, zabelezeni su kod
morskih beski¢menjaka izlozenih PAHs (Gopalakrishnan i sar., 2011; Giannapas i sar., 2012).
Takode se pokazalo da PAH jedinjenja nize molekulske mase indukuju oksidativni stres, stvarajuci
slobodne radikale u toku biotransformacije unutar lizozoma hemocita, narusavajuci tako njihov
integritet 1 fluidnost membrane (Giannapas 1 sar., 2012). Hannam 1 saradnici (2010) su uocili da
izlaganje Pecten maximus PAH fenantrenu dovodi do oksidativnog stresa Sto se ogleda u znac¢ajnom
smanjenju koli¢ine ukupnog GSH i pove¢anom nivou lipidne peroksidacije u hemolimfi.

U ovoj studiji, smanjena aktivnost superoksid dismutaze u hemolimfi larvi L. dispar izlaganih vecoj
koncentraciji fluorantena moze sugerisati indukciju enzimskih izoformi koje efikasno konvertuju
superoksid anjon radikale u vodonik-peroksid. Pan i sar. (2006) su takode utvrdili smanjenu
aktivnost superoksid dismutaze u hemolimfi Chlamis ferrari, usled izlaganja $koljki viSim
koncentracijama benzo[a]pirena i benzo(k)fluorantena. Dalja transformacija vodonik-peroksida u
kiseonik i vodu se vrsi pove¢anom aktivno$¢u katalaze, u obe grupe L. dispar larvi koje su izlagane
fluorantenu, prisutnom u hrani. Ranija istrazivanja su pokazala povecane aktivnosti superoksid
dismutaze i katalaze u hemolimfi L. dispar larvi koje su bile izlozene benzo[a]pirenu, pri cemu je
pretpostavljeno da su povecane aktivnosti pomenutih enzima povezane sa aktivacijom imunskog
sistema larvi (Gavrilovi¢ i sar., 2017), Sto podrazumeva stvaranje superoksidnih anjonskih radikala
u cCelijama hemolimfe (Ahmad i sar., 1991). Izlozenost E. chrysorrhoea larvi obema
koncentracijama fluorantena, dodatog hrani, rezultiralo je smanjenjem aktivnosti katalaze u
hemolimfi, §to sugeriSe uceS¢e drugih komponenti ili mehanizama odbrane od negativnih efekata
zagadivaca i njegovih metabolita. U¢eS¢e neenzimskih antioksidanasa, tiola i askorbata u procesima
enkapsulacije uoceno je u hemolimfi larvi Galleria mellonella (Grizanova i sar., 2018). Pokazano je
da inhibicija aktivnosti katalaze moze biti posledica delovanja superoksid anjonskih radikala 1
konverzije enzima u neaktivne forme (Kono i Fridovich, 1982). Pan i sar. (2006) sugeriSu da
promene aktivnosti antioksidativnih enzima u hemolimfi ukazuju na prisustvo odredenih oSte¢enja
organizma.

Znacajni efekti sredinski relevantnih koncentracija fluorantena na aktivnosti antioksidativnih
enzima u razli¢itim tkivima, detektovani su kod larvi dve vrste Lepidoptera. Odgovori analiziranih
parametara antioksidativne zastite, specificni za tkivo, kao 1 razlike u obrascima odgovora izmedu
vrsta, predstavljaju vazan korak u razjasnjavanju naina prevazilaZenja stresa izazvanog prisustvom
organskog zagadivaca u hrani kod larvi ovih vrsta. Pored toga, detektovane promene aktivnosti
antioksidativnih enzima ukazuju na njihov biomarkerski potencijal u proceni zagadenja zivotne
sredine.

5.3. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na parametre detoksifikacije u mozgu
larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Kod L. dispar larvi koje su bile pod uticajem vece koncentracije fluorantena u hrani, aktivnost
karboksilesteraza u mozgu je bila inhibirana, dok kod E. chrysorrhoea larvi nisu detektovane znacajne
promena aktivnosti enzima. Ve¢ je napomenuto da karboksilesteraza detoksifikuje veliki broj pesticida
hidrolizom estarske veze, a visok nivo aktivnosti enzima detektovan kod nekih organizama, mnoge
pesticide moze udiniti neefikasnim (Stenersen, 2004). Medutim, drugi mehanizam kojim
karboksilestreaze detoksifikuju neke organofosfate jeste njihovo vezivanje za aktivno mesto (Maxwell,
1992; Chambers i sar., 1994; Wheelock i sar., 2005; Crow i sar., 2007) i formiranje stabilnog kompleksa
enzim-inhibitor (Satoh i Hosokawa, 1998). Ova inhibicija se smatra mehanizmom smanjenja
koncentracije pesticida dostupnog za inhibiciju aktivnosti AChE (Maxwell, 1992; Chanda i sar., 1997).
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U mozgu L. dispar larvi tretiranih ve¢om koncentracijom fluorantena uoceno je smanjenje aktivnosti
acetilholinesteraza, te mozemo pretpostaviti slican mehanizam vezivanja fluorantena za
karboksilesteraze, u cilju smanjenja koncentracije zagadivaca i sprecavanja veéeg inhibitornog efekta na
aktivnosti AChE. Kod jedinki Eisenia fetida koje su bile kratkotrajno izlozene razli¢itim PAHS, izmedu

ostalih i fluorantenu, takode je zabelezena inhibicija karboksilesteraza, dok je inhibicija
acetilholinesteraza zavisila od vrste i koncentracije PAHs (Nam i sar., 2015).

AChE moze biti pokazatelj potencijalne neurotoksi¢nosti (Peakall, 1992), a inhibicija ovog enzima
se koristi kao specifi¢ni biomarker za organofosfate i karbamate (Thompson, 1999). Medutim, neke
studije su pokazale da 1 drugi zagadivaci zivotne sredine, poput metala 1 nekih surfaktanata takode
mogu inhibirati ovaj enzim (Payne i sar., 1996; Martinez-Tabche i sar., 1997; Najimi i sar., 1997,
Guilhermino i sar., 1998). Kompleksne smeSe pesticida i metala su takode snazni inhibitori
holinesteraznih sistema (Bocquené i sar., 1995; Forget i sar., 1999). Nekoliko laboratorijskih studija
je pokazalo da nafta i jedinjenja poput PAHSs inhibiraju aktivnost AChE (Kang i Fang, 1997;
Martinez-Tabche i sar., 1997; Akcha i sar., 2000), iako mehanizmi ove inhibicije nisu razjasnjeni.
PAHs su lipofilna jedinjenja, te mogu dospeti u fosfolipidne slojeve i menjati karakteristike
membrana, uticu¢i na membranski vezane enzime poput AChE (Rodrigues 1 sar., 2013). Jett i sar.
(1999) su testirali hipotezu da je inhibicija acetilholinesteraza insekticidom hlorpirifosom veéa kada
je uz insekticid prisutno i nekoliko policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika koji se nalaze u kuénoj
prasini (piren, benzo[a]piren, antracen 1 fluoranten). Svaki od navedenih PAHS je u smesi sa
insekticidom pojacao njegovu inhibitornu mo¢. Zabelezen je znacajan inhibitorni uticaj PAHS na
aktivnost AChE miSic¢a rakova, Carcinus maenas (Rodrigues i sar., 2013), ali nije uocen njihov
efekat na aktivnost AChE kod jedinki Eisenia fetida (Nam i sar., 2015). Pojedini zagadivaci Zivotne
sredine mogu 1 povecati aktivnost ovog enzima kod nekih organizama. Tako je npr. zabeleZena
povecana aktivnost AChE u digestivnim zlezdama dagnji, kao odgovor na akutno izlaganje nekim
metalima (Bainy i sar., 2006), kao i kod Helicoverpa zea larvi koje su bile akutno izloZene visokim
koncentracijama insekticida (Massa i sar., 2008).

Aktivnost AChE je znacajno inhibirana kod L. dispar larvi koje su bile izlozene vecoj, u odnosu na
larve izlozene manjoj koncentraciji fluorantena. Pokazano je da mala koli¢ina insekticida malationa
nema znacajan uticaj na aktivnost AChE kod larvi vrste Galleria mellonella. Medutim, smanjena
aktivnost AChE i povecana aktivnost SOD je uocena kod larvi G. mellonella izlozenih ve¢im
koncentracijama insekticida, sugeriSuc¢i vezu izmedu delovanja ovih enzima (Blyukguzel , 2009).
Moreira i saradnici (2005) su ispitivali promene aktivnosti AChE i GST kod skoljki Mytilus
galloprovincialis koje su bile sakupljene sa stani$ta zagadenih naftom. U naftnim mrljama se moze
naéi Sirok spektar jedinjenja poput PAHs i metala. Skoljke koje su uzete sa ovih stani§ta su
pokazale smanjenu aktivnost AChE a poveéanu aktivnost GST, u poredenju sa jedinkama
prikupljenim sa referentnog stanista. Ilijin i sar. (2017) su dokumentovali da BaP u koncentraciji od
20-2000 ng / g suve hrane inhibira aktivnost AChE u mozgu larvi L. dispar. Medutim, Mrdakovi¢ i
sar. (2016) su zabelezili suprotan rezultat, ve¢e koncentracije fluorantena su povecavale aktivnosti
AChE kod iste vrste. Gr¢i¢ i sar. (2019) su ispitivali promene aktivnosti AChE u mozgu larvi L.
dispar poreklom iz razlic¢itih populacija, koje su bile izlagane sredinski relevantnim
koncentracijama BaP-a, u hrani. Medutim, rezultati su pokazali da prisustvo BaP nije uticalo na
aktivnost AChE.

lako PAHSs povecavaju inhibitornu mo¢ organofosfata kada su u smesi, oni su ipak slabiji inhibitori
aktivnosti AChE u poredenju sa ovim insekticidima (Jett i sar., 1999). Tako, izostanak inhibicije
aktivnosti AChE kod larvi L. dispar i E. chrysorrhoea, kao odgovor na prisustvo fluorantena u hrani,
moze sugerisati indukciju parametara koji su verovatno pogodniji pokazatelji hroni¢ne izlozenosti PAHS
ili bar fluorantenu. Takode, indukcija antioksidativne zastite koja je zabelezena kod larvi obe ispitivane
vrste, moze uticati na oCuvanje fizioloski odgovaraju¢e AChE aktivnosti. Pokazano je da insekte

81



Diskusija
karakteri$u nekoliko nesenzitivnih formi AChE od kojih svaka ispoljava razli¢ite profile senzitivnosti i
ima svoje karakteristicne kineticke parametre (Gunning i Moores, 2001).

5.4. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na ekspresiju Hsp70 u celom srednjem
crevu i mozgu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Proteini toplotnog stresa su molekularni Saperoni koji u¢estvuju u sprecavanju 1 popravljanju ostecenja
¢elijskih komponenata, izazvanih delovanjem stresora. Ovi proteini su indukovani Sirokim spektrom
stresora (Hightower, 1991; Sanders, 1993; Parsell i Lindquist, 1994) kojima je zajednicko da oStec¢uju
proteine direktno ili da uzrokuju sintezu aberantnih proteina (Hendrick i Hartl, 1993). Literaturni podaci
ukazuju na to da proteini toplotnog stresa pruzaju zastitu od celijskih oStecenja izazvanih stresnim
uslovima u okruzenju (tolerancija na stres) (Parsell i Lindquist, 1994), a akumulacija ovih proteina u
organizmima povezana je sa intenzitetom stresa. Funkcije ovih proteina ukljucuju stabilizaciju
proteinskih prekursora pre sklapanja, translokaciju proteina u organele, preuredivanje proteinskih
oligomera, rastvaranje proteinskih agregata i razgradnju denaturisanih proteina (Hightower, 1991;
Gething i Sambrook, 1992; Hendrick i Hartl, 1993; Parsell i Lindquist, 1994).

Ve¢ smo pominjali da ROS mogu ostetiti proteine i ostale celijske komponente, a obzirom da
fluoranten indukuje stvaranje ROS-a, za ocekivati je bilo da ekspresija proteina toplotnog stresa
bude povecana u grupama larvi obe vrste koje su bile izlozene fluorantenu. Medutim, kada je crevo
u pitanju, ovaj rezultat smo zabelezili samo u celom srednjem crevu L. dispar larvi koje su bile pod
uticajem vece koncentracije fluorantena. Znacajan porast nivoa Hsp70 zabelezen je kod ostriga
izlozenih smesi PAHS koja je sadrzala i fluoranten (Cruz-Rodrigues i Chu, 2002). Boutet i sar.
(2004) su zabelezili povecan nivo Hsp70 kod pacifickih ostriga Crassostrea gigas koje su bile
izloZzene ugljovodonicima.

U celom srednjem crevu E. chrysorrhoea larvi koje su bile izlozene fluorantenu, nivo ekspresije
Hsp70 je bio znacajno smanjen. Ovo bi moglo ukazati na nedostatak zaStite od stresa od strane
Hsp70 u ovom slu¢aju, a mozda i indukciju njegove uloge u neurohormonalnoj reorganizaciji
(Rybczynski i Gilbert, 1995; Zhao i Jones, 2012). Sposobnost fluorantena da inhibira ekspresiju
proteina stresa (Hsp60 i Hsp70) je demonstrirana kod vrste amfipoda, Hiallela azteca (Werner i
Nagel, 1997). Smanjenje koncentracija Hsp70 su takode opisane kod adulta Tetrix tenuicornis,
izlozenih teskim metalima (Warchatowska-Sliva i sar., 2005). Menjajuci svoj obrazac ekspresije,
Hsps mogu odgovoriti na bilo koji poremecaj celijske homeostaze. To ih ¢&ini pogodnim
bioimarkerima ranog upozorenja na prisustvo zagadivac¢a u Zivotnoj sredini (Feder i Hofmann,
1999; Morales i sar., 2011).

Kada je u pitanju detekcija Hsp70 proteina u mozgu larvi, moze se uociti ekspresija jedne trake
Hsp70 u svim eksperimentalnim grupama, kod larvi obe vrste. Medutim, promena koncentracije
Hsp70 proteina u mozgu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea uzrokovana fluorantenom je pokazala
suprotan trend medu vrstama. Kod L. dispar je doslo do povecanja koncentracije Hsp70 u grupi
larvi hranjenih dijetom sa dodatkom manje koncentracije fluorantena, dok je kod larvi E.
chrysorrhoea doslo do redukcije koncentracije Hsp70 u obe tretirane grupe. Gréi¢ i sar. (2019) su
ispitivali uticaj dve koncentracije benzo[a]pirena na Hsp70 u mozgu L. dispar larvi i takode uocili
da hronic¢an tretman manjom koncentracijom zagadivaca indukuje ekspresiju Hsp70. Do sli¢nog
rezultata su dosli i Ilijin 1 sar. (2017). Medutim, kako evolucija indukovane ekspresije Hsp70 moze
korelirati sa okolinom u kojoj Zive razliite vrste i1 izazovima sa kojima se suocavaju, ostaje
otvoreno pitanje. Razlic¢it odgovor kod E. chrysorrhoea larvi u odnosu na L. dispar larve nije u
potpunosti neocekivan. S’obzirom da je indukcija Hsp70 proteina skup energetski proces i da
njihova ekspresija predstavlja balans izmedu cene i dobiti, mozemo zakljuciti da su se kod E.
chrysorrhoea larvi ukljucili drugi mehanizmi zastite na ustrb ekspresije Hsp70. Sli¢an odgovor su
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zabelezili Kafel i sar. (2014) kod vrste Spodoptera exigua, kod koje je nivo Hsp70 bio inibiran, a

ukupni antioksidativni kapacitet pove¢an u odnosu na kontrolu, nakon visegeneracijskog tretmana
ove vrste kadmijumom.

5.5. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na aktivnost digestivnih enzima
srednjeg creva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

5.5.1. Specifi¢na aktivnost i izoforme tripsina, leucin aminopeptidaze i lipaze u celom
srednjem crevu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Studije o uticaju policikli¢nih aromati¢ni ugljovodonika na aktivnost digestivnih enzima fitofagnih
insekata su retke (npr. Grci¢, 2020), ali mogu se nac¢i podaci o uticaju ovih zagadivaca na aktivnosti
digestivnih enzima drugih organizama. Nedavno su utvrdene promene aktivnosti digestivnih enzima kod
Eisenia fetida, kao odgovor na delovanje fenantrena (Shi i sar., 2020). Sun i saradnici (2020) ukazali su da
fenantren, sam ili u smesi sa drugim PAHS, inhibira aktivnost a-amilaze deluju¢i na aktivno mesto
enzima. Medutim, prema dostupnim literaturnim podacima, efekti fluorantena na aktivnost digestivnih
enzima kod fitofagnih insekata jo§ uvek nisu ispitani. Ova studija je pokazala znaCajne promene
specificnih aktivnosti digestivnim enzima celog srednjeg creva larvi L. dispar i E. chrysorrhoea, kao
odgovor na tretman sredinski relevantnim koncentracijama fluorantena, dodatog hrani.

Aktivnost digestivnih enzima obezbeduje konverziju unetih nutrijenata i snabdevanje energetskim
resursima neophodnim za rast i metabolizam. Prisustvo toksina u hrani moze znacajno da uti¢e na
aktivnost digestivnih enzima, na $ta insekti mogu odgovoriti promenom nivoa njihove aktivnosti i/ili
sintezom manje osetljivih ili neosetljivih izoformi. Efekti zagadivaca na digestivne enzime mogu se
ispoljiti kroz uticaj na njihovu sintezu ili lu¢enje (sekreciju) (Dedourge-Geffard i sar., 2013). Na
potencijalni znacaj ovih enzima kao biomarkera izlaganja zagadiva¢ima ukazali su Lagadic i sar.
(1994), Hyne 1 Maher (2003) 1 Lai 1 sar. (2011). Povrh toga, Stetni efekti ksenobiotika na aktivnost
digestivnih enzima mogu uticati na rast i razvoj organizama. Inhibicija/stimulacija odredenih
digestivnih enzima moze dovesti do metabolickog disbalansa, sporijeg rasta larvi, ¢ak i do smrti
insekata (Applebaum i sar., 1961; Bhattacharyya i sar., 2007; Babu i Subrahmanyam, 2010).

Kada su u pitanju specifi¢ne aktivnosti tripsina i leucin aminopeptidaze u celom srednjem crevu L.
dispar larvi, u ovoj studiji oba enzima pokazala su isti obrazac odgovora, odnosno smanjenje
aktivnosti kao rezultat izlaganja manjoj koncentraciji flurantena u hrani, u poredenju sa kontrolnom
grupom. Medutim, tripsin je pokazao vecu osetljivost, pa je njegova aktivnost takode znacajno
smanjena kao odgovor na vecu koncentraciju fluorantena u hrani. Lowe 1 sar. (1981) su ukazali da
je dugotrajno izlaganje dagnji Mitilys edulis smeSama policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika
dovelo do promena u strukturi epitelijelnih ¢elija creva, narusilo njihovu sinhronost i uticalo je na
strukturu celijskih lizozoma. Moguce je da fluoranten ima sliCan toksi¢ni uticaj na celije epitela
srednjeg creva larvi, da remeti strukturne i funkcionalne osobine $to za posledicu moze imati
smanjenu sintezu 1/ili luenje enzima. Druga moguénost je da fluoranten direktno inhibira aktivnost
enzima, blokiranjem katalitickog mesta ili aminokiselinskih ostataka koji su ukljuceni u vezivanje 1
stabilizaciju substrata. Slican mehanizam inhibicije tripsina opisali su Napoledo i sar. (2012), koji
su izlagali larve Aedes aegypti lektinu iz lis¢a Myracrodruon urundeuva. Dodatno, inhibiciju
aktivnosti tripsina i leucin aminopeptidaze srednjeg creva larvi L. dispar izlozenih kadmijumu
opisali su Vlahovi¢ i sar. (2015), a aktivnost tripsina je takode bila smanjena u srednjem crevu larvi
Helicoverpa armigera ¢ija je hrana sadrzala LAP iz biljaka (Lomate i sar., 2013). Fitofagni insekti
mogu da prevazidu Stetne efekte biljaka domacina zahvaljujuéi plasticnosti, brzoj 1 efikasnoj
modulaciji aktivnosti njihovih enzima (Broadway, 1997; Lomate i Hivrale, 2011; War i sar., 2013).
Mrdakovi€ 1 sar. (2014) su zabelezili pad aktivnosti tripsina kao odgovor na alelohemikalijski stres,
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dok je povisena aktivnost lipaze u stanju stresa predstavljala adaptivni odgovor L. dispar larvi. U
ovoj studiji nisu zabeleZzene znaCajne promene specificne aktivnosti lipaze, ali je pokazana
tendencija blagog povecanja aktivnosti ovog enzima kod larvi L. dispar koje su izlagane vecoj

koncentraciji fluorantena, $to bi moglo ukazati na slican odbrambeni mehanizam protiv Stetnih
efekata fluorantena.

Kod larvi E. chrysorrhoea su detektovani razli¢iti odgovori digestivnih enzima na prisustvo
fluorantena u hrani. Zabelezen je pad aktivnosti tripsina kod larvi koje su bile izloZene vecoj
koncentraciji fluorantena. S’druge strane, izlozenost manjoj koncentraciji fluorantena u hrani
uzrokovala je znacajno povecanje specificne aktivnosti leucin aminopeptidaze u homogenatima
celog srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi. Povecanje aktivnosti leucin aminopeptidaze usled
izlozenosti fluorantenu moze doprineti efikasnijem varenju oligopeptida, Sto doprinosi boljoj
iskoriS¢enosti hrane. Lomate 1 Hivrale (2011) naglasavaju adaptivni znacaj indukcije
aminopeptidaza u procesu varenja proteina, u stresnim uslovima sredine.

Takode, zabelezen je znacajan porast aktivnosti lipaze kod larvi E. chrysorrhoea koje su izlagane
manjoj koncentraciji fluorantena, u poredenju sa kontrolom. Povecana aktivnost lipaze zabeleZena
je 1 kod drugih vrsta Lepidoptera izlaganih nutritivnom i temperaturnom stresu (Jankovi¢-Tomani¢,
2012; Sarate i sar., 2012). 1z ovoga proizilazi da larve E. chrysorrhoea tretirane fluorantenom imaju
vecu potrebu za lipidnim nutrijentima kao vaznim izvorom energije. Veca specificna aktivnost
lipaze omogucava efikasno koriS¢enje lipida iz hrane, obezbedujuci sticanje energetskih resursa,
neophodnih 1 za indukciju odbrambenih mehanizama u stresnim uslovima. Dodatno, povecana
aktivnost lipaze moze odrazavati vece potrebe za lipidima iz hrane u starijim larvenim stupnjevima,
kod vrsta koje se ne hrane kao odrasle jedinke (Stockhoff, 1993). Lavarias i sar. (2006) su ukazali
na poviSenu aktivnost lipaze u digestivnim zlezdama Macrobrachium borellii, koje su bile izlozene
rastvornim frakcijama ulja, meSavini monocikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika. Dosli su do
zakljucka da prisustvo organskih zagadivaca uzrokuje visoku potro$nju energije 1 konstantno
angazovanje njenih rezervi.

Enzimi koji su prisutni u viSe molekulskih formi, poznati su kao izozimi. KarakteriSe ih ista
katalitiCka aktivnost, §to organizmima omogucava vecu fleksibilnost, moguénost prilagodavanja i
preciznost u obavljanju specificnih metaboli¢kih funkcija (Zeidler, 2000). 1zoforme enzima mogu
se razlikovati prema osetljivosti na odredeni zagadivac, jer u slucaju izloZzenosti mogu dati razlicit
odgovor u vidu inhibicije ili aktivacije (Sanchez-Hernandez, 2011). Pojedini autori smatraju da bi
izozimska varijabilnost mogla biti korisna u monitoringu populacija organizama osetljivih na
hemijske polutante (Yap i sar., 2011; Evenden i Depledge, 1997; Guttman, 1994).

Rezultati ove studije ukazuju da, u zavisnosti od primenjene koncentracije fluorantena i tretiranih
vrsta, razlicite izoforme enzima pokazuju razlike u aktivnosti. lako je kod E. chrysorrhoea larvi
uocen veci broj izoformi tripsina, inhibicija izoforme 12 u celom srednjem crevu larvi izlozenih
fluorantenu je uoc¢ena kako kod L. dispar, tako i kod E. chrysorrhoea. Sa druge strane, ekspresija
najdominantnije izoforme tripsina 14 u celom srednjem crevu E. chrysorrhoea larvi izlaganih
manjoj koncentraciji fluorantena, moze ukazati na indukciju manje osetljive izoforme enzima, §to
omogucava efikasnije varenje proteina. Izlaganje larvi nizim koncentracijama fluorantena dovelo je
do povecanja specificne aktivnosti leucin aminopeptidaze u celom srednjem crevu larvi E.
chrysorrhoea, ali i do smanjene aktivnosti ovog enzima u celom srednjem crevu L. dispar larvi, u
poredenju sa vrednostima kontrolnih grupa. To moze biti posledica razli¢itih obrazaca ekspresije
izoformi leucin aminopeptidaze. Inhibicija izoformi 12 i I3 uocena je kod L. dispar larvi koje su bile
izlozene delovanju nize koncentracije fluorantena, u poredenju sa kontrolnom grupom. Sa druge
strane, prisustvo 12 izoforme uocava se u celom srednjem crevu E. chrysorrhoea larvi izlaganih
nizim koncentracijama fluorantena u hrani, a koja nije uocena kod larvi kontrolne grupe. To bi
moglo ukazati da je ekspresija manje osetljive ili na prisustvo zagadivaca neosetljive izoforme
leucin aminopeptidaze larvi E. chrysorrhoea omogucila povec¢anu aktivnost enzima. Ekspresija
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izoforme 11 lipaze u celom srednjem crevu larvi L. dispar pokazuje zavisnost od koncentracije
fluorantena, tako da njen intenzitet raste s koncentracijom zagadivaca. S’ druge strane, ekspresija
obe izoforme lipaze u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea je najintenzivnija u grupi
izlaganoj manjoj koncentraciji fluorantena u hrani, $to odgovara detektovanim specificnim
aktivnostima enzima i verovatno omogucava efikasnije varenje lipida iz hrane u stresnim uslovima.
Promene u ekspresiji izoformi enzima ukazuju na adaptivni odgovor larvi na prisustvo zagadivaca.
Kanonijska diskriminaciona analiza potvrdila je da aktivnosti, u ovom poglavlju opisanih
digestivnih enzima, znac¢ajno doprinose diferencijaciji medu vrstama. Odgovori digestivnih enzima,
specificne aktivnosti i ekspresija izoformi, srednjeg creva larvi obe vrste na sredinski relevantne
koncentracije fluorantena iz hrane, doprinose razumevanju njihovih mehanizama prilagodavanja
stresnim uslovima okruzenja. Osim toga, uocene promene aktivnosti tripsina i leucin
aminopeptidaze i ekspresije izoformi ukazuju da se ovi enzimi mogu razmatrati i kao potencijalni
biomarkeri zagadenja fluorantenom u zivotnoj sredini.

5.5.2. Specifi¢na aktivnost i izoforme alkalnih i kiselih fosfataza u celom srednjem
crevu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

U ovoj studiji nisu zabeleZene promene aktivnosti alkalnih, ukupnih kiselih i lizozomskih kiselih
fosfataza u celom srednjem crevu L. dispar larvi. Jedino su nelizozmske kisele fosfataze pokazale
osetljivost na prisustvo fluorantena u hrani, obzirom da je ishrana larvi dijetom sa dodatkom vece
koncentracije ovog zagadivaca inhibirala aktivnost enzima, u odnosu na kontrolnu grupu. Inhibicija
kiselih fosfataza zabeleZena je i kod larvi Cnaphalocrocis medinalis koje su bile hroni¢no izlagane
delovanju biljnih insekticida i toksina Bacillus thuringiensis (Nathan i sar., 2004). Autori su
zakljucili da smanjena aktivnost kiselih fosfataza pod uticajem biljnih insekticida i bakterijskog
toksina sugeriSe smanjeno oslobadanje fosfora potrebnog za energetski metabolizam, smanjenu
brzinu metabolizma, kao i smanjenu brzinu transporta metabolita, a moze biti posledica njihovog
direktnog dejstva na regulaciju aktivnosti enzima. Ista vrsta, C. medinalis je bila izlozena i
limonoidima iz biljke Azadirachta indica i takode pokazala smanjenu aktivnost kiselih fosfataza
(Nathan i sar., 2005). Smanjena aktivnost fosfataza je zabeleZena i u hepatopankreasu i ovarijumu
kraba Scylla tranquebarica poreklom iz stanista koje je bilo zagadeno naftalinom (Vijayavel i sar.,
2006).

Aktivnost alkalnih fosfataza se nije menjala ni kod E. chrysorrhoea larvi koje su bile izlozene
fluorantenu u odnosu na kontrolnu grupu. Kada su u pitanju ukupne kisele fosfataze i lizozomske
kisele fosfataze moZe se primetiti povecanje aktivnosti u grupi koja je bila pod uticajem manje
koncentracije fluorantena. Braeckman i sar., (1999) su, ispitujuci uticaj kadmijuma na kisele
fosfataze celijske linije C6/36 insekta Aedes albopictus, utvrdili povecanje njihove aktivnosti §to
ukazuje na aktivaciju lizozomskog sistema u cilju sekvestriranja ksenobiotika. Visok nivo aktivnosti
Kiselih fosfataza detektovan je i u hemolimfi $koljki izlozenih PAH jedinjenjima male molekulske
tezine, kao $to su fenantren i antracen (Giannapas i sar., 2012), Sto moze ukazivati na promene u
imunoloskoj odbrani, usled promena integriteta lizozomskih membrana u hemocitima. Promene
integriteta lizozomske membrane bi mogle rezultirati oslobadanjem kiselih fosfataza u citosol
(Moore, 1976; Baccino, 1978), sto dovodi do ozbiljnih ¢elijskih oSte¢enja, na Sta ukazuju povecani
nivoi celijske smrti kod testiranih skoljki. Visoka aktivnost kiselih fosfataza u hemolimfi ovih
Skoljki moze ukazivati na njenu prekomernu produkciju / hipersintezu u vijabilnim hemocitima,
kako bi se poboljsala odbrana od toksi¢nih efekata ksenobiotika. S druge strane, visoki nivoi kiselih
fosfataza mogu biti posledica oslobadanja enzima u citosol nakon destabilizacije lizozomske
membrane i pratece Celijske smrti (Sharma i Thomas, 2007; Izagirre i sar., 2009).
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Razli¢it odgovor larvi L. dispar i E. chrysorrhoea jo$ jednom mozemo potraziti u razli¢itom
obrascu ekspresije izoformi. Zimogram alkalnih fosfataza celog srednjeg creva L. dispar larvi
otkriva 3 izoforme, a intenzitet najdominantnije izoforme opada sa koncentracijom fluorantena.
Kod E. chrysorrhoea larvi mozemo uoditi samo jednu izoformu alkalnih fosfataza povecanog
intenziteta u grupama izlozenim zagadivac¢u. Kod L. dispar larvi, uocavaju se tri izoforme Kiselih
fosfataza, dok se kod E. chrysorrhoea larvi mogu primetiti Cetiri izoforme, pri ¢emu je prisustvo 11
izoforme zabeleZzeno samo u grupi koja je bila izlagana manjoj koncentraciji fluorantena u hrani.
Ovo moze ukazivati da je upravo ova izoforma glavni nosioc specificne aktivnosti kiselih fosfataza
I razlog razli¢itog odgovora na prisustvo fluorantena izmedu dve ispitane vrste. Kanonijska
diskriminaciona analiza je potvrdila razlike izmedu vrsta u odgovorima fosfataza na prisustvo
fluorantena u dijeti.

5.6. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na koncentracije lipida i trehaloze u
hemolimfi larvi L. dispar i E. chrysorrhoea

Hemolimfa insekata predstavlja centralni izvor informacija 0 mehanizmima koji kontroliSu unos
hranljivih sastojaka. U hemolimfu dospevaju hranljive materije tek apsorbovane iz hrane u crevima
ili proizvedene od strane metabolickih aktivnosti masnog tela i drugih tkiva. Iz hemolimfe se takode
crpe hranljive materije putem masnog tela i drugih tkiva koje su neophodne za somatski i
reproduktivni rast, disanje ili izluCivanje. Kao rezultat toga trenutna koncentracija sastojaka u
hemolimfi moze ukazati na vreme, koli¢inu i hranljivost nedavnih obroka, kao i na trenutne
nutritivne potrebe insekata (Abisgold i Simpson, 1987; Simpson i Simpson, 1990; Chyb i Simpson,
1990). Hemolimfa je znacajna ne samo za transport hranljivih sastojaka, ve¢ i ksenobiotika i
njegovih metabolita do okolnih tkiva (Lee i sar., 1996).

Lipidi se obi¢no smatraju glavnim izvorom energije tokom faze kada se insekti ne hrane
(Beenakkers i sar., 1980). Pretpostavlja se da se veliki procenat ugljenih hidrata unetih hranom
tokom razvoja larvi zapravo transformise u lipide (Candy, 1985). Lipidi uskladiSteni u vitalnim
organima oksiduju se lipazama da bi oslobodili neophodnu energiju, npr. tokom faze metamorfoze
insekata koja je energetski vrlo zahtevna (Keeley, 1985). Takode nizak sadrzaj lipida moze biti
posledica mobilizovanja lipida za podmirivanje energetskih potreba u stanju stresa. Kod Pimpla
turionellae larvi koje su bile pod uticajem cipermetrina (Sak i sar., 2006), ili kadmijuma (Ortel,
1991), zabelezen je nizak sadrzaj lipida. Smanjenje koncentracije lipida detektovano je i kod
Galleria mellonella larvi koje su takode bile izlozene stresu, izazvanom prisustvom kadmijuma
(Byung-Sik i sar., 2001). Altuntas (2015) daje dodatno objasnjenje kada su promene koncentracije
lipida u pitanju. Naime, u njegovoj studiji G. mellonella larve su bile izlozene organofosfornom
pesticidu etefonu, a smanjen sadrzaj lipida povezuje sa koris¢enjem lipida i glukoze za sintezu
lipoproteina, koji se mogu koristiti za popravak ostecenja organela ¢elija i tkiva nastalih usled stresa
izazvanog pesticidom. Lohar i Wright (1993) takode su ukazali na smanjenje koncentracije lipida u
hemolimfi, masnom telu i oocitima kod zenki Tenebrio molitor izlozenih malationu. Autori
smatraju da je do smanjenja koncentracije lipida doslo usled dejstva insekticida na adipokineticki
hormon koji kontrolise lipidni metabolizam. Kada je u pitanju uticaj PAHS na sadrzaj lipida i
trehaloze kod insekata, u literaturi nema dostupnih podataka, medutim utvrdeno je da je sadrzaj
zagadenog naftalenom u poredenju sa sadrzajem iz jedinki prikupljenih sa referentnog mesta
(Vijayavel i sar., 2006). U aktuelnoj studiji, L. dispar i E. chrysorrhoea larve, koje su bile pod
uticajem fluorantena, nisu pokazale promene u koncentraciji lipida u hemolimfi. Ni jedna od
ispitanih vrsta nije aktivirala lipidni katabolizam kao glavni izvor metabolicke energije u stanju
stresa, vec su na stresne uslove larve odgovorile aktiviranjem drugih energetskih resursa.
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Medutim zabelezen je pad koncentracije trehaloze kod L. dispar larvi koje su bile izlozene manjoj
koncentraciji fluorantena. Iako je fizioloska uloga trehaloze kao izvora energije tokom razvoja
insekata uglavnom nejasna, veruje se da je njena mobilizacija presudna za odrzavanje metaboli¢ke
homeostaze (Matsuda i sar., 2015). Trehaloza je neredukujuéi disaharid glukoze koja predstavlja
osnovni oblik prenosa ugljenih hidrata od glikogenskih depoa u masnom telu do tkiva kojima je
potrebna energija (Thompson, 2003), u normalnim uslovima ali i u stanju stresa. Ugljeni hidrati
igraju vaznu ulogu u strukturi 1 funkciji svih tkiva tokom Zivota insekata (Chippendale, 1978) 1
njihov sadrzaj u hemolimfi je vazan pokazatelj brzine metabolizma (Zhu i sar., 2012). Nekoliko
studija je zabelezilo smanjenje sadrzaja ugljenih hidrata u pojedinim tkivima razli¢itih vrsta
insekata izlaganih delovanju insekticida (Shakoori i sar., 1988; Mandal i Chaudhuri, 1992; Radwan
i Shaurub, 1995; EI-Bokl i sar., 1998). Rezerve ugljenih hidrata su na razli¢itim nivoima u
razli¢itim fazama razvoja insekata. Smanjena koncentracija trehaloze je zabeleZena i u hemolimfi L.
dispar larvi koje su bile zarazene parazitima Gliptapanteles liparidis, ali i pod uticajem kadmijuma
(Bischof, 1995).

Generalno, koncentracija trehaloze u hemolimfi insekata je uglavnom visoka, oni je koriste kao
izvor energije u svojim tkivima i organima, hidrolizujuéi je u dva molekula glukoze (Wyatt, 1967).
Interesantno je da su detektovane koncentracije trehaloze u hemolimfi E. chrysorrhoea larvi bile
manje od koncentracija izmerenih u hemolimfi L. dispar larvi. Ovo moze sugerisati da E.
chrysorrhoea larve uspesno koriste trehalozu, i u manjim koncentracijama, zarad dobijanja energije
kako u normalnim, tako i u stresnim uslovima.

5.7. Efekti prisustva fluorantena u dijeti na osobine Zivotne istorije larvi L.
dispar i E. chrysorrhoea

Osim razli¢itih odgovora ispitivanih enzima u razlic¢itim tkivima larvi L. dispar i E. chrysorrhoea,
na delovanje fluorantena dodatog hrani, zabelezen je i uticaj na osobine Zivotne istorije kod obe
vrste. Indukcija odbrambenih mehanizama omogucava insektima da prevazidu delovanje brojnih
ksenobiotika u okruzenju (Van Straalen i Hoffman, 2000) $to se, usled razlicite preraspodele
resursa, odrazava na performansu jedinki u stresnim uslovima sredine (Hoffmann i Parsons, 1991).

Koli¢ina i kvalitet ishrane su od velike vaznosti za sve osobine zivotne istorije, hrana koju larva
konzumira, kao i uskladiStene hranljive materije, doprinose reprodukciji i prezivljavanju na stupnju
adulta (Boggs i Freeman, 2005). Utvrdeno je da nedostatak hrane tokom razvoja moze uticati na
produzenje larvenog razvi¢a, smanjenje relativne brzine rasta, masu i kasniji reproduktivni uéinak
(Briegel, 1990; Berrigan i Charnov, 1994; Blanckenhorn, 1998; Fischer i Fiedler, 2001). Mnoge
studije su ukazale i na uticaj biljki hraniteljki na osobine Zivotne istorije L. dispar larvi (Barbosa,
1978; Stoyenoff i sar., 1994; Lazarevi¢ i sar., 2002).

Prisustvo fluorantena u hrani nije imalo uticaja na ukupno trajanje razvica L. dispar larvi, u
poredenju sa istim kod larvi kontrolne grupe. Medutim, uocavaju se razlike U trajanju razvi¢a larvi
gajenih na dijeti sa dodatkom manje, i veée koncentracije fluorantena u hrani koje je bilo
produzeno. Produzenje trajanja razvica moze biti nac¢in kojim se obezbeduje vreme dovoljno za
vecu konzumaciju hrane larvi izlaganih suboptimalnoj dijeti (Slansky, 1993), sto bi mogao biti
odgovor L. dispar larvi na prisustvo vece koncentracije zagadivaca u hrani. Pod uticajem vece
koncentracije zagadivaca je doslo i do produzenog trajanja razvi¢a larvi u periodu od ulaska u treéi
stupanj do zZrtvovanja, treeg dana petog stupnja. Ovaj rezultat je ocekivan, posto se larve u ovom
periodu najvise hrane, ali tako unesu i vecu koli¢inu zagadivaca koji moze da ispolji negativne
efekte na njihov razvoj. Pored poveéane ekspresije Hsp70 proteina u celom srednjem crevu larvi,
Sto predstavlja energetski veoma skup proces, veéa koncentracija fluorantena uzrokuje i indukciju
aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD u celom srednjem crevu i tkivu srednjeg creva, CAT u
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tkivu srednjeg creva i hemolimfi), izazivajuci tako energetski disbalans koji rezultuje produzenim
razvi¢em larvi. Produzenje trajanja razvica bi trebalo da omoguci vecu konzumaciju i iskoristljivost
unetih nutrijenata, sticanje dovoljnih koli¢ina gradivnih materija i energije, potrebnih za rast u
prisustvu zagadivaca, ali takode vaznih i za stupanj lutke i adulta, (faza zivotnog ciklusa u kojima se
insekt ne hrani). Manja koncentracija fluorantena u hrani je dovela do smanjenja masa larvi u petom
stupnju. I na ovoj koncentraciji zagadivaca, vecina resursa je bila usmerena ka antoksidativnoj
odbrani, ali 1 povecanju koncentracije Hsp70 proteina u mozgu larvi. Takode, manja koncentracija
fluorantena je dovela do inhibicije aktivnosti tripsina i leucin aminopeptidaze §to moZe dovesti do
slabije iskoristivosti hrane i biti jedan od razloga za smanjenje masa. Hroni¢no izlaganje kadmijumu
u hrani, dovelo je do znacajnog smanjenja masa larvi Cetvrtog stupnja i redukovalo aktivnost
ukupnih proteaza srednjeg creva L. dispar larvi (Vlahovi¢ i sar., 2014). ProduZeno trajanje larvenih
stupnjeva i redukcija masa larvi zabelezeni su takode kod L. dispar izlaganih kadmijumu,
suplementisanom dijeti (Mir¢i¢ i sar., 2013), ili hranjenih lis¢em topole gajene na zemljistu
kontaminiranom olovom, kadmijumom i cinkom (Jiang i Yan, 2017).

Kod E. chrysorrhoea larvi, obe koncentracije fluorantena su dovele do produzenog trajanja razvica
(period od ulaska u tre¢i stupanj do zrtvovanja, treCeg dana petog stupnja) i Smanjenja masa larvi.
Indukcija aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD i CAT) u celom srednjem crevu i tkivu srednjeg
creva, kao i nenzimskog antioksidativnog parametra (GSH) u tkivu srednjeg creva, i indukcija
detoksifikacionih enzima u tkivu srednjeg creva (GST i CESs) tokom ishrane dijetom sa dodatim
fluorantenom, dovela je do deficita resursa koji je rezultira0 produzetkom trajanja razvica a
smanjenjem masa larvi. Pokazano je da prisustvo piridin alkaloida nikotina u ves$tackoj dijeti
uzrokuje smanjenje masa i znacajno redukovanje relativne brzine rasta larvi Spodoptera eridania
(Cresswell 1 sar., 1992), dok je produzeno trajanje razvica, kao posledica oksidativnog stresa
izazvanog hroni¢nim delovanjem organskog herbicida parakvata, detektovano kod larvi
Helicoverpa armigera (Apirajkamol i sar., 2020). Ispitivanjem efekata vremenskog stresa, tj.
gajenjem larvi Lestes viridis u uslovima fotoperioda koji simulira kasniji period u sezoni njihovog
razvica, pokazano je da one ubrzavaju svoj razvoj, $to je medutim rezultovalo kra¢im Zivotnim
vekom adulta, oste¢enjem lipida, proteina i DNK usled oksidativnog stresa, kao i redukovanjem
imunske funkcije i smanjenjem masa jedinki. Rezultati studije su ukazali na posredni¢ku ulogu
oksidativnog stresa u uzajamnom ograni¢avanju (trade-off) brzeg razvoja larvi i zivotnog veka
adulta (Janssens i Stoks, 2018). Trajanje razvi¢a i metamorfoza insekata su, kao i brojni drugi
procesi, pod kontrolom hormona, juvenilnog, ekdisteroida i drugih, a narusavanje njihovog balansa
moze rezultovati abnormalnim razvicem (Dhadialla i sar., 1998). Kod Chironomus tentans je
pokazana redukcija kumulativne pojave adulta (ukupnog broja jedinki koje dostignu stupanj adulta),
uzrokovana fluorantenom i pentahlorbenzenom, pri ¢emu je sugerisano da to moze biti posledica
njihovog indirektnog delovanja na nivoe hormona, njihovog interferiranja sa biohemijskim
procesima stvaranja ili metabolizma hormona (Schuler i sar., 2007). Opisane promene trajanja
razvica larvi L. dispar i E. chrysorrhoea bi mogle biti delom i posledica promena na nivou
hormonalne regulacije, usled prisustva zagadivaca (ili nekog od njegovih metabolita).

Takode, znacajno smanjene relativne brzine rasta od ulaska u treci stupanj do tre¢eg dana petog
stupnja, i tokom tri dana petog stupnja detektovano je kod larvi L. dispar i E. chrysorrhoea gajenih
na dijeti sa dodatkom fluorantena. Ovaj period razvi¢a larvi karakteriSe povecana konzumacija
hrane, a samim tim i njihov maksimalan prirast, kao i promenjen afinitet u ishrani koji se ogleda u
poveéanoj konzumaciji odredenih nutrijenata (Kelly i sar., 1989; Stockhoft, 1993). Kao $to je ve¢
pomenuto, indukcija odredenih mehanizama odbrane, poput antioksidativnih, detoksifikacionih kao
i promene digestivnih enzima, verovatno je dovela do vece alokacije resursa za odbranu i
metabolizam kod larvi izlozenih fluorantenu, $to je rezultiralo smanjenjenjem relativne brzine
njihovog rasta. Smanjene relativnin brzina rasta L. dispar i E. chrysorrhoea larvi izlozenih
fluorantenu takode mogu biti posledica smanjene konzumacije hrane, kao $to je pokazano kod
Manduca sexta larvi koje su bile izlozene variranju komponenata dijete, a njihova potreba za
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proteinima bila je manje izrazena u ¢etvrtom i petom larvenom stupnju, u poredenju sa tre¢im
(Ojeda-Awvila i sar., 2003). lako su Tammaru i Esperk (2007) zabelezili znacajno nizi trenutni RGR
poslednjih larvenih stupnjeva kod nekoliko vrsta Lepidoptera, u odnosu na pretposlednje, u ovoj
studiji su zabelezene neSto vece vrednosti relativne brzine rasta tokom tri dana petog stupnja u
odnosu na relativnu brzinu rasta od ulaska u treci stupanj do treceg dana petog stupnja kod L. dispar
larvi u svim eksperimentalnim grupama, dok kod E. chrysorrhoea larvi to nije bio slucaj. Larve
najvise konzumiraju hranu u poslednjim larvenim stupnjevima (Leonard, 1974), tako da bi
povecanje relativne brzine rasta larvi L. dispar tokom tri dana petog stupnja moglo biti posledica
njihovog intenzivnijeg hranjenja u ovom periodu, §to bi omogucilo da brze dostignu stadijum lutke,
uprkos negativnim efektima zagadivaca.

Smanjena relativna brzina rasta u grupama koje su bile izlagane fluorantenu u hrani je bila
ocekivana, posto procesi odrzanja homeostaze u stanju stresa ukljucuju preusmeravanje znacajnog
dela energetskih resursa ka metabolickim i odbrambenim procesima, umesto ka rastu. Sli¢ni efekti
PAHSs, benzo[a]pirena i fluorantena, na relativnu brzinu rasta larvi L. dispar su ve¢ bili opisani
(Iljjin 1 sar. 2015; Mrdakovi€ 1 sar., 2015; Gréic 1 sar., 2019). Na rast insekata uti¢u razli¢iti faktori
koji mogu voditi promenama njihove fiziologije i ponasanja, a intenzivnija brzina rasta se u vecini
slu¢ajeva smatra benefitnom. Medutim par studija je ukazalo na cenu vecée brzine rasta insekata
(Nylin i Gotthard, 1998). Tako je npr. kod larvi Lymantria dispar i Pararge aegeria, izlaganih
nutritivnom stresu, zabelezen trade-off izmedu vece brzine rasta i prezivljavanja jedinki (Stockhoff,
1991; Gotthard i sar., 1994). Literaturni podaci ukazuju da larve Lepidoptera ne rastu do svog
fizioloskog maksimuma, ve¢ prilagodavaju rast optimalnom (Gotthard, 2008), u zavisnosti od
raznovrsnih i Cesto stresnih uticaja okoline sa kojima se susre¢u. Razliciti fizioloski odgovori
fitofagnih insekata na delovanje ksenobiotika omogucavaju prevazilaZzenje njihovih Stetnih efekata,
prilagodavanje jedinki stresnim uslovima, kao i optimalno razvic¢e u datim uslovima.
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Zakljulci

Larve Lymantria dispar i Euproctis chrysorrhoea su osetljive na sredinski relevantne koncentracije
fluorantena. Efekat je tkivno specifican i pokazani su razli¢iti obrasci promena aktivnosti i
molekularnog diverziteta ispitivanih enzima i odgovora drugih ispitivanih parametara.

Aktivnost SOD u celom srednjem crevu larvi L. dispar je povecana, kao i ekspresija izoforme ovog
enzima, u odnosu na kontrolu. GR aktivnost je bila smanjena u grupi larvi gajenih na dijeti sa
manje fluorantena, u odnosu na kontrolu.

Aktivnost katalaze je povecana u celom srednjem crevu E. chrysorrhoea larvi gajenih na dijeti sa
viSe fluorantena. Intenzivnija ekspresija detektovane izoforme enzima zabelezena je na obe
koncentracije fluorantena, u odnosu na kontrolu.

Povecana aktivnosti SOD i CAT u tkivu srednjeg creva larvi L. dispar gajenih na dijeti sa dodatkom
fluorantena, ukazuje na prisustvo ROS | moze se smatrati fizioloskim odgovorom na stresni
ambijent.

Aktivnost SOD i CAT je bila takode povecana u tkivu srednjeg creva larvi E. chrysorrhoea na
dijeti sa manje fluorantena, dok je znacajno povecanje koncentracije GSH uoc¢eno kod lavi na
dijeti sa razli¢itim koncentracijama fluorantena.

Fluoranten u dijeti korelise sa pove¢anjem aktivnosti karboksilesteraza samo u tkivu srednjeg creva
E. chrysorrhoea larvi. Medutim, javljaju se tkivno specifi¢ni obrasci ekspresije izoformi ovog
enzima, razliiti kod larvi ispitivanih vrsta. Fluoranten u dijeti uticao je na ekspresiju veceg broja
izoformi enzima u tkivu srednjeg creva E. chrysorrhoea larvi, a uofena je ekspresija izoforme
enzima koja nije detektovana u kontroli.

Kod larvi L. dispar je fluoranten u dijeti indukovao ekspresiju izoformi karboksilesteraza kako u
celom srednjem crevu tako i u tkivu srednjeg creva, koje nisu detektovane u kontroli.

GST je pokazala osetljivost na prisustvo fluorantena samo u tkivu srednjeg creva E. chrysorrhoea
larvi, gde je detektovano povecanje specifiéne aktivnosti enzima, u odnosu na kontrolu.

Indukcija detoksifikacionih mehanizama predstavlja fiziolosku adaptaciju ispitivanih vrsta
Lepidoptera na stresni efekat ksenobiotika.

Promena aktivnosti SOD i CAT detektovana je u hemolimfi larvi obe vrste. Aktivnost SOD je niza
u hemolimfi larvi L. dispar gajenih na dijeti sa vise fluorantena. Katalaza je aktivnija u hemolimfi
larvi gajenih na obe koncentracije fluorantena. Smanjenje aktivnosti katalaze zabelezeno je u
hemolimfi E. chrysorrhoea larvi tretiranih sa obe koncentracije fluorantena.

Promene aktivnosti antioksidativnih enzima u hemolimfi ukazuju na fiziolo§ku adaptaciju u smislu
zastite od oksidativnih ostecenja.

Inhibicija specificne aktivnosti karbokislesteraza detektovana je u mozgu L. dispar larvi gajenih na
dijeti sa vise fluorantena, §to ukazuje na fizioloski mehanizam smanjenja koncentracije zagadivaca
dostupnog za inhibiciju AChE.

Prisustvo razli¢itih koncentracija fluorantena u dijeti nije znacajno uticalo na aktivnost
acetilholinesteraza u mozgu larvi L. dispar i E. chrysorrhoea, u odnosu na kontrolu. Fluoranten je
indukovao mehanizame antioksidativne zaStite §to je verovatno uticalo na ocuvanje fizioloski
odgovarajuce aktivnosti AChE.
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Hroni¢no delovanje dve koncentracija fluorantena u dijeti, uzrokovalo je razliCitu ekspresiju
proteina Hsp70 u celom srednjem crevu L. dispar i E. chrysorrhoea larvi. Smanjenje ekspresije
Hsp70 uoceno je kod E. chrysorrhea larvi gajenih na dijeti sa dodatkom razli¢itih koncentracija
fluorantena. Ovo je bilo izraZenije kod larvi izlaganih manjoj koncentraciji fluorantena. Povecanje
ekspresije Hsp70 detektovano je kod larvi L. dispar na vecoj koncentraciji fluorantena. Rezultat
ukazuje na razli¢ite odgovore U intenzitetu proteotoksi¢nosti koja je izazvana fluorantenom.

ELISA testom je utvrdeno da je manje fluorantena u dijeti uzrokovalo poveéanje koncentracije
Hsp70 proteina u mozgu larvi L. dispar, dok je smanjenje koncentracija Hsp70 detektovano u
mozgu E. chrysorrhoea larvi izlaganih razli¢itim koncentracijama fluorantena. Medutim, ekspresija
proteina nakon western blota je pokazala suprotan trend kod larvi obe vrste.

Smanjena aktivnost tripsina, kao i inhibicija ekspresije jedne izoforme enzima, detektovana je u
celom srednjem crevu larvi L. dispar izlaganih razli¢itim koncentracijama fluorantena.

Kod E. chrysorrhoea larvi izlaganih vecoj koncentraciji fluorantena, detektovana je smanjena
specificna aktivnost tripsina i ekspresija veCeg broja izoformi enzima, pri ¢emu je inhibicija
ekspresije jedne izoforme enzima detektovana kod obe tretirane grupe, dok je intenzitet dominantne
izoforme manji u grupi tretiranoj sa vise fluorantena.

Aktivnost leucin aminopeptidaze je smanjena u celom srednjem crevu larvi L. dispar na nizoj
koncentraciji fluorantena, kod kojih je uocena inhibicija ekspresije dve izoforme i smanjen
intenzitet ekspresije jedne izoforme enzima.

Kod E. chrysorrhoea larvi uocava se poveéana aktivnost leucin aminopeptidaze u prisustvu manje
koncentracije fluorantena, kao i ekspresija izoformi enzima kod larvi na dijeti sa razli¢itim
koncentracijama fluorantena koje nisu detektovane u kontroli. Ovo ukazuje na bolju iskoristljivost
hrane zahvaljujuci efikasnijem varenja oligopeptida.

Prisustvo razli¢itih koncentracija fluorantena u dijeti nije znacajno uticalo na aktivnost lipaze larvi
L. dispar, ali je uoeno povecéanje intenziteta ekspresije jedne enzimske izoforme sa poveéanjem
koncentracije fluorantena. Povecana aktivnost enzima, kao i intenzivnija ekspresija izoformi,
zabelezeni su u celom srednjem crevu larvi E. chrysorrhoea na manjoj koncentraciji fluorantena,
sugeriSu¢i njihovu povecanu potrebu za lipidno bogatim nutrijentima kao znaCajnim izvorom
energije, u stresnim uslovima koji name¢u mobilizaciju energetskih resursa.

Smanjenje aktivnosti nelizozomskih fosfataza detektovano je kod larvi L. dispar u prisustvu vise
fluorantena. Manje fluorantena vodilo je povecanju aktivnosti ukupnih kiselih i lizozomskih
fosfataza u celom srednjem crevu E. chrysorrhoea larvi, u odnosu na kontrolu.

Kod larvi L. dispar izlozenih manjoj koncentraciji fluorantena doslo je do smanjenja koncentracije
trehaloze, dok kod E. chrysorrhoea nema promena u ukupnom sadrzaju energetskih molekula u
hemolimfi. Nijedna vrsta nije aktivirala lipidni katabolizam kao glavni izvor metabolicke energije
larvi u stresu, $to moze ukazati da su koristile druge energetske resurse.

Alokacija resursa ka indukciji mehanizama odbrane u odgovoru na prisustvo zagadivaca u hrani
dovela je do promena na nivou osobina zivotne istorije larvi L. dispar i E. chrysorrhoea. Prisustvo
vece koncentracije fluorantena u hrani je dovelo do produzenog trajanja razvica, dok je u prisustvu
manje koncentracije uoéena redukcija mase L. dispar larvi, u poredenju sa kontrolnom grupom.
Kod E. chrysorrhoea detektovano je produzeno razvice i smanjenje masa u prisustvu fluorantena u
hrani. Smanjenje relativnih brzina rasta zabelezeno je kod larvi obe vrste na razli¢itim
koncentracijama fluorantena.
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Kanonijska diskrimninaciona analiza je potvrdila razlike izmedu vrsta kada su u pitanju odgovori
antoksidativnih i digestivnih enzima na prisustvo fluorantena u hrani.

Analiza izozima moze posluziti u biomonitoringu sredinskog zagadenja s obzirom da hroni¢na
izloZzenost fluorantenu dovodi do razlika u ekspresiji izoformi karboksilesteraza, kao i1 izoformi
digestivnih enzima, u srednjem crevu larvi obe vrste.

Indukcija aktivnosti antioksidativnih i detoksifikacionih enzima, promene aktivnosti digestivnih
enzima, kao i razli¢ita ekspresija izofomi ovih enzima, kod larvi obe vrste, jesu deo fizioloSkog
prilagodavanja za prevazilazenje Stetnih efekata fluorantena u hrani.

Rezultati studije doprinose prosirenju veoma oskudnih znanja u ovoj oblasti i sagledavanju
fizioloskih mehanizama odbrane i prilagodavanja insekata na sve vece prisustvo organskih
zagadivaca u okruzenju.
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H3jaBa o ayTopcTBY

Nme u npesume aytopa: Anekcanapa 3. Gununosuh

bpoj unaekca: 53005/2013

HU3jaBbyjem
71 je JOKTOPCKa IMCcepTaIlHja 0] HACTOBOM:

®dusnosomko nmpuiaarohaBame JapBu ry6apa, Lymantria dispar L., u :kyrorp6e, Euprocits
chrysorrhoea L., (Lepidoptera) Ha gesioBame ¢jiyopaHTeHa

pe3yaTaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT paja,;

Jla IpeJUIo’KeHa JrcepTalyja y UeJIMHU HU Y JIeIOBUMa HUje Ouia mpeasiokeHa 3a Jo0ujame Ouio
KOj€ TMIUIOME TIpeMa CTYAHjCKAM IPOTrpaMuMa JIPYTHX BHCOKOIITKOJICKAX YCTaHOBA;

Ja Cy peE3yjITaTu KOPEKTHO HABEACHU U

Jla HICaM KPIIIHO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTUO HHTEICKTYalIHy CBOJUHY IPYTHUX JIHIIA.

IHoTnuc ayropa

VY Beorpany,




M3jaBa 0 HICTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npe3ume aytopa: Anekcanapa 3. @uinnosuh
bpoj unnekca: 53005/2013
Crynujcku nporpam: buosoruja (AHuMaJjJHa U XyMaHa ¢pu3HnoJoruja)

Hacnos paga: ®@usunosiomko npuiarohasame japBu rydapa, Lymantria dispar L., u kyToTpoe,
Euprocits chrysorrhoea L., (Lepidoptera) na nejioBame ¢giyopantena

MenTopu: np Mapuja Mpaakosuh, Hay4Hu caBeTHHK

ap Cunnma BypameBuh, peroBau npodecop

W3jaBibyjeM ja je mramiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UjH KOJY
caM Ipefao/na 3a o0jaBJbHBambe Ha MopTany JIMIMTaJHOI pemo3uTOpUjyMa YHHBep3UTeTa y
beorpany.

Jlo3BosbaBaM Aa ce o0jaBe MOjU JMYHHU IMOJALM Be3aHU 3a N0OWjamke aKaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOANHA U MeCTO polema U AaTyM oadpaHe paja.

OBM JNWYHM TIOAALM MOTY c€ O0jaBUTM Ha MPEXHHM CTpaHUIAMa JIUTHTAIHE OMOIHOTEeKe, y
€JIGKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOnukanvjama YHuBep3ureta y beorpany.

IHornuc ayropa

VY Beorpany,




H3zjaBa o kopumhemwy

Omnamhyjem YHuBep3utercky Oubmuoreky ,,Cerozap Mapkosuh® na y Jlururanau
peno3uTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AUCEpTAlLU]y M0/ HACIOBOM:

®dusnosomko nmpuiaarohaBame JapBu rydapa, Lymantria dispar L., m :kyrorp6e, Euprocits
chrysorrhoea L., (Lepidoptera) Ha gesioBame ¢jiyopaHTeHa

KOja je MOje ayTOPCKO JIEJO.

Jucepranujy ca CBUM IMpHIIO3UMa Mpegao/sia caM y eJIeKTpOHCKOM ¢GopMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBHUPABE.

Mojy JOKTOpPCKY JAMCEpTalMjy MOXpameHy y JIUruTanHu pemno3uTopujyM YHUBEp3UTETA Y
beorpamy mMory ga xopucte CBH KOjU TOIITY]y OApende caapkaHe y oJa0paHOM THUITY JIMIICHIIE
Kpeartusne 3ajeqauie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce 0JTy4no/Ja.

1. AytopctBo (CC BY)

2. AytopctBo — Hekomepimjanao (CC BY-NC)
3. AyropcTBo — Hekomepuujaano — Ge3 npepaxa (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaaHO — AeauTh o uctuM yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 nipepaga (CC BY-ND)

6. AyropctBo — nenutu o uctum yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo na 3a0KpyKHUTE camo je[Hy Of IIecT MoHyheHux mumeHnu. KpaTak omuc TUIEHIH je
CacTaBHH JIEO OBE M3jaBe).

IoTnuc ayropa

VY beorpany,




1. AyropcrBo. [[03BoJbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIM]Y M jABHO CAOIIITABAE JIeja, U
mpepaje, ako ce HaBeJIe UMe ayTopa Ha Ha4MH oJpeljeH o] cTpaHe ayTopa WiH JaBaola
JMIICHIIE, YaK ¥ Y KoMepirjaiaHe cBpxe. OBO je Hajcao00MHM]ja 01 CBUX JTUICHITH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuujaaHo. J[03BoJbaBaTe YMHOXKaBame, JUCTPUOYIIU]Y U jaBHO
CaoIIITaBamke JeNa, U Ipepajie, ako ce HaBe/ie MMe ayTopa Ha HauuH ofjpel)eH o cTpaHe
ayTopa win naBaoiia auienie. OBa JIHIIeHIIa He 103B0JbaBa KOMEPIIUjaTHy ynoTpely nena.
3. AYTOpPCTBO — HeKOMeplUHjaJaHO — 0e3 npepana. J(o3BospbaBaTe YMHOXKaBambe,
TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CaOIIIITaBamke Jieiia, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIuKOBamba WK yIoTpeoe
JieNia y CBOM JIeJTy, aKO ce HaBeJe MMe ayTopa Ha Ha4uH oJipel)eH o]l cCTpaHe ayTopa WiTh
naBaona aunenne. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHMjaHy yrnoTpeOy aena. Y ogHocy Ha
CBE OcTajie JTUIICHIIC, OBOM JIUIICHIIOM CE€ OorpaHn4aBa Hajsehu oOuM mpaBa kopuihema ena.
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaTHO — IeJIUTH MOJ HUCTHUM YycjaoBuma. Jlo3BosbaBate
YMHO)KaBame, TUCTPUOYIIHMjy U jJaBHO CAOIIITABaE JIeNa, ¥ Ipepajie, ako Ce HaBeIe UMe
ayTopa Ha HauuH ojpeh)eH o1 cTpaHe ayTopa WM J1aBaolia JIMIEHIIC U aKo ce Mmpepaja
IUCTprOyHpa TOJ WCTOM WM CIMYHOM JumeHioM. OBa JIMIEHIIa HE J03BOJhaBa
KOMepIUjaliHy yrnoTpeOy Jiena u npepaja.

5. AyrtopcTBo — 0e3 mpepajaa. J[o3BojbaBaTe YMHOXKaBame, JNUCTPHOYIU]Y U jaBHO
CaoIIITaBamke ea, 0e3 mpoMeHa, MPEOOTHKOBamha UITH YIIOTpeOe Jiea y CBOM Jely, aKo ce
HaBeJIe UMe ayTopa Ha Ha4MH ojpel)eH o] cTpaHe ayTopa WiH JaBaora jJureHie. Opa
JUIIEHTIA J03B0OJhaBa KOMEPIIMjAJIHY YIIOTPeOy aerna.

6. AyTOpPCTBO — JeJIMTH MO UCTUM ycJaoBuMa. J[03BoJbaBaTe YMHOXKABAWkE, JUCTPUOYITH]Y
Y jaBHO CaoNINTaBame Jiefla, ¥ Ipepaje, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ofpeleH ox
CTpaHe ayTopa WM JaBaolia JHUIICHIIE U aKO ce Mpepaja TUCTpuOynpa Mo HCTOM WIIN
cnuyHOM nureHioM. OBa JUIEHIIa 103B0JhaBa KOMEPIIUjaTHy ynoTpely /ena u mpepaja.

Cangna je CO(i)TBepCKI/IM JIMOCHIIaMa, OAHOCHO JIMICHIIaMa OTBOPCHOT' KOJI4A.



