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Uvod

Odrzanje homeostaze, kao uskladenost velikog broja biohemijskih reakcija i fizicko-hemijskih
procesa u zivim sistemima, pri uslovima fluktuirajuce spoljasnje sredine, osnovni je preduslov
zivota. U takvim uslovima opstanak je zagarantovan samo pravilnim i pravovremenim odgovorom
na trenutne zahteve sredine. U vezi sa tim ziva bi¢a su razvila veliki broj regulatornih mehanizama
koji im omoguéavaju normalno funkcionisanje u Sirokom opsegu uslova okruzenja. U osnovi ovih
mehanizama lezi stalna komunikacija sa sredinom, meducelijska komunikacija signalnim
molekulima 1 na kraju adekvatan odgovor, kako na nivou celog organizma, tako i na nivou

pojedinacnih celija.

Medutim, kao veliki izazov, ipak se smatra zivot u ekstremnim uslovima sredine, poput niske i
visoke temperature, visokog pritiska, anoksije, ograni¢ene dostupnosti hrane, visoke koncentracije
soli. Razli¢iti organizmi imaju i razli¢ita reSenja. Svakako invertrebrati poseduju najSiri spektar
razli¢itih adaptacija. Neki od njih udu u stanje hipobioze, stanje smanjene metaboli¢ke aktivnosti,

dok se drugi jednostavno odsele na prihvatljivija stanista.

lako postoji veliki broj studija 0 mehanizmima adaptacije, joS uvek je nejasno koji momenat je
okida¢ za ¢itav sled adaptivnih procesa. Jedan, do sada uocenih zajednickih momenata kod svih

tipova adaptacija je oksidativni stres i procesi u vezi sa homeostazom vode.

Iz tog razloga, danas je veliki broj istrazivanja usmeren na mogucu ulogu reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta kao primarnih signalnih molekula u adaptivnim procesima, posebno jer je re¢ o malim i lako

difuzibilnim molekulima, kao H,O..

Upravljanje telesnom vodom je jos jedan zajednicki momenat ovih homeostatskih odrzavanja. Voda
je osnovna komponenta svih zivih sistema. Ona predstavlja sredinu u kojoj se odigravaju svi
metabolicki procesi, ali je neophodna i za odrzavanje strukture makromolekula i markromolekulskih
struktura. Veéina organizama moze da prezivi samo usko kolebanje ukupnog sadrzaja vode.
Posebno su izrazeni ovi problemi u uslovima niskih temperatura, gde kao stalna pretnja postoji

moguce formiranje leda, i kao posledica dehidratacija.

U razumevanju svih ovih procesa sve je znacajnije mesto jedne nove discipline-metabolomike.

Razvoj metabolomike, kao katalogizacije i kvantifikacije mnostva malih molekula u bioloskim
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sistemima izloZenim razli¢itim uticajima je omogucen postojanjem mo¢nih analitickih metoda, pre
svega nuklearne magnetne rezonance (NMR) i gasno-te¢ne hromatografije. Proucavanje razlika u
metabolickim profilima vrsta otpornih na hladno¢u u zavisnosti od temperature spoljasnje sredine
pruza mogucnost uvida koji su to metaboliti bitni za samu adaptaciju i indirektno ukazuje i na same

metabolicke procese bilo na njihovu aktivaciju ili depresiju.

U svetlu ovih najnovijih trendova u nauci pokusali smo da sagledamo i temu ove doktorske
disertacije otpornost na niske temperature i dehidrataciju kukuruznog plamenca, Ostrinia nubilalis.
Kao insekt umerenog klimatskog podrucja, Ostrinia nubilalis suoéena je sa niskim temperaturama
tokom zime. Niske temperature prezivljava kao dijapauzirajuca gusenica otporna na zamrzavanje
telesnih tecnosti. Dijapauza ove gusenice, kao jedno opste stanje hipometabolizma, je zapravo vrlo
dinamiCan proces koji ukljucuje veliki broj adaptivnih mehanizama vezanih za otpornost na
hladno¢u. Letnja generacija ovih gusenica nije otporna na niske temperature. Od ranije uocene
promene u antioksidativnom sistemu dijapauzirajucih gusenica izlozenih niskim temperaturama, a sa
druge strane brojne c¢injenice 0 regulatornoj ulozi reaktivnih vrsta kiseonika u mnogim procesima,
dale su smernicu ovom radu. Uporednim pracenjem aktivnosti antioksidativnog sistema, nivoa H,O-
I melanin radikala (dijapauziraju¢ih jedinki izlozenih niskim temperaturama), kao potencijalnih
aktera u redoks signalingu, otvorena je nova dimenzija ove adaptacije. Rezultati ove teze su joS
jedna potvrda uloge ovih molekula u procesima adaptacije na niske temperature. Poredenjem
metabolickih profila nedijapauziraju¢ih i dijapauzirajucih insekata izlozenih niskim temperaturama

istaknut je znacaj pojedinih metabolita i metabolickih procesa u ovoj adaptaciji.
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1. Otpornost insekata na niske temperature

Insekti kao rasprostranjena grupa organizama, prisutna u svim klimatskim podruc¢jima, od tropskih
do polarnih delova, razvila je veliki broj adaptivnih mehanizama na uslove spoljasnje sredine.
Otpornost na niske temperature (cold hardiness, eng.) je karakteristika svih vrsta koje mogu da
prezive temperature ispod nule u odredenom periodu godine ili zivotnog ciklusa. Problem sa kojim
se organizmi sre¢u pri niskim temperaturama je drasticno smanjenje brzine hemijskih reakcija, a
ispod odredene temperature javlja se 1 problem zamrzavanja telesne vode. I pored postojanja Sirokog
spektara adaptacija na niske temperature, insekti se tradicionalno svrstavaju u dve glavne grupe
(Cannon and Blok, 1988; Duman et 1991b, Lee, 1991):

- otporni na zamrzavanje telesnih tec¢nosti- insekti koji toleriSu ekstracelularno zamrzavanje

telesnih te¢nosti i
- neotporni na zamrzavanje telesnih te¢nosti- insekti koji pothladivanjem telesnih te¢nosti
odrzavaju te¢no stanje i1 pri temperaturama daleko ispod nule

U osnovi ove podele je nacin na koji organizmi upravljaju telesnom vodom. Voda je osnovna
komponenta zivih organizama. Kod invertrebrata u proseku ¢ini 70% telesne mase (normalan
sadrzaj telesne vode invertrebrata je od 40-90%), tako da 95-99% od ukupnog broja molekula u
organizmu ¢ine zapravo molekuli vode (Watanabe, 2006). Organizmi toleriSu samo ogranicena
variranja u sadrZaju telesne vode. Zato nije iznenadujuce da je u otpornosti na hladnoc¢u klju¢na
regulacija statusa telesne vode. Redukcija ukupne telesne vode, kao jedan od aspekata adaptacije na
niske temperature, Cesto se odnosi samo na smanjenje osmotski aktivne, »slobodne« vode, a
istovremeno oCuvanje osmotski neaktivne, »vezane«, vode. Zapravo, slobodna voda ¢ini onaj deo
telesne vode koji se moze zamrznuti i time ugroziti organizam, dok osmotski neaktivna voda,
vezana za makromolekule i druge celijske strukture, doprinosi ofuvanju bazalnog nivoa vode
potrebnog u odrzavanju ¢elijskih struktura.
U tom smislu prisutne su brojne fizioloSke i biohemijske adaptacije kod obe grupe organizama koje

ukljucuju sintezu velikog broja malih molekula, poliola i Secera, kao i specifi¢nih proteina.
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1.1 Insekti otporni na zamrzavanje telesnih te¢nosti

Smatra se da se ova adaptacija evolutivno kasnije razvila kod insekata (Vernon i Vannier, 2002).
Opisano je viSe od 60 vrsta insekata sa ovom strategijom prezivljavanja, pri tome najveci broj je
prisutan u redovima Hymenoptera, Diptera, Coleoptera i Lepidoptera (Block, 1995; Zachariassen,
1985; Duman i sar, 1991a).

Osnovna strategija ove grupe organizama je u podsticanju zamrzavanja hemolimfe na umereno
niskim temperaturama, iznad -10°C, pri éemu ne dolazi do intracelularnog zamrzavanja (do sada je
samo kod larve vrste Eurosta solidaginis opisano intracelularno zamrzavanje ¢elija masnog tela, Salt
1962; Lee i sar., 1993). Zamrzavanje hemolimfe je postepeno i kontrolisano prisustvom specifi¢nih
proteina inicijatora kristalizacije, INA (ice-nucleating agents). Ovi proteini olakSavaju
organizovanje molekula vode u kristal leda, deluju¢i poput pelcera kristalizacije u pothladenim
teCnostima. Na taj nacin oni povecavaju tacku mrznjenja na umereno niske temperature tipicno za
ove organizme. Opisani proteini sa ovom funkcijom su lipoproteini sa velikim sadrzajem fosfatidil
inozitola, komponente neophodne za inicijaciju kristalizacije (Duman i sar., 1991b; Neven i sar.,
1989).

Formiranje leda u ekstracelularnoj te¢nosti pra¢eno je i njenim koncentrovanjem (povecanjem
osmolarnosti), s obzirom na to da u rastuci kristal leda mogu da se ukljuc¢e samo molekuli vode, a ne
i molekuli rastvoreni u njoj. Ova razlika u osmolarnosti dovodi do izlaska vode iz ¢elija. Neki autori
(Mazu, 1984; Karow, 1991) stoga i smatraju da je primarni stres kod zamrzavanja, zapravo celijska
dehidratacija. (Bale, 2002) objasnjava znacaj ovakvog smanjenja sadrzaja slobodne vode u ¢elijama
pored ostalog i u spre¢avanju potencijalno letalnog zamrzavanje intracelularne vode. Svakako da,

kako autor isti¢e, ovo nije jedini mehanizam i da je stanje mnogo kompleksnije.

Kod velikog broja insekata otpornih na zamrzavanje je opisano intracelularno akumuliranje poliola
tokom zimskih meseci, pri ¢emu najceS¢e glicerola, ali i sorbitola, treitola i eritrola, kao i Secera
fruktoze i trehaloze (Worland i sar., 2000; Zeng i sar., 2008). Smatra se da je kod ovog tipa
adaptacije primarna uloga ovih molekula u smanjenju dehidratacije ¢elija usled formiranja kristala
leda (Karow, 1991). Ovi molekuli, zato i nazvani krioprotektori, svojim koligativnim efektom

povecavaju osmolarnost intracelularne tecnosti i spreavaju njeno dalje oticanje u ekstracelularni
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prostor. Sa druge strane krioprotektori koji penetriraju ¢elijsku membranu, pre svega trehaloza i
prolin (Denlinger i Lee, 1998) znacajno redukuju osmotski gradijent stvoren zbog ekstracelularno
formiranog leda stabiliSuci i sprecavaju¢i mehanicka ostecenja membrane. Na ovaj na¢in dodatno
doprinose zadrzavanju citoplazmatske vode, smanjujuc¢i celularnu dehidrataciju i1 odrzavajuéi
kriti€nu zapreminu ¢elije (Baust 1973, 1982). Znacaj ovih krioprotektora je i u stabilizaciji ¢elijskih
proteina. I pored znafajnog doprinosa akumulacije poliola i Se¢era ukupnom odrzanju celijskih
elemenata i osnovnih funkcija pri niskim temperaturama, ipak, kompletna slika, kao i moguci
mehanizmi i uloga ovih molekula nisu u potpunosti prouceni.

Pored ve¢ spomenutih proteina INA, kod ovih vrsta kao odgovor na niske temperature primecena je
pojava i druge grupe specificnih proteina, tzv. antifriz proteina, AFP (antifreez protein, eng.). Ovi
proteini su poznati joS po nazivu proteini termalnog histerezisa, THP (Thermal Hysteresis Proteins,
eng.), posto su zasluzni za razliku u tacki mrznjenja i tacki topljenja telesne teCnosti (termalni
histerezis, Duman, 2001). Medutim, znac¢aj THP kod ovih vrsta je u regulaciji rasta kristala leda, pri
¢emu ne dolazi do formiranja vec¢ih kristala, oStrih ivica koje bi ostetile ¢elije tkiva, kao i
sprecavanju osStecenja tkiva kod sekundarne rekristalizacije koja je moguca u toku toplijih perioda
krajem zime. Takode, SpekuliSe se sa njihovom ulogom u zastiti insekata otpornih na zamrzavanje u
toku jesenjeg pada temperature ispod nule, kada jos nije sintetizovano dovoljno INA i koncentracija
krioprotektora joS uvek je niska (Duman, 1982; Duman i sar, 1982)

1.2 Insekti neotporni na zamrzavanje telesnih te¢nosti

Ova strategija prezivljavanja niskih temperatura je Cesta kod insekata, ali i kod drugih grupa
zglavkara (npr. pauci, krpelji). U osnovi ovog tipa adaptacije je snizenje tatke mrznjenja telesnih
teCnosti daleko ispod tacke mrZznjenja Ciste vode, tj. pothladivanjem (supercooling, eng.) telesnih

teCnosti. Tacka mrZnjenja ove tec¢nosti se naziva kriti¢na tacka mrznjenja, SCP (supercooling point,

eng.).

Sama adaptacija ovih insekata na niske temperature moze se grubo podeliti u dve faze. Prva faza
podrazumeva veliki broj promena kako onih u ponaSanju, tako i fizioloskih, te ukljucuje
pronalazenje povoljnih mesta za prezimljavanje, redukovanje sadrzaja telesne vode, povecanje
sadrzaja masti, i mozda najvaznije, prestanak ishrane i praznjenje digestivnog sistema, da bi se

uklonili ostaci hrane koji bi mogli delovati kao centri nukleacije leda. Kod mnogih insekata ove
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grupe normalna crevna flora sadrzi i bakterije koje deluju kao centri nukleacije (Lee i sar., 1993), pa
ih je neophodno ukloniti pre zime ili redukovati njihov kapacitet nukleacije. U isto vreme uklanjaju
se i moguci nukleatori iz hemolimfe (Neven i sar., 1986). Kod nekih vrsta ove promene dovode do
depresije SCP i do -20°C.

Druga faza podrazumeva sintezu poliola i AFP koji dodatno snizavaju SCP. Od poliola najéesce su
prisutni glicerol, manitol, sorbitol, ribitol, eritrol, etilen glikol, inozitol zatim Seceri trehaloza,
glukoza, fruktoza (Somme, 1982; Lee, 1991). Oni svojim koligativnim efektom uti¢u na snizenje
tatke mrznjenja telesnih tec¢nosti. Mnogi insekti ove grupe imaju multikomponentni sistem
krioprotektora, koji zajedni¢im koligativnim efektom povecéavaju kapacitet pothladivanja tecnosti.
Tako na primer kod Cryptopygus antarticus su prisutni glicerol, manitol i trehaloza (Sgmme i
Block, 1982). Znacaj multifunkcionalnog sistema krioprotektora je i u tome §to bi visok nivo jednog
krioprotektora imao potencijalno toksi¢an efekt (Bale, 2002). Osim ve¢ pomenutih moguce su i
druge uloge pojedina¢nih krioprotektora, jednih u regulaciji enzimskih aktivnosti, drugih u depresiji
SCP i sl. (Zachariassen, 1985). Visok sadrzaj krioprotektora u hemolimfi smanjuje napon vodene
pare hemolimfe, ujedno smanjujuéi gradijent pritiska pare sa spoljasnjim ledom, ¢ime se sprecava
isparavanje vode. Sinteza krioprotektora je sezonska i pojacana je tokom jeseni, uslovljavajuci

snizenje SCP, Sto je u skladu sa sve nizim temperaturama spoljasnje sredine.

Antifriz proteini, ili proteini termalnog histerezisa, daju znac¢ajan doprinos u ukupnoj otpornosti na
hladno¢u ove grupe insekata. AFP smanjuju tacku mrznjenja na ne-koligativni nacin, ne uti¢u¢i na
tatku topljenja, pri tom ova razlika moze biti i 5-6 °C (Duman i sar., 1993). Na ovaj na¢in zna¢ajno
doprinose ukupnom kapacitetu pothladivanja telesnih tecnosti. Do sada je izolovano i okarakterisano
AFP za preko 40 vrsta, uglavnom tvrdokrilaca (Coleoptera), i samo po jedan kod leptira i moljaca
(Lepidoptera) i muve (Diptera) (Bale, 2002). Opste je prihvaéeno da se ovi proteini apsorbuju
specificno na povrsini potencijalnog kristala leda, menjajuci njegovu strukturu i sprecavajuci dalji

rast kristala, Sto zahteva nize temperature za nastavak rasta kristala (Duman, 2001).
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Otporni na zamrzavanje Neotporni na zamrzavanje

Inicijator1 nukleacije potsticu formiranje
ekstracelularog leda na temperaturama Uklanjanje svih potencijalnih nukleatora

od -5 do -10°C

Polihidroksilni alkoholi (polioli) 1 Seceri

Krioprotekcija od ekstracelularnog Povecan kapacitet pothladivanja
zamrzavanja telesne te€nosti

Antifriz proteini
Inhibicija sekundame reknistalizacije Stabilizacija pothladenog stanja
Niska letalna temperatura Smrt nastupa zamrzavanjem
Sesto ispod -40°C 1zmedu -20 do -40°C

Sema 1. Osnovne karakteristike adaptacije dve glavne grupe insekata otpornih na hladnocu

Kao tredi tip strategije prezivljavanja niskih temperatura kod insekata, u novijoj literaturi se navodi
krioprotektivna dehidratacija, opisana kod arkticke kolembole Onychiurus arcticus (Worland i sar.,
1998). Ovaj nacin prezivljavanja poznat je od ranije kod drugih grupa organizama, kao S$to su
nematode, tartigrade 1 morski raci¢i, a podrazumeva prezivljavanje niskih temperatura u
dehidriranom stanju. Ova adaptacija se zasniva na tome da organizam gubi vodu kroz permeabilnu

kutikulu zbog postojanja razlike napona pare okolnog leda i pothladene telesne tecnosti organizma.
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1.3 Kilasifikacija insekata prema otpornosti na hladnoéu po Bale-u

Predhodno opisana podela insekata na dve grupe, otporne i neotporne na zamrzavanje, razmatra
nacin na koji insekti reSavaju problem zamrzavanja telesnih te¢nosti. Medutim, mnogi insekti Zive u
zonama gde su temperature ispod nule zimi retke ili ih uopSte nema, tako da je glavna pretnja za
opstanak ovih insekata zaparavo hladnoca (¢eS¢e nego zamrzavanje telesnih te¢nosti), koja moze da
bude razli¢itog stepena, zavisno od temperature i trajanja (Bale, 1991). Naravno da postoje insekti
koji mogu da prezive zamrzavanje, kao i oni koji umiru samo kada dode do zamrzavanja telesne
tenosti, odnosno na temperaturama ispod SCP. Medutim, za veéinu vrsta SCP je samo teoretska, a
ne i realna donja letalna temperatura. Ovi insekti umiru, bez zamrzavanja, od kumulativnih Stetnih
efekata izlozenosti hladno¢i, poput onih nastalih zbog smanjenja enzimske aktivnosti, oStecenja na
nivou plazma membrane, oksidativnog stresa itd.

Kombinujuéi efekte hladnoce i zamrzavanja na prezivljavanje insekata pri niskim temperaturama,
kao i zele¢i da obuhvati vrste svih klimatskih zona pocev od tropa do polarnih delova, (Bale, 1996)
je predlozio podelu insekata u pet grupa pocev od najotpornijih do onih najmanje otpornih na
hladnoc¢u. Prve dve grupe su kao i kod originalne podele:

a) Vrste otporne na zamrzavanje telesnih tec¢nosti- one koje toleriSu zamrzavnje jednog dela
svojih telesnih teCnosti. Medu insektima ove grupe varira odnos izmedu temperature
zamrzavanja i letalne temperature. Tako se vrste Hydromedion sparsutum sa Antarktika
(Bale i sar., 2000), Syrphus ribesii iz UK (Hart i Bale, 1997) i Eurosta solidaginis iz Severne
Amerika (Bale i sar., 1989) zamrzavaju na -10°C, ali letalne temperature za ove tri vrste su
oko -16, -30 i -50 °C.

b) Vrste koje izbegavaju zamrzavanje telesnih tecnosti pothladivanjem- pri ¢emu u ovu grupu
spadaju samo vrste bez ili sa niskim mortalitetom u odsustvu zamrzavanja, tj. umiru samo
kad se zamrznu. U ovoj grupi je na primer moljac Epirrita autumnata koji prezimljava u
stadijumu jaja na brezama u severnoj Skandinaviji (Tenow i Nilssen, 1990)

Insekti svrstani u nove tri grupe takode ne toleriSu zamrzavanje, ali su razli¢ito osetljivi na
hladnocu:

) Vrste otporne na hladnoéu- ove vrste imaju niske SCP (oko -20 °C do -30 °C) i visok nivo
tolerancije na hladno¢u. Za razliku od prehodne grupe imaju veci mortalitet nesto iznad SCP,
Sto je naroCito izrazeno pri duZzem izlaganju ovim temperaturama. Ova velika grupa

ukljucuje mnoge polarne insekte, kao $to je Alaskozetes antarcticus, sa zimskom SCP od -
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30°C, a 73% prezivljava izlaganje temperaturi od -20 °C u toku 100 dana (Cannon i Block,
1988)

d) Vrste osetljive na hladnoéu- ove vrste pothladuju telesne te¢nosti do veoma niske
temperature, ali umiru posle kratkog izlaganja (oko nekoliko minuta ili sati) temperaturama
znacajno iznad SCP. Tako za prezimljujuce jedinke vrste Myzus persicae letalna temperatura
je 15-18 stepeni iznad SCP (-25 °C) pri izlaganju od 1 minuta (Howling i sar., 1994)

e) Vrste koje oportunisticki preZivljavaju- u ovu grupu spadaju vrste koje ne mogu da prezive
temperature ispod granicne temperature neophodne za razvoj, pa su prinudene da za
prezimljavanje potraze sklonista. Larve kuéne muve Musca domestica zamrzavaju na -15 °C,
ali pokazuju 100% mortalite posle 5 dana na 0 °C. Toplo skloniste ove larve nalaze na

kuénim ljubimcima (Coulson i Bale, 1991).

Osnovni argument za ovu podelu je da za vecinu insekata klimatskih podrucja sa zimskom sezonom,
veca pretnja po opstanak su hladnoca i oStecenja vezana za nju, nego rizik od zamrzavanja. Ova
nova podela je sve ceS¢a u novijoj literaturi i posti¢e dalju diskusiju na temu otpornosti insekata na

niske temperature.

1.4 Otpornost na hladnocu i dijapauza

Dijapauza je specifi¢no stanje mirovanja kojom insekti uskladuju svoj Zivotni ciklus sa uslovima
sredine. U dijapauzu insekti ulaze u razlicitim stadijumima razvica, zavisno od vrste. Smatra se da
otpocinje kao odgovor na uslove sredine, kao §to su sniZzenje temperature, odnos dana i noci,
raspolozivosti i prirode hrane i sl. Dijapauza je dinamicno stanje koje je dobro regulisano. Ulazak
organizma u dijapauzu, kao stanje hipometabolizma, praceno je smanjenjem metabolicke aktivnosti,
ali 1 pripremom organizma za prezivljavanje u nepovoljnim uslovima sredine. Kao takva, dijapauza
je karakterisittna i za insekte umerenog klimatskog podrucja, koji u nju ulaze tokom hladnih
zimskih meseci, kao i za insekte tropa, koji dijapauziraju takom susnih i vrelih letnjih meseci
(Denlinger, 1986).

Dijapauza insekata umerenog klimatskog podrucja povezana je i sa njihovom otpornoséu na niske

temperature. Ova ocigledna povezanost postoji u dve forme: kao koincidentalna i ona koja je

ukljucena u program dijapauze (Denlinger i Lee, 1998). Za insekte sa viSe generacija tokom godine,

11



Opésti deo

koji imaju fakultativnhu dijapauzu, ova povezanost je dosta Cesto koincidentalna. To ukazuje na
mogucnost da odvojeni signali (uslovi) iz okoline kotroliSu ova dva procesa. Na primer, kod
fakultativno dijapauziraju¢ih gusenica Ostrinia nubilalis, dijapauza nastupa kao odgovor na
skracenje obdanice, dok otpornost na hladno¢u se razvija kao odgovor na izlozenost niskim
temperaturama (Hanec i Beck, 1960). Za larve kukuruznog plamenca u polju ova dva uslova su
blisko povezana- koincidentalna, zapravo sve kra¢i dani tokom jeseni praceni su i nizim spoljnim

temperaturama.

S druge strane, dijapauziraju¢e lutke muva S.bullata i S.crassipalpis (Adedokun i Denlinger, 1984;
Lee i Denlinger, 1985) su otporne na hladnoé¢u bez prethodog izlaganja niskim temperaturama, za
razliku od nedijapauzirajué¢ih lutaka koje su mnogo osetljivije na hladno¢u. To znaci da dijapauzu i
otpornost na hladno¢u ne kontroliSu odvojeni signali iz okoline, ve¢ je otpornost na hladno¢u u

sastavu samog programa dijapauze.

Iako je za dijapauzu karakteristi¢an pad metabolicke aktivnosti i do 70-98% (Storey i Storey, 2001),
ona je i dalje dobro regulisana i usmerena na sintezu specifi¢nih jedinjenja koji doprinose opstanku
insekta pri niskim temperaturama. Tako su mnogi anabolicki putevi, znacajni za Celijski rast i
diferencijaciju supresovani, a pojacani oni ukljuceni u sintezu krioprotektora i proteina toplotnog
stresa, Hsp (Heat shock protein, eng.). Sama dijapauza podrazumeva nekoliko odvojenih fizioloski
razli¢itih faza koje ukljucuju indukciju, pripremu, inicijaciju, odrzanje i terminaciju dijapauze. Tako
se neposredno pre dijapauze insekti intezivno hrane, da bi po ulasku u dijapauzu prestala ishrana i
kretanje, a zaustavlja se i dalji rast i morfogeneza. U proseku dijapauza u umerenom klimatskom
podrucju traje od 7-10 meseci, pa su insekti tokom dijapauze energetski zavisni od rezervi stvorenih
pre dijapauze. Neki autori smatraju stoga, da je dijapauza energetski skupa zivotna strategija, a da se

cena obi¢no ogleda u stepenu prezivljavanja i padu plodnosti (Matsuo 2005, 2006).

Tokom dijapauze tri glavne nutritivne rezerve su: lipidi, ugljenihidrati i aminokiseline. Rezervni
lipidi su svakako najznacajniji izvor energije tokom dijapauze. Triacilgliceride insekti mogu dobiti
direktno iz hrane, ali i sintetisati od ugljenih hidrata i aminokiselinskih prekursora. Masno telo je
primarno mesto sinteze i deponovanja masti (Canavoso i sar., 2001).

Glavni rezervni polisaharid je glikogen (Steele, 1985; Danks, 1987). Mnoge vrste konvertuju

glikogen u krioprotektore kao direktan odgovor na niske temperature. Dijapauzirajuce gusenice
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kukuruznog plamenca, O.nubilalis, u pocetku dijapauze akumuliraju veliku koli¢inu glikogena, koja
sa sve nizim temperaturma opada, dok u isto vreme raste nivo glicerola. Na kraju hladne sezone,
kada opada nivo glicerola, kao krioprotektora, nivo glikogena ponovo raste (Grubor-Lajsi¢, 1983).
Ova korelacija ukazuje na reciklazu ugljenohidratnih krioprotektora u rezervne Secere, koji se mogu
iskoristiti i u zadovoljavanje trenutnih energetskih potreba organizma. Proces je veoma dinamican, a
regulisan je temperaturno zavisnom fosforilacijom glikogen fosforilaze (Churchill i Storey, 1989).
Trehaloza je primarni Secer hemolimfe. Povecanje koncentracije trehaloze kod nekih vrsta u toku
dijapauze je, pre svega, u vezi uloge trehaloze kao krioprotektora i u dehidrataciji (koligativni
doprinos snizenju SCP 1 stabilizacija proteina i ¢elijskih membrana), a ne kao rezervnog saharida

(Hahn i Denlinger, 2007).

Takode, uoceno je i povecanje nivoa nekih aminokiselina tokom dijapauze, $to je opet primarno u
vezi sa otpornos¢u na hladno¢u i dehidratacijom (Lefevere i sar.,1989; Hahn i1 Danlinger, 2007).
Mnogi insekti aminokiseline deponuju kao rezervne proteine, tzv. heksamerine, koje akumuliraju u
velikim koli¢inama pre ulaska u dijapauzu (Denlinger i sar, 2005). Aminokiseline ovih proteina
snabdevaju kako intermedijarni, tako i respiratorni metabolizam tokom dijapauze, a takode su

znacajne za pokretanje post-dijapauznih razvojnih funkcija.

Denlinger i sar. (1991) su utvrdili da niske temperature stimuliSu i sintezu proteina termalnog stresa,
Hsp (heat shock protein). lako je sinteza ovih proteina prvobitno dokumentovana u termalnom
stresu kod Drosophila, po ¢emu su i dobili naziv, vrlo brzo su uoc¢eni i u drugim stresnim stanjima.
Sada se ekspresija ovih proteina opisuje kao opsti odgovor na stres okruzenja. Hsp izmedu ostalog
funkcionisSu kao molekulski ¢aperoni (chaperon, eng.) koji vezujuci se za proteine smanjuju Stetne
efekte pogreSnog uvijanja pri sintezi proteina i olakSavaju formiranje i odrzavanje nativne
konformacije.

Kao odgovor na stres izazvan niskim temperaturama uglavnom se sintetiSu Hsp proteini familije od
70 kDa. (Joplin i sar, 1990; Craig i sar., 1993; Morimoto i sar., 1994), mada je opisana i pojava Hsp
drugih familija, Hsp90 i malih, kao Hsp23 (Joplin i sar., 1990). Kako su mnogi bitni enzimi
podlozni denaturaciji na niskim temperaturama, ovi stres proteini bi mogli biti ukljuceni u
eliminaciju ovih denaturisanih proteina ili u njihovoj renaturaciju, ili o€uvanje nativnosti.

Najnovija istrazivanja povezuju ekspresiju Hsp kao deo strategije opSte otpornosti insekata na niske

temperature (Rinehart i sar, 2007), a ne samo kao trenutni odgovor na stres izazvan hladno¢om.
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Tako je dobro poznata ekspresija Hsp23 i Hsp70 kod vrste Sarcophaga crassipalpis pri ulasku u
dijapauzu (Rinehart i sar, 2000). E kspresija ovih proteina u dijapauzi ove vrste se donekle razlikuje
u odnosu na druge tipove stresa, tj. viSe je deo razvojnog puta, a ne trenutni odgovor na uslove
sredine. U vezi sa ekspresijom Hsp familije nije sinhronizovana, povecana je ekspresija samo Hsp70
i Hsp60, dok je Hsp90 smanjena (Rinehart i sar, 2007).
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2. Oksidativni stres i antioksidativni sistem

Pojavom prvih anaerobnih organizama na planeti, pre oko 3 milijarde godina odpoceo je zivot na
Zemlji (Sema 2). Osnova energetskog metabolizma su bile fotohemijske reakcije u kojima je
koriS¢ena sunceva energija za produkovanje molekula kao $to je NADH. U ovoj ranoj fazi ¢elijske
evolucije, svetlosna energija koriS¢ena je za prenos elektrona preko hidridnog jona (jedan
elektronski par i proton) sa H,S na NADP®, stvarajuéi na taj nacin jak redukcioni potencijal za

fiksiranje ugljenika.

20 Podetak brze akumulacije O2
Nivo kiseonika Poveéano koriséenje F(IT)
u atmosferi (%) 10 iz okeana \
Vreme 46
36 26 16 0.6
(milijarde godina) / T
s ) T danasnjica
o Prvijedno Fotosintetski organizmi Pojava eukariotskih
J celijski koriste 120 Fotosintetskih éelija Prvi kimenjaci
OTgAnizZIG ioslobadaju 02
Prve fotosintetske éelije Siroko Prvi viSesejski biljni i
BSpIOstrnena.: Fivotinjski organizmi
aerobna respiracija

Sema 2. Vremenska skala pojave i razvoja Zivog sveta na Zemlji (Albert i sar., 2003)

Slede¢i korak je bio pojava cijanobakterija koje koriste vodu kao izvor elektrona za fotosintezu.
Ovaj proces je zahtevao dodatni fotosistem, koji u tandemu sa prvim prevazilazi veliku razliku u
redoks potencijalu izmedu H,O i NADPH. Intezivna fermetacija dovela je do akumulacije velike
koli¢ine organske materije, ali i po prvi put do pojave O, u atmosferi. Akumulacija kiseonika
omogucila je evoluciju aerobnih fotosintetskih organizama, koji su dobijali veliku koli¢inu energije
razgradnjom organske materije do CO i H,0. Takode, pojavljuju se i organizmi koji viSe ne mogu
da koriste sun¢evu energiju, i koji su potpuno oslonjeni na respiraciju. Pojavom prvih eukariotskih
¢elija, u simbiozi sa bakterijama zavisnim od respiracije, evolucija je krenula u pravcu razvoja

visecelijskih organizama.

15



Opésti deo

Iako je pojava kiseonika i aerobnog metabolizma izuzetno ubrzala tocak evolucije Zivog sveta na
Zemlji, ona je postavila i nove izazove. Naime, metabolickom redukcijom kiseonika oko 97-99%
kiseonika se redukuje do vode, pri ¢emu 1 do 3% podleze nepotpunoj redukciji, kada nastaju
razli¢ite reaktivne vrste kiseonika. Reaktivne vrste kiseonika su slobodni radikali i druge vrste
aktiviranog kiseonika koje imaju veéu oksidacionu sposobnost od samog molekula kiseonika, i
sastavni su deo aerobnog metabolizma cCelije. Velika reaktivnost i neselektivnost ovih ¢estica ¢ini ih
potencijalno Stetnim za makromolekulske ¢elijske elemente.

Zapravo c¢itav razvoj nau¢nih saznanja o slobodnim radikalima u bioloskim sistemima mozemo
podeliti u tri ere. Prva zapocinje Gerschman-ovom slobodnoradikalskom teorijom, kojom su
objasnjeni molekularni mehanizmi Stetnosti parcijalno redukovanih formi kiseonika, koje se
odlikuju velikom reaktivnoséu (Gerschman i sar, 1954). Iste godine je grupa nauc¢nika primetila slab
elektron paramagnetno rezonantni (EPR) signal, koji je pripisan slobodnim radikalima, u razli¢itim
tipovima liofiliziranih bioloSkih materijala (Commoner i sar, 1954). Konacno, postavljanjem
koncepta o ulozi slobodnih radikala u procesima starenja (Harman, 1956) otpocela su intenzivna
proucavanja slobodnih radikala u bioloskim sistemima. Druga era je otpocela 1969. kada su McCord
i Fridovich otkrili enzim superoksid dismutazu (SOD) i time utvrdili kompleksnost i znacaj
slobodnih radikala u bioloskim sistemima (McCord i Fridovich, 1969). Sa otkricem uloge hidroksil
radikala (OH") u stimulaciji aktivnosti enzima guanilatciklaze i formiranju sekundarnog glasnika,
ciklicnog guanozin monofosfata (¢cGMP), otpocela je nova era, koju karakteriSe konstantan priliv
¢injenica o0 ulozi slobodnih radikala u signalnoj transdukciji (Mittal i Murad, 1977).

Sve ovo ukazuje da se adaptacija zivih sistema ne ogleda samo u koegzistenciji sa slobodnim
radikalima, ve¢ i u razvoju razli¢itih mehanizama u kojima ucestvuju reaktivne vrste kiseonika u

regulaciji brojnih fizioloskih funkcija.
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2.1. Reaktivne vrste kiseonika i azota u bioloSkim sistemima

Reaktivne vrste kiseonika-ROS (reactive oxygen species), koje se u literaturi nazivaju jos i reaktivni
metaboliti kiseonika-ROM (reactive oxygen metabolites), dele se u dve grupe (tabela 1.)

1. Slobodno radikalski oblici

2. Neradikalski oblici

Tabela 1. Radikalski i neradikalski oblici reaktivnih vrsta kiseonika (Pardini, 1995)

Slobodnoradikalski oblici kiseonika Neradikalski oblici kiseonika
oznaka naziv oznaka naziv
0, Superoksid anjon radikal | H,O; Vodonik peroksid
OH’ Hidroksil radikal HOCI Hipohlorna kiselina
HO,' Hidroperoksil radikal O3 Ozon
RO’ Alkosil radikal 10, Singlet kiseonika
RO, Peroksil radikal ROOH Organski peroksid
NO’ Azot oksid radikal ONOO’ Peroksinitrit

Slobodni radikali se definiSu kao molekuli koji sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona u svojoj
atomskoj ili molekulskoj orbiti (Halliwell i Gutteridge, 1999). Zbog nesparenog elektrona i teznje da
ga spare oduzimajuéi elektron od nekog drugog molekula, slobodni radikali imaju visok stepen
reaktivnosti. Najznacajnija klasa slobodnih radikala u bioloskim sistemima su svakako radikalski

derivati kiseonika.

Elektronska konfiguracija tripleta kiseonika, (°02), kao osnovnog stanja kiseonika, ima dva
nesparena elektrona paralelnih spinova koji zauzimaju dve degenerisane molekulske orbitale, koje
ga Cine paramagnetinim. Zbog ovakve elektronske konfiguracije kiseonik ima teznju da primi
elektrone i popuni orbitale, a sam da se pri tome redukuje. Ove orbitale se nazivaju razvezujuce
(antivezuju¢e). U poredenju sa drugim diatomskim molekulima sa popunjenim antivezujuéim
orbitalama, npr. N, dvostruka veza u diatomskom molekulu kiseonika je slabija. Medutim, da bi

molekul kiseonika bio sposoban da stupi u reakciju potrebno je ukinuti postoje¢u spinsku restrikciju,
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Sto se postize bilo redukcijom sa jednim elektronom (kada nastaje O,"), bilo fotohemijskom
termalnom aktivacijom kiseonika (kada nastaje singlet *Oy).
Pri metaboli¢koj redukciji kiseonika terminalna oksidaza respiratornog lanca, citohrom c oksidaza,

predaje Cetiri elektrona molekulu kiseonika i redukuje ga do vode :
%0, + 4e” + 4H* — 2H,0 (jednacina 1)

Kada molekul Kkiseonika primi jedan elektron, nastaje superoksid anjon radikal, O, (jed.2).
Njegovo formiranje je uglavnom nepozeljna posledica aerobnog metabolizma (Mgller, 2001).

%0, +e — 0" (jednacina 2)

Produkcija superoksida je najvec¢a unutar mitohondrija ¢elija, tj. na nivou unutrasnjih membrana
mitohondrija. Naime, pri transportu elektrona duz respiratornog lanca, manja koli¢ina elektrona
»sklizne« sa lanca i reagujuci sa kiseonikom formira kiseoni¢ni slobodni radikal-superoksid radikal
(Valko i sar., 2004). Mesta formiranja superoksid radikala duz respiratornog lanca su na nivou
Kompleksa | (NADH-koenzim Q reduktaza) i Kompleksa Il (koenzim Q-citohrom c reduktaza)
(Valko i sar., 2007). U poredenju sa drugim radikalima kiseonika, O," je manje reaktivan i sa nesto
duzim poluzivotom od 2-4 us. Takode, ne moze direktno da reaguje sa membranskim lipidima.
Zbog naeletrisanja, anjonske forme, ne moze da prode kroz ¢elijsku membranu (Vronova i sar,
2002). Iako najveca koli¢ina superoksida nastaje na nivou respiratornog lanca, i neki drugi enzimi,
takode, katalizuju reakciju transfera jednog elektrona sa supstrata na *0,, poput nitro-propan
dioksigenaze, galaktozo oksidaze, ksantin oksidaze. Neki enzimi ¢elijskog zida i plazma membrane
(NADIP]H oksidaza, peroksidaza, poli- i di-amino-oksidaze) mogu ekstracelularno da produkuju
superoksid, koji sada igra ulogu u meducelijskom signalingu (Bolwell, 1999; Delannoy i sar., 2003).
Pri autooksidaciji nekih visoko reaktivnih hemijskih jedinjenja, kao Sto su flavini, pteridini, difenoli

i ferodoksin (jednagina 3) moze do¢i do transfera jednog elektrona na >0, (Halliwell, 1987).
FerOdOkSinredukovan + 302 — FerOdOkSinoksidovani + 02.- (jednaéina 3)

U bioloskim sistemima, ve¢i deo superoksida u medusobnoj reakciji ili enzimski katalizovanoj

reakciji (superoksid dismutaza, SOD) formira H,O; (jednacina 4):
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02.- + 02.- +2H"— H,0O, + 302 (jednaéina 4)

02" je, takode, sposoban da oduzme elektron i nekim antioksidantima- vitamin E (a-tokoferol),
vitamin C, cistein, §to je u zivim sistemima i iskoriS¢eno za zaustavljanje slobodnoradikalske

propagacije (Pordevi¢ i sar., 2000)

Vodonik peroksid, H,O, je najstabilniji ROS, a nastaje nepotpunom redukcijom kiseonika sa 2

elektrona:

%0, + 2"+ 2H" — H,0, (jednagina 5)

U bioloskim sistemima ne nastaje samo pod dejstvom SOD (jednacina 4), ve¢ i drugih enzima: urat
oksidaze, glikolat oksidaze, glukozo oksidaze, oksidaza nekih D-aminokiselina, ali i u reakcijama
autooksidacije vitamina C, glutationa, tiola i kateholamina (Halliwell i Gutteridge, 1999). Najveca
produkcija H2O, u ¢eliji je u peroksizomima, gde se koristi za oksidaciju razli¢itih organskih
molekula. Vodonik peroksid je sposoban da oksiduje -SH grupe proteina i zapo¢ne lancanu reakciju
lipidne peroksidacije (Valko i sar., 2007). Lako difunduje kroz ¢elijske membrane i moze da reaguje

sa jonima gvozda i drugih metala, kada nastaje hidroksil radikal, OH".

Najveca koli¢ina hidroksil radikala, OH", jedne od najagresivnijih i najreaktivnijih Cestica u

hemiji, upravo i nastaje iz vodonik peroksida u Haber-Weiss-ovoj reakciji:

H,0; + O,"— %0, +'OH + OH’ (jednagina 6)

Pri fizioloskim uslovima ova reakcija je moguéa samo uz prisustvo jona prelaznih metala kao

katalizatora, u tzv. Fenton-ovoj reakciji (Liochev, 1999):

02" + Me(n) — 30, + Me(n-1) (jednacina 7)
Me(n-1) + H,0, — Me(n) + OH + OH" (jednadina 8)
Neto reakcija:

metalni katalizator

H.0, + O;” — %0, + OH™ + OH' (jednacina 9)
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Kao metalni katalizatori in vivo mogu biti gvozde, bakar ili kobalt, a ovaj mehanizam nastanka
hidroksil radikala smatra se osnovnim u bioloSkim sistemima. Takode, poznat je i drugi mehanizam
produkcije hidroksil radikala koji uklju¢uje O," i azot oksid radikal (NO") (Radi i sar., 1991):

0, + NO' — ONOO (jednacina 10)
ONOO™ + H" — ONOOH (jednacina 11)
ONOOH — NO;" + HO' (jednacina 12)

Hidroksil radikal je najopasnija radikalska vrsta, sa poluzivotom oko 1 ns, prakti¢no reaguje na

mestu nastanka i moze da napadne i osteti bilo koji molekul u ¢eliji (Pastor i sar., 2000).

KratkoZiveéa i veoma reaktivna forma kiseonika- singlet kiseonik, 'Oy, je neradikalska forma ROS-
a. Nastaje promenom spina jednog od elektrona iz antivezuju¢ih molekulskih orbitala tripleta
kiseonika. U fotosenzibilnim tkivima 'O, se produkuje u reakciji kiseonika sa pobudenim
fotosenzibilnim jedinjenjima-fotopigmenatima, kao Sto su hlorofil, flavonodi, porfirini i o¢ni
pigment retinol. Ovi molekuli su u stanju da prime kvant svetlosne energije i pri tome predu u
nestabilno pobudeno stanje. Da bi se ponovo vratili u osnovno nepobudeno stanje ovi molekuli se
oslobadaju viska energije obicno u vidu emisije svetlosne energije. Medutim, u prisustvu kiseonika,
on prima taj kvant energije i prelazi u mnogo reaktivniju formu, singlet kiseonika (Frank i sar.,
1999):

P + hv — P~ (pobuden pigment) (jednacina 13)
P'+%0, >0, +P (jednacina 14)

U nefotosintetskim tkivima do produkcije 'O, mozZe doéi u reakciji transfera elektrona sa HO' na
O, (Halliwell, 1987):

HO+ O, — 'O, + OH" (jednacina 15)

Dalje '0, moZe direktno da reaguje sa nezasicenim masnim kiselinama i izazove lipidnu

peroksidaciju.
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Od reaktivnih vrsta azota, RNS (reactive nitrogen species) u bioloskim sistemima, svakako
najznaCajniji i najprisutniji je azot monoksid radikal , NO". To je mali molekul koji sadrZi
nespareni elektron u antivezujuéoj 2m, orbitali. U biologkim sistemima nastaje pod dejstvom
enzima azot-oksid sintaze (NOS), u metabolickom putu arginina do citrulina pri ¢emu se formira
NO" (Ghafourifar i Cadenas, 2005). Azot monoksid radikal je znacajan kao signalni molekul u
razli¢itim fizioloSkim procesima, poput neurotransmisije, regulacije krvnog pritiska, odbrambenim
mehanizmima, regulaciji imunog odgovor (Bergendi i sar., 1999). Poluzivot NO' je u vodenoj
sredini nekoliko sekundi, mada pri je nizim koncentracijama kiseonika stabilniji. Rastvoran je i u
vodi i u lipidima, pa lako moze da difunduje kroz ¢elijsku plazma membranu (Chiuen, 1999). U

ekstracelularnoj sredini NO' reaguje sa vodom i kiseonikom dajuci nitratne i nitritne anjone.

Azot monoksid radikal u reakciji sa superoksidnim anjon radikalom daje mnogo reaktivniju ¢esticu

— peroksinitrit anjon, ONOO:
NO™ + O,” — ONOO’ (jednacina 16)

U tkivima 1 procesima koji dovode do produkcije obe vrste ovih radikala, kao na primer u ¢elijama
imunog sistema u toku inflamatornih procesa, moze nastati znatna koli¢ina ONOQO". Tako da je i
toksi¢nost NO" povezana uglavnom sa mogucom reakcijom sa O,". Peroksinitrit anjon je veoma
agresivan oksidacioni agens i moze da izazove fragmentaciju DNK i lipidnu peroksidaciju (Carr i
sar., 2000).
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2.2. Oksidativna osteé¢enja biomolekula

Kao $to je ve¢ istaknuto produkcija reaktivnih vrsta kiseonika, ROS, i reaktivnih vrsta azota, RNS,
su sastavni deo normalnog celijskog metabolizma. Njihova produkcija je strogo kontrolisana
odrzavanjem ravnoteze izmedu prooksidanata i antioksidanata. Medutim, ne tako retko dolazi do
narusavanja ove ravnoteze, kada dolazi do produkcije ROS/RNS. Ovakvo stanje van fizioloskih
granica produkcije ROS/RNS u bioloskim sistemima naziva se oksidativni, odnosno nitrozativni
stres (Valko i sar., 2007). Oksidativni/nitrozativni stres je sastavni deo velikog broja biotskih i
abiotskih stresova, a prac¢eni su naruSavanjem strukture i funkcije biomolekula, poput lipida,
proteina, DNK. Oksidativni stres je povezan i sa velikim brojem oboljenja biljaka i zivotinja, kao i

sa procesom starenja.

Celijske komponente najpodloZnije napadu ROS su svakako nezasi¢ene masne kiseline fosfolipida
celijskih plazma membrana (Siems i sar., 1995). Lipidna peroksidacija je lancana radikalska
reakcija, pri ¢emu su kao naj€es¢i inicijator ove reakcije hiroksil radikal i singlet kiseonika, kao
reaktivne vrste kiseonika. Reakcija otpoCinje oduzimanjem elektrona polinezasi¢enoj masnoj
kiselini (LH), kada nastaje lipidni radikal (L"). NajéeS¢a meta je vodonik na C atomu metinske
grupe. Lipidni radikal dalje reaguje sa kiseonikom, pri ¢emu nastaje lipidni peroksil radikal (LOO")
koji sa drugim molekulom lipida formira lipidni peroksid (LOOH) i novi lipidni radikal, ¢ime se

ciklus nastavlja (jednacine 17-18):

LH+HO—- L+ H,0 (jednacina 17)
L + 0, —» LOO (jednacina 18)
LOO + LH —- LOOH + L’ (jednacina 19)

Ukoliko se ne ukoloni LOO® on dalje podleze ciklizaciji, formiranju endoperoksida, kao prekursora
malondialdehida (MDA) (Fedtke i sar., 1990; Fink i sar., 1997). Pored MDA, kao glavnog produkta
lipidne peroksidacije, nastaje i 4-hidroksi-2-nonenal (HNE). Oba produkta lipidne peroksidacije se
odlikuju izrazitim mutagenim i kancerogenim svojstvom. MDA unakrsno reaguje sa proteinima i
bazama molekula DNK, dok HNE reaguje sa glutationom i sulfhidrilnim grupama proteina (Pardini,
1995). Svi ovi procesi vode smanjenju fluidnosti membrane i gubitka njene selektivne

propustljivosti.
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Pokazano je da su negativne posledice lipidne peroksidacije povezane sa velikim brojem oboljenja
kao §to su: ateroskleroza, hemoliticka anemija, kancer, starenje (Cerutti, 1985; Halleiwell i

Gultteridge, 1989).

Boc¢ni ostaci aminokiselina proteina, pri tome narocCito cisteina i metionina, su podlozni oksidaciji
pod uticajem ROS/RNS (Stadtman, 2004). Oksidacija sulfhidrilnih grupa cisteina moze dovesti do
reverzibilnog formiranja disulfida proteina i niskomolekulskih tiola, poput glutationa (GSH), kao i
intra- i inter-molekulskih povezivanja, sto dovodi do promene konformacije proteinskih molekula.
Oksidativnom oStecenju su takode podlozne i e-amino grupe lizina, kao jedan od liganada u
polipeptidnom lancu za vezivanje Fe**. Ovaj kompleks protein-Fe®* reaguje sa H,O; i vodi do serije
reakcija, gde kao krajnji produkat nastaje protein-aldehid, Fe** i NH; (Stadman, 1990). Kao mera
oksidacije proteina posredovane ROS-om je upravo koli¢ina karbonilnih grupa, tako da je do danas
razvijeno vise veoma osetljivih metoda za odredivanje proteinskih karbonilnih grupa (Dalle-Donne i
sar., 2003; 2005). Povecana koncentracija RNS dovodi do nitrozilovanja proteina. Sve ove
modifikacije proteinskih molekula vode promeni njihove konformacije i funkcije. Sami proteini tada
postaju podlozni proteolitickim degradacijama uglavnom proteazomima (Drége, 2002). Medutim,
nekada moze do¢i do akumulacije ovih molekula, $to vodi daljim oStec¢enjima celijskih elemenata
koji se mogu povezati sa starenjem, ali i nekim oboljenjima, kao Sto su dijabetes, ateroskleroza i dr.
(Kehrer, 2000).

Kao i ostale klase biomolekula i nukleinske kiseline su podlozne oksidativnim oste¢enjima pod
uticajem ROS/RNS. Ko rezultat oSteenja mogu se javiti: prekidi jednog lanca, prekid oba lanca,
razmena sestrinskih hromatida, unakrsno povezivanje DNK-DNK, unakrsno povezivanje DNK-
protein, modifikacija baza (hidroksilacija prstena, otvaranje, kontrakcija prstena, saturacija) kao i
ostecenja na Secernoj i fosfatnoj komponenti (Simi¢ i sar., 1989). Najvise studija o oksidativnom
oste¢enju DNK je u vezi sa formiranjem 8-hidroksi-deoksiguanozina, 8-OH-G (Halliwell i
Gutteridge, 1999). Danas su razvijene metode za pracenje koncentracije 8-OH-G u urinu, kao merilo
oksidativnog stresa in vivo (Maidt i Floyd, 1996). Permanentna modifikacija genetskog materijala u

uslovima oksidativnog stresa je prvi korak u mutagenezi, karcerogenezi i starenju.
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2.3. Antioksidativni sistem i antioksidanti

Stalno prisutna produkcija slobodnih radikala u bioloskim sistemima uslovila je razvoj razliitih
mehanizama u odbrani organizma od ROS/RNS, bilo u smislu eliminacije ili ublazavanja njihovog
negativnog dejstva. lako razli¢iti, mehanizmi zastite deluju jedinstveno i sinhronizovano, pa se
zajedno nazivaju sistem antioksidativne zastite. Sistem antioksidativne zastite obuhvata:

1. Enzimske mehanizme

2. Neenzimske mehanizme (zastita malim molekulima)
2.3.1. Enzimski mehanizmi antioksidativne zastite

Enzimski mehanizam antioksidativne zastite obuhvata enzime koji uklanjaju slobodnoradikalske i
reaktivne oblike kiseonika i azota nastale tokom uobicajnog ¢elijskog metabolizma ili kao posledica
nekog oblika stresa. Svakako najznacajniji su enzimi: superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT),

glutation peroksidaza (GSH-Px), glutation-S-transferaza (GST) i glutation reduktaza (GR).

Superoksid dismutaza, SOD (EC 1.15.1.1), je metaloprotein koji katalizuje reakciju dismutacije
superoksid radikala, O,", do molekula kiseonika i vodonik peroksida (jedna¢ina 4). Enzimski
katalizovana reakcija je 10 brza od spontane (enzimski turnover veéi nego kod bilo kog poznatog
enzima ~10°> M*s™ pri pH 7), §to je jako bitno za odrzavanje konstantno niske koncentracije O,™ in
vivo, oko 10™ mol/L. Prvi put enzim, superoksid dismutazne aktivnosti, otkriven je kada su
McCord i Fridovich uocili da metaloprotein iz govede krvi- eritrokuperin, do tada nepoznate
funkcije, pokazuje superoksid dismutaznu aktivnost (McCord i Fridovich, 1969).

Do sada su poznata cetiri oblika ovog enzima. Svi katalizuju istu reakciju sa razli¢itom efikasnoscu,
ali se razlikuju po metalnom kofaktoru u aktivnom centru. To su bakar-cink zavisna SOD, Cu,Zn-
SOD, mangan zavisna SOD, MnSOD, gvozde, FeSOD i nikal zavisna SOD, NiSOD. Mehanizam

reakcije je slican kod svih SOD i moze se predstaviti slede¢im jednacinama:
M™D.sOD + 0," — M™-SOD + O, (jednagina 20)

M™-SOD + 0," + 2H" — Mn™"-SOD + H,0; (jednagina 21)
M= Cu (n=1), Mn (n=2), Fe (n=2), Ni (n=2)
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CuzZnSOD je homodimer molekulske mase 32,5 kDa. U aktivhom centru je prisutan jon bakra koji
ucestvuje direktno u reakciji dismutacije, pri ¢emu menja oksidaciono stanje izmedu +1 i +2, dok je
Zn bitan za stabilizaciju strukture. Prisutan je u citosolu i nukleusu svih eukariotskih ¢elija. Kod
sisara okarakterisan je i ekstracelularni tip SOD (EcSOD) sa bakrom i cinkom kao metalnim
kofaktorima, ali je za razliku od citosolne CuZnSOD glikozilovani homotetramer (Fridovich, 1995).
MnSOD, prisutna u mitohondrijalnom matriksu eukariotskih ¢elija je tetramerni protein od 96 kDa,
dok je kod prokariota Siroko rasprostranjena i kao dimer i tetramer. Translacija mitohondrijalne
SOD se odvija u citosolu i odatle transportuje do mitohondrija gde ispoljava svoju aktivnost.
Medutim, aminokiselinska slicnost mitohondrijalne MnSOD sa prokariotskom MnSOD podrzava
endosimbiotsku teoriju o poreklu mitohondrija u eukariotskim ¢elijama.

FeSOD je dimerni protein prisutan samo kod prokariota i u hloroplastima biljaka (Yost i Fridovich,
1973), dok je najnovije otkriven tip SOD sa niklom u aktivnom centru, NiSOD (Kim i sar., 1996)

Katalaza, CAT (EC 1.11.1.6), je enzim sa Cetiri identi¢ne tetracdarski rasporedene subjedinice,
ukupne molekulske mase 240 kDa. Svaka subjedinica ima feriprotoporfirin kao prosteticku grupu u
aktivom centru (Mates i sar., 1999). Katalizuje reakciju razgradnje vodonik peroksida do vode i
kiseonika:

H20, — H20 + O (jednacina 22)

Katalaza je jedan od najefikasnijih poznatih enzima, tako da praktiéno ne moze biti saturisan sa
H,0, pri bilo kojoj koncentraciji (Lledias i sar., 1998). Takode, katalaza pokazuje i peroksidaznu
aktivnost, pri ¢emu kao donor H koristi male molekule poput metanola, etanola, mravlje kiseline, ili

fenola:

ROOH + AH; — H,O + ROH + A (jednacina 23)

U katabolizmu vodonik peroksida pored katalaze, ukljuceni su i drugi tipovi peroksidaza, tako je na
primer u animalnim ¢elijama znacajna glutation peroksidaza (GSH-PXx). Osnovna uloga katalaze je u
zastiti ¢elije od vodonik peroksida koji se generiSe u razli¢itim fizioloskim procesima. Najveca
aktivnost katalaze je u peroksizomima, gde je i najveca produkcija H,O,, mada je aktivnost uocena i

u mitohondrijama, endoplazmati¢nom retikulumu i hloroplastima.
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Glutation peroksidaza, GSH-Px/ GPX (EC 1.11.1.19), katalizuje redukciju hidroperoksida uz
oksidaciju glutationa (GSH):

ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,O  (jednacina 24)

Ovaj enzim sastoji se od Cetiri identi¢ne subjedinice koje sadrze po jedan seleno-cisteinski ostatak
(Sec). Kod sisara GSH-Px postoji u pet izoenzimskih formi. Nivo ekspresije izoformi je tkivno
zavisna. Citosolna i mitohondrialna izoforma glutation peroksidaze (cGPX ili GPX1) redukuje
hidroperokside masnih kiselina (LOOH) i H20,. Medutim, da bi delovale na hidroperokside masnih
kiselina nastalih u membrani, LOOH moraju predhodno biti odvojeni od membrane. Zbog toga
tokom oksidativnog stresa dolazi do aktivacije i fosfolipaze C, ¢ime se olakSava peroksidazno
delovanje. Za razliku od ovih peroksidaza, fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza (PHGPX
ili GPX4) deluje direktno na fosfolipidne hidroperokside, hidroperokside masnih kiselina i
holesterola bez predhodnog odvajanja od membrane (De Haan i sar., 1998). lzoenzim GPX1
uglavnom je prisutan u eritrocitima, bubrezima i jetri, dok GPX4 u renalnim epitelnim ¢elijama i
testisima. Citosolna GPX2 ili GPX-G1, i ekstracelularna GPX3 ili GPX-P detektovane su u svim
tkivima, osim u gastrointestinalnom traktu i bubrezima. Skorije je otkrivena i peta izoforma ovog
enzima kod sisara, i za razliku od predhodne Cetiri je Se-nezavisna GSH-Px (De Haan i sar, 1998).
Se-nezavisna glutation peroksidazna aktivnost detektovana je i kod mnogih insekata, koji zapravo i
nemaju Se-zavisnu GSH-Px (Grubor-Lajsi¢ 1 sar., 1996, Jovanovi¢-Galovi¢ i sar., 1997). Se-
nezavisna GSH-Px pokazuje peroksidaznu aktivnost samo prema lipidnim peroksidima, a ne i prema
H20,. Mnogi autori ovu GSH-Px smatraju izoformom GST, pa je i oznacavaju kao GST Px.

lako GSH-Px i CAT dele H,O; kao supstrat, CAT ima mnogo manji afinitet za H,O, nego GSH-Px
(lzawa 1 sar.,, 1996). Zato se smatra da GSH-Px ima veéi fizioloski znaCaj pri malim

koncentracijama H,O,, dok je CAT znacajna pri oksidativnom stresu ve¢ih razmera.

Glutation-S-transferaza, GST (EC 2.5.1.18) je jedan od najvaznijih enzima detoksikacije mnogih
organizama. Znacajna je u odbrani ¢elije pri oksidativnom stresu i od hemijskih toksina. Eukariotske
¢elije sadrze multiple forme ovog enzima sa razli¢itim katalitickim aktivnostima, $to daje Siroki
spektar funkcija ovoj familiji enzima. Sisarske GST su klasifikovane u osam citosolnih klasa (Alfa,
Mi, Pi, Teta, Sigma, Zeta, Kapa i Omega) i jednu mikrozomalnu (Ranson i sar, 2001). Kod insekata
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okarakterisane su dve klase GST dugo oznacavane kao klasa I i II medutim, klasifikacija je
uskladena i prilagodena sisarskoj, tako da je klasa I okarakterisana kao Delta i specificna je za
insekte, dok su ¢lanovi klase II pridruzeni Sigma klasi (Mittapalli i sar, 2007).

Reakcija koju katalizuje GST je konjugacija redukovanog glutationa, GSH, sa elektrofilnim
supstratom bilo endogene ili egzogene prirode. Ovaj konjugat, rastvoran u vodi i manje toksican, se
prvo eliminiSe iz ¢elije, a zatim prevodi u merkaptnu kiselinu, koja se lako ekskretuje iz organizma
(Ishikawa, 1992). Glavni endogeni izvor opasnih elektrofila je oksidativni metabolizam, pa u tom
smislu je znacajno delovanje GST na organske hidroperokside i lipidne perokside, ali ne i na
vodonik peroksid. Kao egzogeni elektrofili od znacaja su razliCiti tipovi ksenobiotika. Kod insekata
GST je posebno povezana sa otpornoS¢u na insekticide.

GST moze da veze i razne klase steroidnih jedinjenja, prostanglandine i leukotrijene, ¢ime olakSava

njihov transport (Baars, 1984).

Glutation reduktaza, GR (EC 6.1.4.2) je flavoprotein (FAD kao prosteticka grupa) koji katalizuje
redukciju disulfidne veze oksidovanog glutationa (GSSG) i »meSanih« disulfida, koji nastaju u
reakciji redukovanog glutationa i drugih molekula koji sadrze sulthidrilne grupe, uz u¢es¢e NADPH

kao redukujuceg agensa (Zeigler, 1985):

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP" (jednacina 25)

Aktivnost GR je blisko povezana sa intezitetom pentozofosfatnog puta, posto NADPH+H" nastaje u
prve dve reakcije oksidacije glukoze ovog metaboli¢kog puta. Doprinos GR u zastiti organizma od
oksidativnog oStecenja je u odrzavanju stalne koncentracije redukovanog glutationa koji je ko-
supstrat enzima znacajnih u uklanjaju reaktivnih i toksi¢nih Cestica, kao $to su GSH-Px i GST. U
sisarskim celijama dve tre¢ine aktivnosti GR je lokalizovano u citosolu, a jedna trecina u
mitohondrijama (Chance i sar, 1979). Kod nekih insekatskih vrsta distribucija aktivnosti GR u
¢elijama je razli¢ita u odnosu na sisarske, ve¢i nivo aktivnosti je registrovan u mitohondrijalnoj
frakciji nego citosolnoj (Jovanovi¢-Galovi¢, 1998; Ahmad i sar, 1988). Kod velikog broja insekata
je zabelezeno odsustvo GR aktivnosti, pri cemu je za redukciju GSSG odgovoran enzim tioredoksin
reduktaza, koja kao kofaktor takode koristi NADPH+H" (Kanzok i sar, 2001).
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2.3.2. Neenzimatski mehanizmi antioksidativne zastite—antioksidanti malih molekulskih masa

Neenzimatski sistem antioksidativne zaStite obuhvata odreden broj molekula malih molekulskih
masa-antioksidante. Oni zauzimaju znacajnu ulogu u zastiti makromolekulskih struktura koje mogu
nastati tokom oksidativnog stresa, zaustavljanju propagacije lancanih slobodno radikalskih procesa,
ali i u uklanjanju slobodnih radikala u direktnoj reakciji. Generalno se dele na:

- hidrofilne, gde su najznacajniji redukovani glutation, urat i askorbinska kiselina

- hidrofobne, kao Sto su tokoferoli, karotenoidi
Lista antioksidanata je mnogo Sira, i stalno se objavljuju podaci o doprinosu i drugih klasa molekula
ovom tipu antioksidativne zastite. Medu njima je svakako melanin, a kod insekata su polioli i ugljeni

hidrati kao specifi¢ni antioksidanti.

Glutation je tripeptid (y-glutamilcisteinglicine) koji postoji u dve forme- redukovanoj sa slobodnom
tiol grupom, GSH, i oksidovanoj kao glutation disulfid, GSSG. Kao glavni antioksidant prisutan je u
svim organizmima (Masella i sar, 2005). Ima znacajnu uloga u odrzavanju redoks balansa u citosolu
1 ostalim ¢elijskim kompartmentima, kao i antioksidativnoj zastiti ¢elije. U redukovanoj formi deluje
kao jak redukujuci agens, tj. donor H* + €. Medutim, predajuéi e” postaje veoma reaktivan i brzo
reaguje sa drugim molekulom glutationa formirajuci glutation disulfid. Ova reakcija je moguca
samo pri visokim koncentracijama redukovanog glutation u celiji. U citosolu je najveca
koncentracija glutationa, od 1-11 mM, gde se i odvija njegova biosinteza (Valko i sar, 2007).
Sinteza se odvija u dve ATP zavisne reakcije:

L-Glu + L-Cys + ATP—L-y-glutamil-L-cistein + ADP + P; (jednacina 26)
reakciju katalizuje enzim y-glutamilcistein sintaza, i druge reakcije
L-y-glutamil-L-cistein + ATP — GSH + ADP + P; (jednacina 27)
koju katalizuje enzim glutation sintaza.
Ostali ¢elijski kompartmenti, kao S$to su jedro (3-15 mM), mitohondrije (5-11 mM) i

endoplazmaticni retikulum, takode odrzavaju relativno visoku koncentraciju glutationa. Medutim, za

razliku od citosola, jedra i mitohondrija gde preovladava redukujuca sredina sa svega 5-10%
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glutationa u oksidovanoj formi, u endoplazmaticnom retikulumu je vise oksidovana sredina (odnos
GSH/GSSG je 1:1 do 3:1; Hwang i sar, 1992). Oksidovana sredina u endoplazmati¢nom retikulumu
je neophodna zbog sinteze proteina sa disulfidnim vezama, dok je u ostalim delovima potrebno
odrzavanje redukovane sredine upravo zbog ocuvanja sulthidrilnih grupa proteina znacajnih u
regulacji mnogih metabolickih procesa, kao i1 onih sa ulogom transkripcionih faktora.

GSH je znacajan kao kosupstrat enzima GSH-Px pri ¢emu se nastali GSSG (jednacina 24) redukuje
sa NADPH u reakciji katalizovanoj sa GR (jednacina 25). GSH je kao supstrat znacajan i za
aktivnost GST, glavnog detoksikacionog enzima koji katalizuje reakciju konjugacije redukovanog
glutationa sa hidrofobnim molekulima, poput mnogih ksenobiotika, ¢ine¢i ih hidrofilnim i
omogucavajuéi na taj nacin njihovu eskreciju.

Aktivnost nekih enzima regulisana je tiol-disulfidnom razmenom glutationa i sulfhidrilnih grupa u

aktivnom centru.

Enzim-SH + GSSG — Enzim-S-S-G + GSH (jednacina 28)

Oksidovane tiol grupe enzima u reakciji sa redukovanim glutationom se vracaju u redukovanu

formu

Enzim-S-S-G + GSH — Enzim-SH + GSSG (jednacina 29)

Zbog velikog znacaja GSH u uklanjanju slobodnih radikala i singlet kiseonika u c¢eliji, sama celija
na oksidativni stres odgovara brzim poveéanjem njegove sinteze, Sto moze biti kriti¢éno u toleranciji
¢elije na oksidativni stres (Morales 1 sar., 1998; Kondo i sar, 1993). Znacajan je i u regeneraciji

ostalih antioksidanata, kao sto su vitamin C i E (Valko i sar., 2007)

Urat, so mokra¢ne kiseline, je jak redukuju¢i agens i1 zauzima znacajno mesto u sistemu
antioksidativne zastite velikog broja organizama. Kod ¢oveka i primata predstavlja krajnji produkt
katabolizma purinskih baza i eliminiSe se urinom, posto ovi organizmi nemaju enzim urikazu koja
oksiduje urat do alantoina. Urat je dobar u uklanjanju slobodnih radikala poput peroksil radikala,
singlet kiseonika, lipidnih peroksida. Helira jone gvozda i bakra, i tako spre¢ava njihovo delovanje
kao prooksidanta (Baskin i Salem, 1997). Urat doprinosi polovini antioksidativhog kapaciteta

humane plazme, i smatra se da je tokom evolucije zamenio askorbat, kao glavnog hidrosolubilnog
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antioksidanta. Znacajan je i u stabilizaciji askorbinske kiseline, ali i askorbinska kiselina igra
znacajnu ulogu u uklanjanju uril radikala. Koli¢ina produkata oksidacije urata (oksalurat, parabanik,
alantoin) moze biti od znacaja pri proucavanju ostecenja nastalih delovanjem ROS. Kod ptica i
velikog broja insekata urat je krajnji produkt katabolima azotovih jedinjenja, tako da je svakako i
znacajan antioksidant kod ovih vrsta organizama.

Askorbinska kiselina, kao veoma jak antioksidant direktno reaguje sa mnogim reaktivnim vrstama
kiseonika, kao Sto su superoksid anjon radikal, hidroperoksil radikal, vodonik peroksid, hidroksil
radikal, singlet kiseonika (Baskin i Salem,1997). Zajedno sa glutationom znacajna je u odrzanju
redoks stanja u ¢eliji (Levine i sar., 1996). Kao kosupstrat je bitna za aktivnost askorbat peroksidaze,
APOx, enzima karakteristicnog za viSe biljke i neke insekte (Mathews, 1997), koja katalizuje
redukciju vodonik peroksida do vode. Askorbinska kiselina ucestvuje u sintezi kolagena, a znacajna
je 1 kao koenzim dopamin-p-hidroksilaze (Ames i sar., 1981). Takode, askorbat ucestvuje i u
regeneraciji a-tokoferola od a-tokoferol radikala. U ovim reakcijama askorbinska kiselina ucestvuje
kao elektron donor pri ¢emu prelazi u dehidroaskorbinsku kiselinu. Za sve antioksidante, pa i
askorbat, je bitno da nakon oksidacije mogu da se regeneriSu. Redukcija dehidroaskorbata do
askorbata je enzimski katalizovana sa glutation zavisnom dehidroaskorbat reduktazom, DAR (EC
1.8.5.1). Pri ovoj reakciji glutation se oksiduje do GSSG, i ponovo redukuje delovanjem enzima GR
(jednacina 25). Ukoliko se nastali dehiroaskorbat na ovaj nacin ne redukuje, dolazi do njegove
ireverzibilne degradacije (Meister A.,1994). Veliki broj organizama moze da sintetiSe askorbat, ali
za organizme koji su izgubili ovo svojstvo (primati, zamorce, i veliki broj insekata) neophodan je u
ishrani. Za te organizme proces regeneracije askorbata je veoma znacajan. Medutim, ako je askorbat

u izobilju prisutan u ishrani smanjuje se i znacaj ovog ciklusa.

Vitamin E postoji u osam razlicitih formi, Cetiri tokoferola i Cetiri tokotrienola. Ljudski organizam
pretezno apsorbuje i akumulira vitamin E u obliku a-tokoferola (a-T-OH), koji je ujedno i
fizioloski najaktivniji. Liposolubilan je i glavni je membranski antioksidant, kao i antioksidant
lipoproteina plazme. Direktno reaguje sa peroksil radikalima prekidajué¢i lancanu reakciju lipidne

peroksidacije:

ROO/LOO" + a-T-OH — ROOH/LOOH + + o-T-O° (jednacina 30)
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Nastali tokoferil radikal (a-T-O") je manje reaktivan od peroksil radilkala, zbog delokalizacije
elektrona u aromati¢nom prstenu, i nije sposoban dalje da reaguje sa membranskim lipidima, pa se
na taj naéin prekida lanac lipidne peroksidacije. Nastali o-T-O" uklanja askorbinska kiselina

sinergistickom antioksidativnom zastitom, ali i GSH (Liebler i sar., 1986):

a-T-O" + AH; — o-T-OH + A’ (jednacina 31)
Nastali askorbil radikal se redukuje do askorbata enzimskim putem uz NADH ili GSH kao
kofaktorima (Baskin i Salem, 1997).

Karotenoidi (CAR) su grupa liposolubilnih jedinjenja terpenske prirode. Najznacajnija klasa
karotenoida su derivati polienskog lanca sa 40 atoma ugljenika, sa ciklicnom grupom (prstenom) na
krajevima lanca, koja moze dodatno da ima neku funcionalnu grupu sa kiseonikom (hidroksilna,
karbonilna). Dobri su u uklanjanju singlet kiseonika. Pri apsorpciji energije prelaze u energetski
bogatiji nivo tripleta (*CAR), a vra¢anje u osnovno stanje (‘CAR) je praéeno emisijom toplotne
energije. Likopen je izuzetno efikasan u uklanjanju 'O, sa konstantom brzine reakcije od 3.1x10%
(kg L mol* s?), $to je gotovo duplo vise od a- i p-karoteina (1.9x10™ i 1.4x10'), kao

najzastupljenijih karotenoida (Di Mascio i sar., 1990) .
'0, +'CAR — %0, + °CAR (jednagina 32)
*CAR — 'CAR + toplota (jednagina 33)
Pored singlet kiseonika CAR reaguju i sa drugim reaktivnim Cesticama, kao Sto su peroksil radikali

I azot dioksid radikal, bilo oduzimanjem elektrona, vodonika ili adicijom radikala (Mortensen i sar.,
1997):

NO’, + CAR — NO,+ CAR™ (jednacina 34)

Na Semi 3. data je mreza najznacajnijih reaktivnih Cestica kiseonika, ROS i azota, RNS, zajedno sa

antioksidativnim sistemom zastite, ASZ, za tipi¢nu eukariotsku celiju.
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Sema 3. Produkcija reaktivnih Cestica kiseonika i azota tokom Celijskog metabolizma i

antiokisidatvni sistem zastite
2.3.2.1. Melanin- antioksidant ili prooksidant?

Melanin je pigmet velike molekulske mase, ¢ija biosinteza ukljucuje niz sukcesivnih oksidativnih
polimerizacija fenolnih i indofenolnih molekula, nastalih iz aminokiselinskog prekursora L-tirozina.
Zastupljen je u svim filogenetskim carstvima, sa Sirokim spektrom razli€itih uloga, ukljucujuci
termoregulaciju, hemoprotekciju, kamuflazu, deo je nespecificanog (urodenog) imuniteta kod
beski¢menjaka i dr. (Riley, 1997 ). Poznata su dva osnovna tipa melanina, crni eumelanin nastao
polimerizacijom dihidroksifenolnih prekursora, i crveno/braon feomelanin ¢ija je boja rezultat
inkorporacije cisteina tokom polimerizacije.

Melanogeneza -Najvise saznanja o melanogenezi potice iz istrazivanja na sisarskim modelima, gde

je 1 najbolje proucena. Medutim, kod drugih klasa organizma, posebno insekata, postoje odredene
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specificnosti u melanogenezi koje su povezane i sa razli¢itom ulogom pigmenta kod ovih
organizama (Prota, 1992; Sanchez-Ferrer i sar., 1995; Napp i Christensen, 2005).

Melanogeneza kod sisara se odvija u dva razvojno razli¢ita tipa c¢elija melanocitima, poreklom iz
nervne kreste koje su lokalizovane u kozi, kosi, unutra$njem uvu, i delu mozga, i ¢elija poreklom iz
ocne jabucice, koje formiraju deo retinalnog endotelijuma. Melanociti imaju specijalizovane
organele melanozome u kojima se odvija sam proces melanogeneze (Prota, 1992; Riley, 1993).
Melanozomi poseduju tramsmembranske transportere za molekule neophodne u biosintezi melanina,
kao Sto su fenilalanin, tirozin, i tiolna jedinjenja. Ove organele nisu identifikovane kod insekata.
Pigmenti, poput drosopterina i omohroma, u organelama detektovanin kod Drosophila nisu iste
hemijske prirode kao melanin.

Melanogeneza otpocinje hidroksilacijom fenilalanina do tirozina. Reakciju katalizuje fenilalanin
hidroksilaza (PAH, EC 1.14.16.1). Slede¢a dva koraka u melanogenezi su katalizovana enzimom
tirozinaza. Tirozinaza (monofenoldihidroksifenilalanin: kiseonik oksidoreduktaza, EC 1.14.18.1),
katalizuje hidroksilaciju tirozina do dihidroksifenilalanina (L-DOPA), i dalje L-DOPA do
dopakinona (DQ). Dopakinon je reaktivni intermedijer melanogeneze i moze da reaguje sa tiolnim
jedinjenjima, kao Sto su cistein i glutationil konjugati, i vodi do sinteze crveno/braon pigmenta
feomelanina (Napolitano i sar, 2000). U odsustvu tiola DQ podleze spontanoj intramolekulskoj
ciklizaciji do leukodopahroma. 1z redoks ciklusa dopakinona sa leukodopahromom nastaje
dopahrom. Dopahrom ne-enzimskom dekarboksilacijom prelazi u 5.6-dihidroksiindol (DHI) koji
zatim daje indol-5.6-kinon i vodi u sintezu DHI-eumelanina. Medutim, dopahrom moze
katalizovnom tautomerizacijom sa enzimom dopahrom tautomerazom (TRP2, tyrosinase-related
protein 2, EC 5.3.3.12) da prede u mnogo stabilniji intermedijer 5,6-dihidroksiindol-karboksilnu
kiselinu (DHICA). Enzim DHICA oksidaza (TRP1, tyrosinase- related protein 1, EC 5.3.3.12)
oksiduje DHICA do indol-5,6-kinin-2-karkoksilne kiseline koja ne-enzimski polimerizuje do
DHICA-eumelanina. Kod insekata dopahrom konvertuju¢i enzim (DCE) favorizuje rearanziranje
dopahroma u DHI, tako da posti¢e sintezu DHI-eumelanina (Han i sar., 2002; Johonson i sar., 2001),
a ne DHICA-eumelanina. Nema podataka da sinteza DHICA-eumelanina ide kod insekata (Nappi i
1994). Sam mehanizam koji odreduje odnos eumelanin/feomelanin nije poznat, ali se predpodstavlja
da intamelazomalni pH igra znacajnu ulogu. Ovaj odnos je bitan faktor za citoprotekciju, imajuéi u

vidu da sisarski eumelanin ima veci stepen fotoprotekcije od feomelanina (Prota, 1992).
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Pored ve¢ navedenih specificnosti insekatske melanogeneze, ona se u jos nekoliko detalja razlikuje
od sisarske. Insekatska tirozinaza, ili ¢esto u literaturi nazvana polifenoloksidaza (PO), je solubilni
protein, za razliku od sisarske koja je transmembranski glikoprotein. Tirozinaza insekata se nalazi u
hemolimfi i hemocitama, koji su ukljuceni u veliki broj procesa sklerotizacije i melanizacije, poput
formiranja kutikule, tamnjenja jaja (egg tanning, eng.), zarastanja rana, nespecificnom imunitetu
(Cerenius i Soderhall, 2004; Li i sar., 1992). Tirozinaza kod insekata se sintetiSe u vidu proenzima,
zimogena, koji ograni¢enom proteolizom serin-proteaza prelazi u aktivan enzim. Do aktivacije
proteaza dolazi tokom infekcije i povreda (Ashida i Brey, 1995; Cerenius i Soderhall, 2004), sto je u

sklopu uloge melanina i samog procesa melanogeneze u nespecificnom imunitetu insekata.

Melanin je redoks-aktivan polimer ukljuc¢en u reakcije transfera elektrona sa razlicitih redukujuéih
ili oksiduju¢ih molekula. Zavisno od redoks potencijala u celiji melanin moze da deluje kao
citoprotektor uklanjajuci slobodne radikale i vezujuci redoks aktivne metalne jone, ili suprotno kao
generator citotoksicnih  jedinjenja. Sama polimerizacija melanogenih intermedijera je
slobodnoradikalska i ukljucuje kinonske (Q) i semikinonske (‘SQ’) derivate indolnih i difenolnih
prekursora (Sema 4). Tendencija ovih intermedijera je generisanje ROS i RNS. Semikinon, 'SQ™ koji
nastaje nepotpunom redukcijom kinona sa tioredoksin reduktazom, hemijski oponaSa O, (Cenas i
sar, 2004), i sposoban je da redukuje jone gvozda i bakra (Fe** i Cu®* do Fe?* i Cu*) koji dalje u
Fentonovoj reakciji sa H,O, generisu OH". Druga bitna komponenta u melanogenezi je produkcija
H,0,, koji moZe da reaguje sa O,", prelaznim metalima (jedna¢ina 7 i 8) i kao §to je veé reéeno,

dovede do formiranja mnogo reaktivnijeg OH", koji uzrokuje viSestruka oksidativna ostecenja Celije.
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Sema 4. Osnovni principi melanogeneze. Enzimi ukljuceni u melanogenezu kod kicmenjaka su:
fenilalanin hidroksilaza (PHA), tirozinaza (TYR), DHICA oksidaza (tyrosinase- related protein

1-TRP1), dopahrom tautomeraza (tyrosinase- related protein- TRP2) i dopa dekarboksilaza

(DCC). Kod insekata dopa dekarboksilaza (DCE) ubrzava formiranje DHI dekarboksilaciojom
dopahroma. Nije poznato da se DHICA put (osencen na Semi) odvija kod insekata. TYR kod
insekata se naziva jos i polifenol oksidaza (PO)(Nappi i Christensen, 2005)
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Poznato je da in vivo melanin vezuje metalne jone, Cime se dramaticno menja redoks status
(Sarzanini i sar., 1992). Kod insekata, prekursori melanina zajedno sa ROS i RNS predstavljaju
mocan sistem odbrane od parazitskih infekcija, Cesto citotoksi€an za sam organizam. Na primer,
poveéan nivo DHI-melanina, kao i O;", H,0, i NO' su zabeleZzeni kod D.malanogaster tokom
enkapsulacije parazita (Nappi i Vass, 1998, 2001). Medutim, sam melanin i melanogeneza, koje
prate fagocitozu i inkapsulaciju patogena mogu imati i funkciju zastite endogenih tkiva od

sistematskih ostecenja rezultovanih unistavanjem patogena.

2.3.3. Regulacija éelijske redoks homeostaze i redoks signaling

Stalno prisutan transfer elektrona izmedu redoks aktivnih vrsta, tokom mnogobrojnih metabolickih,
signalnih i transkripcionih procesa, je zavistan od Celijskog redoks stanja (koncentracija elektrona
redoks aktivnih ¢elijskih konstituenata). Redoks stanje celije Cesto se opisuje kao odnos redoks
parova, poput GSH/GSSG, NAD*/NADH, NADP*/NADPH, Asc™/Asc™ i drugih, unutar éelije i
¢elijskih kompartmenata, ali danas se sve ¢eS¢e proSiruje na redoks milje ¢elije. Kako su mnogi
¢elijski procesi povezani sa redoks stanjem ¢elije, to je neophodna i njegova regulacija, tzv. odrzanje
redoks homeostaze. Celija odrzava redoks stanje u uskim granicama pod normalnim uslovima,
slicno regulaciji pH vrednosti u bioloskim sistemima. Medutim, pored normalnih metabolickih
procesa, dodatno na poremecaj redoks stanja uticu i razliiti stresni procesi praceni povecanom
produkcijom ROS/RNS. Tiolni ostaci proteina, u formi ostataka cisteina, su kriticni u redoks
regulaciji. Doprinos daje ceo antioksidativni sistem zastite, medutim centralni kontrolni sistemi su
tiol-zavisni glutation i tioredoksin (Trx) redoks sistemi (Holmgren i sar., 2005). Oba sistema koriste
reverzibilne ditiol-disulfid izmene pri kojima se elektroni transportuju od NADPH do mnogobrojnih
supstrata (Sema 5.).

Glutation redoks sistem uklju¢uje NADPH zavisnu glutation reduktazu (GR), glutation
(GSH/GSSG) i glutation peroksidazu (GPx). Sistem predstavlja seriju reakcija koje zatvaraju ciklus
oksidacije i redukcije glutationa. Organske perokside i vodonik peroksid, nastao SOD
katalizovanom dismutacijom ili u toku nekih metabolickih procesa, redukuje glutation peroksidaza
uz oksidaciju GSH do GSSG. Oksidovani glutation, GSSG redukuje flavoprotein glutation
reduktaza uz oksidaciju NADPH, koji nastaje u pentozofosfatnom putu, ¢ime se zatvara ciklus.
Tioredoksin redoks sistem ukljucuje tioredoksin (Trx-SH2/Trx-aS;), NADPH zavisnu tioredoksin

reduktazu (TrxR) i tioredoksin peroksidazu (TrxP). Sliéno predhodnom sistemu, ovaj sistem
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ukljucuje seriju reakcija koje zatvaraju ciklus oksidacije i redukcije tioredoksina. Tioredoksin je
protein male molekulske mase (12 kDa). Prisutan je u citosolu, jedru i mitohondrijama, gde ima
veliki broj razli¢itih funkcija, kao $to su uloga antioksidanta, u produkciji deoksiribonukleotida,
redoks kontrola, celijska proliferacija i diferencijacija, embriogeneza, apoptoza i dr (Arner i
Holmgren, 2000; Das, 2004). U ovom sistemu tioredoksin sluzi kao donor elektrona tioredoksin
peroksidazi, TrxP koja eliminiSe organske perokside i vodonik peroksid. Ponovnu redukciju
oksidovanog tioredoksina katalizuje flavoprotein, tioredoksin reduktaza, TrxR uz oksidaciju
NADPH. Insekti koji nemaju GR, moraju se isklju¢ivo osloniti na Trx sistem u regulaciji nivoa
redukovanog GSH (Missirlis i sar, 2002; Becker i sar., 2003). Kod ovih organizama u enzimski
nekatalizovanoj reakciji GSSG se redukuje do GSH, pri ¢emu je redukujuci evivalent Trx-SH Kkoji se
oksiduje do Trx-S; (Kanzok i sar., 2001).

Oksidativni stres dovodi do promene redoks stanja u ¢eliji, iz redukujuce sredine u oksidujucu, pre
svega povecanjem koncentracije GSSG. Porast nivoa GSSG dovodi sa druge strane do nastanka
»mesovitih« disulfida proteina. Kako je za veliki broj proteina ukljucenih u signaling, kao §to su
receptori, protein kinaze i neki transkripcioni faktori, klju¢no prisustvo tiola, formiranje ovih
disulfida moze da menja njihovu funkciju. U tom smislu, GSSG moze da se smatra ne-specificnim
signalnim molekulom.

Termin redoks signaling se korisiti za opisivanje procesa regulacije prenosa signala kroz redoks
reakcije (Valko i sar, 2007). Kako sistem glutation i tioredoksin odrzavaju redoks stanje ¢elije moze
se smatrati da su zapravo deo redoks signalinga. Redoks signaling podrazumeva privremeno
narusavanje redoks stanja, povecanjem produkcije ROS/RNS ili smanjenjem aktivnosti
antioksidativnog sistema. Regulisano poveéanje ROS/RNS dovodi do privremenog kontrolisanog
redoks disbalansa, Sto pruza fizioloSku osnovu za redoks regulaciju. Procesi redoks signalinga su
adaptirani da indukuju protektivni odgovor na oksidativni stres i vracanje u primarnu redoks
homeostazu. Mnogi tipovi ¢elija stimulisani citokinima, faktorima rasta i nekim hormonima, kao Sto
su interleukin-1p, interleukin-6, tumor nekrozis faktor-o, angiotenzin II, faktor rasta fibroblasta i dr.,
generisu niske koncentracije ROS/RNS (Thannickal i Fanburg, 2000).

Celijski ciklus je takode pra¢en promenom redoks stanja u ¢eliji, regulisan promenom koncentracije
GSH (Kern i Kehrer, 2005). Generalno, redukujuca sredina u ¢eliji (visoke koncentracije GSH i1 Trx-
SH) stimuliSe proliferaciju, pri ¢emu samo mali pomak ka oksidujuéoj sredini inicira diferencijaciju.
Vece promene ka oksidujucoj sredini vode ¢eliju ka apoptozi i nekrozi (Evens, 2004; Voehringer i

sar, 2000).
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Produkcija ROS/RNS dovodi do promene funkcije delova singalnih mehanizama osetljivin na
promenu tio/disulfidnog redoks statusa, kao Sto su redoks senzitivni transkripcioni faktori (NF-xB i
AP-1), familija Src kinaza, JNK i p38 MAPK signaling putevi, insulin receptor kinaza i drugi
(Droge, 2002; Galter isar., 1994; Hehner i sar., 2000). Na ovaj nac¢in ROS/RNS igraju znacajnu

fizioloSku ulogu kao sekundarni glasnici.

TIOREDOKSIN CIKLUS T ——

‘ - ‘ S S Tioredoksin peroksidaza
NADPH-+H* FAD \ / R o
/v  red \\ / oksi | SH oks /@\ —_— e
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Sema 5. Tioredoksin i glutaredoksin ciklusi: redukcioni ekvivalenti sa NADPH prenose se preko
flavoproteina glutation reduktaze (GR) i tioredoksin reduktaze (TR), zatim glutationa
(GSSG/GSH) i tioredosina (TrxS2/TrxSH) do glutation peroksidaze (GP) i tioredoksin
peroksidaze (TP) koje redukuju H,O, i organske perokside. Insekti koji nemaju GR, centralni
transfer elektrona sa GSSG je u neezimatski katalizovanom transferu na Trx (Nappi i
Christensen, 2005)
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2.3.3.1. Vodonik peroksid kao sekundarni glasnik

Sve je veci broj podataka o ulozi vodonik peroksida, H,O, kao sekundarnog glasnika u signalnoj
transdukciji. Mnogi ¢elijski procesi, kao $to su proliferacija, diferencijacija, migracija, apoptoza su
regulisani signalnim putevima aktiviranih H,O,. Kao sekundarni glasnik, H,O, ispunjava vise

kriterijuma (Bystrova i Budanova, 2007):

1. Pre svega, kao i svaki drugi sekundarni glasnik i H,O, je mali, lako difuzabilni molekul koji

brzo difunduje kroz ¢elijski citosol noseci koncentraciono zavisan signalni talas.

2. Koncentracija sekundarnog glasnika brzo raste nakon interakcije receptor-agonist. Tako,
delovanje mnogih stimulusa, poput nekih citokina i faktora rasta, praceni su naglim
povecanjem koncentracije H,O; u ¢Celiji (H20- burst, eng.), dok sa druge strane blokiranjem

produkcije H,O, dolazi do supresije ovih signala.

3. Sintetise se u specifi¢noj enzimski katalizovanoj reakciji. Naime, H,O; je proizvod normalnog
aerobnog metabolizma i njegova koncentracija u ¢elijama se odrzava na bazalnom nivou. Zbog
lake difuzije kroz ¢elijsku membranu nemoguce ga je deponovati u ¢elijskim kompartmentima,
kao na primer kalcijum, tako H,O, signal je mogucée kontrolisati samo na nivou njegove
sinteze/degradacije. Postoji viSe dokaza da razli¢ite forme NADPH oksidaza (Nox), ¢ija je
aktivnost regulisana razliCitim stimulusima (razli¢iti citokini 1 faktori rasta, insulin,
angiotenzin 1), su uklju¢ene u produkciju H,O, kao sekundarnog glasnika (Lambeth, 2004).
Aktivirane Nox generiSu superoksid radikal, koji dalje podleze reakciji dismutacije kada
nastaje H,0,.

4. Nakon signalne transdukcije koncentracija sekundarnog glasnika brzo opada. Antioksidativni
enzimi, poput katalaze, glutation peroksidaze, peroksiredoksina ucestvuju u efikasnoj
eliminaciji H20,. Regulacijom aktivnosti ovih enzima moguca je modulacija peroksidne

signalne transdukcije.

5. Sekundarni glasnici imaju sposobnost reverzibilne modulacije proteina ukljucenih u
odredenim intracelularnim signalnim putevima. U tom smislu, H,O, ima ulogu modulatora
aktivnosti razli¢itih signalnih molekula, kao Sto su fosfataze, kinaze, proteaze, jonski kanali i
transporteri, transkripcioni faktori. Target za H,O; u signalnim putevima su sulfhidrilne (-SH)

grupe boc¢nih lanaca cisteinskih ostataka proteina. Sulthidrilne grupe tada podlezu oksidaciji
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prelazeci u sulfatidnu kiselinu (SOH) ili praveci inter-, odnosno intramolekulske disulfide, Sto
sve dovodi do konformacionih promena proteina. Tako je, na primer, aktivacija mnogobrojnih
redoks-osetljivih proteina posredovana oligomerizacijom indukovanom oksidacijom tiol grupa
ili usled formiranja intramolekulskih ili intermolekulskih disulfida, kao Sto je aktiviranje
Hsp33. Neaktivni oblik Hsp33 je monomerni protein sa cetiri —SH grupe koje vezuju jon
cinka. Usled oksidacije ovih cisteinskih ostataka u Hsp33 dolazi do formiranja dva
intramolekulska disufidna mosta i oslobadanja jona cinka. Daljim rearanziranjem dva

intramolekulska mosta u intermolekulska protein se aktivira (Papp i sar., 2003).

6. Specificnost sekundarnog glasnika, kao jako bitne karakteristike neophodne za ispravan
bioloski odgovor, za H,0- bila je dosta dugo dovodena u pitanje. Dilema se odnosila na to
kako H;0O, selektivno prepoznaje tiolne grupe samo proteina uklju¢enih u prenos signala,
pored izobilja tiolnih grupa i u drugim proteinskim molekulima. Odgovor lezi u razli¢itoj
reaktivnosti —SH grupa, odnosno sposobnosti da budu oksidativno modifikovane u prisustvu
H,0,, koja je uslovljena njihovom interakcijom sa susednim funkcionalnim grupama. Tako

proteini ukljuceni u redoks signalingu imaju reaktivnije tiolne grupe.

Paradoks u ulozi H,O, kao sekundarnog glasnika je njegova toksi¢nost, posto je sposoban da dovede
do oksidativnih oSte¢enja mnogih biomolekula, ukljucujuéi proteine, lipide, nukleinske kiseline.
Medutim, H,0; je toksi¢an samo U jako visokim koncentracijama koje prevazilaze antioksidativni

kapacitet ¢elije (okidativni stres), kad i gubi osobine signalnog molekula.

Posebna paznja je data skorasnje otkrivenim bifunkcionalnim proteinima proksiredoksinima (Prx),
koji imaju ulogu intracelularnog senzora za H,0, i reguliSu njegovu signalnu funkciju, akumulaciju
I propagaciju H,O, signala. Prx je familija proteina, molekulske mase od 22-30 kDa sa tioredoksin
peroksidaznom aktivnosu, prisutni u koli¢ini vecoj od 1% ukupnih proteina eukariotske celije. Prx
za razliku od katalaze i glutation peroksidaze nemaju prosteticku grupu ni metalnih jona u aktivnom
centru. Peroksidaznu aktivnost omogucéavaju esencijalni tiolni ostaci cisteina lokalizovani na N-
terminalnom domenu proteina. U prisustvu H,O, ove grupe lako podlezu oksidaciji i dimerizaciji.
Ovako aktivirani Prx stimuliSu dalje molekule uklju¢ene u brojne ¢elijske signalne puteve (MAP
kinaze, NF-kB), vrse¢i propagaciju H,O; signala. U katalitickom ciklusu oksidovani Prx redukuje
tioredoksin reduktaza. Antioksidativne osobine Prx su funkcionalno limitirane usled visoke

osetljivosti tiolnih grupa u katalitickoom cenutra na hiperoksidaciju, kada nastaju —SO,H i —=SO3H.
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Bifunkcionalnost ovih molekula se ogleda u njihovom funkcionalnom preokretu peroksidazne
aktivnosti u ulogu caperona. Aktivnost Prx je regulisana promenom oligomernog stanja. Kao
posledica hiperperoksidacije, Prx formiraju Stapicaste oligomere mase 100-1000 kDa (Moon i sar.,
2005). Ovi ¢aperoni imaju protektivnu ulogu u spre¢avanju pogresnog uvijanja ¢elijskih proteina u

uslovima oksidativnog stresa. (Rand i Grand, 2006).
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3. Metabolomika

Metabolomika je nova sistemska studija, koja ima za cilj skrining jedinstvenog niskomolekulskog
metabolickog profila, tzv. hemijskog otiska (chemical fingerprint, eng.), koji za sobom ostavlja
specifican celijski proces. Set malih molekula-metabolita (MW< 1500Da, kao S§to su metaboli¢ki
intermedijeri, hormoni i drugi signalni molekuli, sekundarni metaboliti) u jednom bioloSkom uzorku
naziva se metabolom. Izraz je pandan genomu, transkriptomu i proteomu. Zajedno ova Cetiri »oma«
izgraduju sistemsku biologiju. Metabolom, poput transkriptoma i proteoma, je dinamican, i menja
se iz sekunde u sekundu.

U strucnoj literaturi se pored metabolomike koristi 1 izraz metabonomika. Za sada postoje
neslaganja oko definicije i postavljanja jasnih razlika izmedu metabolomike i metabonomike. Kao
prvo razlika je u analitickim tehnikama, metabolomika se oslanja na tehnike zasnovane na masenoj
spektorometrija (MS), dok metabonomika na nuklearno magnetnoj rezonantnoj spektroskopiji
(NMR - Nuclear Magnetic Resonance). Medutim, sustinska razlika je u ¢injenici da metabolomika
postavlja samo metabolicke profile, dok metabonomika opisuje multiple metabolicke promene
izazvane razli¢itim metabolickim perturbacijama. U praksi se ne pravi razlika izmedu ova dva izraza
1 smatraju se sinonimima, samo §to je metabolomika viSe prisutna u svakodnevnoj strucnoj
komunikaciji.

Osnova sadasnjih istrazivanja u oblasti metabolomike, lezi u radu stotina naucnika iz oblasti
metabolicke biohemije i klinicke hemije. Zahvaljuju¢i ovim istraZzivanjima utvrdeni su i postavljeni
metaboli¢ki putevi, koji su danas dostupni u vidu on-line baza podataka poput KEGG (Kanehisa i
sar., 2004) , BipCys (Krummenacker i sar., 2005) i Reactome (Joshi-Tope i sar., 2005). Od skora, i
informacije vezane o genima i oboljenjima povezanim sa poremec¢ajima ovih putevima su takode
dostupni on-line (Wishart i sar., 2007). Medutim, metabolomika ima mnogo $ire zahteve i trazi brzu
identifikaciju velikog broja metabolita u isto vreme. Sveobuhvatnom analizom metabolita i/ili
njihovom kombinacijom, mogu se definisati biomarkeri za razna oboljena, fizioloSke adaptacije i sl.
Tako da istrazivanja iz oblasti metabolomike imaju veliku primenu u klini¢kim istrazivanjima: u
postavljanju dijagnoze i prognoze toka oboljenja, pracenju terapije, metabolizama lekova,
toksikologiji i sl.

Ogranicavaju¢a c¢injenica u metabolomi¢kim istrazivanjima je da ne postoji moguénost analize
¢itavog niza metabolita samo jednom analitickom tehnikom. Baze podataka se uglavnom zasnivaju

na podacima dobijenim NMR anlaizama. Ve¢ su napravljeni prvi koraci u formiranju baze podataka
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humanog metaboloma. U januaru 2007. godine, naucnici sa Univrziteta u Alberti 1 Univerziteta u
Kalgariju (Wishart i sar., 2007) kao reziultat rada na projektu pod nazivom Human Metabolome
Project dali su skicu (nacrt) humanog metaboloma u vidu odgovarajuce elektronske baze podataka-
HMDB (the Human Metabolome Database, dostupna na www.hmdb.ca). HMDB sadrzi
okarakterisanih i katalogizovanih 2500 metabolita, 1200 komponenata lekova i 3500 komponenata
hrane, koji se mogu naci u ljudskom organizmu, tkivima i te¢nostima u koncentraciji vecoj od 1 pM.
Mnogobrojni su projekti u oblasti metabolomickih istrazivanja, koja za cilj imaju formiranje
jedinstvenih metabolomickih baza podataka i na drugim oraganizmima, pre svega biljnim i
mikroorganizmima (na pr. MeT-RO, www.metabolomics.bbsrc.ac.uk/MeT-RO.htm), dok za druge
grupe organizama, insekti i sl., za sada postoje samo mnogobrojne pojedinaéne metabolomicke
studije.
Bioanaliticke metode koje se koriste u metabolomici su ustvari adaptirane postoje¢e biohemijske
tehnike. Osnovne faze svih metabolomickih istrazivanja su:
1. ekstrakcija metabolita iz bioloskog materijala, odgovaraju¢im rastvaracem ili
sistemom rastvaraca
2. profilisanje velikog broja metabolita u isto vreme, umesto analize pojedina¢nih
3. uspostavljanje odnosa izmedu metabolita koriS¢enjem multivarijabilnih
statistickih metoda
Dve osnovne metode detekcije u metabolomickim istrazivanjima su masena spektrometrija i NMR

spektroskopija.

Masena spektrometrija se koristi posle separacije metabolita gasnom hromatogarfijom (GS), HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) ili kapilarnom elektroforezom (CE-capilar
electrophoresis), pri ¢emu najcesée koris¢ena i »najprirodnija« kombinacija je GS-MS. Postoje dve
vrste gasne hromatografije gasno-¢vrsta i gasno-tecna, zavisno od prirode stacionarne faze. U prvoj
je kolona napunjena adsorbensom ujednacene krupnoée (silika gelom, aluminijum oksidom,
aktivnim ugljem, itd.), a razdvajanje komponenti je na principu selektivne adsorpcije. Daleko
univerzalnija je gasno-tecna hromatografija gde je stacionarna faza kapilaran sloj teCnosti
ravnomerno rasporeden po stacionarnom nosacu ili unutrasnjem zidu kolone. Komponente se
razdvajaju na osnovu razliite rastvorljivosti u stacionarnoj fazi. Mobilna faza je inertni gas,
najcesce argon, helijum ili azot. Da bi se komponente smeSe razdvajale ovom tehnikom neophodno

je da se prevedu u gasovito stanje, pa je ujedno to i ograni¢enje gasne hromatografije (jedinjenja
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koja se razdvajaju moraju biti isparljiva i termostabilna). Cesto biomolekuli nisu lako isparljivi, pa
se pre razdvajanja gasnom hromatografijom hemijski derivatizuju u isparljivija jedinjenja. Izbor
radne temperature kolone je takode kritican, a zavisi od uzorka koji se analizira. Kod modernih
instrumenata postoji moguénost programiranja temperaturnog rezima u koloni po ubrizgavanja
uzorka, §to omogucava dodatno razdvajanje komponenti prema tacki kljucanja. Maseni
spektrometar kao detektor omogucava veoma osetljivu i specificnu detekciju metabolita. Molekuli
uzorka u ovom detektoru nakon bombardovanja elektronima visoke energije, podlezu jonizaciji i
dalje kaskadnoj fragmentaciji, dajuci jone razli¢ite mase i naelektrisanja. Maseni analizator ovog
detektora razdvaja jonske fragmente po odnosu masa/naelektrisanje (m/z) i Salje ih na detektor koji
meri zastupljenost svakog fragmenta. Na ovaj nacin dobijaju se maseni spektri koji predstavljaju
zavisnost zastupljenosti pojedinacnih fragmenata od m/z. Maseni spektar nekog jedinjenja
predstavlja specifican »fingerprint« datog molekula, posto fragmentacija molekula zavisi od njegove
strukture. Neprekidnim merenjem jonske struje dobija se gasni hromatogram, a specificna detekcija
molekula je na osnovu snimljenih masenih spektara pojedina¢nih komponenti. Identifikacija
komponenti se vrsi poredenjem masenih spektara iz postoje¢ih baza podataka, bilo komercijalno
dostupnih ili posebno formiranih u datoj laboratoriji, snimanjem odgovaraju¢ih standarda. Kako je
snimanje spektra brzo, oko 1s, moguce je prakti¢no snimiti spektre svih eluiranih jedinjenja iz
smeSe. Medutim kod mnogih grupa jedinjenja gde postoji veliki broj izomera, kao kod poliola,
maseni spektri nisu jedinstveni za svako jedinjenje, tako da je identifikacija najpouzdanija

kombinovanjem retencionih indeksa i masenih spektara.

Detekcija metabolita NMR spektroskopijom ne zahteva prethodnu primenu tehnika separacije
biomolekula, niti njihovu derivatizaciju. Sve vrste malih metabolita mogu da se mere istovremeno,
pa je na neki na¢in NMR univerzalni detektor. NMR detekcija se zasniva na osobini jezgara nekih
atoma, spin aktivno jezgro, kao &to su vodonik (*H), ugljenik-13 (C*®), da izlaganjem dejstvu jakog i
homogenog spoljaSnjeg magnetnog polja poc€inju da se kre¢u konusnom putanjom oko pravca ovog
magnetnog polja, odnosno vrSe precesiju. Spin aktivna jezgra su ona koja imaju ugaoni momenat
(1£0). Po kvantnoj teoriji broj dozvoljenih orijentacija spina ovih spin aktivnih jezgara je, takode,
razli¢it od nule, te mogu da vrSe precesiju u spoljasnjem magnetnom polju. Kao naelektrisane
Cestice koje se krecu, ova jezgra, imaju i magnetni momenat (p). Ugaoni momenat i magnetni
momenat su odredeni brojem protona (p) i neutrona (n) u jezgru. Postoji jednostavno pravilo, ako su

p i n parni tada je 1=0, ako je p+n neparno | ima polucele vrednosti (1/2, 3/2...), i ako su p i n
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neparni | je ceo broj (1,2,3...). Precesione frekvencije spin aktivnih jezgara zavise od jadine
spoljasnjeg magnetnog polja, kao 1 od osobina samog jezgra (I i p), pa su zbog toga karaktristicne za
svako jezgro (jednacina 33), a nalaze se u oblasti radio-talasa. Kada se istovremeno ozrace
elektromagnetnim talasima stupaju u nuklearno magnetnu rezonanciju, ako je zadovoljen uslov iz

sledeée jednacina:

v =v(h/2m)By (jednacina 35)

gde su: v-frekvencija precesije jezgra; y- ziromagnetni odnos (predstavlja koli¢nik magnetnog i

ugaonog momenta); h- Plankova konstanta; n-3,14 ; Bo-jacina spoljasnjeg magnetnog polja

L J

X
Sema 6. Precesija spin aktivnog jezgra u spoljasnjem magnetnom polju (Bo),; x-magnetni moment

Jjezgra; w-ugaona brzina (w=2nv)

Da bi doslo do rezonancije potrebno je da frekvencija elektromagnetnog zracenja bude ista kao
precesiona frekvencija spin aktivnog jezgra. NMR prestavlja izmenu energije izmedu jezgara i
radiofrekventnog zracenja (RF-zracenje), pri ¢emu jedan broj jezgara apsorbuje, a drugi deo emituje
zraCenje iste frekvencije. Zbog preraspodele jezgara, po kvantnoj teoriji, izmedu dozvoljenih
energetskih nivoa, i veée naseljenosti najnizeg energetskog nivoa (Boltzmann-ov zakon),
preovladava apsorpcija. Magnetna dejstva okoline, pre svega elektronska gustina, se superponiraju
sa primenjenim spoljasnjim poljem tako da posmatrano jezgro oseca njihov kombinovan uticaj.
Tako da jezga istog atoma iz razli¢itih delova molekula imaju razli¢ite precesione frekvencije. Na
ovim razlikama se i zasniva primena NMR spektroskopije za strukturna odredivanja. Spektralni

opseg u kome se nalaze ove precesione frekvencije relativno je mali i ne prelazi stotinak milionitih
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delova precesione frekvencije, reda veliCine ppm (za protone ne prelaze 12 ppm, a za ugljenik-13 ne
viSe od 250 ppm). Snimanje spektara zapravo predstavlja detekciju frekvencija na kojima jezgra
stupaju u rezonanciju sa frekvencom rotirajueg magnetnog polja, odnosno RF- zracenje (mnogo
slabijim u odnosu na spoljasnje). On se sastoji od signala, spektralnih linija, koje se nalaze na
razli¢itim frekvencijama. Intezitet svake linije proporcionalan je veli¢ini pobude, odnosno koli¢ini
apsorbovanog radio-frekventnog zra¢enja. U odnosu na nacin pobudivanja, postoje dve tehnike
merenja NMR spektara:

- kontinuirano ozracivanje (continuous wave-CW) i

- pulsna ili FT metoda (FT-Fourier-ova transformacija).
Kod CW metode uzorak je za vreme snimanja spektra neprekidno izlozen RF-zra¢enju. Ovom
tehnikom energetski prelazi jezgara se sukcesivno pobuduju sa promenom magnetnog polja (Bo) ili
frekvencije (v- RF-zracenja). FT-tehikom RF-zra¢enje se upucuje u obliku kratkih pulseva (< 1ms),
pri ¢emu se pobuduju svi energetski prelazi u posmatranom sistemu. Zahvaljuju¢i ovoj tehnici
razvijene su moé¢ne dvodimenzionalne NMR tehnike. Tehnika je dobila naziv po matematickoj
operaciji Fourier-ova transformacija, koja se koristi za transformaciju iz vremenskog domena krive
raspada slobodne indukcije, s(t) NMR spektar dobijen ovom tehnikom, u domen frekvencija, s(v)
NMR spektar koji se ne razlikuje od apsorpcionog NMR spektra snimljenog klasicnom CW
tehnikom.

sty +——— FT —* s(v)

[
z: _
k".; m— J'll

Sema 7. Krive raspada slobodne indukcije, s(t) NMR spektri i s(v) NMR spektri koji se dobijaju

Fourier-ovom transformacijom
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Uobicajan nac¢in snimanja NMR spektara je viSestruko ponavljanje pulseva, jedino o ¢emu mora da
se vodi racuna je o pauzi izmedu pulseva, neophodnoj za relaksaciju predhodno pobudenih jezgara.
Medutim, razvijene su viSepulsne NMR tehnike koje koriste seriju visekratnih pulseva upravo u
kratkom periodu, manjem od vremena potrebnog za relaksaciju jezgra, i na taj nacin dobijaju se
podaci o medusobnoj spregnutosti pojedinacnih jezgara.

Danas se primenjuje veliki broj razli¢itih NMR metoda, pored 1D tehnika ( 'H NMR i *C NMR)
razvijene su mnogo efikasnije 2D tenike (2DJ NMR, COSY; HECTOR, NOESY). *H NMR daje
dobar metabolicki otisak i moguénost simultane detekcije svih proton sadrzavajucih jedinjenja u
uzorku, kao Sto su aminokiseline, ugljeni hidrati, masne kiseline, estri, etri, lipidi. Nedostatak
jednodimenzionalne NMR tehnike je preklapanje signala u kompleksnim smeSama. Alternativa za
analizu kompleksnih smeSa su 2D NMR tehnike koje pruzaju dodatne informacije o korelaciji
signala sire¢i ga u dodatnoj dimenziji. Identifikacija se i ovde oslanja na primenu postojecih
biblioteka NMR spektara.

Kako metabolomika po definciji podrazumeva odredivanje velikog broja metabolita istovremeno,
postavlja se problem jednostave i efektivne vizuelizacije i analize dobijenih podataka. Postoji vise
razli¢itih pristupa analizi i vizuelizaciji ovih podataka, kao §to su principalna i nezavisna analiza
komponenti (Principal Component Analysis-PCA 1 Independent Component Analysis-ICA),
multidimenzionalni skaling, razli¢ite tehnike grupisanja i funkcionalna analiza diskriminanti (Steuer,
2006). Sve ove tehnike se zasnivaju na postojanju uzajamne zavisnosti izmedu metabolita, kao Sto je
odnos njihovih koncentracija, izrazenih kao kovarijanse ili korelacioni matriksi.

Znacajna osobina metabolomickih podataka je da nivo jednog malog broja metabolita ukoliko su in
vivo spregnute zajednickom funkcijom ili metaboli¢kim putem, ona koreliraju. Prouc¢avanje ovih
korelacija daje uvid u Siroku mrezu mehanizama metaboli¢ke regulacije, gde se jedan metabolit
sintetiSe iz drugog metabolita u spletu biohemijskih reakcija. Razlozi variranja su u jednostavnoj
¢injenici da pojedninacni organizmi nikada nisu isti i pri identicnim eksperimentalnim uslovima, ali
i da na celijski metabolizam uti¢e veliki broj faktora, pa pri brzim i malim promenama, naizgled
konstantnog okruzenja, dolazi do promene u koncentraciji metabolita, koja se dalje propagira kroz
metabolicku mrezu i daje specifi¢an korelacioni patern (Steuer i sar., 2003; Morgentha i sar., 2006).
Proucavanjem korelacija ponovljenih analiza formiraju se specificne metabolomicke korelacione
mreze, gde su metaboliti predstavljeni tackicama u dvodimenzionalnoj ravni, a oni koji koreliraju su

povezani crtama- ovaj pristup je poznat i kao multidimenzionalni skaling. Udaljenost metabolita u
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ovoj mrezi, je mera stepena medusobne korelacije. Kriticna tacka u formiranju ovih mreza je
utvrdivaje visine praga korelacije. Za razli¢ito postavljene pragove iste mreze mogu da idu od
potpuno uvezanih metabolita, do potpunog nepostojanja korelacije medu metabolitima.

Medutim, metabolomicka istrazivanja su CeS¢e orijentisana na sistematsko poredenje korelacija
metabolickih profila razli¢itih grupa uzoraka (organizma, tkiva i sl.). Postoji vise pristupa, pri cemu
se PCA ve¢ rutinski koristi u analizi metabolomickih podataka dobijenih NMR-om. Primenom PCA
se uproSc¢ava analiza kompleksnih metabolomickih smesa bioloskih uzoraka, koje mogu da sadrze
stotine ili hiljade hemijskih komponenti. Ovom statistickom metodom se odreduje pravac najveceg
broja varijacija u setu podataka, gde je metabolomicki set podataka sastavljen od serije NMR
spektara. Podaci se predstavljaju u dvo- ili tro-dimenzionalnom grafiku (scores plot) gde koordinate
odgovaraju osnovnim (principalnim) komponentama (set metabolita koji odreduje pravac dve ili tri
najvece varijacije u setu podataka). Efektivno, svaki NMR spektar je redukovan na jednu tacku u PC
koordinatnom sistemu, gde su sli¢ni spektri grupisani, a varijacija duz bilo koje od PC osa uzrokuje

eksperimentalnu razliku izmedu spektara (Halouska i Powers, 2006).
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Cilj istrazivanja

Cilj nasih istrazivanja je bio da odredivanjem sledecih parametara:

e kriobioloskih :tacka mrznjenja, tacka topljenja, osmotski aktivna i osmotski neaktivna voda i
ukupan sadrzaj vode, utvrdi distribucija telesne vode (hemolimfa i masno telo) u korelaciji sa

koncentracijom glicerola i trehaloze

e analizira sadrzaj poliola i Se¢era, kao mogucih krioprotektora

e u domenu metabolike, dobiju karakteristicni metabolomic¢ki profili i odredi stepen korelacije

metabolita u cilju utvrdivanja metabolicke regulacije

e odredi aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD, CAT, TYR), koncentracija H;O; i

melanina, i utvrdi moguca redoks regulacija

kod nedijapauzirajuc¢ih i dijapauziraju¢ih gusenica Ostrinia nubilalis, kao i njihovim pra¢enjem
tokom dijapauze i pri izlaganju niskim temperaturama, doprinesemo razjasnjenju mehanizama
prezivljavanja ove vrste u nepovoljnim uslovima, a da istovremeno dobijeni rezultati na ovom

model organizmu pruze osnovu za bolje razumevanje adaptacionih procesa uopste.
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Materijal i metode

1. Eksperimentalne zivotinje

Nasa istrazivanja su radena na gusenicama kukuruznog plamenca Ostrinia nubilalis, Hubn.
Kukuruzni plamenac pripada rodu leptira- Lepidoptera, familiji plamenca- Pyralidae, a kao vrsta

prvi put je opisan 1793.godine od strane Hubnera.

Kukuruzni plamenac je poreklom iz Evrope, gde je Siroko rasprostranjen, ali ga takode ima i u
Severnoj Americi, Severnoj Africi, Aziji, tj. na ¢itavoj severnoj hemisferi.

Broj generacija je prilagoden lokalnim klimatskim uslovima i varira od jedne, u hladnijim krajevima
poput Kanade, do Cetiri u toplijim krajevima, kao §to je na primer Virdzinija, Misuri itd. U nasim
krajevima ova vrsta je univoltna-sa jednom generacijom, ili kao $to je naroCito izrazeno poslednjih
decenija, bivoltna -sa dve generacije (Baca, 2007).

Kukuruzni plamenac je holometabolni insekt, sto zna¢i da prolazi kroz potpunu metamofozu.
Zivotni ciklus se karakterise sa &etiri stadijuma razviéa: jaje, gusenicu, lutku i imago (adult).

U nasim krajevima tokom prole¢a (maj-jun) zenke zimske generacije, starosti 3-4 dana, polazu 20-
50 jaja dnevno. Period ovipozicije je oko 14 dana, tako da tokom Zivota Zenka polozi 400-600 jaja.
Polaganjem jaja se zavrSava zivotni ciklus zimske generacije. Jaja, organizovana u grupe od 15-20,
su bledo Zute boje. Starenjem postaju tamnija. Duguljastog su oblika-duzine oko 1.0 mm, i Sirine
0.75 mm. Razvoj u jajetu traje od 4-9 dana, pri éemu je donja temperaturna granica za razvoj 15°C.
Iz jajeta se izlezu gusenice duzine 1.6 mm sa tamno smedom hitinskom glavenom kapsulom i telom
bledo Zute boje. Duz dorzalne strane tela proteze se tamna pruga sa ¢ije se obe strane na svakom
segmentu nalaze sitne tamne pege. Stadijum gusenice normalno prolazi kroz pet razvojnih stupnjeva
(instara). Prelazak u svaki naredni instar pracen je presvlacenjem. Odrasla gusenica-V instara duga
je oko 20 mm i Siroka oko 2 mm. Telo gusenice podeljeno je na 14 telesnih segmenata. Prva tri
segmenta predstavljaju torakalni deo i nose po par ¢lankovitih nogu. Slede¢ih deset segmenata
predstavljaju abdominalni deo, od kojih treci, Cetvrti i peti nose po par laznih abdominalnih nozica.
Poslednji segment je sa dve lazne nozice. Gusenice letnje generacije se ulutkavaju u toku avgusta
meseca. Donja temperaturna granica za razvoj larve je 11°C.

Lutka je zuckasto braon boje, koja brzo prelazi u tamno smedu i mrku. Veli¢ina lutke je zavisna od
pola, pa je kod muzjaka 13-14 mm duzine i 2-2.5mm Sirine, dok kod zenki 16-17 mm duzine i 3,5-4
mm Sirine. Duzina ovog razvojnog stadijuma u poljskim uslovima je oko 12 dana, a donja

temperaturna granica je 13°C. 1z lutke izlazi adult-leptir.
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Adulti se odlikuju polnim dimorfizmom. Zenke su krupnije sa rasponom krila od 25 do 34 mm.
Raspon krila sitnijih muzjaka iznosi od 20 do 26 mm. Zenke su svetlo zute do svetlo braon boje sa
dve tamne cik-cak linije. MuZjaci su tamno braon boje, takode sa krivudavom linijom ali bledo Zute
boje. Leptiri su najaktivniji tokom prvih no¢nih sati. Polaganjem jaja ova letnja generacija leptira

zavrsava svoj zivotni ciklus i otpocinje zivotni ciklus zimske generacije.

Jaja Gusenica (larva) Lutka

Adult (leptir)

muski zenski

Slika 1. Stadijumi u razvi¢u kukuruznog plamenca, Ostrinia nubilalis

Gusenice zimske generacije koje izlaze iz jaja krajem avgusta, kada dostignu peti instar ne
ulutkavaju se, ve¢ ulaze u dijapauzu, i u ovom stanju mirovanja ostaju do proleca (april-maj). U toku
dijapauze gusenice se ne hrane, a ukupana metabolicka aktivnost je svedena na minimum.
Dijapauziraju¢e gusenice su otporne na niske temperature, i do -20°C, i mogu preZiveti zamrzavanje
ekstracelularnih te¢nosti (Grubor-Lajsi¢ i sar., 1991). Iz tog razloga O.nubilalis se u okviru grupe
insekata otpornih na hladnoc¢u, svrstava u insekte otporne na zamrzavanje.

O.nubilalis najéesce se razvija u kukuruzu. Mlade gusenice se u pocetku hrane vrhom kukuruza
posebno kukuruznom metlicom, koja iz tih razloga najces¢e bude polomljena. Kasnije, obi¢no
nakon treéeg presvlaCenja, ulaze u stabljiku, gde hranec¢i se, formiraju karakteristine Supljine.
Unutar stabljike ostecujué¢i floem i ksilem biljke gusenice dolaze do samog klipa. Biljka tolerise
prisustvo jedne do dve gusenice u stabljici bez vidiljivih efekata. 1z ekonomskih razloga prisustvo
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gusenice u klipu, posebno kod kukuruza Secerca, je neprihvatljivo. U tom smislu, gusenice letnje
generacije nanose najvise Stete kukuruzu. Danas je O.nubilalis jedan od ekonomski najznacajnijih
Steto¢ina kukuruza. Pored kukuruza O.nubilalis napada preko 300 raznih biljnih vrsta, uglavnom
robusne biljke sa stabljikom dovoljno debelom da u nju mogu da udu. Tako da od povrca najcesce
napada boraniju, pasulj, krompir, paradajz, od zitarica heljdu, hmelj, ovas, proso, ali i neke vrste

cveca 1 korova.

NaSa istrazivanja su radena na nedijapauziraju¢im gusenicama (letnja generacija gusenica) I
dijapauziraju¢im gusenicama (zimska generacija gusenica). Nedijapauziraju¢e gusenice su dobijene
laboratorijskim uslovima iz jaja leptira uhvacenih svetlosnom klopkom na poljima Instituta za
kukuruz u Zemun Polju. Jaja su polagana na hranjivu podlogu pri uslovima konstantne temperature

(25°C) i svetlosti, uz kontrolisanu vlaznost. Gusenice su gajene do V instara starosti.

Hranljiva podloga , sastav za 1L.:

Destilovana voda 1000 mL
Agar 209
Saharoza 409
Pseni¢ne klice 150 g
Lucerkino brasno 100 g
Kvasac (svez) 40 g
Askorbinska kiselina 49
Glacijalna siréetna kiselina Sml

Metil-para-benzoat (konzervans) 4g

Vrednost pH ovako pripremljene sveze podloge iznosi 4-4.5, i moze se ¢uvati na hladnom (4-8°C)

do Cetiri nedelje.
Dijapauziraju¢e gusenice O.nubilalis su sakupljane iz kukuruznih stabala sa polja u okolini Novog

Sada. Stabljike kukuruza su bile skladistene u uslovima spolasnje sredine, napolju, do pocetka

eksperimenta.
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2. Plan eksperimenta

Prvi deo eksperimenta, za utvrdivanje vodnog rezima i koncentracije glicerola i trehaloze tokom
hladenja, raden je u hemolimfi i masnom telu gusenica O.nubilalis sa poc¢etkom dijapauze (oktobar).
Grupe su formirane na sledeéi nacin:

e DS -gusenice u uslovima spoljasnje sredine, tj. na temperaturama iznad 0°C

e DE -eksperimentalna grupa gusenica drzana na temperaturi od -8°C u toku od 10 dana

Drugi deo cksperimenta koji je podrazumevao metabolomicki profiling hidrofilnog ekstrakta
hemolimfe NMR spektroskopijom, je raden takode na oktobarskim gusenicama, sa kojima su
formirane sledec¢e eksperimentalne grupe:

e D(5°C)- dijapauzirajuée gusenice drzane na temperaturi od 5°C, 10 dana

e D(-3°C)- dijapauzirajuée gusenice drzane na temperaturi od -3°C, 10 dana

e D(-16°C)- dijapauziraju¢e gusenice drzane na temperaturi od -16°C, 10dana

Deo eksperimenta koji je ukljuc¢ivao gasno-hromatografsku analizu Secera i poliola u homogenatu
celih, i antioksidativni sistem odbrane u hemolimfi i masnom telu, raden je na slede¢im

eksperimentalnim grupama:

S- Eksperiment je postavljen krajem Decembra, $to predstavlja period sredine dijapauze gusenica
O.nubilalis. Prikupljene gusenice su podeljene u tri eksperimentalne grupe:

e SD(5°C)- gusenice na sredini dijapauze drZane na temperaturi od 5°C &etiri nedelje

e SD(-3°C)- gusenice na sredini dijapauze drzane na temperaturi od -3°C &etiri nedelje

e SD(-16°C)- gusenice na sredini dijapauze drZane na temperaturi od -16°C &etiri nedelje

K- Eksperiment je postavljen pocetkom Aprila, §to predstavlja period kraja dijapauze gusenica
O.nubilalis. Prikupljene gusenice su podeljene u tri eksperimentalne grupe:

e KD(5°C)- gusenice na kraju dijapauze drzane na temperaturi od 5°C &etiri nedelje

e KD(-3°C)- gusenice na kraju dijapauze drzane na temperaturi od -3°C &etiri nedelje

e KD(-16 °C)- gusenice na kraju dijapauze drzane na temperaturi od -16°C &etiri nedelje
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Izlaganje temperaturama ispod nule je bilo postepeno, temperatura je spustana po 2°C na svakih 4
dana pocev§i od 5°C do odgovarajuée temperature. Nakon spustanja temperature gusenice su

ostavljane na odgovarajucoj temperaturi cetiri nedelje.

Svi eksperimenti su radeni i na grupi nedijapauzirajucih gusenica (ND) gajenih u laboratorijskim

uslovima.

Gusenice koris¢ene u eksperimentalnim istrazivanjima bile su V instaru razvoja i ujednacene

veliCine.
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3. Priprema uzoraka

A. Priprema homogenata celih gusenica

Gusenicama je najpre izmerena masa, a zatim su homogenizovane na ledu (20% wi/v, 0.05 M
fosfatni pufer, pH 7.0, sa 0,05 % fenil-tioureom-FTU) u Potter-ovom staklenom homogenizeru sa 10
obrtaja. Pufer koris¢en u homogenizaciji bio je predhodno ohladen na ledu.

Homogenat je zatim centrifugiran na 15 000 g, 15 minuta na 4°C, a odvojen supernatan je podeljen

na alikvote i ostavljen na -20°C do dalje analize.

B. Izolovanje hemolimfe i masnog tela gusenica

Hemolimfa gusenica je sakupljana u inertnoj atmosferi (N) istiskivanjem, nakon zarezivanja
zadnjeg para laznih noZica. Sakupljena hemolimfa ¢uvana je na -20°C do dalje analize.

Nakon istiskivanja hemolimfe izolovano je masno telo. Masno telo je najpre resuspendovano u
ledenom fosfatnom puferu (0.05 M fosfatni pufer, pH 7.0), a zatim pokupljeno i homogenizovano,
20 w/v u istom puferu. Homogenat je centrifugiran na 15 000 g, 15 minuta, na 4°C, a supernatant

podeljen u alikvote koji su ¢uvani na -20°C do dalje analize.

C. Ekstrakcija ukupnih poliola za gasno hromatografsku analizu

Prethodno izmerene gusenice su zamrznute i usitnjene u tecnom azotu u avanu sa tu¢kom. Ukupni
polioli ekstrahovani su u 70% etanolu (0.5 mL rastvora po gusenici), nakon ¢ega je homogenat

centrifugiran 15 minuta na 15 000 g , na 4°C. Dobijeni supernatant je izdvojen i uvan na -20°C do

dalje analize. U svakoj grupi bilo je 4-5 pulovanih uzoraka, sa 4-5 gusenica.
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4. Odredivanje ukupnih proteina

Ukupni proteini su odredivani metodom po Bradford-u (1976.).

Princip metode: Metoda za odredivanje ukupnih proteina po Bradford-u se zasniva na formiranju
kompleksa izmedu boje Coomassie Brilliant Blue G-250 i proteina. Pri vezivanju za protein boja

prelazi u stabilnu neprotonovanu formu, sa maksimumom apsorpcije na 595 nm.

Regensi:

e Bradford-ov reagens (10 mg CBB, 5 mL 96% etanol, 10 mL 85% fosforna kiselina, dopunjeno
sa destilovanom vodom do 100 mL)

e Standardni rastvori proteina: osnovni rastvor 2 mg BSA /mL, i radni rastvori: 0.125, 0.25, 0.5,
0.75, 1.0, 1.5 mg BSA/mL

Postupak: Standardni protokol je prilagoden eseju u mikrotitar plocici, reakcione zapremine od 250
pL:
- u bunar¢i¢ mikrotitar ploCice ispipetirati 5 pL stadardnog rastvora proteina, odnosno uzorka (za
slepu probu radnog pufera)
- dodati 250 pL reagensa
- inkubirati na sobnoj temperaturi najmanje 5 minuta, a ne duze od 1 sata
- ocitati apsorbancu na 595 nm na fotometru

- na osnovu standarne krive odrediti koncentraciju proteina u uzorku.

Napomena: Ukoliko je uzorak razblazen, o€itanu koncentraciju sa standardne prave pomnoziti sa

faktorom razblazenja.
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5. Odredivanje sadrZaja slobodne i vezane vode diferencijalnim skeniraju¢im

kalorimetrom

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija je termoanaliticka tehnika u kojoj se meri razlika u
koli¢inama toplote potrebne da se odrze jednake temperature uzorka i referentnog uzorka podvrgntih
odredenom toplotnom tretmanu (hladenju ili grejanju). Referentni uzorak treba da ima dobro
definisan toplotni kapacitet u temperaturnom rangu skeniranja, a najéesce se koriste neki metali kao
npr. indijum ili cink, ili neke organske supstance kao cikloheksan ili n-dodekan. Tehnika ima Siroku
primenu u analizi termalnih promena tokom faznih prelaza, reakcija oksidacije, kao i drugih
hemijskih reakcija. Kalorimetar koji meri ove promene se naziva diferencijalni skenirajuci
kalorimetar (DSK).

U naSim istrazivanjma koris¢en je DSK Mettler-Toledo, DSC820.

DSK analiza radena je na uzorcima masnog tela i hemolimfe dijapauziraju¢ih gusenica, u kontrolnoj
grupi, DS (iznad nule) i grupi podvrgnutoj niskim temperaturama, DE (-8°C), kao i
nedijapauziraju¢ih gusenica, ND.

Postupak:

- pre analize na DSK u uzorcima je odredena totalna koli¢ina vode. Totalna koli¢ina vode je
izratunata iz razlike masa uzorka pre i posle suSenja uzoraka u struji suvog vazduha na 60°C u
toku 24 sata. Uzorci su pakovani u male aliminijumske fiseke, a masa je merena na vagi
Santorius M3P (ta¢nosti + 1Q).

- pre pocetka rada uredaj je kalibrisan radi uspostaviljanja linearne temperaturne skale i
kvantifikacije protoka toplote. Kao kalibraciona kontrola sluzila je temperatura mrznjenja vode.

- uzorci za DSK analizu su pakovani u aluminijumske fiSeke zapremine 40 pl i izmereni pre
analize.

- hladenje uzoraka je bilo po sledeCem programu: pocetna temperatura od 5°C se spustala do —
30°C, stopom od 1 °C/min, a zatim su uzorci ponovo grejani do 5 °C istom stopom.

- za analizu rezultata, odnosno termograma, dobijenog DSK anlizom koriS¢en je program
START software (verzija 6). Kao rezultat su dobijene tacka mrznjenja (SCP-super cooling
point), tacka topljenja (MP-melting point), entalpija mrznjenja i topljenja. Iz dobijenih rezultata
se dalje izraCunava slobodna voda-osmotski aktivna (OA) deljenjem entalpije topljenja uzorka
sa entalpijom topljenja vode (334.5 Jg™), a kada se od totalne vode oduzme OA dobije se

vezana voda- osmotski neaktivna (Ol-osmotically inactive).
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6. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Katalaza (EC 1.11.1.6) katalizuje reakciju razgradnje vodonik peroksida do kiseonika i molekula

vode (jednacina 22).

Princip metode: Aktivnost katalaze odredivna je motodom po Aebi (1984). Metoda se zasniva na
spektrofotometrijskom pracenju razgradnje H,O, na 240 nm. Aktivnost CAT se prati kao pad

apsorbance na datoj talasnoj duzini.

Reagensi:
e (.05 M fosfatni pufer pH 7.0
e 30 % rastvor H,0,

Rastvor H,0-, u fosfatnom puferu se podesi tako da apsorbanca rastvora na 240 nm je izmedu 0.520-
0.550.

Postupak: Dodavanjem 5-10 pL uzorka u podeSeni rastvor H,O, u fosfatnom puferu (finalna
zapremina od 3 mL) odpocinje reakcija. Reakcija se prati u toku tri minuta spektrofotometrijski, kao

pad apsorbance na 240 nm.

Izra¢unavanje:

Specifi¢na aktivnost (U/mg prot.)= (AAuz — AAsp) x 1000
43.6 x Cpr x Vuz/Vrs

AAuz - promena apsorbance u minuti za uzorak
AAsp - promena apsorbance u minuti za slepu probu
Cpr - koncentracija proteina mg/mL

Vuz - zapremina uzorka

Vrs - zapremina reakcione smese

43.6 - molarni ekstincioni koeficijent za vodonik peroksid na 240 nm
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7. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaza (EC 1.15.1.1) katalizuje reakciju dismutacije superoksid radilala (O3,

jednacina 4)

Princip metode: Aktivnost superoksid dismutaze odredivana po metodi McCord i Fridovich (1968)
u sistemu citohrom ¢ (Fe®*)/ksantin/ksantin oksidaza.

Metoda se zasniva na tome da superoksid radikal, koji se generiSe u reakciji sa ksantin oksidazom,
redukuije citohrom ¢ (Fe** u Fe?") sto je praéeno promenom apsorbance na 550 nm.

Superoksid dismutaza, ako je prisutna u uzorku, dismutirace ovaj superoksid radikal tako da ¢e se
smanjiti brzina redukcije citohroma c. Ovo smanjenje je proporcionalno aktivnosti SOD. Kao
jedinica aktivnosti superoksid dismutaze definisana je ona aktivnost SOD potrebna za smanjenje

brzine redukcije za 50 % (pri promeni apsorbance od 0.025/min).

Reagensi:

e 0,5MKH,PO,4

e 0,5M NaHPO,

e 100 mMEDTA

e 100 mM NaNj3

e 50 uM ksantin

e  Ksantin oksidaza (XOD, iz kravljeg mleka, Sigma)

e 20 pM citohrom ¢ (Fe*") (iz konjskog srca, tip 111, Sigma)

Postupak:

Rastvor A- 0.57 mL KH2PO4, 3.14 mL Na;HPO,, 0.1 mL EDTA, 1.0 mL NaNs, 1.0 mL ksantina,
0.4 mL citohroma c, dopuni se do 100 mL dH,O, pH 7.8. Rastvor je stabilan tri dana na +4°C.

Tokom rada drzi se na sobnoj temperaturi.

Rastvor B- 0.2 U XOD/mL u 0.1 mM EDTA, rastvor drzi se na ledu, pravi se svez svakog dana.

Reakcion smeSa- 1.3 mL rastvora A, 25-100 pL uzorka, 0.1 mL rastvora B, ako je potrebno dopuniti
vodom do 1,5 mL. Reakcija odpocinje dodavanjem rastvora B, a apsorbanca se prati u toku tri
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minuta. Promena apsorbance slepe probe treba da iznosi 0.025/minuti. Reakcija se odigrava na

sobnoj temperaturi.

Izra¢unavanje: Aktivnost SOD se izrazava u jedinicama aktivnosti po mg proteina.
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7.1. Odredivanje aktivnosti Mn zavisne superoksid dismutaze (MnSOD)

Odredivanje aktivnosti MnSOD zasniva se na odredivanju ukupne SOD posle inhibiciji CuZnSOD
sa KCN. Naime, prethodno opisanim podtupkom za odredivanje SOD odreduje se ukupna aktivnost
SOD (MnSOD + CuZnSOD). Ukoliko uzorke pre odredivanja SOD inkubiramo sa KCN, aktivnost
CuZnSOD ¢e biti inhibirana, pa ¢e u uzorku ostati aktivna samo MnSOD. Oduzimanjem aktivnosti

MnSOD od ukupne SOD dobije se aktivnost CuZnSOD.

Reagensi: Osim 4 mM KCN isti kao u postupku odredivanja aktivnosti ukupne SOD

Postupak- pre odredivanja aktivnosti MnSOD uzorci se inkubiraju u toku 30 minuta sa 4 mM KCN
u odnosu 1:1 (finalno 2 mM KCN).

Dalji postupak i izracunavanja su isti kao kod opisane metode za odredivanje ukupne SOD.
Napomena: Uzorci se duplo razblazuju sa rastvorom KCN pre odredivanja, zbog ¢ega se izraCunata

aktivnost mnozi sa dva, kao faktorom razblazenja. Takode, treba voditi racuna da i slepa proba
sadrzi 2 mM KCN, posto KCN u odredenom stepenu inhibira XOD.
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8. Odredivanje aktivnosti tirozinaze (TYR)

Tirozinaza (EC 1.14.18.1) je bifunkcionalni enzim ukljucen u prva dva koraka biosinteze melanina.
Prva reakcija koju katalizuje je hidroksilacija tirozina do 3,4-dihidroksifenilalanina, (DOPA), a
druga je reakcija oksidacije DOPA do dopahroma.

U naSem radu tirozinaznu aktivnost u hemolimfi pratili smo kao DOPA oksidaznu aktivnost po
metodi Chen i saradnici (2003).

Reagensi:
e 10 mM fosfatni pufer pH 6.8

e 20 mM DOPA u fosfatnom puferu

Reakciona smeSa finalne zapremine od 200 pL sadrzi: 185 pL fosfatnog pufera, 20 pL rastvora

DOPA, reakcija odpocinje dodavanjem 5 pL uzorka. Reakcija se odigrava na sobnoj temperaturi.

Oksidacija DOPA do dopahroma je pra¢ena kao promena apsorbance na 490 nm u toku 10 minuta.

Jedinica specifi¢ne enzimske aktivnosti definisana je kao promena apsorbance od 0.001 u minuti po

mg proteina (Pang i sar., 2005).
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9. Odredivanje koncentracije H,0O,

Koncentracija H20; u uzorcima odredivana je Amplex®Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Asssay
Kit (A22188). Detekcija H,O, se zasniva na reakciji H,O, sa Amplex Red reagensom (10-acetil-
3,7-dihidroksifenoksazin) u prisustvu peroksidaze iz rena, kada nastaje crveni fluorescentni produkt,

rezofurin.

Reagensi:

e 10 mM Amplex Red reagens u dimetilsulfoksidu (DMSO)
e  reakcioni pufer, 50 mM fosfatni pufer pH 7.4

e  Peroksidaza rena, 10 U/ml
e Vodonik peroksid (H,0), 20 mM. Za standardnu krivu se pravi serija rastvora, koncentracije

0-10 uM, razblazivanjem 20 mM H,0, sa reakcionim puferom

Neposredno pre pocetka eseja priprema se radni rastvor 100 UM Ampex Red reagensa i 0.2 U/ml
peroksidaze rena meSanjem 50 pL 10 mM Ampex Red reagensa, 100 pL 10 U/ml peroksidaze rena i
4.85 ml reakcionog pufera. Koli¢ina dovoljna za 100 enzimskih eseja, finalne reakcione zapremine

od 100 pL.

Postupak:

Reakcija odpocinje dodavanjem 50 pL radnog rastvora Ampex Red reagensa na 50 pL predhodno
ispipetiranog uzorka, odnosno standarda. Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperaturi
ocitava se fluorescentna emisija na 590 nm, sa ekstinkcijom u rangu od 530-560 nm.

Iz standardne krive izraCunava se koncentracija H,O,. Ukoliko je uzorak razblazivan ocitana

koncentracija se mnozi sa faktorom razblazenja.
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10. Citohemijska- Lili metoda za bojenje melanina

Uzorci celih gusenica se najpre fiksiraju u 10% puferisanom formalinu, tako Sto se rastvor formalina
ubrizgava gusenicama, a zatim preko noc¢i ostavljene u rastvoru. Formalin je ispran 10 mM
fosfatnim puferom pH 7.8, ubrizgavanjem pufera u njih i ostavljen u rastvoru pufera preko noci.
Nakon ove pripreme pravljeni su kriostatski poprecni preseci gusenica debljine 14 pm na

silaniziranim mikroskopskim plo¢icama.

Na kriostatskim preparatima melanin je bojen Lili metodom, na slede¢i nacin:

Reagensi:
1. Srebro-nitrat/Amonijak :
U 1 ml rastvora 28% rastvora amonijaka sipati 8 mL 10% rastora AgNO3; uz meSanje-dobija se
tamni talog, koji se gubi dodavanjem preostale koli¢line AgNO3 do pojave opalescencije, zatim
dodati istu koli¢inu vode.
2. 1% Rastvor joda po Vajgertu:
Jod 19
Kalijum-jodid 2g
Destilovane vode 100 mL
3. 5% Natrijum-tiosulfat
4. Alkoholni eozin
5. 0.2% Zlato-hlorid
Postupak- Preparati gusenica su tretirani na sledeé¢i nacin:
1. preprate isprati u tekucoj vodi
1% rastvor joda 1-5 minuta
5% Natrijum-tiosulfat 20-30 sekundi
Isprati destilovanom vodom
Rastvor AgNO3 2 minuta
Isprati destilovanom vodom
Zlato-hlorid 5 minuta

Isprati teku¢om vodom

© © N o U B~ D

Natrijum-tiosulfat 2 minuta
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10. Isprati teku¢om vodom
11. Alkoholni eozin 1 minut
12. Isprati, dehidrirati serijom alkohola do apsolutnog alkohola, zatim ksilol, balsam (montiranje
pokrovne ljuspice)
Rezultat:

Melanin-crn; pozadina-ruzicasta
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11. EPR spektroskopija

EPR spektri celih gusenica su snimani na Variant E104-A EPR spektrometru u mikrotalasnoj oblasti
na 9.51 GHz (X-band) i na temperaturi od -150°C. Spektar je sniman pri slede¢im uslovima:

- modulaciona amplituda 2 G

- modulaciona frekvencija 100 kHz

- mikrotalasna snaga 10 mW

- Sirina polja 200 G, sa centralnim poljem od 3310 G

Spektar je sniman EW softverom (Scientific Software Inc, Bloomington, IL, USA). Pre merenja

gusenice su smesStane u kvarcnu kivetu i zamrzavane u te¢nom azotu.

Svaka eksperimentalna grupa je sadrzala osam gusenica. Rezultati su srednje vrednosti + SE odnosa

inteziteta pika/masa gusenice.
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12. NMR analiza

A. Priprema uzoraka za NMR analizu

Za NMR analizu pripreman je hidrofilni i hidrofobni ekstrakt hemolimfe gusenica modifikovanom
metodom po Bligh-Deyer (Tiziani i sar., 2008). Nakon sakupljanja hemolimfe, odsecanjem laznog
para nozica i blagim istiskivanjem u mikrotubu oblozenu fenil-tioureom, uzorci su liofilizirani preko
no¢i. Ekstrakcija liofilizata je radena u sistemu rastvara¢ metanol:hloroform:voda u odnosu 2:2:1.8
(Wu i sar, 208). Nakon centrifugiranja 10 minuta na 10 000 x g na 4°C, odvojeni su gornji hidrofilni
i donji hidrofobni ekstrakt. Ekstrakti su liofilizirani i neposredno pre NMR analize polarna faza je
rastvorena u 100 mM fosfatnom puferu pH 7.0 napravljen u rastvoru 90% H,0/10% D,0 (GOSS
Scientific Instruments Ltd, Essex UK), koji je sadrzao 0.5 mM natrijum 3-(trimetilsilil)propionat-
2,2,3,3-d4 (TMSP, Cambridge Isotope Laboratories) kao interni standard.

B. NMR eksperiment i obrada podataka

Za NMR analize, 1D 'H, koris¢éen je 500 MHz Bruker spektrometar opremljen kriogenigki
ohladenom probom (Giinther i sar., 2000). U oba slucaja rezonantni signal vode je potisnut
ekcitacionim skulptingom. 1D spektar je sniman 90°-pulsom, spektralne $irine 5kHz, relaksacionim
vremenom od 3s i sa 128 transienta. Za kvantitativnu analizu, 1D spektar je sniman 30°-pulsom i
relaksacionim vremenom od 15s. Bazne linije su izracunate i spektri su uskladeni. Signali koji su
poticali od rezidua rastvaraa i TMSP su izbaCeni. Spektri su normalizovani kvocientnim
normalizacionim faktorom i ograni¢eni na 5 ppm. Generalna log transformacija je primenjena pre
obrade podataka multivarijantnom statistickom metodom.

NMR podaci su obradeni NMRLab (Gunther, 2000) u MATLAB programima (The MathWorks,
Inc., Natick, MA). Multivarijantna statisticka analiza (Principal component analisys-PCA) NMR

metabolita je radena sa Chenomix NMR Suite (Version 5.0; Chenomix Inc., Edmonton, Canada)
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13. Gasno-hromatografska analiza

Sadrzaj poliola u uzorcima O.nubilalis analizirani su gasno-masenom hromatografijom.

A. Prva serija eksperimenata odredivanja koncentracije glicerola i trehaloze gasno-
hromatografskom analizom, radena je u etanolnim ekstraktima masnog tela i hemolimfe
nedijapauziraju¢ih, ND, 1 dijapauzirajucih gusenica O.nubilalis izlozenih spoljasnjoj
temperaturi, DS i temperaturi ispod nule (-8°C), DE grupe. Uzorci su pre nanosenja na kolonu
gasnog hromatograma derivatizovani sa Sigma-Sil-A, prema metodi Sweeley i sar. (1963).
Derivatizacija podrazumeva uvodenje trimetilsilil grupa, (CHs)s-Si-, umesto aktivnih vodonika
hidroksilne, karbonilne i sli¢nih grupa. Derivati su takvom pripremom isparljiviji i
termostabilniji.

Reagensi:

- Sigma-Sil-A reagens: smeSa trimetilhlorosilan:heksametildisilazan:piridin u odnosu 1:3:.9

- Standardni rastvori (5-25 pg/ vial) glicerola i trehaloze

- Gasni hromatogram: model 5890 Hawlett Packard Co, California, USA, sa kolonom dugom
25 m, cross-vezana sa 5% PhMe silikonom, i plamenim jonizuju¢im detektorom.

Postupak:

- ekstakte u reakcionim vialima upariti u eksikatoru do suvog

- derivatizacija sa 50 uL Sigma-Sil-A reagensa po viali, 15 minuta na 45°C

- nanoSenje 0.5 pL derivatizovanog uzorka, odnosno standarda, na kolonu gasnog-
hromatograma

- gasno-hromatografska analiza na temperaturi od 250°C u struji helijuma

- integral specifi¢nih pikova i crtanje standardne prave, odnosno izracunavanje koncentaracije

glicerola i trehaloze u uzorcima

B. Druga serija eksperimenata gasno-hromatografske analize radena je na etanolnim ekstraktima
celih gusenica grupa na sredini dijapauze (SD(5 °C), SD(-3 °C) i SD(-16 °C)), na kraju dijapauze
(KD(5 °C), KD(-3°C) i KD(-16 °C)) i nedijapauzirajuéih gusenica (ND). Derivatizacija je radena
sa reagensom Power Sil, Alltech.

Reagensi:
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Power Sil, Alltech reagens: smeSa N,O-bis(trimetilsilil)acetamid: trimetilhlorosilan: N-
trimetilsililimidazola u odnosu 3:2:3

Standardni rastvori: trehaloza (0.1-20 pg/ vial), glicerol (1-30 ng/ vial) glukoza, manitol,
manoza, fruktoza, sorbitol, mio-inozitol (0.1-2.0 ng/ vial)

Gasno-maseni hromatogram (GS-MS): Aglient Technologies, serijski broj 6890N/5975B, na
koloni HP-5MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 pum (Agilent Technologes), sa masenim

spektrometrom kao detektorom

Postupak:

po 10 pL standarda/uzorka su upareni preko no¢i u eksikatoru u reakcionim vialama
derivatizacija sa 25 uL Power Sil reagensa, 30 minuta na 50°C

na kolonu je nanoSeno 1 uL uzorka, sa splinom 1:100, i temperaturom injektovanja od 250°C
komponente su razdvajane u temperaturnom modu: startna temperatura od 50°C, 20°C/min,
do 280°C, koja je drzana konstantno narednih 13.5 min (ukupno vreme analize 30 min)
eluirane komponente su analizirane na masenom spektrtometru sa jonskim izvorom
elektrona energije 70 eV

identifikacija komponenti na osnovu retencionog indeksa (RI) i masenih spektara (m/z)
standarda u SIM modu, tabela 2.

Tabela 2. Lista standarda koris¢enih u gasno-hromatografskoj analizi — vreme eluiranja i

specifi¢ni jonski fragmenti

L Standardi
Interval akvizicije Specifi¢ni joni
. Standard Vreme eluiranja
(min) (m/z)
(min)
10-14 glicerol 10.87 147, 205
14-145 fruktoza 14.38 141, 191, 204, 217
glukozal 14.74
14.5-15.4 glukoza 2 15.13 191, 204, 205, 319
sorbitol 14.96
15.4-18 mio-inozitol 15.75 147, 217, 305
18-30 trehaloza 19.5 217, 361
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14. Statisticka obrada podataka
Rezultati su statisticki obradeni dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) i predstavljeni su kao

srednje vrednosti + S.E. (standardna greska). Za utvrdivanje statisticki znacajnih razlika izmedu

pojedina¢nih grupa korisé¢en je Tukey HSD test za nejednak broj uzoraka.
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Rezultati

1. Kriobioloski parametri, sadrzaj glicerola i trehaloze u hemolimfi i masnom
telu gusenica kukuruznog plamenca, Ostrinia nubilalis

U cilju analize ¢elijskih i molekularnih mehanizama adaptacije na niske temperature gusenica
kukuruznog plamenca, Ostrinia nubilalis, odredeni su slede¢i kriobioloski parametri u hemolimfi i
masnom telu:

a) ukupan sarzaj vode (water content, eng., WC),

b) sadrzaj slobodne/osmotski aktivne vode (osmotically active, eng., OA)

c) sadrzaj vezane/osmotski neaktivne vode (osmotically inactive, eng., 1A)

d) tacka mrznjenja (supercooling point, eng., SCP),

e) tacka topljenja (melting point, eng., MP)
nedijapauziraju¢ih (ND) i oktobarskih dijapauziraju¢ih gusenica, 1 to iz prirode izlozenih
spoljasnjim temperaturama (DS, temperature iznad 0°C) i eksperimentalnih, izloZenih niskim

temperaturama (-8 °C), u toku 10 dana (DE). Rezultati su prikazani na graficimal-5 i tabeli 3.

Kako ovi kriobioloski parametri u hemolimfi i masnom telu gusenica zavise u velikoj meri od
koncentracije krioprotektora, odredena je koncentracija

f) glicerola i

g) trehaloze,
kao najznacajnijih krioprotektora, u uzorcima hemolimfe i masnog tela sve tri grupe gusenica (ND,
DS i DE). Rezultati gasno-hromatografske analize prikazani su na graficima 6 i 7 i tabeli 3.
U tabeli 4. su prikazani rezultati dvofaktorske analize varijansi dobijenih kriobioloskih parametara i
rezultata gasno-hromatografske analize u hemolimfi i masnom telu nedijapauziraju¢ih gusenica i

dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis grupa DS i DE.
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Rezultati

a) Sadrzaj ukupne vode
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Grafik 1. Sadrzaj ukupne vode (g po g tkiva) u hemolimfi i masnom telu nedijapauziraju¢ih
gusenica (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis, izlozenih spoljasnjim temperaturama
(DS) i temperaturi ispod nule, -8°C (DE). Statisitcki znacajne razlike su analizirane
dvofaktorskom analizom varijanse (two-way ANOVA), efekat tkiva-T, efekat stadijuma- S,
efekat interakcije- TxS, F-faktor
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b) Sadrzaj slobodne vode
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Grafik 2. Sadrzaj slobodne vode (g po g tkiva) u hemolimfi i masnom telu nedijapauzirajucih
gusenica (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis, izlozenih spoljasnjim temperaturama
(DS) i temperaturi ispod nule, -8°C (DE). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane
dvofaktorskom analizom varijanse (two-way ANOVA), efekat tkiva-T, efekat stadijuma- S,
efekat interakcije- TxS, F-faktor
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¢) Sadrzaj vezane vode
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Grafik 3. Sadrzaj vezane vode (g po g tkiva) u hemolimfi i masnom telu nedijapauzirajucih
gusenica (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis, izlozenih spoljasnjim temperaturama
(DS) i temperaturi ispod nule, -8°C (DE). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane
dvofaktorskom analizom varijanse (two-way ANOVA), efekat tkiva-T, efekat stadijuma- S,
efekat interakcije- TxS, F-faktor
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Rezultati

d) Tacka mrznjenja, SCP
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Grafik 4. Tacka mrznjenja (SCP) hemolimfe i masnog tela nedijapauziraju¢ih gusenica (ND) i
dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis, izloZzenih spoljasnjim temperaturama (DS) i temperaturi
ispod nule, -8°C (DE). Statisitcki znadajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom
varijanse (two-way ANOVA), efekat tkiva-T, efekat stadijuma- S, efekat interakcije- TxS, F-
faktor
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Rezultati

e) Tacka topljenja, MP
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Grafik 5. Tacka topljenja (MP) hemolimfe i masnog tela nedijapauziraju¢ih gusenica (ND) i
dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis, izloZenih spoljasnjim temperaturama (DS) i temperaturi
ispod nule, -8°C (DE). Statisitcki znadajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom
varijanse (two-way ANOVA), efekat tkiva-T, efekat stadijuma- S, efekat interakcije- TxS, F-

faktor
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Rezultati

f) Sadrzaj glicerola
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Grafik 6. Sadrzaj glicerola (ug po g tkiva) u hemolimfi i masnom telu nedijapauzirajucih
gusenica (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis, izlozenih spoljasnjim temperaturama
(DS) i temperaturi ispod nule, -8°C (DE). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane
dvofaktorskom analizom varijanse (two-way ANOVA), efekat tkiva-T, efekat stadijuma- S,
efekat interakcije- TxS, F-faktor
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Rezultati

g) Sadrzaj trehaloze
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Grafik 7. Sadrzaj trehaloze (ug po g tkiva) u hemolimfi i masnom telu nedijapauzirajucih
gusenica (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis, izlozenih spoljasnjim temperaturama
(DS) i temperaturi ispod nule, -8°C (DE). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane
dvofaktorskom analizom varijanse (two-way ANOVA), efekat tkiva-T, efekat stadijuma- S,
efekat interakcije- TxS, F-faktor
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Tabela 3. KriobiloSki parametri dobijeni diferencijalnom skenirajucom kalorimetrijom, sadrzaj glicerola i trehaloze

nedijapauzirajuc¢ih (ND) i dijapauzirajucih gusenica O.nubilalis izlozenih spoljasnjim (DS) i temperaturama ispod nule, -

8°C (DE), u uzorcima hemolimfe (H) i masnog tela (MT). Rezultati predstavljaju srednje vrednosti + S.E:

DS (n=3) DE (n=3) ND (n=6)
MT H MT H MT H)
Ukupna voda (g/g) 1.57+0.16 4.73+0.45 3.16+0.32 1.77+0.25% 1.58+0.15 | 4.76+0.30
Slobodna voda (OA)
1.13+0.14 4.55+0.053 2.69+0.49 1.33+0.05 1.33+0.12 3.75+0.19
(9/9)
Vezana voda (Ol)
0.51+0.04 0.35+0.22 0.47+0.04 0.44+0.19 0.26+0.02 1.01+0.12
(9/9)
SCP (°C) -9.18+0.86 -21.71+0.57 -11.58+1.59 -20.96+1.27 -6.62+0.41 | -17.79+0.38
MP (°C) -2.76+0.28 -1.67+0.09 -1.82+0.02 -2.04+0.12 -2.12+0.15 | -1.31+0.06
Odnos OI: OA 1:22 1:13 1:52 1:3 1:5 1:37
glicerol (ng/g) 61.9+9.4 725.6+226.2 16.2+2.6 2754.8+354.0 44.8+7.6 105.8+3.2
trehaloza (ug/g) 447.9+20.8 9257.8+2673.6 | 113.1+31.3 11669.0+3357.0 | 97.0+5.9 2919.8+134.8

DS-dijapauzirajuée gusenice izloZene spoljnim temperaturama; DE-dijapauzirajuée gusenice na -8°C (10 dana);
ND- grupa nedijapauzirajuc¢ih gusenica; MT- masno telo; H- hemolimfa; OA- osmotski aktivna voda; Ol- osmotski neaktivna voda;
SCP- tacka mrznjenja (Supercooling point, eng.); MP- tacka topljenja (Melting point, eng.); n-broj uzoraka



Rezultati

Tabela 4. Dvofaktorska analiza varijanse ispitivanih parametara u masnom telu i hemolimfi

nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih gusenica izloZenih spoljasnjim temperaturama (DS) i

temperaturi od -8°C (DE).

Parametri Tkivo (T) | Stadijum (S) | Tx S Greska

Df |1 2 2 17
Ukupna voda MS | 14.91 1.18 11.86 0.32

F 46.14*%** | 3.64* 36.68***

Df |1 2 2 16
Slobodna voda (OA) MS | 11.86 1.10 10.01 0.294

F | 40.36*** | 3.76* 34.07***

Df |1 2 2 16
Vezana voda (Ol) MS | 0.185 0.121 0.497 0.028

F | 6.55* 4.27* 17.62%**

Df |1 2 2 16
Ol/0A MS | 0.016 0.002 0.125 0.0015

F ]10.13** | 1.09 81.62***

Df |1 2 2 16
Tacka mrinjenja (SCP) | MS | 632.6 39.3 3.757 2.507

F 252%** 15.67*** 15

Df |1 2 2 17
Tacka topljenja (MP) MS | 1.53 0.51 0.61 0.084

F 18.3*** 6.16** 7.25**

Df |1 2 2 14
Glicerol MS | 5.76 x 10° | 2.4 x 10° 2.5 x10° | 39895

F 144 4*** | g1*** 63.9%**

Df |1 2 2 14
Trehaloza MS | 258 x 10° | 36 x 10° 33x10° | 3.9x10°

F | 66*** 9.18** 8.44**

Ms — srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df — stepeni slobode (degree od freedom, eng.)
F — fakor. *** - p<0.001; ** - p<0.01; * - p<0.05.

Rezultati pokazuju da je koli¢ina svih ispitivanih parametara statisticki znacajno razli¢ita u

masnom telu i hemolimfi (dvofaktorska analiza varijanse, efekat tkiva — T, tabela 4). U hemolimfi je

vise ukupne, slobodne i vezane vode, pri cemu je odnos izmedu vezane i slobodne vode nesSto nizi

(ali statisticki znacajan) u odnosu na masno telo (tabela 3). Hemolimfa sadrzi i visestruko vece

koncentracije glicerola i trehaloze nego masno telo (grafik 6 i 7). Izmerena tacka mrznjenja

hemolimfe je statisticki viSestruko niza nego kod masnog tela (grafik 4), ali hemolimfa ima

neznatno visu tacku topljenja (grafik 5).
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Rezultati

Generalno, dvofaktorskom analizom varijanse za faktor stadijum (tabela 4, efekat stadijuma
— S) pokazano je da u odnosu na nedijapauzirajuc¢e gusenice, gusenice u dijapauzi imaju visestruko
vise glicerola i trehaloze (one izloZene temperaturi od -8°C ¢ak imaju viSestruko vise glicerola i vise
trehaloze nego dijapauzirajuce na temperaturi spoljasnje sredine, grafici 6 i 7), nekoliko stepeni nizu
SCP, nizu MP i manje vezane vode (grafici 3-5).

Medutim, masno telo i hemolimfa se razlikuju prema merenim parametrima kada se analizira
tok 1 stepen promena kod gusenica u dijapauzi u odnosu na nedijapauzirajuce i dodatnim izlaganjem
niskoj temperaturi u dijapauzi (dvofaktorska analiza varijanse, efekat interakcije T x S, tabela 4).

U hemolimfi, u dijapauzi se povecavaju koli¢ine glicerola i trehaloze, viSestruko, pri cemu
smanjenje spoljasnje temperature dovodi do daljeg, opet viSestrukog povecanja koncentracija
(grafici 6 1 7). Kod jedinki u dijapauzi se smanjuje SCP hemolimfe, pri ¢emu sa daljim izlaganjem
hladno¢i nema daljeg snizenja SCP (grafik 4). U dijapauzi se smanjuje MP hemolimfe, ali tek sa
izlaganjem niskoj temperaturi promene postaju statisticki znacajno razli¢ite (grafik 5). Stanje
dijapauze karakterise smanjenje vezane vode (grafik 3), pri ¢emu izlaganje niskoj temperaturi u
dijapauzi smanjuje koli¢inu slobodne (grafik 2), a time i ukupne vode (grafik 1).

S druge strane, u masnom telu gusenica u dijapauzi nalaze se vece koliCine glicerola i
trehaloze, ali pri snizavanju spoljasnje temperature na eksperimentalnih -8°C, dolazi do znacajnog
smanjenja koncentracije i glicerola i trehaloze (nivo glicerola se c¢ak spusti ispod nivoa
nedijapauzirajucih, grafik 6). Ovakav trend promena je, Cini se, prema statistickoj analizi
karakteristi¢an i za MP i koli¢inu vezane vode (grafici 3 i 5). Dodatno izlaganje niskoj temperaturi u
dijapauzi na -8°C u masnom telu dovodi do poveéanja ukupne i slobodne vode (grafici 1 i 2). Inace,
SCP masnog tela gusenica u dijapauzi je niza u odnosu na SCP nedijapauzirajucih, ali se dodatnim

izlaganjem hladno¢i ne menja (kao i u slu¢aju hemolimfe, grafik 4).
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Rezultati

2. Sadrzaj poliola i SeCera u nedijapauzirajuéim i dijapauzirajuéim gusenicama

O.nubilalis tokom dijapauze i pri izlaganju niskim temperaturama

Na osnovu specificnih masenih spektara i retencionih vremena standarda glicerola, sorbitola, mio-
inozitola, glukoze, fruktoze i trehaloze, uradena je identifikacija i kvantifikacija poliola 1 Secera u
homogenatu celih gusenica O.nubilalis, i to nedijapauzirajucih (ND) i dijapauziraju¢ih sredinom
(SD) i krajem dijapauze (KD) pri razli¢itim temperaturnim tretmanima (5°C, -3°C i -16°C).

U tabeli 5. prikazani su rezultati sadrzaja poliola i SeCera u homogenatu nedijapauzirajucih i
dijapauzirajuéih gusenica O.nubilalis tokom dijapauze na temperaturi od 5°C obradeni ANOVA i
Tukey-evim HSD testom.

Na graficima 8-13. i tabeli 6. prikazani su rezultati sadrzaja poliola i Se¢era u homogenatu
dijapauzirajuéih gusenica pri izlaganju niskim temperaturama (-3°C i -16°C) tokom dijapauze.

U tabeli 7. su prikazani rezultati dvofaktorske analize varijanse za sadrzaj poliola i Secera u

homogenatu celih dijapauzirajucih gusenica pri izlaganju niskim temperaturama tokom dijapauze.
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Rezultati

A. Sadriaj poliola i Seéera nedijapauzirajuéih i dijapauziraju¢ih gusenica
O.nubilalis tokom dijapauze

Tabela 5. Sadrzaj poliola i Secera u nedijapauziraju¢im gusenicama (ND) i dijapauziraju¢im

gusenicama na 5°C sredinom (SD) i krajem dijapauze (KD). Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost + S.E.

ND (n=4) SD (n=4) KD (n=3) ANOVA
Glicerol 0.18 + 0.002 ® 18.1+1.3° 45+1.1° P<0.001
Sorbitol 57+9%® 78+12° 35+3° P<0.05
Mio-inozitol 605 795 74 +7 N.S.
Glukoza 81+17° 92+6° 199+6° P<0.001
Fruktoza 68+7° 45+5°
Trehaloza 0.38 +£0.06 46+0.3 55+0.3 P<0.001

Razli¢ita slova u indeksu oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu pojedinacnih grupa (post
hoc poredenje je vrseno Tukey-evim HSD testom za nejednak broj uzoraka, n)
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Rezultati

B. SadrZaj poliola i Secera dijapauzirajucih gusenica O.nubilalis tokom dijapauze
pri izlaganju niskim temperaturama

a) Sadrzaj glicerola

40 +
7 ] 5%C
30' 7 777 -3°C
[} -16°C
25 S
5 | o
g
=*1 1 ANOVA
S il Vreme (V) F=320 p<0,001
= 157 Temp (T) F=20,82 p<0,001
. VXT F=13,16 p<0,001
10
5 - iy N
0
SD KD

Grafik 8. Sadrzaj glicerola (mg po g telesne mase) dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
dijapauze (KD). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

b) Sadrzaj sorbitola
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Garfik 9. Sadrzaj sorbitola (ug po g telesne mase) dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
dijapauze (KD). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

c) Sadrzaj mio-inozitola
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Garfik 10. Sadrzaj mio-inozitola (g po g telesne mase) dijapauzirajucih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
dijapauze (KD). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

d) Sadrzaj glukoze

glukoza (ug/g)
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Garfik 11. Sadrzaj glukoze (ug po g telesne mase) dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
dijapauze (KD). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

e) Sadrzaj fruktoze
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Garfik 12. Sadrzaj fruktoze (ug po g telesne mase) dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
dijapauze (KD). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

f) Sadrzaj trehaloze
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Garfik 13. Sadrzaj trehaloze (mg po g telesne mase) dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
dijapauze (KD). Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

Tabela 6. Sadrzaj poliola i Secera kod dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis izlozenih
temperaturama od -3 °C i -16 °C, sredinom dijapauze (SD) i krajem dijapauze (KD). Rezultati

predstavljaju srednje vrednosti + S:E. n-broj uzoraka

Sredina dijapauze (SD) (n=5) | Kraj dijapauze (KD) (n=4)
SD(-3°C) SD(-16°C) KD(-3°C) KD(-16°C)
Glicerol {55 4+1.4 33.7+2.6 6.6+0.4 6.240.3
(mg/g)
Sorbitol 7.241.9 5.6+0.1 35.5+3.8 31.6+0.4
(ng/g)
Mio-inozitol f 55 6,5 5 50.345.6 87.947.7 94.0+3.4
(ng/g)
Glukoza 57.1+1.9 83.2+8.4 206.4+9.5 1928.1+143.7
(ng/g)
Fruktoza 14 9403 6.0+0.9 42.9+4.8 88.6+6.2
(ng/g)
Trehaloza
5.2+0.6 4.5+0.7 6.7+0.3 9.2+1.0
(mg/g) _ _ — -
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Rezultati

Tabela 7. Dvofaktorska analiza varijanse za sadrzaj poliola i Se¢era u dijapauzirajuéim gusenicama

O.nubilalis izlaganih temperaturi od 5, -3 i -16°C, sredinom (SD) i krajem dijapauze (KD)

Vreme (V) | Temp (T) | VXT Greska

df |1 2 2 18
Glicerol | MS | 2289 149 94 7.14

F 320*** 20.82*** | 13.16***

df |1 2 2 12
Sorbitol | MS | 60.29 2402 2143 41.31

F 1.37 51.88*** | 47.08***

df |1 2 2 18
Mioinozitol | MS | 3591 78.8 1335 98.5

F 36.44*** | 0.8 13.55***

df |1 2 2 16
Glukoza |MS|2.6x10° |[1.74x10°|1.71x10° | 15613

F 166*** 112*** 110***

df 1 1 11
Fruktoza | MS 1991 1385 35.38

F 56.27*** | 39.14***

df |1 2 2 17
Trehaloza | MS | 31.82 6.52 7.56 1.33

F 23.97*** 491* 5.7*

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df — stepeni slobode (degree od freedom, eng.)

F — fakor. *** - p<0.001; ** - p<0.01; * - p<0.05.

Takode, dvofaktorska analiza varijanse za sadrzaj poliola i Secera u dijapauzirajué¢im gusenicama
sredinom (SD) i krajem dijapauze (KD) izlaganih temperaturi od 5 °C, -3 °C i -16°C je potvrdila
razliku u njihovoj koli¢ini sredinom i krajem dijapauze (statisticki znacajni efekti vremena dijapauze
— V, tabela 7). Izlaganje niskoj temperaturi menja koli¢ine merenih Secera i poliola (statisticki
znacajni efekti temperature — T, tabela 7), medutim, gusenice u dijapauzi razliCito reaguju na
snizavanje temperature spoljasnje sredine u zavisnosti od perioda dijapauze kada su niskoj
temperaturi izlozeni (statisticki znacajne interakcije V x T, tabela 7). Sredinom dijapauze, gusenice
na izlaganje niskoj temperaturi poveéavaju koncentraciju glicerola (grafik 8) i fruktoze (na -16 °C je
koncentracija vi$a u odnosu na -3 °C, grafik 12), ali se smanjuje koncentracija sorbitola (grafik 9) i
mio-inozitola (koncentracije su na -3 i -16 °C sli¢ne, ali znacajno niZe u odnosu na 5 °C, grafik 10).
Nasuprot njima, gusenice na kraju dijapauze na izlaganje niskoj temperaturi takode povecavaju
koli¢inu glicerola (nivoi na -3 °C i -16 °C nisu znadajno razli¢iti), ali i mio-inozitola, glukoze,

fruktoze i trehaloze, ali tek na temperaturi od -16 °C (grafici 8-13).
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Rezultati

3.  Metabolomicki (NMR) profili nedijapauziraju¢ih i dijapauzirajuéih
gusenica kukuruznog plamenca, Ostrinia nubilalis, pri izlaganju niskim
temperaturama

Nuklearno magnetno rezonantna (NMR) spektroskopija je koris¢ena za pregled metabolita u
hemolimfi nedijapauzirajucih i dijapauzirajucih gusenica Ostrinia nubilalis izlozenih 10 dana na
temperaturama 5°C, -3°C i -16 °C.

Statisticka analiza po principalnim kompontama 1D H NMR spektara hidrofilnih ekstrakata
hemolimfe nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih (D) gusenica O.nubilalis predstavljena je na
grafiku 14.A. Uzorci ND i D se razli¢ito grupisu u PCA plotu, razdvajaju se po prvoj principalnoj
komponenti, PC1. Signali najznacajnijih metabolita koji predstavljaju razliku u metabolickim
profilima nedijapauziraju¢ih i dijapauziraju¢ih (D) gusenica O.nubilalis, analiziranih po prvoj
principalnoj komponenti u opsegu od 0.8-4.3 ppm NMR spektra predstavljeni su na grafiku 14.B. Sa
grafika se moze videti da su glavne odlike metabolic¢kih profila dijapauziraju¢ih gusenica povecan
sadrzaj glicerola i aminokiselina prolina i alanin u hemolimfi, dok je za metabolicki profil
nedijapauziraju¢ih gusenica karakterican povecan sadrzaj aminokiselina poput Ser, Gln i
aminokiselina sa alifatiénim bo¢nim ostacima (Val, Leu, Ile). Takode, kod ND grupe znacajno je

povecan sadrzaj citrata, acetata, sukcinata i putrescina.

PCA skor 1 D H NMR spektara hemolimfe dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis prikazan je na
grafiku 15.A. Na grafiku izrazito grupisanje uzoraka na 5°C, a na drugoj strani uzoraka hemolimfe
gusenica drzanih na temperaturama ispod nule (-3 °C i -16 °C) po PC1. Opseg NMR spektra od 0.8-
4.3 ppm, sa najznacajnijim metabolitima u hemolimfi koji predstavljaju razliku u metabolickim
profilima dijapauziraju¢ih (D) gusenica izlozenih temperaturi od 5°C i temperaturama ispod nule (-3
°C i -16 °C) analiziran po PC1 komponenti predstavljen je na grafiku 15.B. Pri izlaganju niskim
temperaturama u metaboliCkom profilu hemolimfe najizrazitije je povecanje glicerola, acetata i
alanina. Metabolic¢ki profil hemolimfe dijapauziraju¢ih gusenica izloZenih temperaturama od 5°C u
odnosu na hemolimfu gusenica izlozenih temperaturama iznad nule ima sli¢an spektar metabolita
kao profili nedijapauziraju¢ih u odnosu na dijapauzirajuée gusenice (grafik 14.B), ali za razliciti PC

skor.
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Rezultati
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Grafik 14. A. PCA skor i B. analiza po prvoj principalnoj komponenti (PC1) 1D HNMR spektra
hidrofilnog ekstrakta hemolimfe nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauziraju¢ih (D) gusenica
O.nubilalis izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C. Signali na grafiku predstavljaju
najznacajnije metabolite koji predstavljaju razliku u metaboli¢kim profilima nedijapauzirajucih
(negativni deo grafika) i dijapauziraju¢ih (pozitivni deo grafika) gusenica.

Oznake metabolita: Ala- alanin; Val-valin; lle- izoleucin; Leu- leucin; Lac-laktat; Putr- putrescin;

Ace- acetat; Pro- prolin; Ser-serin; Suc- sukcinat; GIn- glutamin; Citr- citrat.

96



Rezultati
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Grafik 15. A. PCA skor i B. analiza po prvoj principalnoj komponenti (PC1) 1D HNMR spektra
hidrofilnog ekstrakta hemolimfe  dijapauziraju¢ih (D) gusenica O.nubilalis izlozenih
temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C. Signali na grafiku predstavljaju najznacajnije metabolite
koji predstavljaju razliku u metaboli¢kim profilima na temperaturama -3 °C i -16 °C (pozitivan
deo grafika) i na temperaturi 5°C (negativan deo grafika).

Oznake metabolita: Ala-alanin; Val-valin; lle- izoleucin; Leu- leucin; Lac-laktat; Putr- putrescin;

Ace- acetat; Pro- prolin; Ser-serin; GIn- glutamin; Citr- citrat.
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Rezultati

4. Antioksidativni sistem zaStite nedijapauzirajucih i dijapauzirajucih gusenica
kukuruznog plamenca, Ostrinia nubilalis, pri izlaganju niskim
temperaturama

U okviru ispitivanja znacaja antioksidativnog sistem zastite i njegove moguce regulatorne uloge u
adaptaciji metabolizma gusenica O.nubilalis na niske temperature odredivana je aktivnost
antioksidativnih enzima: superoksid dismutaze (SOD)- ukupne, CuZn- i Mn-zavisne SOD, katalaze
(CAT) u homogenatu i masnom telu, i tirozinaze (TYR) u hemolimfi nedijapauzirajucih i
dijapauzirajuéih gusenica izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C, sredinom i krajem
dijapauze. Takode, odredena je koncentracija H,O, u masnom telu i hemolimfi, kao i EPR
spektroskopija celih dijapauziraju¢ih gusenica izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C,
sredinom i krajem dijapauze. Citohemijsko bojenje melanina je radeno na preparatima

dijapauziraju¢ih gusenica u periodu sredine dijapauze.

U tabeli 8. prikazani su rezultati aktivnosti antioksidativnih enzima obradeni ANOVA i Tukey-evim
HSD testom, u homogenatu nedijapauziraju¢im i dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis na
temperaturi od 5°C, tokom sredine i krajem dijapauze.

Rezultati aktivnosti antioksidativnih enzima pri izlaganju niskim temperaturama u homogenatu i
masnom telu dijapauzirajucih gusenica sredinom i krajem dijapuze prikazani su na graficima 16-26 i
tabeli 11.

Dvofaktorske analize varijansi (ANOVA) aktivnosti antioksidativnih enzima dijapauziraju¢ih
gusenica O.nubilalis pri izlaganju niskim temperaturama tokom dijapauze date su u tabeli 9. za
homogenat i tabeli 10. za masno telo.

EPR spektri celih dijapauziraju¢ih gusenica izlozenih niskim temperaturama, sredinom i krajem
dijapauze prikazani su na graficima 27 i 28, i tabeli 11.

Citohemijski preparati kioskopskih preseka dijapauziraju¢ih gusenica bojeni na melanin prikazani su

na slici 2.
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Rezultati

A. Aktivnost enzima antioksidativne zaStite nedijapauzirajuéih i dijapauzirajucih
gusenica O.nubilalis tokom dijapauze

Tabela 8. Aktivnost enzima antioksidativne zastite u homogenatu nedijapauziraju¢ih gusenica (ND)
i dijapauzirajué¢ih gusenica na temperaturi od 5°C, sredinom (SD) i krajem dijapauze (KD). Rezultati

su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska.

ND (n=6) | SD (n=4) KD (n=3) ANOVA

SOD (U/mg prot.) 12+1° [204+03° 49+05° P<0.001
CuzZnSOD(U/mg prot.) | 8+05° [11.7+0.9°¢ 1.9+0.4°% P<0.001
MnSOD(U/mg prot.) | 6.1+02° [ 7.1+07° 29+0.3° P<0.001
CAT(U/mg prot.) 13.9+06°| 11.6+05°" 6.6 +0.6"° P<0.001
Tyr(U/mg prot.) 57+6° 12+1° 12.3+0.8° P<0.001

Razli¢ita slova u indeksu oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu pojedinih grupa (post hoc
poredenje je vrSeno Tukey-evim HSD testom za nejednak broj uzoraka, n)

Merenja aktivnosti antioksidativnih enzima su pokazala da se njihova aktivnost menja u dijapauzi,
kao i tokom trajanja dijapauze. Gusenice sredinom dijapauze u odnosu na nedijapauzirajuce
gusenice imaju statisticki znacajno visu aktivnost ukupne i CuZnSOD i nizu aktivnost CAT.
Medutim, period kraja dijapauze karakterise statisticki znacajno niza aktivnost CuZnSOD, MnSOD i

CAT. Tokom dijapauze, izmerena je niza aktivnost Tyr u odnosu na nedijapauzirajuce stanje.
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Rezultati

B. Aktivnost enzima antioksidativne zastite dijapauzirajucéih gusenica O.nubilalis

tokom dijapauze i izlaganja niskim temperaturama

a) Aktivnost ukupne superoksid dismutaze (SOD)
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Grafik 16. Aktivnost ukupne SOD u homogenatu celih dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
(KD) dijapauze. Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-

VXT, E-faktor
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Rezultati
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Grafik 17. Aktivnost ukupne SOD u masnom telu dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
(KD) dijapauze. Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

b) Aktivnost Cu,Zn zavisne superoksid dismutaze (CuZnSOD)

CuzZnSOD (U/mg prot.)
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Grafik 18. Aktivnost CuZnSOD u homogenatu celih dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
(KD) dijapauze. Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

CuzZnSOD (U/mg prot.)
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Grafik 19. Aktivnost CuZnSOD u masnom telu dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
(KD) dijapauze. Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

c) Aktivnost Mn zavisne superoksid dismutaze (MnSOD)

MnSOD (U/mg prot.)
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Grafik 20. Aktivnost MnSOD u homogenatu celih dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
(KD) dijapauze. Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-
VXT, F-faktor
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Rezultati

MnSOD (U/mg prot.)
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Grafik 21. Aktivnost MnSOD u masnom telu dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis izlozenih
temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem (KD)
dijapauze. Statisitcki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse (two-
way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije- VXT, F-
faktor
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Rezultati

d) Sadrzaj vodonik peroksid (H,O,)
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Grafik 22. Koncentracija H,O, u homogenatu celih dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
(KD) dijapauze. Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-

VXT, F-faktor
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Rezultati

H,O, (nmol/mg prot.)
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Grafik 23. Koncentracija H,O, u masnom telu dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis izlozenih
temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem (KD)
dijapauze. Statisitcki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse (two-
way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije- VXT, F-
faktor
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Rezultati

e) Aktivnost katalaza (CAT)

CAT (U/mg prot.)
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Grafik 24. Aktivnost katalaze u homogenatu celih dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis
izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem
(KD) dijapauze. Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse
(two-way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije-

VXT, F-faktor
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Rezultati

CAT (U/mg prot.)
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Grafik 25. Aktivnost katalaze u masnom telu dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis izlozenih
temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem (KD)
dijapauze. Statisit¢ki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse (two-
way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije- VXT, F-
faktor
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Rezultati

) Aktivnost tirozinaze (Tyr)

Tyr (U/mg prot)
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Grafik 26. Aktivnost tirozinaze u hemolimfi dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis izlozenih
temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C tokom deset dana, sredinom (SD) i krajem (KD)
dijapauze. Statisitcki znacajne razlike su analizirane dvofaktorskom analizom varijanse (two-
way ANOVA), efekat vremena dijapuze- V, efekat temperature- T, efekat interakcije- VXT, F-
faktor
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Rezultati

Tabela 9. Dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) aktivnosti antioksidativnih enzima u

homogenatu gusenica O.nubilalis izloZenih temperaturama od 5°C, -3 °C i -16 °C, sredinom (SD) i

krajem dijapauze (KD)

Vreme (V) | Temp (T) | VXT Greska

Df |1 2 2 14
Ukupna SOD | MS | 1045 19.22 19.35 0.89

F | 1170*** | 21.5%** | 19,35***

Df |1 2 2 15
CuzZnSOD MS | 416 3.36 7.04 1.24

F | 336*** 2.71 5.68*

Df |1 2 2 15
MnSOD MS | 179 10.1 12.4 2.48

F | 72.3%** 4.07* 5.01*

Df |1 2 2 24
CAT MS | 81.2 13.3 18.9 1.2

F ]| 67.8%** 11.1%** | 15.8***

Df |1 2 2 12
H20; MS | 623 20.19 89.4 4.74

F | 131*** 4.26* 18.86***

Df |1 2 2 14
Tyr MS | 234 65.3 102 7.76

F ] 30.1%** 8.42** 13.2%**

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df — stepeni slobode (degree od freedom, eng.)
F — fakor. *** - p<0.001; ** - p<0.01; * - p<0.05.
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Rezultati

Tabela 10. Dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) aktivnosti antioksidativnih enzima u masnom

telu gusenica O.nubilalis izloZenih izloZenih temperaturama od 5°C, -3°C i -16 °C, sredinom (SD) i

krajem dijapauze (KD).

Vreme (V) | Temp (T) | VXT Greska

Df |1 2 2 13
Ukupna SOD | MS | 4244 2.77 20 3.9

F 1087*** 0.71 5.11*

Df |1 2 2 14
CuznSOD MS | 2270 39.9 42.6 2.57

F | 884*** 15.56*** | 16.59***

Df |1 2 2 13
MnSOD MS | 178 11.5 18.8 2.56

F 69.5*** 4.51* 7.36™*

Df |1 2 2 22
CAT MS | 0.98 13.6 1.1 1.0

F 0.98 13.6*** | 1.1

Df |1 2 2 11
H20> MS | 16.18 41 92 13.1

F |123 3.13 7.02*

MS - srednja vrednost kvadrata (mean square, eng.), df — stepeni slobode (degree od freedom, eng.)
F — fakor. *** - p<0.001; ** - p<0.01; * - p<0.05

| dvofaktorskom analizom varijanse je pokazano da je nivo antioksidativnih enzima kod

gusenica u sredini dijapauze statistiCki znacajno vec¢i nego kod gusenica na kraju dijapuze

(dvofaktorska analiza varijanse ANOVA, efekat vremena dijapauze — V), kako u homogenatu celih

jedinki, tako i u masnom telu (tabele 9 i 10). Izlaganje niskoj temperaturi dovodi do promena u

nivou antioksidativnih enzima, ali je odgovor razli¢it u homogenatu u odnosu na masno telo, ali i u

odnosu na period dijapauze (ANOVA, efekti vremena dijapuze — V 1 vremena dijapauze i

temperature — V x T, tabele 9 i1 10).

Izlaganje niskoj temperaturi gusenica na kraju dijapauze ne dovodi do promena

antioksidativnih enzima, izuzev smanjenja aktivnosti katalaze u masnom telu na temperaturi -16°C.

Za razliku od njih, izlaganje niskoj temperaturi gusenica na sredini dijapauze dovodi do

promena i to:

smanjenja ukupne SOD i CAT i poveéanja H,O, u homogenatu na -3°C;

pove¢anja MnSOD i Tyr u homogenatu na -16°C;

smanjenja CAT i poveéanja H,O, u masnom telu na -3°C;

povecéanja CuZnSOD i smanjenja MnSOD u masnom telu na -16°C.
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Rezultati
C. EPR spektroskopija dijapauzirajuéih gusenica O.nubilalis tokom dijapauze i

izlaganja niskim temperaturama

EPR spektar celih gusenica O.nubilalis pri razli¢itim temperaturnim tretmanima sredinom i krajem
dijapauze prikazani su na graficima 27 i 28, kao i tabeli 6.
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Grafik 27. EPR spektar dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis u periodu sredine dijapuze pri
razli¢itim temperaturnim tretmanima (5°C-plava linija, -3°C-zelena linija i -16°C-crvena linija).
Trougli¢i oznacavaju EPR signale karakteristiéne za melanin. Merenja su radena na -150°C.

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti signala iz 8 uzoraka normalizovanih na mase i
sabiranih.

113



Rezultati
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Grafik 28. EPR spektar dijapauzirajuc¢ih gusenica O.nubilalis u periodu krajem dijapuze pri
razli¢itim temperaturnim tretmanima (5°C-zelena linija, -3°C-crvena linija i -16°C-crna linija).
Trougli¢i oznacavaju EPR signale karakteristiéne za melanin. Merenja su radena na -150°C.
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti signala iz 8 uzoraka normalizovanih na mase i

sabiranih.

Karakterisitéan signal melanin radikala dobijen je u EPR spektrima gusenica i na sredini i na kraju
dijapauze (grafici 27 i 28). Dva pika koja pripadaju melaninu odgovaraju stabilnom semikinonskom
radikalu eumelanina (centralni pik) i feomelanina (mali pik sa leve strane centralnog pika). U grupi
na sredini dijapauze signal je najjaci u grupi gusenica na temperaturi od -3 °C, ali je i na -16°C je
pojadan u odnosu na kontrolnu grupu gusenice na 5°C. Kod gusenica na kraju dijapauze nema

razlike u intezitetu signala pri razli¢itim temperaturnim tretmanima.
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Tabela 11. Parametri antioksidativnog sistema zastite dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis sredinom i krajem dijapauze, pri razli¢itim

temperaturnim tretmanima. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska

Sredina dijapauze (SD) (n=4) Kraj dijapauze (KD) (n=3)

SD(5°C) SD(-3°C) SD(-16°C) KD(5°C) KD(-3°C) KD(-16°C)
ukupna SOD homogenat | 20.43+1.02 15.30+0.25 21.74+0.71 4.90+0.46 4.00+0.69 4.66+0.24
(U/mg prot) masno telo 33.47+1.19 37.96+1.89 34.49+0.82 5.68+0.32 3.76+0.46 5.49+0.92
CuzZnSOD homogenat | 11.67+0.86 9.15+0.58 12.42+0.78 2.04+0.26 2.45+0.24 1.89+0.10
(U/mg prot) masno telo 21.41+1.09 22.34+0.7 30.10+2.75 3.29+0.43 3.25+0.71 3.15+0.47
MnSOD homogenat 7.13+0.67 6.57+0.79 11.21+1.29 2.86+0.30 2.16+0.57 2.21+0.48
(U/mg prot) masno telo 10.33+0.94 10.13+1.38 5.474+0.74 2.51+0.19 1.70+0.95 2.74+1.39
H->0, homogenat 24.4+2.9 35.5+1.0 24.7+4.0 17.3+0.2 15.7+1.0 19.6+1.0
(U/mg prot) masno telo 14.4+3.1 25.1+2.1 14.8+0.5 15.3+2.7 14.6+2.0 19.3+1.7
CAT homogenat | 11.56+0.45 6.86+0.39 11.76+0.37 6.63+0.60 6.77+0.61 6.12+0.32
(U/mg prot) masno telo 7.78+0.38 4.81+0.41 7.66+0.43 7.11+0.73 5.30+0.28 6.69+0.86
TYR

hemolimfa 12.14+0.96 14.91+1.21 25.13+2.17 12.82+0.27 9.20+2.13 9.98+1.76
(U/mg prot)
EPR-melanin
radikal signal cele- 82.0433.2 | 198.1+25.9 | 125.1+19.9 3.52+0.55 3.45+0.33 3.01+0.47
1 gusenice
(97)(n=8)




Rezultati

D. Citohemijsko bojenje melanina dijapauzirajuéih gusenica O.nubilalis

izlozenih niskim temperaturama

Kriostatski preseci celih gusenica sa sredine dijapuze pri razli¢itim temperaturnim tretmanima su

citohemijski bojeni na melanin Lili metodom. Na slici 2. su date mikrografije obojenih preseka.

A B

Slika 2. Preparati dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis pri temperaturnim tretmanima 5°C, -3°C i -
16°C bojeni na melanin. Mikrografije pod A. snimane pod lupom Lieca MZ 16 sa uveli¢anjem
x115, pod B. na sistemskom mikroskopu Olympus BXS51, sa uvelicanjem x400, odnosno
mikrografija -3 B sa uvelicanjem x200.

Crne tacke na roze pozadini predstavljaju melanin. Kao $to se moZe videti melanin se nalazi na

spoljnoj strani kutikule gusenica. Znacajne razlike na preparatima nisu uocljive.
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VI Diskusija



Diskusija

Veliki je broj studija o adaptaciji insekata na niske temperature ali joS uvek je otvoreno i
diskutabilno pitanje primarnog stresa pri izlozenosti organizama niskim temperaturama. Pored
fundametalnog zna€aja razumevanja principa adaptacija, ovo polje je mnogo Sire, i zalazi i u oblast
krioprezervacije tkiva i1 organa. Insekti kao evolutivho stara grupa organizama, Siroko
rasprostranjena, vaze kao dobar model za razli¢ite tipove istrazivanja i svakako su nezaobilazni u

oVvoj oblasti.

Istrazivanja u ovoj tezi su bila fokusirana na molekularne mehanizme adaptacije na hladnoc¢u i sa
njom povezanu dehidrataciju dijapauziraju¢ih gusenica kukuruznog plamenca, Ostrinia nubilalis.
Dijapauza, kao stanje hipometabolizma, je u funkciji prezivljavanja nepovoljnih uslova sredine.
Konkretno za O.nubilalis to je dijapauzirajuci stadijum gusenice u kome prezimljavaju i kada
postaju otporne na niske temperature, a pripadaju grupi insekata otpornih na zamrzavanje telesnih
tecnosti, za razliku od letnjih, nedijapauzirajucih gusenica. U sklopu odgovora na niske temperature
ove vrste je sinteza velike koli¢ine glicerola i trehaloze, kao glavnih krioprotektora (Gubor-Lajsic i
sar., 1991). Deo istrazivanja u ovom radu je usmeren na detekciju i drugih potencijalnih
krioprotektora, kao i sagledavanje celokupne usmerenosti metabolizma i njegove regulacije. U tom
smislu, znacajan deo rezultata se odnosi na mogucu ulogu antioksidativnog sistema zastite. Rezultati
distribucije vode izmedu tkiva i njen odnos sa biomolekulima, pruzaju znafajan doprinos

razumevanju ocuvanja ¢elijskih struktura i prezivljavanja.
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Diskusija

1. Rezim telesne vode, koncentracija glicerola i trehaloze

Fizioloski efekti zamrzavanja i dehidratacije su medusobno povezani procesi. Niske temperature
dovode do dehidratacije ne samo formiranjem, za mnoge organizme, letalnih kristala leda, ve¢ i
gubitka vode zbog smanjenog pritiska vodene pare u prisustvu leda. Veliki broj istraziva¢a smatra
da je primarni stres pri niskim temperaturam ustvari dehidratacija (Mazur 1984, Karow 1991).
Sasvim je sigurno da je klju¢no za opstanak pri niskim temperaturama kontrola raspodele telesne
vode. Odrzanje bazalnog nivoa telesne vode neophodno je za ocCuvanje integriteta celijske
membrane, strukture i funkcije biomolekula.

Brojna istrazivanja odnosa osmotski aktivne vode (OA) i osmotski neaktivne (OI) vode kod insekata
izlozenih niskim temperaturama, ukazuje da ova raspodela telesne vode predstavlja kljucni
mehanizam adaptacija na niske temperature (Warton i Block, 1997; Worland, 1996). Osmotski
aktivna voda, ili kako se joS naziva slobodna voda se odnosi na deo vode koji se moze zamrznuti.
Njena koli¢ina je kriti¢na pri temperaturama nizim od nule. Kako veéi deo organizma ¢ini voda, kod
invervetrebata i do 70%, struktura i funkcija biomolekula je odredena njihovom interakcijom sa
molekulima vode. Sinteza osmotski aktivnih jedinjenja (polioli i Seceri), kao odgovor insekata na
niske temperature, je pre svega u funkciji ocuvanja telesne vode. Akumulacijom ovih krioprotektora
na koligativan nacin se snizava tacka mrznjenja (SCP) telesnih tecnosti, ali i mnogo znacajnije,
povecava se ili odrzava sadrzaj vezane vode, odnosno menja odnos OI:OA, na racun OI, te su oni i

anhidroprotektori.

U cilju proucavanja otpornosti na niske temperature O.nubilalis, diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom (DSC) odredeni su neki kriobiloski parametri hemolimfe i masnog tela
nedijapauziraju¢ih (ND) i dijapauzirajuéi gusenica izloZenih spolja$njim temperaturamai-iznad 0°C
(DS) i temperaturi ispod nule, -8°C (DE) (tabela 3, grafici 1-5). Tacke mrZnjenja, SCP, kao deo
osnovnih kriobioloskih parametara, se razlikuju izmedu ova dva tkiva kod svih grupa: SCP za
hemolimfu su generalno za 10°C niZa u odnosu na masno telo (tabela 3, grafik 4). Vrednosti SCP za
masno telo su od -6.62°C za ND gusenice, do -11.58°C za DE grupu, dok za hemolimfu od -17.79°C
za ND do -20.90°C za DE grupu gusenica. Akumulacija glicerola i trehaloze pre svega u hemolimfi
(tabela 3, grafici 6 i 7), verovatno doprinosi ovoj razlici. Niska SCP i u ND grupi, mada statisticki
znacajno visa od DS i DE grupe, ukazuje da snizenje SCP nije jedini mehanizam otpornosti ovih

organizama na niske temperature. To ukazuje da akumulacija krioprotektora sa dijapauzom i niskim
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temperaturama pored snizenja SCP kao jedan od mehanizama otpornosti, verovatno ima i drugih

funkcija.

Promena u preraspodeli osmotski aktivne i osmotski neaktivne vode u masnom telu i hemolimfi sa
hladenjem je drastitna. U masnom telu ukupan sadrzaj vode i sadrzaj osmotski aktivne vode se
duplo povecava sa hladenjem (tabela 3, grafici 1 i 2). Prakticno sav doprinos povecanju ukupne
vode u masnom telu je na racun osmotski aktivne vode (grafik 2), posto se sadrzaj osmotski
neaktivne vode ne menja tokom hladenja (grafik 3). Ukupan efekat hladenja je prema tome promena
odnosa Ol:OA u masnom telu pri izlaganju gusenica niskim temperaturam sa 1:2.2, na
temperaturama iznad nule (grupa DS), na 1:5.2 za DE grupu gusenica (tabela 3). Rezim vode u
hemolimfi je potpuno drugaciji pri izlaganjima niskim temperaturama i ukupan sadrzaj vode opada
(grafik 1). Variranja su i ovde na nivou osmotski aktivne vode, dok Ol ostaje nepromenjena (grafik
3), pa se odnos OI:OA menja sa 1:13, za temperature iznad nule, na 1:3, u uslovima izlozenosti
gusenica niskim temperaturama. Ova Cinjenica ukazuje na znacaj osmotski neaktivne vode u
odrzanju bazalnog nivoa telesne vode, s obzirom da se ona izgubi isparavanjem. Smanjenje
osmotski aktivne vode, koja moze da se zaledi, tokom izlaganja niskim temperaturama Stiti
organizam od letalne dehidratacije. Gubitak ukupnog sadrzaja osmotski aktivne vode kao
mehanizam prezivljavanja niskih temperatura opisan je kod jedne vrste arkticke kolembole,
Onychiurus arcticus. Mehanizam je nazvan krioprotektivna dehidratacija, a posebno treba ista¢i da i
ovde nisu zapazena variranja u sadrzaju osmotski neaktivne vode (Worland i sar., 1998.).

Tacka topljenja, MP, je niza od SPC, u svim grupama. Razlika izmedu MP i SCP se krece od oko 4-
7°C za masno telo i 16-19°C za hemolimfu (tabela 3, grafik 5). Teoretski ona bi morala da bude ista,
ali specificnim sastavom tecnosti moze se posti¢i ova razlika. Pojava se naziva termalni histerezis i
nastaje zbog prisustva specifi¢nih antifriz proteina. Nasa istrazivanja nisu iSla u pravcu dokazivanja
njihovog prisustva, pa se njihovo prisustvo samo predpostavlja. Medutim, razlika u SCP i MP je
fizioloski veoma znacajna za insekte otporne na zamrzavanje telesnih tecnosti. Postojanjem ove
razlike izbegava se moguca rekristalizacija telesnih te¢nosti pri malim temperaturnim variranjima,

koje su najéesée pracene formiranjem ostrih ivica leda (Delinger i Lee, 1998).
Rezultati prikazani u ovoj tezi ukazuju da je glicerol glavni krioprotektor ovih organizama, s

obzirom na veliku razliku u sadrzaju glicerola u hemolimfi izmedu dijapauziraju¢ih i

nedijapuziraju¢ih gusenica (tabela 3, grafik 6; dvofaktorska analiza varijanse, efekat stadijuma-S,

120



Diskusija

tabela 4 ). To je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u radu Grubor-Lajsi¢ (1983), gde je pracena
sezonska promena sadrzaja glicerola u hemolimfi dijapauzirajuc¢ih gusenica O.nubilalis iz prirode.
Rezultati pomenutih istrazivanja jasno ukazuju na korelaciju povecanja sadrzaja glicerola u
hemolimfi i niskih temperatura, tokom zimskih meseci. Koncentracija glicerola raste od septembra
dostize maksimum u januaru, da bi u aprilu, sa krajem dijapauze glicerol potpuno isc¢ezao. U istom
radu je zabelezeno povecanje glicerola u hemolomfi i pri izlaganju gusenica konstantno niskim
temperaturama u eksperimentalnim uslovima, $to je kasnije potvrdeno i u radu Stani¢ (2003), ali na
homogenatu celih gusenica. Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima predhodnih autora, a znacaj je u
utvrdenoj razli¢itoj distribuciji glicerola u hemolimfi i masnom telu (grafik 6), dvofaktorska analiza
varijance, efekat tkiva- T, tabela 4). Sadrzaj glicerola u hemolimfi je i do nekoliko desetina puta veci
u odnosu na masno telo. To je u skladu sa ¢injenicom da je kod insekata mesto sinteze glicerola
masno telo, a mesto akumulacije hemolimfa (Storey i Storey, 1986). U prilog ovome idu i nasi
rezultati da je nivo glicerola u masnom telu dijapauziraju¢ih oktobarskih gusenica izlozenih
spoljaSnjim temperaturama, DS, tek neznatno veéi u odnosu na nedijapauzirajuce gusenice, i
drastitno opada pri izlaganju dijapauziraju¢ih gusenica niskim temperaturama (grafik 6). U
hemolimfi sadrzaj glicerola kod DS, u odnosu na ND grupu, je 7 puta veci Sto ukazuje da je
akumulacija glicerola u hemolimfi u sklopu programa dijapauze, i bez predhodnog izlaganja
gusenica niskim temperaturama. Dodatno povecanje sadrzaja od 3.8 puta pri izlaganju
dijapauziraju¢ih gusenica niskim temperaturama, DE grupa, nedvosmisleno potvrduje njegovu ulogu

glavnog krioprotektora.

Trehaloza je osnovni Seer u hemolimfi insekata, a pri uslovima dehidratacije i1 niskih temperatura
igra ulogu glavnog stabilizatora membranskog dvosloja (Crowe i sar, 1987; Delinger i Lee, 1998).
Sezonsko variranje sadrzaja trehaloze u hemolimfi dijapauziraju¢ih gusenica 1 signifikantno
povecanje pri izlaganju gusenica niskim temperaturama, je opisano u radu Grubor-Lajsi¢ (1983).
Autor smatra da je pored krioprotektorne uloge trehaloza znacajna u prenosu glukoznih jedinica
glikogena masnog tela do ostalih delova organizma. Kako glicerol uglavnom vodi poreklo od
glukoze glikogena, trehaloza bi predstavljala intermedijer u nastanku glicerola. U radu Stani¢ (2003)
Jje opisano sezonsko variranje ukupnog sadrzaja trehaloze kod O.nubilalis, ali nije uoceno povecanje
pri izlaganju niskim temperaturama. Nasi rezultati analize masnog tela 1 hemolimfe ukazuju na
razlic¢itu distribuciju trehaloze izmedu ova dva tkiva, pri ¢emu je sadrzaj u hemolimfi u odnosu na

masno telo 20 puta ve¢i kod ND grupe, odnosno 30 puta ve¢i kod DS grupe. Sa izlaganjem niskim
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temperaturama ( -8°C) ovaj odnos raste do 103. Visoka koncentracija trehaloze ukazuju na znacaj
trehaloze kao osnovnog SeCera u hemolimfi, a viSestruko povecanje sa ulaskom u dijapauzu,

posebno sa hladenjem i na ulogu u adaptaciji na niske temperature (tabela 3, grafik 7).
Kako se nasi rezultati (tabela 3, grafici 6 i 7) odnose na gusenice poc¢etkom dijapauze- oktobar, kada

spoljasnje temperature nisu bile ispod nule, bilo je interesantno odrediti sadrzaj ovih krioprotektora,

ali i drugih poliola i Secera, tokom djapauze i u uslovima niskih temperatura.
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2. Sadrzaj poliola i Se¢era

Akumulacija niskomolekulskih jedinjenja, poliola 1 Secera, je karakteristika insekata umerenog
klimatskog podrucja tokom zimske dijapauze. Uloga ovih molekula obuhvata koligativnu depresiju
SCP, stabilizaciju ¢elijske mebrane i biomolekula pri niskim temperaturama, kao i regulaciju

zapremine celije tokom formiranja ekstracelularnih kristala leda.

lako je glicerol univerzalni krioprotektor, neke wvrste akumuliraju i druge poliole. Tako
dijapauziraju¢i adulti Pyrrhocoris apterus, tokom prilagodavanja na niske temperature akumuliraju
velike koli¢ine ribitola i sorbitola (Kostal i sar. 2004), dok je kod Aulacophora nigripennis mio-
inozitol glavni krioprotektor (Watanabe i Tanaka, 1997). Druge vrste u okviru prilagodavanja na
niske temperature akumuliraju velike koli¢ine trehaloze (Worland i sar., 1998). Takode, neke vrste
su razvile multikomponentni sistem krioprotekatora koji zdruzenim koligativnim efektom doprinose
snizavanju tatke mrznjenja telesnih te¢nosti. Tako na primer kod Cryptopygus antarticus su prisutni

glicerol, manitol i trehaloza (Semme i Block, 1982).

Za pracenje efekta niskih temperatura na O.nubilalis odabrali smo decembarske (sredina dijapauze) i
aprilske (kraj dijapauze) gusenice izloZene temperaturi od -3°C i -16°C, dok je odgovarajuc¢a grupa
na 5 °C bila kontrolna grupa. Temperatura od -3°C je odabrana kao potencijalno grani¢na
temperatura u procesu prilagodavanja organizma na niske temperature. Temperatura od -16 °C je
odabrana kao niska temperatura, tipicna za duboku zimu. Radi utvrdivanja specifi¢nosti

metabolizma u dijapauzi odreden je sadrzaj poliola i kod nedijapauzirajucih gusenica.

Na osnovu rezultata (tabela 5.) mozemo zakljuciti da je nivo glicerola veéi sredinom dijapauze u
odnosu na kraj dijapauze (grafik 8). Trehaloza neznatno, mada statisticki znacajno, raste sa tokom
dijapauze (tabela 5, grafik 13; dvofaktorska analiza varijanse, vremenski faktor dijapauze-V, tabela
7). Kako su u odnosu na ostale ispitivane poliole i Secere, glicerol (sa 2-3% ukupne telesne mase) i
trehaloza (do 0.5%) najvise zastupljeni, mozemo zakljuciti da su oni i najznacajniji krioprotektori
O.nubilalis. Medutim, zanimljiva su njihova variranja sa izlaganjem gusenica niskim temperaturama
u raznom periodu dijapauze (tabela 6). Nivo glicerola u homogenatu dijapauziraju¢ih gusenica
(sredina dijapauze) signifikantno raste sa hladenjem (-3°C i -16°C u odnosu na 5°C), dok njegova

koli¢ina krajem dijapauze raste tek neznatno, mada statisticki znac¢ajno (grafik 8). Sa druge strane,
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kod gusenica na kraju dijapauze sa hladenjem raste nivo trehaloze, Sto nije slucaj sredinom
dijapauze(grafik 13). Na osnovu ovoga moze se zakljuciti da je mehanizam otpornosti na hladno¢u
dijapauziraju¢ih gusenica slozen i da se menja tokom dijapauze. Moze se re¢i da je to dinamican
proces, koji mora da se prilagodi i uslovima okruZenja (ucestalost i verovatnoca niskih temperatura)
i stadijumu razvi¢a, odnosno raspolozivim energetskim rezervama i potrebama. Kraj dijapauze
pored pripreme za ulazak u novu fazu razvica, ulutkavanje, karakteriSe i pad energetskih rezervi
organizma. Moze se pretpostaviti da ovu fazu zivotnog razvoja karakteriSe promena aktivnosti
enzimske garniture, kada se smanjuje nivo aktivnosti enzima ukljucenih u sintezu glicerola, dok
enzimi ukljuceni u sintezu trehaloze ostaju aktivni. Mada su mehanizmi regulacije aktivnosti ovih
enzima kod insekata malo prouceni, postojeci rezultati ukazuju na promenu redoks statusa celije
tokom dijapauze kao moguceg regulatornog faktora. Poznato je da kraj dijapauze karakteriSe
povecan nivo respiracije koju prati i poveéana produkcija ROS/RNS §to je praéeno potroSnjom
redukujucih koenzima (pre svega NADPH). Ovaj pad u potencijalu faktora redukujuce sredine, u
cilju odrzanja redoks homeostaze, ne pogoduje sintezi glicerola za ¢iju sintezu su ovi koenzimi
neophodni. Sinteza trehaloze, sa druge strane, ne zahteva redukovane koenzime NADPH, ali trosi
glukozo-6-fosfat koji bi mogao potencijalno da se ukljuci u pentozo fosfatni put (PPP) i doprinese
sintezi NADPH, te i na taj nac¢in povecanje trehaloze utice na smanjenje sinteze glicerola. Imajuci u
vidu da je trehaloza osnovni Se¢er hemolimfe insekata uopste, njen znacaj je mnogo Siri od uloge
krio/anhidro protektora. Mogu¢i preokret moze biti i sa stanovista energetskih potreba u ovoj fazi
razvica, kraj dijapauze, kada je opravdanija i racionalnija sinteza trehaloze, a ne glicerola, jer je

verovatnoéa za pojavu niskih temperatura u ovom periodu godine veoma mala. (Sema 8.).

Sadrzaj ostalih ispitivanih poliola (sorbitol i mio-inozitol) i Secera (glukoza i fruktoza) je daleko
manji i reda je pg/g telesne mase (tabele 5 i 6). Sinteza poliola podrazumeva regulaciju aktivnosti
serije enzima uklju¢enih u njihovu sintezu, kako na nivou samih enzima, tako i na nivou
transdukcije signala i genske ekspresije (Kostal i sar., 2004). Kontrola ukljucije specifi¢ne signale,
od niske temperature, reaktivnih Cestica kiseonika, do efekata samih poliola na enzimsku aktivnost.
Tako odredeni polioli indukuju glikogenoliti¢ke procese koji vode u sintezu poliola. Kod vrsta
Epiblema scudderiana i Eurosta solidaginis aktivnost protein kinaze A, koja reguliSe aktivnost
enzima ukljuenih u sintezu njihovih krioprotektora, je regulisana pored temperature i

koncentracijom glicerola, odnosno sorbitola (Pfister i Storey, 2002).
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Sinteza poliola se odvija u masnom telu, dok se akumuliraju u hemolimfi. Poreklo poliola je iz
glikogena (Sema 8.). Kod insekata gotovo sav glicerol se sintetise iz glukoze kroz pentozofosfatni
put. Znacaj ovakve sinteze je u produkciji redukovanog koenzima NADPH, neophodan u sintezi
poliola, odnosno za aktivnost poliol dehidrogenaza (PDH), kao i odrzanju redoks statusa ¢elije u
uslovima pojacanog oksidacionog stresa tokom izloZenosti niskim temperaturama, koji nastaje zbog
pada nivoa respiracije usled ¢ega dolazi do akumulacije elektrona duz respiratornog laca. Zbog
gubitka jednog ugljenikovog atoma kroz PPP kao CO,, neto reakcija za 6 glukozo-6-fosfata je 10
gliceraldehid fosfata (GAP) i 12 NADPH. Nastao GAP moze da vodi do sinteze glicerola, ali
zavisno od potreba za ATP i do piruvata, odnosno laktata. Sinteza sorbitola iz glukoze, kao
krioprotektora, zaobilazi pentozofosfatni put. U tom slucaju da bi se obezbedila dovoljna koli¢ina

NADPH deo glikozo-6-fosfata iz glikogena mora proc¢i kroz PPP, a drugi deo ide u sintezu sorbitola.

Kod O.nubilalis nivo sorbitola opada pri izlaganju niskim temperaturama oko deset puta (grafik 9),
dok nivo mio-inozitola oko 25% (grafik 10). Rezultat je neocekivan za gusenice na sredini
dijapauze, ako se ima u vidu da su ovi polioli kod nekih drugih wvrsta insekata dokazani
krioprotektori. Kako u isto vreme raste nivo glicerola, moze se predpostaviti da dolazi do
interkonverzije ovih poliola u glicerol. Na kraju dijapauze nivo sorbitola u kontrolnoj grupi opada na
polovinu i ne menja se sa izlaganjem gusenica niskim temperaturama. Nivo sorbitola je statisticki
znacajno nizi od nivoa kod nedijapauzirajucih gusenica (tabela 5). Tako da mozemo zakljuciti da
sorbitol nema ulogu krioprotektora kod ove vrste insekata. Medutim nivo mio-inozitola sa
izlaganjem niskim temperaturama krajem dijapauze u manjem stepenu raste, ali kako se radi o
malim koli¢inama krioprotektora, reda 90 pg po g telesne mase, mozemo zakljuéiti da ni on ne igra

ulogu krioprotektora dijapauzirajucih gusenica O.nubilalis.

Od Secera znacajna su variranja u nivou glukoze, ¢iji nivo na kraju dijapauze i dalje sa hladenjem
znacajno raste (grafik 11). Nivo glukoze verovatno raste zbog aktivacije glikogen fosforilaze, ali
nije jasna njena akumulacija. Kod nekih vrsta Zaba glukoza ima ulogu krioprotektora (Storey, 2004).
Dobar je stabilizator proteina, jednostavno se sintetiSe iz glikogena, ali takode, reaktivna je, pa se
samim tim i povecava mogucénost sporednih, nepozeljnih reakcija glikozilacije kojoj su podlozni
proteini. Kao Cest alosterni modulator moze da utic¢e i na tok mnogih metabolickih procesa. Moguce
je da je pri niskim temperaturama na kraju dijapauze, kada je vazno samo preziveti kratkotrajne i ne

tako ekstremne padove temperature, glukoza najjeftiniji krioprotektor.
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Sema 8. Glavni metabolicki putevi sinteze poliola (Storey, 2004). Glikogen je osnovni izvor
ugljenika za sintezu poliola i kod insekata najveca kolicina glicerola nastaje iz gliceraldehid
fosfata (GAP) nastalog u fosfopentoznom putu (PPP). Polioli sa 4, 5 i 6 ugljenikovih atoma mogu
da nastanu iz produkata PPP nakon uklanjanja fosfata i daljim prevodenjem secéera u poliole pod
dejstvom poliol dehidrogenaze (PDH). Prikazani enzimi su: GP-glikogen fosforilaza; G6Paza-
glukozo-6-fosfataza; G6PDH- glukozo-6-fosfat dehidrogenaza; 6PGDH- 6-fosofoglukonat
dehidrogenaza; PFK- fosfofrukto kinaza; SDH- sorbitol dehidrogenaza

Fruktoza koja u kontrolnoj grupi na sredini dijapuze prakti¢no nije registrovana, u grupi na kraju je
prisutna u znacajnom nivou (grafik 12). Sa hladenjem se povecava i sredinom i krajem dijapauze, ali
mnogo izrazitije krajem dijapauze, kada je njen nivo raste petanest puta (grafik 12). Korelacija u
povecanju koncetracije fruktoze i glukoze sa izlaganjem gusenica niskim temperaturama mozda lezi

u njihovoj metaboli¢koj povezanosti, posto fruktoza u dve sukcesivne reakcije nastaje iz glukoze
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(Sema 8). Ovakve promene u nivoima Secera sa tokom dijapauze ukazuju na opSte metaboliCke
promene organizma. Kako se smanjeni nivo glicerola i njegova akumulacija sa padom temperature
krajem dijapauze, verovatno su pokrenuti putevi sinteze alternativnih krioprotektora. Organizam
verovatno koristi funkcionalne 1 isplative metabolicke puteve, a zdruzenim koligativnim i
nekoligativnim efektima fruktoza, glukoza i trehaloza doprinose opstanku organizma na kraju

dijapuze pri padu temperature daleko ispod nule (-16°C).
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3. Metabolomicki profil

Kako su predhodne analize sadrzaja glicerola i trehaloze u hemolimfi i masnom telu pokazale da se
akumulacija ovih krioprotektora tokom hladenja odvija prevashodno u hemolimfi, tako smo kao
uzorak za analizu metabolickog profila NMR spektrometrijom odabrali hemolimfu gusenica
O.nubilalis. Hemolimfa insekata je slozena telesna tecnost, bogata jedinjenjima malih molekulskih
masa, pre svega poliolima, kao Sto su glicerol i Seceri, ali i slobodnim aminokiselinama. Variranja u
sastavu hemolimfe, kako sezonska, vezana za adaptaciju na spoljasnje uslove, tako i u pojedinim
fazama razvi¢a su ve¢ opisana kod mnogih vrsta insekata (Goto i sar., 2001, 1998; Storey i Storey,

1990).

Za pracenje efekta niskih temperatura odabrali smo analizu metabolickog profila hemolimfe
gusenica O. nubilalis, izlaganih temperaturama -3°C i -16°C, dok je grupa na temperaturi od 5 °C
bila kontrolna grupa. Radi utvrdivanja specifi¢nosti metabolizma u dijapauzi uraden je i NMR profil

nedijapauziraju¢ih gusenica.

Rezultati NMR metabolickih profila dijapauzirajuéih i nedijapauzirajucih gusenica prikazani u PCA
plotu su prostorno razdvojeni (grafik 14A). Jasno grupisanje spektara metabolita dijapauziraju¢ih
gusenica, kako kontrolne tako i izlaganih temperaturama ispod nule, ukazuje na postojanje
zajednickog metabolickog modela (paterna) karakteristicnog za dijapauzu. U poredenju sa
nedijapauziraju¢im gusenicama varijacije duz prve komponente, PC1 (grafik 14B) po kojoj se ovi
spektri razdvajaju ukazuju na znacajan metabolizam aminokiselina kod nedijapauziraju¢ih gusenica
u odnosu na dijapauzirajuce. Kada se razmatra metabolizam nedijapuziraju¢ih gusenica, treba imati
u vidu da se radi o gusenicama V instara, neposredno pre ulutkavanja, Sto karakteriSe prestanak
uzimanja hrane, ali ne i pad metabolizma. Ovaj stadijum razvica pracen je gubitkom c¢elija, kao deo
procesa normalnog razvic¢a-programirana smrt, ali istovremeno i selektivnom sintezom novih
proteina. l1zvor aminokiselinskih prekursora za nove proteine su uglavnom rezervni proteini koji se
sintetiSu u masnom telu, a skladiste u hemolimfi. U toku metamorfoze ovi proteini se povlace u
masno telo, gde se razgraduju do aminokiselina koje se koriste za sintezu novih proteina. Tako da
povecan sadrzaj slobodnih aminokiselina, prekursora proteina, u hemolimfi u ovom stadijumu
razviCa moze se povezati sa povecanom biosintezom novih proteina koji ¢e imati ulogu u

predstoje¢oj metamorfozi, pre nego sa pojacanim katabolizmom proteina. Veéa koli¢ina laktata,

128



Diskusija

acetata, sukcinata kod nedijapauziraju¢ih gusenice ukazuje na pojacan katatabolizam rezervnih
lipida i ugljenih hidrata, tj. na povecane energetske potrebe (Sema 9.). Razlike u intermedijalnim
metabolitima  oksidativnog metabolizma poti€u od razli¢ite metabolicke aktivnosti-
nedijapauzirajuée gusenice, sa intezivnim oksidativnim metabolizmom 1 dijapauzirajuée sa

karakterisi¢nim padom respiracije i oksidativnog metabolizma (Slama i Denlinger, 1992).
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Sema 9. Dominantini metabolicki putevi kod nedijapuzirajuéih gusenica O.nubilalis. Crveno su
oznaceni najrelevantniji metaboliti koji predstavljaju razliku izmedu metabolickog NMR profila

nedijapauzirajucih u odnosu na dijapauzirajuce

Aminokiseline alanin, prolin i serin su glavne slobodne aminokiseline zastupljene u visokim
koncentracijama u hemolimfi insekata i njithovo poveéanje je opisano kod mnogih vrsta sa
dijapauzom (Goto i sar., 2001; 2001a). Povecanje nivoa aminokiselina serina, prolina i glutaminske
kiseline uz relativno nisku koncentraciju alanina kod O.nubilalis tokom dijapauze i izlaganja niskim
temperaturama opisano je i u radu Grubor-Lajsi¢ (1983). Ovakve rezultate autor objasnjava

mogucom oksidacijom alanina u prolin, pri ¢emu kao intermedijer nastaje glutaminska kiselina, i da
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je u toku rada jednostavno »uhvaéen« trenutak bogat glutamatom. Narocito, je ovaj odnos izrazen na
kraju dijapauze, kada je veoma niska koncentracija i alanina i prolina, a visoka koncentracija
glutamata, Sto implicira na mogucéu ulogu glutamata u procesima vezanih za zavrSetak dijapauze.
NMR spektrometrijom nismo detektovali povec¢anu koncentraciju glutamata kod dijapauzirajucih

gusenica, ve¢ dominantno povecanje glicerola, prolina i alanina.

Prisustvo gicerola detektovanog NMR spektrometrijom kao najznacajnijeg krioprotektora
dijapauziraju¢ih gusenica O. nubilalis i njegovo povecanje izlaganjem gusenica niskim
temperaturama je samo jo§ jedna potvrda predhodnih rezultata. Korelacija izmedu povecane
koncentracije alanina i otpornosti na hladnocu je opisana kod velikog broja insekata (Rivers i sar,
2001; Goto i sar., 2001,2001a; Michaud 1 sar., 2008). Ova aminokiselina Stiti proteine od
inaktivacije hladno¢om i kao manje toksi¢an produkat katabolizma piruvata od laktata (u stanju kada
je Krebsov ciklus inaktiviran hladno¢om, ili smanjenog inteziteta tokom dijapauze) daje doprinos
perzivljavanju na niskim temperaturama (Michaud i sar., 2008). Poveéan nivo prolina kod
dijapauziraju¢ih gusenica verovatno vodi poreklo od akumuliranog alanina koji se prevodi u prolin
tokom dijapuze, kao $to je opisano kod dijapauzirajucih jaja svilene bube, Bombyx mori (Osanai i
Yonezawa, 1986).

Pri analizi podataka metabolomicke aktivnosti organizma treba imati u vidu da predstavljaju sliku
trenutnog stanja, koje se menja i pod uticajem je mnogobrojnih faktora sredine. Verovatno smo i mi
u naSim istrazivanjima »uhvatilic samo odgovaraju¢éi momenat metabolicke aktivnosti
karakteristiéne za prvu polovinu dijapauze (gusenice u oktobru) i priprema za nastupajuce niske

temperature.

PCA analizom metabolickih profila dijapauziraju¢ih gusenica izloZenih razli¢itim temperaturama,
uodava se razdvajanje spektara u PCA plotu gusenica na 5°C sa jedne strane i onih izloZenih
temperaturama ispod nule, -3°C i -16°C (grafik 15A). Poreklo glicerola ¢ija se koncentracija
povecava sa niskim temperaturama je pre svega iz glikogena (Grubor-Lajsi¢, 1983) ali prisustvo
aminokiselina serina, prolina, glutamina, izoleucina, leucina i valina, kao i citrata, intermedijera
Krebsovog ciklusa (grafik 15B) ukazuje na mogucu ukljucenost ovih metabolita u sintezu glicerola
(Sema 10). Kako je sam pocetak dijapauze povezan i sa sintezom specifi¢nih proteina (INP, AFP)

detektovane aminokiseline na 5°C mogu biti i u ulozi njihovih proteinskih prekursora, s obzirom da
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je u toku eksperimenta temperatura postepeno snizavana Sto vodi ka pokretanju adaptivnih
mehanizama otpornosti na hladnocu.
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Sema 10. Dominantini metabolicki putevi kod dijapuzirajucih larvi O.nubilalis. Crveno SU oznaceni
najrelevantniji metaboliti koji predstavljaju razliku izmedu metabolickog NMR profila
dijapauzirajucih na 5°C u odnosu na -3 °C i -16 °C. Zeleno su oznaceni najrelevantniji metaboliti

za metabolicki profil na temperaturama -3°C i -16°C.

Interesantno je prisustvo poliamina putrescina (NH2(CH2)sNHz) u grupi nedijapauzirajucih i
dijapauzirajuéih gusenica O.nubilalis na 5°C (grafici 14B i 15B). Povecanje nivoa ovog metabolita u
toku stresa je opisano kod biljaka (Renaut i sar., 2005), kisnih glista, nematoda, pijavice i planarija
(Hamana i sar., 1995), ali i insekata pri toplotnom stresu (Michaud i sar., 2008). Kod biljaka je
putrescin marker stresa koji nastaje aktiviranjem enzima arginin dekarboksilaze, koja katalizuje
konverziju arginina u putrescin (Borrell i sar., 1996). Kod zivotinja konverzija arginina u putrescin

ide preko arginaze, a nastali ornitin se dalje konvertuje preko ornitin dekarboksilaze. Potvrda ovog
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metabolickog puta bilo bi variranje arginina i ornitina, ali u nasSim eksperimentima to nije utvrdeno.
Kako su arginin i ornitin deo ciklusa uree ¢ije prisustvo kod insekata je pod znakom pitanja, poreklo
putrescina ostaje da se istrazi. Primarni ekskretorni produkt katabolizma azotovih jedinjenja,
nukleinskih kiselina i proteina kod insekata je mokraéna kiselina a samo u tragovima se ekskretuje
urea (Dungern i Briegel, 2001). U naSem eksperimentu nije zabelezena nikakva promena u
koncentraciji uree, mada je ovaj metabolit dokazan osmo- i krioprotektor kod insekata (Michaud i
sar., 2008). Medutim, putrescin, kao i njegovi derivati spermin i spermidin, su regulatorni molekuli
sa znacajnom ulogom u osnovnim genetskim procesima, poput sinteze DNA 1 ekspresije gena
(Janne i sar., 2004), tako da ostaje otvoreno pitanje njihove potencijalne fizioloske uloge kod
gusenica O. nubilalis.
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4. Antioksidativni sistem zaStite

Otpornost na hladno¢u 1 dijapauza insekata ukljucuju razli¢ite nivoe regulacije mnogobrojnih
biohemijskih i fizioloSkih procesa. Niske temperature su pracene padom respiracije i metabolicke
aktivnosti, koje i ako svedene na minimum su dobro kontrolisane i usmerene ka prezivljavanju
nepovoljnih uslova sredine.

Nekoliko fizioloskih odgovora otpornosti na hladno¢u su u direktnoj vezi sa oksidativnim
procesima. Pre svega, to je Cinjenica da tokom izlaganje oganizama niskim temperaturama zbog
usporenih enzimskih reakcija pada potraznja za ATP, a u vezi sa tim pada nivo respiracije, Sto ima
za posledicu akumulaciju elektrona na odredenim tackama respiratornog lanca. Ovaj proces vodi do
pojacane produkcije ROS 1 potencijalno do oksidativnog stresa. Zato je adaptacija citavog
antioksidativnog sistema (ADS) klju¢na u otpornosti organizama na niske temperature. ADS
insekata pri izlaganju niskim temperaturama kao deo redoks regulacije, ukljucen je u odrzanje
optimalne koncentracije ROS i u smanjenju rizika od slobodno radikalskih oStecenja, povezanih sa
oksidativnim stresom (Blagojevi¢, 2007). Medutim, sve je vece i Sire polje istrazivanja moguce
povezanosti, kao i mogucih regulatornih odnosa izmedu mehanizama otpornosti na hladno¢u i
procesa vodenih slobodnim radikalima (ROS) i antioksidativnim sistemom zastite (ADS) (Grubor-
Lajsi¢ 1 sar., 1997; Jovanovi¢-Galovi¢ i sar., 2004; Jovanovi¢-Galovi¢ i sar., 2007). Veliki broj
istrazivanja upravo potvrduje ovu dualisticku prirodu ROS i regulatorne uloge ADS, koja se zasniva
na tome da visoke koncentracije ROS ostecuju molekule i ¢elijske elemente, dok pri nizim
koncentracijama ucestvuju u procesima celijskog signalinga, genske ekspresije 1 regulacije
fizioloskih procesa ukljucuju¢i i adaptaciju (Valko i sar., 2007). Sa druge strane, sinteza
krioprotektora, pre svega poliola, pracena je potroSnjom redukovanih koenzima (NADPH), §to je

takode znacajno u regulaciji redoks stanja ¢elije.

Prethodna istrazivanja na O.nubilalis su pokazala da je sinteza glicerola kod dijapauziraju¢ih
gusenica blisko povezana sa antioksidativnim sistemom zastite (Stani¢ i sar., 2004). Ova ¢injenica je
u saglasnosti sa visokim potrebama za redukuju¢im ekvivalentima NADPH sa jedne strane za
sintezu glicerola, a sa druge strane za funkcionisanje antioksidativnog sistema zastite, kao velikog
potroSsaca NADPH. Fluks kroz heksozomonofosfatni put je kritiCan u adaptaciji na niske
temperature. Izlaganjem dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis niskim temperaturama Stanic¢ i sar.,

2004 su utvrdili povecanje aktivnosti enzima glukozo-6-fosfat dehidrogenaze (G-6-PDH), kao prvog
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enzima oksidativne faze pentozofosfatnog puta. Ovaj rezultat je samo jo$ jedna potvrda znacaja
pentozofosfatnog puta u otpornosti na hladno¢u kod insekata. Naime, uoceno je da kod insekata
otpornih na hladnoé¢u, G-6-PDH ima visok afinitet prema supstratu i na niskim temperaturama, Sto je
jako bitno za produkciju NADPH neophodnog za sintezu poliola iz Se¢era (Storey i sar., 2001).

Rezultati ove teze ukazuju da je efekat niskih temperatura na antioksidativni sistem zastite
dijapauziraju¢ih gusenica O.nubilalis (tabele 8 i 11) izrazen samo na sredini dijapauze (grafici 16-
25). Nivo aktivnosti ukupne SOD u homogenatu celih gusenica je u skladu sa ranije dobijenim
rezultatima (Stani¢, 2003) 1 znatno je veca od aktivnosti SOD kod drugih vrsta iz reda Lepidoptera
(Lee 1 Berenbaum, 1990). Ova d¢injnica se moze objasniti postojanjem proteinske frakcije u
hemolimfi gusenica O. nubilalis koja produkuje O, (Grubor-Lajsi¢ i sar., 1997a), pa se u reakciji ne
moze izbe¢i metaboli¢ki generisan O, . Aktivnost SOD je u proseku pet puta veca kod grupe
gusenica na sredini dijapauze u odnosu na kraj dijapauze (tabela 8), Sto ukazuje na vecu produkciju
slobodnih radikala u ovom periodu. Pad aktivnosti ukupne SOD na sredini u odnosu na pocetak
dijapauze, u homogenatu, opisan je i u radu Stani¢, 2003. MozZemo zakljuciti da je trend smanjene
aktivnosti ukupne SOD sa tokom dijapauze u korelaciji sa opstim padom metabolicke aktivnosti i

respiracije.

Izlaganje niskim temperaturama gusenica na sredini dijapauze dovodi do pada ukupne aktivnosti
SOD u homogenatu celih gusenica na -3°C (grafik16), pri ¢emu ovom padu doprinosi pad aktivnosti
CuZnSOD (grafik 18), ali ne i MnSOD ¢ija aktivnost je neznatno manja (grafik 20). MnSOD je
mitohondrijalna SOD i klju¢an je enzim u eliminaciji O,  nastalog na respiratornom lancu, a
istovremeno u produkciji H20-, $to je u skladu sa naSim rezultatima odredivanja koncentracije H20;
(grafik 22). 1zdvojili bi temperaturu od -3 °C kada dolazi do poveéanja koncentracije H,O, koje prati
pad u aktivnosti CAT (grafik 24). Katalaza, suprotno od SOD koja generise H,O,, ima ulogu u
njegovoj eliminaciji tako da smanjena aktivnost ovog enzima ima za posledicu odrzavanje visokog
nivoa H,O; nastalog delovanjem MnSOD u mitohondrijama. Enzimi SOD i CAT su tandemski
enzimi u terminaciji slobodno radikalskih procesa, ali i u regulaciji redoks stanja sredine. Pad u
aktivnosti CAT na -3 °C je verovatno posledica poveéane produkcije NO°, $to je u skladu sa
¢injenjicom da povecan nivo NO" dovodi do reverzibilne inhibicije CAT (Brunelli, 2001). Sa druge
strane smanjena aktivnost CuZnSOD je u korelaciji sa povecanim nivoom H;O;, s obzirom da je
H>0, poznat kao spor ireverzibilni inhibitor CuZnSOD (Salo i sar., 1990), pri ¢emu nema efekta na
aktivnost MnSOD (Fridovich, 1986), Sto je potvrdeno i nasim rezultatima (grafici 18, 20, 22 i 24).
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Mozemo da zaklju¢imo da je H,O, moguci molekul transmiter stresa i da verovatno ima reglatornu
ulogu na temperaturi od -3°C, kao klju¢noj temperaturi u otpornosti na hladno¢u, dok je uloga ADS
ne samo u uklanjanu ROS/RNS ve¢ i u regulaciji koncentracija pojedinih komponenti ROS/RNS

(H202 i NO) koje mogu da vode fizioloSkom odgovoru u skladu sa potrebama okoline.

Donekle sli¢an obrazac u aktivnostima enzima ADS i koncentracije H,O, u homogenatu celih
gusenica na sredini dijapauze i izlozenih razliCitim temperaturama, ne pokazuje masno telo, na
osnovu ¢ega se moze zakljuciti da doprinos u ukupnom ADS u homogenatu potice i iz drugih
organa (digestivni, nervni sistem i sl.). Ustvari, utvrdeno je takode povecanje koncentracija H,O,
(grafik 23)/ 1 pad aktivnost CAT (grafik 25) / ali je promena aktivnosti CuZnSOD i MnSOD razli¢ita
pri razli¢itim temperaturama (tabela 8 i 11). Dok je aktivnost CuZnSOD poveéana na -16°C (grafik
19), na ovoj temperaturi aktivnost MnSOD je znatno smanjena u odnosu na druge dve grupe (5°C i -
3 °C) (grafici 21). Poveéana aktivnost CuZnSOD ove grupe moze da bude iz razloga predhodnog
iskustva, na nesto visim temperaturama poput -3°C, kad je do$lo do poveéane produkcije H,O i
ireverzibilne inaktivacije odredene koli¢ine CuZnSOD, pa ¢elija odgovara pove¢anom produkcijom
enzima. Sa druge strane, razlog nize aktivnosti mitohondrijalne MnSOD je verovatno u smanjenoj
respiraciji i manjem oksidativnom stresu, poSto su mitohondrije primaran izvor ROS pri
oksidativnom stresu na niskim temperaturama. Povec¢ana aktivnost CuZnSOD je bitna za ponovno
uspostavljanje redok homeostaze i zastite organizma od ostecenja izazvana ROS, ¢ija produkcija

prati i druge metaboli¢ke procese, a ne samo one vezane za respiraciju.

Aktivnost, kao i koncentracija H,O, u homogenatu celih gusenica i masnom telu na kraju dijapauze
ne pokazuju znacajne statisticke razlike medu grupama podvrgnutim razli¢itim temperaturnim
tretmanima (grafici 22 i 23; dvofaktorske analize varijanse, efekti vremena dijapauze-V i vremena
dijapauze i temperature-TxV, tabele 9 i 10). Pri razmatranju ovih rezultata treba imati u vidu da je
kraj dijapuze povezan sa rastom prosecnih dnevnih temperatura, tako da gusenice gube sposobnost
regulacije odgovora na niske temperature preko jako osetljivog ADS i ROS sistema. Pored toga
petostruko smanjena aktivnost ispitivanih ADS enzima i dvostruko smanjena koncentracija H,O»,
idu u prilog nemoguénosti ovog sistema da adekvatno odgovori promenama temperature kao kod

gusenica na sredini dijapauze.
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Za razliku od SOD, CAT u homogenatu i masnom telu gusenica O.nubilalis je u odnosu na druge
vrste iz reda Lepidoptera, i do 20-30 puta niza (Ahmad i sar., 1995; Pritsos i sar., 1988) Sto je u
saglasnosti sa prethodnim radovima Stani¢ i sar. (2003) i Jovanovi¢-Galovi¢ (1997). Autori ove
razlike objaSnjavaju kao josS jednu potvrdu velike varijabilnosti u pogledu biohemijskih parametara
kod relativno srodnih vrsta, $to moze biti posledica razli¢ite ishrane, specificnosti razvi¢a i drugih
faktora.

Nedijapauziraju¢e gusenice Sa intezivnom ishranom i respiracijom, u odnosu na kontrolnu grupu
gusenica na sredini dijapauze, imaju znatno nizu aktivnost ukupne SOD u homogenatu celih
gusenica. Tome doprinosi smanjena aktivnost CuZnSOD, s obzirom da je aktivhost MnSOD
nepromenjena (tabela 8). Mitohondrijalna MnSOD je tako ve¢a u odnosu na citosolnu CuZnSOD §to
je verovatno posledica pojacane produkcije O," na nivou mitohondrija (intenzivna respiracija). Sa
druge strane, visoka CAT aktivnosti u ovoj grupi verovatno prati visoku koncentraciju H,O;
nastalog aktivhos¢u MnSOD. Sli¢ni rezultati za CAT u grupi nedijapauziraju¢ih gusenica
O.nubilalis su dobijeni u radu Jovanovi¢-Galovi¢ (2007) i to u mitohondrijalnoj frakciji, kao
posledica visoke produkcije H,O, delovanjem MnSOD. Povecéanje aktivnosti CAT moze da ukaze
na postojanje i drugih procesa pracenih produkcijom H,0,, poput melanogeneze, na Sta ukazuje i

visestruko veca aktivnost tirozinaze (Tyr) u ovoj grupi gusenica (tabela 8).
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5. EPR spektri

Na osnovu iznetih rezultata i literaturnih podataka moze se zakljuciti da je redoks regulacija klju¢na
u adaptivnim procesima koji prate dijapauzu i otpornost na niske temperature gusenica O. nubilalis.
Za potpuniju sliku redoks stanja snimljen je EPR spektar celih gusenica, jer je poznato da pored
ROS i RNS i drugi fizioloski aktivni molekuli mogu biti ukljuéeni u propagaciju i atenuaciju
slobodno radikalskih signala.

Na EPR spektru celih gusenica (grafici 27 i 28) uocava se signal semikinonskih radikala eumelanina
i feomelanina, $to govori o znacaju ovih molekula u redoks statusu O.nubilalis. Znacajna je
¢injenica da se ovi signali razlikuju pri razliCitim temperaturnim tretmanima samo na sredini
dijapauze sto je u skladu i sa svim ostalim isptivanim parametrima ADS u naSim istrazivanjima. U
reakciji sa ROS hidrokinoni melanina prelaze u semikinonske radikale (Meredith, 2006), tako da
povecanje signala na niskim temperaturama moze da ukaze na postojanje oksidativnog stresa.
Poveéanje je izrazeno na -3°C, kada je poveéana i koncentracija H,O,. Odnos koncentracije H,O; i
signala melanina je znacajan sa viSe aspekata, sa jedne strane sinteza melanina pra¢ena produkcijom
H20,, a sa druge strane melanin je poznat antioksidant, odnosno »hvatac« ROS (Goncalves i
Pombeiro-Sponchiado, 2005). Takode, H,O; je klju¢an u biosintezi melanina. Pokazano je u kulturi
melanocita da razgradnjom intracelularnog H,O, melanociti gube sposobnost biosinteze melanina
(Kasraee 1 sar., 2003). Ova cinjenica ukazuje da je biosinteza melanina u sklopu antioksidativne
zastite organizma, i da melanin celija koristi kao zaStitu od oksidativhog stresa uklanjajuci
intracelularni H;O,. Takode, prime¢eno je da je povecanje signala eumelanina kod gusenica
Malacosoma disstria, stresiranih ishranom, u korelaciji sa pove¢anom produkcijom melanina
(Barbehenm, 2003). Prema tome, autori isticu da nije jasno da li povecan signal eumelanina potice
od oksidativnog stresa ili povecane produkcije melanina. Dalja istrazivanja u ovoj tezi su bila, u tom
smislu, u vezi sa metabolizmom melanina, tako da je aktivnost tirozinaze, kao drugi klju¢ni korak u
regulaciji sinteze melanina, odredivana u toku dijapauze i temperaturnih tretmana. Skok aktivnosti
Tyr je zapaZzen na temperaturi od -16°C na sredini dijapauze, kada je registrovano i poveéanje
aktivnosti MnSOD u homogenatu gusenica (grafik 20), mada koncentracija H,O> nije povecana kao
ni signal melanin radikala (grafik 26) Povecane aktivnosti enzima Tyr i MnSOD, koje ne prati
povecéanje koncentracije H,O i melanin radikala, moze da ukaze na postojanje specifi¢ne regulacije
aktivnosti ovih enzima in vivo, koja ne postoji u in vitro uslovima. Ova pojava je Cesta u sluc¢ajevima

regulacije enzimske aktivnosti alosternim modulatorima, kojih ne bude u dovoljnoj koli¢ini u in
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vitro reakcionim smeSama . 1z rezultata, mozemo predpostaviti da povecéani signal melanin radikala
na -3°C nije zbog njegove poveéane sinteze veé¢ da potice iz njegove reakcije sa H,O, (grafik 22). Sa
druge strane u grupi na kraju dijapauze nema statisti¢ki znacajnih promena u aktivnost tirozinaze sa
hladenjem, a ne dolazi ni do povecanja melanin radikal signala ni koncentracije H,O,. Rezultat je u
saglasnosti sa aktivno$¢u ostalih ispitivanih enzima ADS, za koje takode nisu zabeleZene promene
sa temperaturnim tretmanima u ovom periodu dijapauze. Verovatno, na kraju dijapauze i uloga
melanina se menja tako da je on od znacaja za dalju morfogenezu i nema ulogu antioksidanta. Ovi
rezultati navode na zakljuc¢ak da je oksidativni stres izazvan hladenjem ove grupe gusenica svakako
regulisan na drugi nacin.

Visestruko veéa aktivnost TYR kod nedijapauzirajué¢ih (tabela 8) verovatno je u skladu sa
pojacanom produkcijom melanina, znacajnog u antioksidativnoj zastiti zbog veceg nivoa respiracije

1 metabolizma, kao i1 pojatanim nivoom UV zracenja tokom letnjih meseci.

Citohemijska istrazivanja u ovoj tezi su radena sa ciljem razumevanja uloge melanina u adaptaciji
O.nubilalis na niske temperature. Preparati gusenica su bojeni citohemijski na melanin (slika 2) da
bi se utvrdile eventualne razlike u produkciji melanina pri temperaturnom tretmanu gusenica
O.nubilalis. Odabrana je samo grupa na sredini dijapauze, posto je samo u ovoj grupi EPR-om
uoceno variranje signala melanina pri niskim temperaturama. Jasno je uocena produkcija melanina u
ekstrakutanoznim ¢elijama, ali neke znaCajne razlike u intenzitetu nisu vidljive ovom

makroskopskom metodom.

Na osnovu dobijenih rezultata jasna je znacajna uloga ADS, malanina i H,O, u otpornosti na
hladno¢u, ali samo kod dijapauziraju¢e grupe na sredini dijapauze. Koji su mehanizmi otpornosti na
hladno¢u na kraju dijapauze nije iz ovih istrazivanja sasvim jasno. ViSe faktora moze da utie na
ovakav rezultat, kao §to su duzina obdanice, priprema za predstojeCu metamorfozu, vise prosecne

temperature itd.
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Zakljucci

Cilj ove teze je bio da se ispitaju mehanizmi prezivljavanja niskih zimskih temperatura, i sa njima

povezane dehidratacije, gusenica kukuruznog plamenca Ostinia nubilalis. Istrazivanja su radena u

grupi dijapauziraju¢ih gusenica u toku dijapauze i izlaganja niskim temperaturama, kao i u grupi

nedijapauzirajucih gusenica.

e Na osnovu kriobioloskih istrazivanja mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

rezim telesne vode je od klju¢nog znacaja za prezivljavanje kukuruznog plamenca,
Ostrinia nubilalis na temperaturama ispod nule. Preraspodela vode je izmedu
hemolimfe i masnog tela, pri cemu povecanje osmotski aktivne (OA) vode u masnom
telu prati njen pad u hemolimfi. Nivo osmotski neaktivne vode (Ol), kao bazalnog
nivoa telesne vode, se ne menja pri izlaganju niskim temperaturama. Tako da odnos
OI/OA za hemolimfu pri izlaganju niskim temperaturama menja sa 1/13 na 1/3, a za
masno telo od 1/2,2 na 1/5,2.

tatka mrznjenja hemolimfe i masnog tela gusenica O. nubilalis je niza za samo 3-4°C
kod dijapauziraju¢ih gusenica u odnosu na nedijapauziraju¢e Sto ukazuje na

postojanje genetske osnove ove vrste na prezivljavanje niskih temperatura

utvrdena razlika u tacki topljenja, koja je visa od tatke mrznjenja (termalni
histerezis), 4-7°C za masno telo i 16-19 °C za hemolimfu, ukazuje na prisustvo
antifriz proteina. ZnaCaj ove pojave je u =zaStiti organizma od topljenja
ekstracelularnih kristala leda usled variranja spoljaSnjih temperatura, ¢ija ponovna

rekristalizacija je pra¢ena formiranjem potencijalno letalnih oStrih ivica kristila leda

nivo glicerola i trehaloze sa pocetkom dijapauze i izlaganjem niskim temperaturama
se viSestruko povecava, pre svega u hemolimfi, Sto ukazuje na znacaj ovih molekula

kao krioprotektora, kao i hemolimfe kao mesta njihove akumulacije
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Rezultati analize koncentracije glicerola i trehaloze u homogenatu celih gusenica O.

nubilalis tokom dijapauze i pri izlaganju niskim temperaturama, pokazuju da:

nivo glicerola u kontrolnoj grupi (5°C) sredinom dijapauze ¢ini i do 2% telesne mase,

da bi krajem dijapauze sadrzaj opao na 0,5%

sa izlaganjem niskim temperaturama nivo glicerola raste u grupi na sredini dijapauze
¢ineci i do 3% telesne mase, dok u grupi na kraju dijapauze nivo raste tek neznatno

na 0,6%.

trehaloza je drugi po zastupljenosti Sec¢er sa 0,5% od ukupne telesne mase
dijapauzirajué¢ih gusenica O. nubilalis (kontrolna grupa, 5°C). Nivo trehaloze kod
dijapauziraju¢ih gusenica je oko 13 puta ve¢i u odnosu na nedijapauzirajuce, §to
ukazuje na znacaj trehaloze kao krioprotektora. Za razliku od glicerola, njen nivo se

ne menja na kraju dijapauze u odnosu na sredinu

sa izlaganjem niskim temperaturama nivo trehaloze raste samo u grupi gusenica na

kraju dijapauze

analizom ostalih poliola i Se¢era u homogenatu nedijapauziraju¢ih i dijapauzirajucih
gusenica O. nubilalis je utvrdeno prisustvo sorbitola, mio-inozitola, glukoze i
fruktoze, a njihov sadrzaj je daleko nizi u odnosu na glicerol i trehalozu i krece se

oko 0,008% telesne mase

nivo sorbitola na sredini dijapauze i kod nedijapauzirajué¢ih gusenica je na istom
nivou, dok krajem dijapauze znacajno opada, kao i na sredini dijapauze sa izlaganjem

niskim temperaturama

nivo mio-inozitola se ne menja tokom dijapauze i nema znacajnih razlika u odnosu na
nedijapauziraju¢e gusenice. Sa izlaganjem niskim temperaturama nivo mio-inozitola
znaGajno opada sredinom dijapauze, ve¢ na temperaturi od -3°C, dok krajem

dijapauze nivo raste na -16°C
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e nivo Secera glukoze i fruktoze znacajno raste krajem u odnosu na sredinu dijapauze.
Sa izlaganjem niskim temperaturama, posebno izuzetno niskim (-16°C) nivo glukoze

viSestruko raste i dostize 0,2% telesne mase

e na osnovu izlozenih rezultata analize poliola i Secera kod gusenica O. nubilalis
mozemo zakljuciti da se njihova uloga u dijapauzi i prezivljavanju niskih temperatura
menja tokom dijapauze. Na sredini dijapauze kao najznacajniji krioprotektor izdvaja
se glicerol, da bi na kraju dijapauze znacajnu ulogu imali Seceri trehaloza, glukoza i
fruktoza. Rezultat je joS jedna potvrda da je dijapauza dinami¢no stanje podeljeno u

viSe faza

e Na osnovu analize metaboli¢kih profila nedijapauziraju¢ih i dijapauziraju¢ih gusenica O.

nubilalis izlozenih niskim temperaturama, mozemo zakljuciti:

e NMR metabolicki profil nedijapauziraju¢ih gusenica u odnosu na dijapauzirajuce
(kontrolna grupa, 5°C) karakterise prisustvo slobodnih aminokiselina i intermedijera
oksidativnhog metabolizma, Sto ukazuje na intenzivan metabolizam i biosintezu

proteina za nastavak zivotnog ciklusa

e NMR metabolicki profil dijapauzirajucih gusenica karakteriSe prisustvo glicerola i
aminokiselina alanina i prolina. Alanin je mogu¢i prekursor glicerola i ima ulogu u
stabilizaciji proteina od inaktivacije niskim temperaturama, a nastaje i u energetskom

metabolizmu prolina, koji je takode povecan kod dijapauzirajucih gusenica

e u NMR metabolickim profilima dijapauziraju¢ih gusenica izlozenih niskim
temperaturama, u odnosu na kontrolne (5°C), izdvaja se povecanje alanina, glicerola i
acetata, Sto ukazuje na njihovu metabolicku povezanost karakteristicnu za otpornost

ove vrste na niske temperature

e poveCanje nivoa putrescina, poznatog markera stresa, zabelezeno je kod
nedijapauzirajucih i kontrolnih dijapauziraju¢ih gusenica (5°C), a njegova uloga, kao
1 moguca uloga njegovih daljih metabolita spermina i spermidina tek treba da se

ispita
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e Na osnovu analize rezultata aktivnosti antioksidativnin enzima (SOD, CAT i TYR),

koncentracije H,0, i EPR analize dijapauziraju¢ih gusenica tokom dijapauze i pri izlaganju

niskim temperaturama, mozemo zakljuciti:

aktivnost enzima SOD (CuzZnSOD i MnSOD) i CAT u homogenatu celih gusenica i
masnom telu, kao i koncentracija H,O, u homogenatu je veca u grupi gusenica na
sredini dijapauze, Sto ukazuje na povecanu produkciju ROS u odnosu na kraj

dijapauze, pri c¢emu je aktivnost TYR nepromenjena

izlaganje niskim temperaturama ima uticaja na antioksidativni sistem zaStite samo
sredinom dijapauze. Utvrden je pad u aktivnosti CuZnSOD i CAT, kao i porast
koncentracije H,O, i melanin radikala u homogenatu gusenica na -3°C u odnosu na
5°C i-16°C

korelacija porasta koncentracije H,O, i odsustvo pada aktivnosti MnSOD (dodatno
povecanje na -16°C), ukazuje na najverovatnije mitohondrijalno poreklo H,O,.
Istovremeni pad aktivnosti CAT (uklanja H20,) omogucava odrZavanje relativno
visoke koncentracije H,O, kod dijapauziraju¢ih gusenica. Utvrdeni porast signala
melanin radikala dodatno ukazuje na neophodnost dostizanja redoks stanja
neophodnog za pokretanje adaptivnih procesa otpornosti O. nubilalis na niske

temperature

grupu nedijapuzirajucih gusenica karakteriSe izrazita aktivnost CAT i TYR, §to je u
skladu sa intenzivnom respiracijom i melanogenezom i sa njima povezanom

produkcijom ROS

Kao opsti zakljucak namecée se Cinjenica da su dijapauza, kao i mehanizam adaptacije

kukuruznog plamenca O. nubilalis na niske temperature, kompleksni, dobro regulisani i da je

za bolje razumevanje neophodan ekofizioloski, fizioloski i biohemijski pristup. U tom smislu

su i rezultati nasih istrazivanja otvorili mnogobrojna pitanja koja zahtevaju dalja istrazivanja.
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Izvod:

Kukuruzni plamenac, Ostrinia nubilalis Hb, je insekt umerenog klimatskog podrucja koji niske
zimske temperature prezivljava ulaskom u dijapauzu u stadijumu gusenice. Tokom dijapauze
gusenice postaju otporne na hladnocu i sposobne da prezive vancelijsko zamrzavanje telesne
te¢nosti.

Cilj ove teze je bio razumevanje mehanizama otpornosti na niske temperature gusenica O. nubilalis
na ¢elijskom i molekularnom nivou.

Istrazivanja su radena na letnjim, nedijapauziraju¢im gusenicama kao i zimskim gusenicama koje su
bile izlagane uticaju niskih temperatura u razli¢itim periodima dijapauze. Odredivan je rezim telesne
vode, sadrzaj poliola i Se¢era kao mogucih krioprotektora, kao i NMR metabolomicki profili. Zbog
pretpostavljene uloge atioksidativnog sistema zaStite (ADS) u procesima vezanim za otpornost na
hladno¢u odredivane su aktivnosti odredenih antioksidativnih enzima kao i produkcija H20; i
melanina.

Rezultati ukazuju da je izlaganje niskim temperaturama kod dijapauziraju¢ih gusenica praceno
preraspodelom osmotski aktivne (OA) vode na nivou hemolimfe i masnog tela, pri ¢emu nivo OA
opada u hemolimfi, a raste u masnom telu. Nivo osmotski neaktivne vode (Ol) ostaje nepromenjen.



Nivo glicerola je znafajno ve¢i kod dijapaziraju¢ih u odnosu na nedijapauziraju¢e gusenice, a
njegov nivo se viSestruko povecava pri izlaganju niskim temperaturama na sredini dijapauze
ukazujuéi na njegov znacaj kao glavnog krioprotektora u ovoj fazi dijapauze. Krajem dijapauze sa
niskim temperaturama visestruko se povecava nivo trehaloze, glukoze i fruktoze, a tek neznatno
glicerola.

NMR metabolomicki profili su potvrdili znacaj glicerola u otpornosti na hladnocu, ali i
aminokiselina alanina i prolina. U nedijapuzirajuéim i dijapauzirajuéim gusenicama na 5°C
registrovano je prisustvo putrescina, poznatog markera stresa, a njegova uloga, kao i moguca uloga
njegovih daljih metabolita spermina i spermidina tek treba da se ispita.

Odgovor ADS-a na niske temperature takode je zavistan od perioda dijapauze. Na sredini dijapauze,
na temperaturi od -3°C, a ne i na -16°C, dolazi do poveéanja koncentracije H,O; i signala melanin
radikala, dok aktivnost katalaze i CuZnSOD, ali ne i MnSOD, opada. Kako je glavni izvor H,0,
mitohondrijalna MnSOD, ovaj enzim je verovatno ukljuc¢en u regulaciju unutaréelijskog nivoa H,0x.
Produkcija melanina verovatno je u funkciji odbrane organizma od oksidativnog stresa zbog
uklanjanja intracelularnog H,O,. Predpostavljamo da je temperatura od -3°C klju¢na temperatura za
pokretanje adaptivnih mehanizama za otpornost na hladnoc¢u gusenica O.nubilalis. Promene u ADS
sa izlaganjem niskim temperaturama nisu primecene na kraju dijapauze.

Rezultati ove teze ukazuju da je dijapauza dinami¢no stanje podeljeno na faze, a sama otpornost na
hladno¢u dobro regulisana i uskladena sa ukupnim metabolickim potrebama tokom dijapauze.
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Abstract:

AB

European corn borer, Ostrinia nubilalis Hb, is insect species of the temperate zone that survives low
winter temperatures as a diapausing larva. Diapausing larvae are cold hardy and tolerate the
formation of extracellular ice crystals.

The aim of this thesis was to investigate the cellular and molecular basis of O. nubilalis cold
hardiness.

Thus, our research was focused on the non-diapausing (ND) as well as the diapausing (D) larvae that
were exposed to low temperatures during different diapausal phases. Body water management,
content of polyols and sugars as well as metabolomic NMR profiles, were assessed. Because of the
possible role of the antioxidant defence system (ADS) in insects’ cold hardiness, antioxidant
enzymes activity as well as the content of H,O, and melanin was measured.

Results showed that the exposure of diapausing larvae to low temperatures provokes exchanges of
osmotically active (OA) body water between hemolymph and fat body. With low temperatures, OA
water was decreased in hemolymph, increased in fat body while the content of osmotically inactive
(O1) water was constant.

The level of glycerol was higher in diapausing compared to non-diapausing larvae, and showed 2-
fold increase with the exposure to low temperatures in mid-diapause. This confirmed that glycerol is



O.nubilalis major cryoprotectant in mid-diapause cold hardiness. On the other hand, at the end of
the diapause, the content of trehalose, glucose and fructose, except the glycerol, was substantially
increased.

NMR metabolic profiling confirmed the importance of glycerol in diapausal cold hardiness as well
as implied the importance of alanine and proline. In addition to this, putrescine, a well-know stress
marker, were detected in ND and D larvae at 5 °C suggesting that its metabolites, namely sperimine
and spermidine, can have potential role in diapause.

The ADS response to low temperatures differs during diapause timescale. In mid- diapause,
exposure of larvae to -3°C, but not -16°C, resulted in the elevation of H,O, concentration and
melanin radical signal. On the other hand, the activity of catalase and CuzZnSOD, but not of
MnSOD, was decreased. Since the mitochondrial MnSOD is the main source of H;O,, this enzyme
probably regulates the intracellular level hydrogen peroxide. Melanin probably serves as a defence
mechanism against oxidative stress while it reduces the level of intracellular H,O,. Temperature of -
3°C is probably the ‘trigger temperature’ for mechanism in adaptation of larvae O.nubilalis to cold.
There were no changes detected in ADS during exposure to cold in the end of diapausing period.

The results of this thesis suggested that the O. nubilalis diapause is rather dynamic state divided into
different phases and that the cold hardiness is highly regulated and in accordance with the current
metabolic demands of each diapausal phase.
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