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Bioindikatorski potencijal fizioloġkih odgovora gubara Lymantria dispar L. (Lepidoptera) na 

delovanje benzo[a]pirena 

 

Rezime 

 

Intenzivan antropogeni uticaj u poslednjih nekoliko decenija doveo je do znaļajnog porasta stepena 

zagaĽenja biosfere, kojem u velikoj meri doprinosi toksiļni i kancerogeni organski polutant - 

policikliļni aromatiļni ugljovodonik, benzo[a]piren. Cilj ove doktorske disertacije bio je procena 

odgovora fizioloġkih i molekularnih parametara larvi Lymantria dispar kao potencijalnih 

biomarkera sredinskog zagaĽenja benzo[a]pirenom. Ispitan je hroniļni uticaj dve koncentracije 

ovog ksenobiotika (5 i 50 ng/g suve mase hrane) na larve L. dispar iz legala sakupljenih u 

nezagaĽenoj ġumi (planina Majdanpek) i sakupljenih u zagaĽenoj ġumi (okolina rudnika Bor 

D.O.O), sa svrhom procene efekta porekla populacije. Larve iz nezagaĽene ġume pokazuju pad 

specifiļne aktivnosti katalaze u srednjem crevu, ali i znaļajan porast aktivnosti antioksidativnih 

enzima - superoksid dismutaze i katalaze, na nivou hemolimfe, dok je u populaciji iz zagaĽene 

ġume zabeleģeno poveĺanje aktivnosti ova dva enzima samo u okviru srednjeg creva. 

Detoksifikacioni enzimi, karboksilesteraze, pokazuju osetljivost i poveĺanje aktivnosti u prisustvu 

benzo[a]pirena, u srednjem crevu larvi iz nezagaĽene ġume, kao i u mozgu larvi iz zagaĽene ġume, 

koje pored toga, na nivou srednjeg creva odlikuje znaļajna indukcija aktivnosti glutation S-

transferaza. Acetilholinesteraze nisu osetljive na primenjene koncentracije ovog ksenobiotika. 

Poveĺanje ekspresije proteina Hsp70 u okviru srednjeg creva uoļeno je kod obe populacije larvi, a 

na nivou mozga jedino u populaciji iz zagaĽene ġume i to pri dejstvu niģe koncentracije 

benzo[a]pirena. Veĺina digestivnih enzima nije osetljiva na prisustvo benzo[a]pirena sa izuzetkom 

tripsina, alkalnih fosfataza i lipaza, koje odlikuje poveĺanje aktivnosti kod larvi iz nezagaĽene 

ġume, a larve iz zagaĽene ġume karakteriġe jedino indukcija lipazne aktivnosti. Za populaciju larvi 

iz nezagaĽene ġume svojstven je pad koncentracije ukupnih lipida u hemolimfi i nepromenjen 

sadrģaj trehaloze, dok ovi parametri ne pokazuju promene u populaciji iz zagaĽene ġume. Hroniļno 

prisustvo benzo[a]pirena i produģeno angaģovanje energetski zahtevnih, odbrambenih mehanizama, 

odrazilo se na komponente fitnesa larvi L. dispar pri ļemu se populacija iz nezagaĽene ġume 

pokazala manje podloģnom energetskom deficitu, ispoljavajuĺi smanjenje mase i relativne brzine 

rasta larvi petog larvenog stupnja, dok larve iz zagaĽene ġume, pored iste promene prethodna dva 

parametra fitnesa, odlikuje i produģeno razviĺe. Uoļeno je da su odgovori antioksidativnih enzima - 

superoksid dismutaze i katalaze, u hemolimfi, kao i karboksilesteraza i digestivnih enzima - tripsina 

i alkalnih fosfataza, u srednjem crevu larvi, specifiļni i potencijalno primenjivi biomarkeri 

zagaĽenosti ģivotne sredine sa benzo[a]pirenom za populaciju larvi poreklom iz nezagaĽene ġume. 

Sliļnu primenu, kada je u pitanju populacija larvi iz zagaĽene ġume, mogu naĺi specifiļne 

aktivnosti superoksid dismutaze, katalaza i glutation S-transferaza u srednjem crevu larvi, aktivnost 

karboksilesteraza i ekspresija Hsp70 u mozgu larvi L. dispar. 

 

Kljuļne reļi: Lymantria dispar L.; benzo[a]piren; antioksidativni enzimi; detoksifikacioni enzimi; 

Hsp70; digestivni enzimi; osobine fitnesa; biomarkeri 
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Bioindication potential of physiological responses of gypsy moth Lymantria dispar L. 

(Lepidoptera) on the benzo[a]pyren effects 

 

Abstract 

 

Over the last few decades intense anthropogenic influence has led to a significant increase of the 

pollution levels in the biosphere, which can greatly be attributed to the toxic and carcinogenic 

organic pollutants - polycyclic aromatic hydrocarbones, and especially to the benzo[a]pyrene. The 

aim of this dissertation was to evaluate responses of the physiological and molecular parameters of 

the Lymantria dispar larvae as a potential biomarkers of environmental pollution by 

benzo[a]pyrene. For the purpose of assessing the effects of population origin, L. dispar egg-masses 

were collected from unpolluted forest (Majdanpek mountain) and polluted forest (vicinity of Bor 

D.O.O mine). The chronic effects of the two benzo[a]pyrene concentrations in the diet (5 and 50 

ng/g dry food weight) on these two population of larvae were investigated. Larvae from unpolluted 

forest showed a decrease of the catalase specific activity in the midgut, and a significant increase in 

the activity of antioxidative enzymes - superoxide dismutase and catalase, in the hemolymph, while 

the population from the polluted forest expressed an increase in the activity of these two enzymes 

only within the midgut. Detoxification enzymes - carboxylesterases, showed sensitivity and 

increase in activity in the presence of benzo[a]pyrene in the midgut of larvae from unpolluted 

forest, as well as in the brain of larvae from polluted forest, which in addition, are characterized by 

significant induction of glutathione S-transferase activity at the midgut level. Acetylcholinesterases 

are non inducible to the applied concentrations of this xenobiotic. An increase in expression of 

Hsp70 protein at midgut level was observed in both larval populations, while only the population 

from contaminated forest showed rise in brain Hsp70 concentration, after treatment with lower dose 

of benzo[a]pyrene. Most digestive enzymes are insensitive to the presence of benzo[a]pyrene with 

the exception of trypsin, alkaline phosphatases, and lipases which demonstrated increased activity 

in larvae from unpolluted forest. Larvae from polluted forest exibited only induction of lipase 

activity. The population of non-polluted larvae is characterized by a decrease in the concentration of 

total lipids in the hemolymph and an unchanged trehalose content, while these parameters do not 

show changes in the population from the contaminated forest. The chronic presence of 

benzo[a]pyrene and prolonged engagement of energy-demanding defense mechanisms have 

reflected on the fitness components of L. dispar larvae, with population from unpolluted forest 

showing less susceptibility to energy deficiency and exhibiting reduced mass and relative growth 

rates of the fifth  instar larvae, while the larvae from the polluted forest, in addition to the same 

changes in previous two fitness parameters, have also showed prolonged development. It have been 

noticed that responses of the antioxidative enzymes - superoxide dismutase and catalase in 

hemolymph, as well as carboxylesterases and digestive enzymes - trypsin and alkaline 

phosphatases, from the larvae midgut, are specific and potentially applicable biomarkers of 

environmental contamination with benzo[a]pyrene for larval populations originally from unpolluted 

forest systems. Similarly, when it comes to larval populations from contaminated forests, specific 

activities of superoxide dismutase, catalase and glutathione S-transferases in the larvae midgut, as 

well as carboxylesterase activity and expression of Hsp70 in the brain of L. dispar larvae, could be 

potentially used in biomonitoring. 

 

Key words: Lymantria dispar L.; benzo[a]pyren; antioxidative enzymes; detoxification enzymes; 

Hsp70; digestive enzymes; fitness traits; biomarkers 
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4-MU-a-Glc 4-metilumbeliferil-a-D-glukopiranozid 

4-MU-Bu 4-metilumbeliferil butirat 

AA  akril amid 

AhR  receptor za aromatiļne ugljovodonike (engl. aryl hydrocarbon receptor) 

ANOVA jednofaktorska analiza varijanse 

APS amonijum persulfat 

ATP  adenozin trifosfat 

ATSDR  The Agency for Toxic Substances and Disease Registry 

B[a]P  benzo[a]piren 

BSA  albumin iz goveĽeg seruma (engl. bovine serum albumin) 

CaCl2 kalcijum hlorid 

CAT katalaza 

CDNB 1-hloro-2.4-dinitrobenzen 

CuZn SOD  bakar-cink superoksid dismutaza 

CYP  superfamilija enzima citohrom P450 (engl. cytochrom P450) 

DL-BAPNA  NŬ-benzoil-DL-arginin 4-nitroanilid hidrohlorid 

DNK  dezoksiribonukleinska kiselina 

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

DTT  ditiotreitol 

ECL   pojaļana hemiluminiscencija (engl. enhanced chemiluminescence) 

EC SOD  ekstracelularna izoforma superoksid dismutaze 

EDTA  etilen diamin tetra sirĺetna kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic   acid) 

ELISA            engl. enzyme linked immuno sorbent assay 

FAD  flavin adenin dinukleotid 

FeCl3  gvoģĽe (III)  hlorid 

Gly glicin 

GR  glutation reduktaza 

GST glutation S-transferaza 

GSSG oksidovana forma glutationa 

GSH              glutation 

H2O2  vodonik peroksid 

HCl  hlorovodoniļna kiselina  

HNO3 azotna kiselina 

HRP  peroksidaza iz rena (engl. horseradish peroxidase) 

Hsp   protein toplotnog ġoka (engl. heat shock protein) 

Hsp70  protein toplotnog ġoka 70 (engl. heat shock protein 70) 

IARC   International Agency for Research Cancer 

IBR   Integrisani odgovor biomarkera (engl. integrated biomarker response) 

K  kalijum 

K2HPO4 kalijum hidrogen fosfat 

K3Fe(CN)6  kalijum heksacijanoferat (III) 

KCl kalijum hlorid 

LSD  engl. Fisherôs least significant difference test 

Mg magnezijum 

MgCl2  magnezijum hlorid 

Mn SOD mangan superoksid dismutaza 

Mn mangan 

Na natrijum 

Na2CO3  natrijum karbonat 



NaCl natrijum hlorid  

NADH nikotinamid adenin dinukleotid 

NADPH  nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

NaF natrijum fluorid 

NaHCO3 natrijum bikarbonat 
NaNO2  natrijum nitrit 

NaOH natrijum hidroksid 

NP  populacija iz nezagaĽene ġume 

PAH policikliļni aromatiļni ugljovodonici (engl. polycyclic aromatic hydrocarbons) 

PBS  fosfatom puferisani fizioloġki rastvor (engl. phosphate-buffered saline) 

PBST  fosfatom puferisani fizioloġki rastvor sa Tween 20 (engl. phosphate-buffered saline 

with Tween 20) 

PMSF   fenil-metil-sulfonil-fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride) 

pNPP  p-nitrofenil fosfat 

pNP-a-D-Glc p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida 

pNPC  p-nitrofenil kaprilat 

PUZ   pufer za obradu uzorka 

RGR  relativna brzina rasta (engl. relative growth rate) 

ROS  reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxygen species) 

SDS PAGE natrijum dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforeza (engl. sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) 

SDS  natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate) 

SH  sulfhidrilna (tiolna) grupa 

SOD  superoksid dismutaza 

TBS   Tris pufer (engl. tris buffered saline) 

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

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

TMB  3,3ǋ,5,5ǋ-tetrametilbenzidin 

Tris  tris(hidroksimetil)aminometan 

Wt  masa larvi na kraju posmatranog perioda odnosno u treĺem danu petog stupnja 

W0  masa larvi na poļetku posmatranog perioda odnosno prvog dana treĺeg stupnja 

ZnS  cink sulfid 

ZP                   populacija iz zagaĽene ġume 
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1.1. Benzo[a]piren 

 

 Benzo[a]piren (B[a]P) je pentacikliļno, aromatiļno jedinjenje koje pripada policikliļnim 

aromatiļnim ugljovodonicima (PAH). Smatra se prototipskim predstavnikom ove klase organskih 

jedinjenja i vaģi za najviġe prouļavani PAH, primarno zbog ġirokog spektra njegovih toksiļnih 

efekata zabeleģenih kod laboratorijskih ģivotinja i u ljudskoj populaciji (Miler i Ramos, 2001). Ovo 

jedinjenje je ļvrstog agregatnog stanja, ģuĺkaste boje i molekulske mase od 252,31 g/mol. 

Benzo[a]piren je izrazito nepolarno jedinjenje, praktiļno nerastvorno u vodi (rastvorljivost je 

0,00162 mg/L na 25ÁC). Ukupni PAH i B[a]P predstavljaju znaļajne i sveprisutne organske 

zagaĽivaļe ģivotne sredine u koju dospevaju procesom nepotpunog sagorevanja organske materije. 

Ġumski poģari, vulkanska aktivnost i biosinteza od strane bakterija i biljaka ļine prirodne izvore 

PAH, koji daju gotovo zanemarljiv doprinos njihovom ukupnom sadrģaju u biosferi (Prabhukumar i 

Pagilla, 2010). Dominantni izvori PAH su mnogobrojne antropogene aktivnosti, pre svega 

industrijska delatnost koja ukljuļuje proizvodnju koksa i naftnih preraĽevina, kao i procese 

proizvodnje aluminijuma, gvoģĽa i ļelika, zatim, sistemsko i samostalno zagrevanje domaĺinstava 

sagorevanjem razliļitih goriva, emisija izduvnih gasova iz motornih vozila, spaljivanje komunalnog 

i industrijskog otpada, izlivanje i odlaganje nafte, ali i duvanski dim i termiļka obrada hrane (Shen i 

sar., 2011; Bari i sar., 2010; Liu i sar., 2008; Ravindra i sar., 2008; Mastral i Callen, 2000). Prema 

podacima IARC (International Agency for Research Cancer) (2012) proseļne koncentracije 

pojedinaļnih PAH u vazduhu bile su izmeĽu 1-30 ng/m
3 
u urbanim zonama, pri ļemu se istiļe da u 

okolini saobraĺajnih tunela i velikih metropola za vreme grejne sezone, ove vrednosti rastu i za 

nekoliko desetina nanograma po kubnom metru vazduha. U studiji o zastupljenosti B[a]P u 

atmosferi iznad Evrope zabeleģeno je da proseļna koncentracija ovog polutanta iznosi 0,5 ng/m
3
 u 

ruralnim i 2,7 ng/m
3
 u urbanim podruļjima na godiġnjem nivou, kao i da proseļan nivo 

optereĺenosti evropske populacije B[a]P iznosi 0,9 ng/m
3
 
 
ġto je blizu gornje granice zagaĽenja (1 

ng/m
3
) za 2012. godinu (Guerreiro i sar., 2016). Autori nisu uzimali u obzir koncentracije B[a]P 

izmerene u posebno zagaĽenim lokalitetima kao industrijskim, i zonama sa velikim saobraĺajnim 

prometom. Atmosfersko optereĺenje PAH u okolini aluminijumskih proizvodnih pogona raste i do 

100 ɛg/m
3
, dok se pri postupku asfaltiranja, beleģe koncentracije od 10-20 ɛg/m

3
 (IARC, 2012). 

Dimljena hrana proseļno sadrģi 100 ɛg/kg B[a]P, a voda za piĺe i do 5,5 ng/L (Berglind, 1982). 

 U atmosferi, preko 90% B[a]P adsorbovano je na aerosol, odnosno ļestiļne materije 

vazduha i to uglavnom na ļestice ļiji je preļnik manji od 2,5 ɛm tako da je njegova particija u 

gasnoj fazi veoma mala (Gao i sar., 2015; Venkataraman i Friedlander, 1994). Mokrom i suvom 

atmosferskom depozicijom benzo[a]piren dolazi u kontakt sa povrġinom zemlje, i pri tome je 

zabeleģeno da se veliki deo deponuje na vegetaciji (okvirno 40% svih PAH iz atmosfere) 

zahvaljujuĺi njegovoj lipofilnoj prirodi odnosno afinitetu prema lipidima i voskovima u okviru 

strukture zelenih delova biljki (Wang i sar., 2008; Alfani i sar., 2001; Howsam i sar., 2001; 

Howsam i sar., 2000). Vegetacija predstavlja vaģan prirodni slivnik za B[a]P i krucijalnu kariku za 

njegovu bioakumulaciju u herbivornim i karnivornim ģivotinjskim vrstama, preko kojih postaje i 

sastavni deo ljudske ishrane. 

 Benzo[a]piren zauzima osmo mesto na listi najvaģnijih otrova prema ATSDR (ʊhe Agency 

for Toxic Substances and Disease Registry) (2017) i pripada grupi 1 ï dokazanih kancerogena za 

ljude (IARC, 2012). Najviġe B[a]P akumulira se u jetri, bubrezima i gastrointestinalnom traktu kod 

sisara, a kako veoma lako prolazi kroz ĺelijske membrane zahvaljujuĺi svojoj lipofilnoj prirodi, u 

okviru ĺelija se koncentriġe u mitohondrijama i nukleusu, gde direktno utiļe na energetski 

metabolizam i naruġava strukturu DNK molekula (videti u Miller i Ramos, 2001). Benzo[a]piren je 

kancerogen i u mnogobrojnim studijama je dokazano da indukuje tumore u razliļitim ģivotinjskim 

vrstama, bez obzira na naļin njegove aplikacije (detaljno u IARC, 2012). Ovaj predstavnik PAH 

ispoljava i modulatorska svojstva u domenu endokrinih funkcija kod kiļmenjaka, ostvarujuĺi 

estrogene i antiestrogene efekte, kao i ekdosteroidne modifikacije kod beskiļmenjaka, bilo u 
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nativnoj formi ili preko svojih metaboliļkih intermedijera, na osnovu ļega je svrstan u endokrine 

disruptore (Lintelmann i sar., 2003; Oberdºrster i sar., 1999). Sveprisutnost B[a]P u ģivotnoj 

sredini, visoka perzistentnost i viġestruki aspekti ispoljavanja toksiļnosti predstavljaju veliku 

opasnost i znaļajno optereĺuju ģivi svet, zbog ļega je uspostavljanje efikasnih i jednostavnih naļina 

biomonitoringa od izuzetne vaģnosti, a posebno identifikacija osetljivih biohemijskih i fizioloġkih 

parametara izloģenosti ovom polutantu. 

 

1.2. Mehanizmi toksiļnosti benzo[a]pirena 

 
 Benzo[a]piren predstavlja prokancerogeno jedinjenje i njegovom metaboliļkom aktivacijom 

nastaju reaktivni intermedijeri preko kojih on ispoljava svoje toksiļne efekte (Slika 1). Metaboliļki, 

biotransformacioni procesi ovog jedinjenja izuzetno su sloģeni i podrazumevaju uļeġĺe velikog 

broja enzimskih sistema i formiranje mnogih intermedijera, sa veĺom ili manjom reaktivnoġĺu, i 

imaju za krajnji cilj njegovu eliminaciju. MeĽutim, proizvode nastale oksidativnim metabolizmom 

B[a]P uglavnom odlikuje visoka reaktivnost, koja na mnogo naļina dovodi do citotoksiļnosti, 

oġteĺenja bioloġkih makromolekula i naruġavanja integriteta i funkcija ĺelija (Miller i Ramos, 2001; 

Gelboin, 1980). Benzo[a]piren ulazi u proces detoksifikacije koji podrazumeva dejstvo razliļitih 

enzimskih sistema u okviru faze I i faze II gde se najpre formira niz elektrofilnih metabolita B[a]P ï 

arena, oksida, diola, fenola, epoksida i hinona, a zatim i njihovi polarni konjugati, najļeġĺe sa 

glutationom, sulfatom i glukuronidom ( videti u Miller i Ramos, 2001). Najvaģniji enzimi faze I 

detoksifikacije jesu citohrom P 450 monooksigenaze, a od kojih se istiļu CYP1A1, CYP1A2 i 

CYP1B1, zatim peroksidaze, reduktaze i razliļite hidrolaze, dok su glavni akteri u fazi II glutation 

S-transferaze, sulfotransferaze, glukozil transferaze i uridin 5'-difosfat glukuronosulfotransferaze 

(Shimada, 2006; Eling i sar., 1986). Dokazano je nekoliko mehanizama toksiļnosti benzo[a]pirena 

koji podrazumevaju njegove komplementarne metaboliļke puteve.  

 

 
Slika 1. Najvaģniji putevi metaboliļke transformacije B[a]P tokom faze I. detoksifikacije 

(prilagoĽeno iz Zhang i sar., 2012a) 

 

 Diol epoksidni mehanizam toksiļnosti zapoļinje oksidacijom B[a]P enzimima citohroma P 

450 i dobijanjem jedinjenja benzo[a]piren-7,8-oksida ġto se dalje, dejstvom epoksid hidrolaze 

prevodi u benzo[a]piren-7,8-diol, na koji ponovo deluje monooksigenaze citohrom P 450 i oksiduje 

ga u benzo[a]piren-7,8-diol-9,10-epoksid. Dioli, a posebno diol epoksidi B[a]P ispoljavaju 

kancerogena i genotoksiļna svojstva (Osborne i Crosby, 1987) kroz interakciju sa molekulima 

DNK, uglavnom preko purinskih baza, gde formiraju raznovrsne DNK adukte. Najreaktivniji diol 
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epoksid, i generalno najtoksiļniji intermedijer metabolizma B[a]P, jeste anti-benzo[a]piren-7,8-

diol-9,10-epoksid (BPDE) i najzasluģniji je za formiranje DNK adukta, indukciju mutacija u 

genima kao i razliļitih tumora kod eksperimentalnih ģivotinja (videti u IARC, 2010; Chakravarti i 

sar., 2008). Tung i sar. (2014) pokazali su da BPDE uzrokuje dvolanļane prekide DNK molekula, 

in vitro i in vivo, kao i da menja ekspresiju gena ukljuļenih u procese popravke ovih prekida, ġto 

ukazuje na poveĺanu frekvencu mutacija.  

 Oksidacijom benzo[a]pirena, transferom jednog elektrona kiseonika, dejstvom peroksidaze 

ili citohrom P 450 monooksigenaze nastaje radikal katjon, koji lako formira kovalentne adukte sa 

guaninom i adeninom, i u znaļajnoj meri izaziva depurinaciju DNK (Banasiewicz i sar., 2004; 

Melendez-Colon i sar., 1999; Wei i sar., 1999).  

 Enzimi aldo-keto reduktaze i dihidrodiol dehidrogenaze oksiduju benzo[a]piren-7,8-diol do 

benzo[a]piren-7,8-katehola, a zatim do benzo[a]piren-7,8-hinona koji osim ġto formira stabilne 

adukte sa DNK, izaziva njegovu depurinaciju i uzrokuje jednolanļane prekide dvostruke zavojnice, 

ali i kroz ponavljajuĺe redoks cikluse dovodi do znaļajnog porasta reaktivnih vrsta kiseonika 

(superoksid anjona, hidroksil radikala i vodonik peroksida) koje takoĽe oġteĺuju DNK i druge 

makromolekule (Mangal i sar., 2009; Balu i sar., 2006; Penning i sar., 1999). Veĺina epoksida 

B[a]P moģe se prevesti do fenolnih intermedijera, koji se takoĽe oksiduju do hinona, ġto dodatno 

poveĺava pul reaktivnih metabolita i kiseoniļnih radikala (Pelkonen i Nebert, 1982; Gelboin, 1980). 

Osim hinona, i drugi reaktivni metaboliti benzo[a]pirena (oksidi, diol epoksidi i katjon radikali) 

generiġu velike koliļine reaktivnih vrsta kiseonika i naruġavaju redoks ravnoteģu ĺelija dovodeĺi do 

oksidativnog stresa, zbog ļega se smatra da je poveĺanje sadrģaja prooksidanasa jedan od vaģnijih 

mehanizama toksiļnosti B[a]P (Zhang i sar., 2004; Kim i Lee, 1997). Istraģivanja su pokazala da su 

kod insekata najzastupljeniji intermedijeri metabolizma B[a]P dioli, fenoli, i posebno hinoni, ġto 

sugeriġe visok stepen produkcije kiseoniļnih radikala (He i sar., 1998; Hallstrom i Grafstrom, 

1981). 

 Benzo[a]piren direktno utiļe na regulaciju transkripcije gena, ġto postiģe vezivanjem za 

receptor za aromatiļne ugljovodonike (AhR). Ovaj receptor reguliġe transkripciju gena koji kodiraju 

mnoge enzime ukljuļene u fazu I i II detoksifikacije ksenobiotika, ukljuļujuĺi monooksigenaze 

citohrom P 450, aldehid dehidrogenaze i glutation S-transferaze. Postoje indikacije da AhR ima 

vaģnu ulogu u odgovoru na oksidativni stres, pri ļemu je pokazano da metabolizam ksenobiotika 

posredovan citohrom P 450 monooksigenazama, generiġe reaktivne vrste kiseonika, kao i da 

vezivanje liganda za AhR (npr. B[a]P) indukuje produkciju vodonik peroksida u mitohondrijama 

(Senft i sar., 2002; Nebert i sar., 2000). NaĽeno je da kod miġeva deficitarnih u genima za AhR, 

intravenozna i topikalna administracija B[a]P ne izaziva tumore, ġto direktno pokazuje vaģnost 

ovog receptora u ostvarivanju njegovih toksiļnih efekata (Shimizu i sar., 2000). 

 Zabeleģeno je da benzo[a]piren utiļe na puteve signalne transdukcije u ĺeliji remeĺenjem 

homeostaze jona Ca
2+

 i utiļe na ĺelijsku diferencijaciju i inhibira aktiviranje B i T limfocita kod 

ljudi i glodara, ġto sugeriġe i supresiju imunog odgovora (Romero i sar., 1997). Sa druge strane, 

naĽeno je da B[a]P ispoljava i imuno stimulativna svojstva kod insekata i zglavkara, aktiviranjem 

fagocitoze, inkapsulacije i produkcije superoksid anjon radikala od strane hemocita, u hemolimfi 

(Guo i sar., 2011; Hannam i sar., 2010; Pan i sar., 2006). Benzo[a]piren-7,8-hinon inhibira 

aktivnost protein kinaze C, ļime se onemoguĺava njena funkcija fosforilacije tokom prenosa signala 

od koje direktno zavisi transkripcija odreĽenih gena (Yu i sar., 2002). 

 IzmeĽu ostalih aspekata, pokazano je i da benzo[a]piren menja ekspresiju gena vezanih za 

proliferaciju i diferenciranje ĺelija (Jiao i sar., 2008; Oguri i sar., 2003; Zhao i Ramos, 1998), kao i 

da, zajedno sa svojim reaktivnim metabolitima, deluje induktivno na proces apoptoze (Xiao i sar., 

2007; Chen i sar., 2005).  
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1.3. Odgovori odbrambenih sistema insekata na intoksikaciju benzo[a]pirenom 
 

 Intoksikaciju benzo[a]pirenom karakteriġe aktivacija ekspresije viġe gena ukljuļenih u 

odgovore organizma na stres, ġto za posledicu ima poveĺanje aktivnosti i sinteze: enzima ukljuļenih 

u proces detoksifikacije B[a]P, ġto podrazumeva enzime iz faze I ï citohrom P 450 

monooksigenaze, reduktaze i hidrolaze (esteraze), kao i enzime iz faze II i to uglavnom glutation S-

transferaze, zatim antioksidativne enzime (superoksid dismutaza, katalaza i peroksidaze) i proteine 

toplotnog ġoka, hsp (od engl. heat shock protein). Benzo[a]piren znaļajno indukuje i ekspresiju 

mnogih gena koji kontroliġu ĺelijski ciklus i apoptozu (Zhang i sar., 2017; Riaz i sar., 2009; 

Akerman i sar., 2004). 

 

1.3.1. Antioksidativni enzimi ï superoksid dismutaza, katalaza i glutation reduktaza 
 

 Aerobni organizmi obezbeĽuju energiju koriġĺenjem molekulskog kiseonika kroz procese 

oksidativnog metabolizma (oksidativna fosforilacija) koji su praĺeni produkcijom slobodnih 

radikala odnosno reaktivnih vrsta kiseonika (od engl. reactive oxygen species, ROS). Ove vrste su 

izuzetno nestabilne zbog prisustva nesparenih elektrona i mogu naneti ozbiljnu ġtetu bioloġkim 

makromolekulima (lipidi, ugljenihidrati, proteini i nukleinske kiseline) ukoliko se ne uklone 

blagovremenim delovanjem enzimskih i ne-enzimskih komponenti antioksidativnog sistema 

(Ahmad, 1995). Stanja u kojima proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika prevazilazi kapacitet 

antioksidativne odbrane dovode do naruġavanja redoks ravnoteģe u ĺelijama i opisuju se kao 

oksidativni stres (Sies, 1991). Metaboliļke tranformacije benzo[a]pirena i aktiviranje signalnih 

puteva, praĺenih transkripcijom razliļitih gena vezivanjem ovog PAH za Ah receptor, dovode do 

stvaranja velike koliļine reaktivnih vrsta kiseonika u ĺelijama (Mangal i sar., 2009; Senft i sar., 

2002; Kim i Lee, 1997). Insekti su razvili niz mehanizama koji ih ġtite od delovanja prooksidanasa i 

spreļavaju oksidativni stres, kao ġto su izmeĽu ostalih enzimi antioksidativne odbrane superoksid 

dismutaza (SOD), katalaze i glutation reduktaze (GR) (Pardini, 1995; Ahmad i Pardini, 1990b). 

Aktivnosti ovih enzima antioksidativne odbrane pokazale su znaļajan bioindikatorski potencijal u 

praĺenju kopnenog i vodenog zagaĽenja benzo[a]pirenom kod razliļitih vrsta organizama.  

 Superoksid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1.) se ļesto opisuje kao prva linija odbrane od 

reaktivnih vrsta kiseonika, ġto ostvaruje katalizom dismutacije superoksid anjon radikala do 

vodonik peroksida i molekulskog kiseonika (McCord i Fridovich, 1988), na sledeĺi naļin: 

 

 
 

 Postoji viġe izoformi ovog metaloenzima zavisno od metala koji je prisutan u njegovom 

aktivnom centru - Fe SOD, Ni SOD, Mn SOD, Cu/Zn SOD, kao i ekstracelularna EC SOD. 

Njegova ĺelijska aktivnost je zastupljena u mitohondrijama kao Mn SOD i citoplazmi u obliku 

Cu/Zn SOD. Opisana je i vanĺelijska aktivnost ovog enzima kod insekata (Yu, 1994). 

 Studije dostupne u literaturi opisuju razliļite efekte benzo[a]pirena na SOD, ġto je verovatno 

uslovljeno razlikama izmeĽu razliļitih vrsta kiļmenjaka i beskiļmenjaka, kao i eksperimentalnim 

uslovima tretmana. Vodeni beskiļmenjaci, Mytilus galloprovincialis (Mytilida) i Saccostrea 

cucullata (Ostreida) odgovaraju indukcijom SOD aktivnosti na produģeno izlaganje B[a]P (Niygoi i 

sar., 2001; Porte i sar., 1991). Akutni tretman benzo[a]pirenom, uticao je na poveĺanje aktivnosti 

SOD kod larvi Chironomus sancticaroli (Diptera) (Vicentini i sar., 2017). Park i sar. (2012) 

detektovali su razlike u ekspresiji gena za Mn SOD i Cu/Zn SOD kod Chironomus riparius 

(Diptera) tokom kratkotrajnog prisustva B[a]P, pri ļemu je uglavnom zapaģena njihova supresija. 

Ilijin i sar. (2015) zabeleģili su da dugotrajno izlaganje larvi gubara (Lymantria dispar) 

benzo[a]pirenu dovodi do indukcije aktivnosti SOD u srednjem crevu.  

 Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6.) je enzim ļijim dejstvom se vodonik peroksid razlaģe do vode 

i molekulskog kiseonika (jednaļina ispod). Ovaj antioksidativni enzim odlikuje visoka efikasnost 
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uklanjanja vodonik peroksida, a brzina katalize je zavisna od koncentracije supstrata odnosno od 

donora vodonika (Diplock, 1994; Sichak i Dounce, 1986).  

 

 
 

 U aktivnom centru katalaza sadrģi Fe
3+

 i dominantno je zastupljena u peroksizomima ali i u 

citoplazmi i mitohondrijama insekata (Mockett i sar., 2003; Ahmad i sar., 1988). 

 Zabeleģeni su razliļiti efekti benzo[a]pirena na katalaznu aktivnost. Dugotrajno prisustvo 

B[a]P u medijumu vodenih beskiļmenjaka Perna viridis i M. galloprovincialis (Mytilida) dovelo je 

do znaļajnog poveĺanja specifiļne aktivnosti katalaze (Richardson i sar., 2008; Orbea i sar., 2002). 

Suprotno ovim nalazima, pokazano je da dvonedeljno izlaganje ovom PAH ne ostvaruje nikakav 

uticaj na katalaznu aktivnost zemljiġnog crva Eisenia fetida andrei (Haplotaxida) (Saint-Denis i 

sar., 1999). Kod insekatske vrste C. sancticaroli (Diptera) akutni tretman B[a]P znaļajno je 

redukovao aktivnost katalaze (Vicentini i sar., 2017). 

 Glutation reduktaza (GR, EC 1.6.4.2.) je homodimerni enzim koji u svakoj subjedinici 

sadrģi prostetiļku grupu flavin adenin dinukleotid (FAD). Katalizuje reakciju redukcije 

oksidovanog glutationa (GSSG) do redukovane forme (GSH), uz uļeġĺe nikotinamid adenin 

dinukleotid fosfata (NADPH) kao redukujuĺeg kofaktora. Reakcija podrazumeva prvo redukciju 

FAD pomoĺu NADPH i transfer redukujuĺeg ekvivalenta na redoks aktivan disulfid u aktivnom 

centru enzima, u kome zatim dolazi do redukcije GSSG (Tandoĵan i Ulusu, 2006; Ahmad i sar., 

1988). 

 

 
 

 Sliļno primerima koji su dati za SOD i katalazu, rezultati istraģivanja o uticaju 

benzo[a]pirena na aktivnost GR su veoma retki i nekonzistentni, ġto je verovatno u vezi sa model 

sistemima i uslovima izloģenosti toksikantu. Pokazano je da kratkotrajno izlaganje benzo[a]pirenu 

znaļajno indukuje aktivnost GR kod Pomatoschistus microps (Gobiiformes), ali i da 

ļetvoronedeljni tretman ovim polutantom ostvaruje isti efekat na GR kod P. viridis (Mytilida) 

(Vieira i sar., 2008; Richardson i sar., 2008). Suprotno ovim rezultatima, Gravato i Guilhermino 

(2009) naġli su da dugotrajno prisustvo B[a]P u bazenima sa vodom, nije imalo efekta na aktivnost 

GR kod Dicentrarchus labrax (Perciformes). Filipoviĺ i sar. (2019) detektovali su smanjenje 

aktivnosti glutation reduktaze kod larvi Euproctis chrysorrhoea (Lepidoptera) posle hroniļne 

ishrane fluorantenom. Podaci o uticaju benzo[a]pirena na aktivnost GR kod insekatskih vrsta ne 

postoje u dostupnoj literaturi. 

 

1.3.2. Enzimi koji uļestvuju u procesima detoksifikacije 
 

 Detoksifikacija ksenobiotika podrazumeva niz sloģenih procesa biotransformacije, tokom 

kojih se odvija aktivacija i deaktivacija intermedijernih jedinjenja u cilju njihove ekskrecije. 

Biotransformacija se odigrava u dve faze. U fazi I hidrofobnim ksenobioticima se poveĺava 

rastvorljivost u vodi kroz reakcije oksidacije, redukcije i hidrolize, aktivnim uļeġĺem mnogih 

citohrom P 450 monooksigenaza, reduktaza i karboksilesteraza. Tokom faze II metaboliļki 

intermedijeri faze I postaju znaļajno hidrofilniji zahvaljujuĺi reakcijama konjugacije sa sulfatima, 

glukuronidima i glutationom, pomoĺu razliļitih transferaza (glutation S-transferaza, uridin 5'-

difosfat glukuronosulfotransferaza) (Yu, 2004; Timbrell, 1991). Insekti su u svom prirodnom 

okruģenju suoļeni sa mnogim toksiļnim supstancama, prirodnog (sekundarni metaboliti biljaka ï 

alelohemikalije) ili veġtaļkog porekla (insekticidi, PAH i drugi organski zagaĽivaļi) zbog ļega 

poseduju razliļite detoksifikacione mehanizme, u okviru kojih karboksilesteraze, acetilholinesteraze 

i glutation S-transferaza (GST) ostvaruju vaģne uloge. Ovi detoksifikacioni enzimi poseduju visok 
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potencijal za upotrebu u biomonitoringu zagaĽenja razliļitim organskim polutantima (videti u Hyne 

i Maher, 2003). 

 Karboksilesteraze (EC 3.1.1.1.) su klasa a/ɓ hidrolaza koje katalizuju hidrolizu karboksilnih 

estara do sadrģavajuĺih alkohola i kiselina. Hidroliza supstrata odvija se u dva koraka, i prvo dolazi 

do nukleofilnog napada kiseonikom aminokiselinskog ostatka serina iz aktivnog mesta, na 

karbonilni ugljenik supstrata, uz istovremeno izdvajanje alkoholnog proizvoda i formiranje acil 

forme enzima. U drugom koraku ponovo dolazi do nukleofilnog napada molekula vode radi 

izmeġtanja serina i oslobaĽanja kiseline, ġto je praĺeno regeneracijom slobodnog enzima (Yan i sar., 

2009).  

 

 
Slika 2. Pojednostavljen mehanizam hidrolize karboksilestara dejstvom karboksilesteraza 

(prilagoĽeno iz Montella i sar., 2012). 

 

 Karboksilesteraze su najzastupljenija klasa esteraza u svim tkivima larvi L. dispar, osim u 

mozgu gde su dominantnije jedino acetilholinesteraze (Kapin i Ahmad, 1980). Kod insekata 

karboksilesteraze uļestvuju u mnogim fizioloġkim funkcijama ï digestiji hrane, modulaciji 

metabolizma, rasta i reprodukcije (Montella i sar., 2012; Jones i Bancroft, 1986).  

 Karboksilesteraze ļine vaģnu komponentu faze I detoksifikacionog sistema i ostvaruju 

vaģnu ulogu u razvoju otpornosti na viġe vrsta insekticida (Dubovskiy i sar., 2012; Dubovskiy i sar., 

2011; Hemingway i sar., 2004), tako da je najviġe studija uraĽeno upravo sa ciljem primene 

karboksilesteraza kao indikatora zagaĽenja ģivotne sredine insekticidima (Yan i sar., 2009; 

Wheelock i sar., 2008; Gunning i sar., 1996). Farcy i sar. (2013) su uoļili da prisustvo 

benzo[a]pirena poveĺava aktivnost karboksilesteraza u ġkoljkama Mytilus edulis (Mytilida). Autori 

su zakljuļili da u metabolizmu B[a]P verovatno uļestvuju karboksilestraze zbog ļega bi trebalo 

dodatno ispitati potencijal ovog enzima za primenu u ekotoksikoloġkim studijama. TakoĽe, 

Vicentini i sar. (2017) su pokazali znaļajnu osetljivost karboksilesteraza na prisustvo 

benzo[a]pirena i detektovali indukciju aktivnosti ovog enzima kod C. sancticaroli (Diptera). 

 Acetilholinesteraze (EC 3.1.1.7.) pripadaju familiji holinesteraza koje su specijalizovane za 

hidrolizu neurotransmitera acetilholina na acetat i holin, u sinaptiļkom prostoru, ļime se blokira 

nervni impuls (Fournier i sar., 1995). Smatraju se markerom neurotoksiļnosti kod insekata i 

izuzetno su osetljive na dejstvo organofosfatnih i karbamatnih pesticida koji inhibiraju njihovu 

aktivnost, zbog ļega se koriste kao biomarker prisustva ovih polutanata u okruģenju (Lionetto i sar., 

2011; Badiou i Belzunces, 2008). Znaļajno je poraslo interesovanje za acetilholinesteraze i njihovu 

ġiru primenu u biomonitoringu sredinskog zagaĽenja, zbog njihove osetljivosti na prisustvo PAH i 

drugih organskih polutanata (Richardi i sar., 2018; Mrdakoviĺ i sar., 2016; Rodrigues i sar., 

2013;Vieira i sar., 2008). 

 In vitro eksperimenti na acetilholinesterazama izolovanim iz jegulje Electrophorus 

electricus (Gymnotiformes) pokazali su da benzo[a]piren ostvaruje inhibitorni efekat na aktivnost 

ovog enzima (Jett i sar., 1999; Kang i Fang, 1997). Drugaļije rezultate dobili su Jifa i sar. (2006) 

koji su posle 18 dana boravka Lateolabrax japonicus (Perciformes) u bazenima sa dodatkom B[a]P 

detektovali znaļajno poveĺanje aktivnosti acetilholinesteraza. Indukcija aktivnosti ove holinesteraze 

naĽena je i u eksperimentima Vicentini i sar. (2017) nakon kratkotrajnog izlaganja larvi C. 

sancticaroli (Diptera) benzo[a]pirenu. Ilijin i sar. (2017) detektovali su inhibiciju 

acetilholinesterazne aktivnosti posle hroniļnog tretmana larvi L. dispar sa benzo[a]pirenom. 

 Glutation S-transferaze (GST, EC 2.5.1.18.) predstavljaju grupu multifunkcionalnih 

enzima koji imaju centralnu ulogu u fazi II detoksifikacije ksenobiotika. Postoji viġe izoformi 
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enzima koje su detektovane u citoplazmi i mitohondrijama eukariotskih ĺelija gde se uglavnom 

nalaze u solubilnom obliku, sa manjom frakcijom asociranom za membrane ĺelijskih struktura 

(Hayes i sar., 2005; Yu, 1996). Funkcija GST jeste konjugacija redukovanog glutationa (GSH) sa 

reaktivnim metabolitima ksenobiotika u cilju njihove lakġe ekskrecije. Mehanizam reakcije nije 

potpuno razjaġnjen, ali je poznato da se ostvaruje nukleofilnim napadom aktivirane sulfhidrilne 

grupe GSH (GS
-
H

+
) na elektrofilni supstrat (RX) i formiranjem tioetarske veze, pri ļemu se istiļe 

vaģnost generisanja aktivirane sulfhidrilne grupe GSH (Angelucci i sar., 2005).  

 

 
 

 Kod insekata GST ima vaģnu ulogu i u antioksidativnoj odbrani koju ispoljava uklanjanjem 

ġtetnih produkata lipidne peroksidacije, ali i redukcijom organskih peroksida do alkohola, 

zahvaljujuĺi peroksidaznoj katalitiļkoj aktivnosti nekih izoformi (Blagojeviĺ i Grubor-Lajġiĺ, 

2000). 

 Postoji dosta podataka o uticaju PAH i benzo[a]pirena na GST razliļitih vrsta kopnenih i 

vodenih insekata i zglavkara. Hroniļno izlaganje vodenih beskiļmenjaka Litopenaeus vannamei 

( Decapoda) i P. viridis (Mytilida) benzo[a]pirenu rezultovalo je znaļajnim poveĺanjem aktivnosti 

GST (Ren i sar., 2014; Richardson i sar., 2008). Sliļne rezultate dobili su i Riaz i sar. (2009) koji su 

pronaġli da trodnevni tretman larvi Aedes aegypti (Diptera) sa B[a]P deluje inducibilno na aktivnost 

GST kao i na ekspresiju viġe gena koji kodiraju izoforme ovog enzima. Sa druge strane, inhibicija 

aktivnosti GST naĽena je posle kratkotrajnog kontakta larvi C. sancticaroli (Diptera) sa 

benzo[a]pirenom (Vicentini i sar., 2017).  

 

1.3.3. Proteini toplotnog ġoka (Hsp70) 
 

 Proteini toplotnog ġoka (od engl. heat shock protein, Hsp) predstavljaju grupu veoma 

zastupljenih proteina u prokariotskim i eukariotskim ĺelijama, koji se na osnovu svojih primarnih 

funkcija nazivaju proteini stresa i molekulski ġaperoni. Esencijalni su za procese uvijanja proteina u 

nativne konformacije, pozicioniranja proteina u ĺeliji, degradacije oġteĺenih proteina, ali i 

spreļavanja njihove denaturacije (Morimoto i sar., 1994). Na osnovu molekulskih masa, 

aminokiselinske sekvence i uģih specijalnosti, Hsp su podeljeni na sledeĺe klase: proteini toplotnog 

ġoka malih molekulskih masa (sHsp) i one veĺih molekulskih masa - Hsp60, Hsp70, Hsp90 i 

Hsp100 (Gupta i sar., 2010). Proteini Hsp70 usko su vezani za stresna stanja u ĺeliji gde se njihova 

ekspresija i funkcija ispoljava kao odgovor na proteotoksiļnost indukovanu dejstvom razliļitih 

stresora (Lewis i sar., 1999). Proteotoksiļnost dovodi do aktivnog angaģovanja viġe izoformi Hsp70 

koje deluju u pravcu spreļavanja dalje denaturacije i uklanjanja abnormalnih proteina (Mayer i 

Bukau, 2005).  

 Istraģivanja su pokazala da su proteini Hsp70 osetljivi na prisustvo hemijskih zagaĽivaļa 

ģivotne sredine, zbog ļega su opseģno koriġĺeni u mnogim ekotoksikoloġkim studijama kao markeri 

proteotoksiļnosti u razliļitim model sistemima (Gupta i sar., 2010; Bierkens, 2000; Sanders i 

Martin, 1993; Sanders, 1993). Benzo[a]piren, uzrokuje oksidativni stres poveĺavanjem sadrģaja 

reaktivnih vrsta kiseonika koje oġteĺuju proteine oksidacijom tiolnih grupa i dovode do njihove 

destabilizacije (Freeman i sar., 1999). Reaktivni intermedijeri metabolizma B[a]P mogu formirati 

kovalentne i nekovalentne veze za strukturnim proteinima i enzimima, ġto naruġava njihove 

strukture i funkcije i dovodi do denaturacije (Aʾt-Aʾssa i sar., 2000; Voellmy, 1996). TakoĽe, 

veoma lipofilna jedinjenja kao benzo[a]piren, odlikuje sposobnost interakcije sa hidrofobnim 

aminokiselinskim ostacima proteina, lociranim unutar nativne konformacije, zbog ļega dolazi do 

poremeĺaja u njihovoj strukturi (Neuhaus-Steinmetz i Rensing, 1997). NaĽeno je da PAH i B[a]P 

snaģno indukuju ekspresiju gena za Hsp70 kod Eisenia fetida (Haplotaxida) (Zhang i sar., 2017), 

Tigriopus japonicas (Harpacticoida) (Rhee i sar., 2009), Oniscus asellus (Isopoda) (Kºhler i sar., 

1999) i C. tentans (Diptera) (Lee i sar., 2006). 
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1.4. Digestivni enzimi i energetski molekuli u hemolimfi 
 

 Digestivni trakt je mesto direktnog kontakta insekatskog organizma sa elementima ģivotne 

sredine, akumulacije nutrijenata, ali i antinutrijenata. Glavni procesi digestije i apsorpcije hrane 

odigravaju se u srednjem crevu ļije su epitelijalne ĺelije odgovorne za sintezu mnogobrojnih 

digestivnih enzima, procese transporta izmeĽu lumena i hemolimfe i odrģavanje gradijenta pH i 

jona kalijuma (Terra i Ferreira, 2012). IzmeĽu lumena i epitela srednjeg creva nalazi se peritrofna 

membrana hitinsko-proteinske strukture, koja spreļava fiziļka oġteĺenja epitela i prodiranje 

mikroorganizma u hemolimfu, ali i poveĺava digestivnu efikasnost (Terra, 2001). Osim glavne 

uloge u digestiji i apsorpciji, srednje crevo predstavlja i centralno metaboliļko mesto, zbog 

dominantne zastupljenosti komponenata antioksidativnog sistema kao i znaļajnog sadrģaja 

detoksifikacionih enzima (Smagghe i Tirry, 2001; Blagojeviĺ i Grubor-Lajġiĺ, 2000). Ovakva 

fizioloġka organizacija i koncentrisanje odbrambenih mehanizama na nivou srednjeg creva ukazuje 

na njegovu vitalnu ulogu u spreļavanju i kontroli toksiļnih efekata ksenobiotika unetih ishranom, 

zbog ļega je ovaj deo alimentarnog trakta insekata fiziļka barijera i prva linija odbrane (Dow, 1986; 

Dauterman i Hodgson, 1978). Pokazano je da se proces biotransformacije benzo[a]pirena 

dominantno odigrava u srednjem crevu i Malpigijevim cevļicama insekata, pri ļemu se veĺi deo 

ovog PAH i akumulira u crevu (He i sar., 1998; Van Brummelen i Van Straalen, 1996; Kumi i sar., 

1991). Ovi nalazi sugeriġu da najveĺi teret toksiļnosti benzo[a]pirena u srednjem crevu nose 

prisutni enzimi i drugi bioloġki makromolekuli, ukljuļujuĺi i razliļite membranske strukture. 

Naruġavanje aktivnosti digestivnih enzima i oġteĺenje ĺelijskih membrana epitela srednjeg creva 

ozbiljno ugroģava digestiju nutrijenata kao i njihovu apsorpciju, ġto direktno redukuje energetske 

izvore dostupne za metaboliļke procese i/ili deponovanje, i negativno utiļe na osobine fitnesa 

insekata.  

 Podaci u literaturi opisuju efekte razliļitih ksenobiotika na digestivne enzime insekata sa 

fokusom na uticaj alelohemikalija, zatim insekticida i u manjoj meri, uticaj teġkih metala kao vaģnih 

polutanata ģivotne sredine (Badiou-B®n®teau i sar., 2012; Charron i sar., 2013; Mrdakoviĺ i sar., 

2014; Vlahoviĺ i sar., 2015a). MeĽutim, dejstvo PAH odnosno B[a]P na digestivne enzime 

insekata, i to konkretno na proteaze, fosfataze, lipaze i a-glukozidaze, nije ispitano ni u jednoj 

studiji dostupnoj u literaturi do sada, koliko je nama poznato. Sveprisutnost i visoka toksiļnost 

ovog polutanta nameĺu vaģnost utvrĽivanja njegovih efekata na aktivnost digestivnih enzima, 

pogotovu ġto je glavni put intoksikacije benzo[a]pirenom kroz hranu.  

 Proteaze su grupa hidrolitiļkih enzima koji razlaģu proteine do aminokiselina. Egzoproteaze 

(egzopeptidaze) katalizuju hidrolizu peptidne veze od N- ili C- terminalnog kraja polipeptidnog 

lanca, sukcesivno uklanjajuĺi aminokiselinske ostatke (karboksipeptidaze i aminopeptidaze), dok 

endoproteaze (endopeptidaze) deluju na peptidne veze unutar polipeptidnog lanca. Digestivne 

egzoproteaze insekata dele se na serin, cistein i aspartat proteaze, na osnovu razlika u katalitiļkom 

mehanizmu, a proizvod njihove aktivnosti su oligopeptidi koje dalje razlaģu amino- i 

karboksipeptidaze (Terra i Ferreira, 2012). Veĺina proteazne aktivnosti u srednjem crevu 

Lepidoptera potiļe od serin proteaza ļiji su glavni predstavnici tripsin, himotripsin i elastaze 

(Srinivasan i sar., 2006) pri ļemu postoje indicije da tripsin i tripsinu-sliļne proteaze najviġe 

doprinose degradaciji proteina (Chougule i sar., 2008; Valaitis, 1995). Tripsin Lepidoptera 

hidrolizuje unutraġnje peptidne veze, bliģe C-terminalnom kraju polipeptidnog lanca i odlikuje se 

molekulskom masom od 20-35 kDa, sa optimalnom pH vrednoġĺu iznad 9 (Terra i Ferreira, 1994). 

Aminopeptidaze insekata su metaloenzimi koji uklanjaju aminokiselinske ostatke sa N-terminalnog 

kraja oligopeptida i kod Lepidoptera su vezane za citoplazmatiļnu membranu ĺelija crevnog epitela 

odnosno za mikroresice epitela (Valaitis, 1995). Karakteristiļne molekulske mase su od 90-130 

kDa, a vrednosti pH optimalne za aktivnost enzima su izmeĽu 7 i 9 (Terra i Ferreira, 2012). 

 Uoļeno je da kod Lepidoptera postoji viġe grupa aminopeptidaza sa velikim brojem 

izoformi, ļija se ekspresija menja u zavisnosti od sastava supstrata radi efikasnije digestije, kao i u 

sluļajevima prisustva inhibitora proteazne aktivnosti, gde se favorizuju rezistentnije izoforme 
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(Crava i sar., 2010; Wang i sar., 2005a; Rajagopal i sar., 2003). Znaļajne promene proteazne 

aktivnosti zabeleģene su pri delovanju hemijskih kontaminanata ģivotne sredine na zglavkare i 

insekte (Charron i sar., 2013; Vlahoviĺ i sar., 2015a). 

 Alkalne i kisele fosfataze katalizuju hidrolizu raznovrsnih fosfomonoestara, obezbeĽuju pul 

fosfata u neorganskom obliku, uļestvuju u reakcijama transfosforilacije i aktivno uļestvuju u 

zavrġnim fazama varenja hrane (Terra i sar., 1996; Cheung i Low, 1975). Alkalna fosfataza se 

smatra markerom mikroresica epitela srednjeg creva gde je, u okviru kolumnarnih ĺelija, locirana 

glavna, membranska frakcija ovog enzima, ukljuļena u procese digestije i apsorpcije nutrijenata. 

Solubilna forma alkalne fosfataze prisutna je na apikalnoj povrġini peharastih ĺelija i odlikuje se 

ATP-aznom aktivnoġĺu preko koje uļestvuje u regulaciji jonske i osmotske ravnoteģe izmeĽu 

lumena creva i hemocela (Terra i Ferreira, 2012; Eguchi, 1995; Azuma i Eguchi, 1989). Tkivno su 

najzastupljenije u srednjem crevu i Malpigijevim sudovima (Ferreira i Terra, 1980). Promene u 

aktivnosti alkalnih fosfataza vezane su za presvlaļenje i dijapauzu insekata, odgovor na stres, a 

doprinose i razvoju otpornosti na infekcije i insekticide (Wang i sar., 2011; Rauschenbach i sar., 

2007; Miao, 2002; Yi i Adams, 2001; Sukhanova i sar., 1996).  

 Kisele fosfataze, pored vaģne uloge u digestiji nutrijenata, odlikuje uļeġĺe u mnogim 

metaboliļkim procesima, ukljuļujuĺi transport jona, resorpciju vode, ekskreciju, rast i metarmofozu 

insekata, ali i funkcije u nadomeġĺivanju ĺelija tokom apoptoze (Terra i Ferreira, 2012; Yi i Adams, 

2001; Cheung i Low, 1975; Sridhara i Bhat, 1963). Postoji viġe izoformi ovih enzima razliļitih 

fiziļkih svojstava i supstratnog afiniteta, od kojih je u crevu insekata odnosno citoplazmi ĺelija 

epitela dominantna solubilna forma, dok su u manjoj meri, izoforme vezane za membranu. 

Aktivnost solubilnih kiselih fosfataza inhibira se dejstvom fluorida, tartarata i molibdata, dok 

membranske izoforme pokazuju rezistenciju prema ovim hemikalijama (Terra i Ferreira, 1994; 

Terra i sar., 1988). MeĽutim, postoje i dokazi da inhibiciji ne podleģu sve kisele fosfataze u 

citoplazmi, veĺ samo one ukljuļene u procese degradacije makromolekula u okviru lizozoma, koje 

se smatraju markerom ovih organela (Nemec i Ģenka, 1996; Aidells i sar., 1971). 

 Fosfataze insekata pokazuju osetljivost prema teġkim metalima (Badiou-B®n®teau i sar., 

2013; Vlahoviĺ i sar., 2013; Vlahoviĺ i sar., 2009). Mnoge studije pokazuju znaļajan, uglavnom 

negativan uticaj sekundarnih metabolita biljaka na aktivnost alkalnih i kiselih fosfataza Lepidoptera, 

ġto za posledicu ima smanjenu efikasnost digestije nutrijenata i nepovoljan uticaj na osobine fitnesa 

insekata (Senthil-Nathan, 2013; Basiouny i sar., 2010; Senthil-Nathan i sar., 2009; Senthil-Nathan i 

sar., 2007; Senthil-Nathan, 2006). Veliki broj sekundarnih metabolita biljnog porekla ima sloģene, 

policikliļne i steroidne hemijske strukture, nalik benzo[a]pirenu (Senthil-Nathan, 2013; Senthil-

Nathan i sar., 2005), tako da se moģe pretpostaviti i da ovaj PAH interaguje sa fosfatazama u 

srednjem crevu. Istraģivanja na vodenim beskiļmenjacima pokazala su da PAH i B[a]P ozbiljno 

oġteĺuju integritet i funkcionisanje ĺelija crevnog epitela, dovodeĺi do uveĺanja broja i dimenzija 

glatkog endoplazmatiļnog retikuluma i lizozoma (Lowe i sar., 2006; Lowe i sar., 1981) ukazujuĺi 

na potencijalnu upotrebu alkalnih i posebno kiselih fosfataza kao enzimskih indikatora toksiļnosti 

benzo[a]pirena.  

 Lipaze su velika grupa enzima koja katalizuje hidrolitiļko isecanje karboksil estarske veze 

primarno triacilglicerola i diacilglicerola, i u manjoj meri galaktolipida i fosfolipida, pri ļemu se 

oslobaĽaju masne kiseline. Digestivne lipaze insekata ili triacilglicerol lipaze ostvaruju svoju 

funkciju u digestiji lipidnih komponenti hrane, pomoĺu razliļitih surfaktanata koji obezbeĽuju 

efikasnu emulgaciju masti i formiranje velike dodirne povrġine izmeĽu vodenih i lipidnih molekula, 

koje su neophodne za dejstvo ovih enzima (Terra i sar., 1996; De Veau i Schultz, 1992). U 

srednjem crevu Lepidoptera nalaze se i lipaze koje funkcioniġu kao galaktolipaze i fosfolipaze 

(Christeller i sar., 2011; Horne i sar., 2009), a postoje dokazi da neke od digestivnih lipaza L. dispar 

pokazuju i potencijalnu esteraznu aktivnost (Mrdakoviĺ i sar., 2008). Digestivne lipaze insekata 

uļestvuju i u procesima metarmofoze i apoptoze (Nishiura i sar., 2007). Zabeleģena je antivirusna 

aktivnost digestivnih lipaza larvi Bombyx mori (Lepidoptera) kroz degradaciju omotaļa virusnog 
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kapsida, kao i njihov vaģan doprinos u razvijanju otpornosti na insekticide (Ara¼jo i sar., 2008; 

Ponnuvel i sar., 2003).  

 Ŭ-glukozidaze katalizuju hidrolizu terminalnog, neredukujuĺeg molekula Ŭ-1,4-glukoze sa 

aril ili alkil glikozida, disaharida, oligosaharida, maltoze i maltodekstrina. Veĺina insekatskih Ŭ-

glukozidaza locirana je u srednjem crevu, uglavnom u solubilnoj formi ili zarobljena u okviru 

glikokaliksa koji naleģe na membrane epitelnih ĺelija, dok je manji deo ovih enzima vezan za 

membranu mikroresica epitelnih ĺelija (Silva i Terra, 1995; Terra i Ferreira, 1994). Ovi enzimi 

imaju krucijalnu ulogu u finalnim procesima digestije ugljenih hidrata. Zabeleģena je znaļajna 

modulacija aktivnosti Ŭ-glukozidaza od strane biljnih alelohemikalija kao i pri izlaganju teġkim 

metalima (Senthil-Nathan, 2013; Vlahoviĺ i sar., 2015b). 

 Lipaze i Ŭ-glukozidaze predstavljaju veoma vaģne digestivne enzime jer omoguĺavaju 

metaboliļko koriġĺenje molekula sa najveĺim energetskim sadrģajem, odnosno ugljenih hidrata i 

lipida. Dostupnost energetskih depoa je od vitalnog znaļaja za rast, razvoj i reprodukciju insekata 

kako u normalnim uslovima tako i pri dejstvu stresa, kada se potrebe za energijom znaļajno 

poveĺavaju usled angaģovanja razliļitih odbrambenih mehanizama. OdreĽivanje aktivnosti ovih 

enzima kao i sadrģaja lipida i glavnog ugljenohidratnog molekula u hemolimfi insekata - trehaloze, 

moģe biti od velikog znaļaja u proceni efekata toksiļnih supstanci i posluģiti kao biohemijski 

pokazatelj prisustva i dejstva polutanata prisutnih u ģivotnoj sredini. Masno telo insekata kombinuje 

svojstva i funkcije jetre i adipoznog tkiva kiļmenjaka, ostvarujuĺi fundamentalnu ulogu u 

deponovanju i metabolizmu lipida i ugljenih hidrata, kao i sintezi proteina hemolimfe. Tokom 

dugotrajnih potreba insekata za energijom, dolazi do mobilizacije lipida sa najveĺim sadrģajem 

metaboliļke energije - triacilglicerola, iz masnog tela u hemolimfu, gde se slobodne masne kiseline 

u formi lipoforina, transportuju do targetnih tkiva (Van der Horst, 2003). Trehaloza je neredukujuĺi 

disaharid glukoze koji predstavlja dominantni ġeĺer u hemolimfi insekata, u koju dospeva 

razlaganjem glikogena u masnom telu. Koncentracija ovog energetski bogatog molekula je pod 

endokrinom kontrolom i direktno je zavisna od uslova ģivotne sredine, fizioloġkog stanja insekata i 

njihove ishrane (Thompson, 2003). 

 Pokazani su negativni efekti razliļitih hemijskih zagaĽivaļa na mnoge komponente 

energetskog metabolizma zglavkara i insekata (Vlahoviĺ i sar., 2015b; Avigliano i sar., 2014; 

Oliveira i sar., 2013; Lavar²as i sar., 2006; Choi i sar., 2001). 

 

1.5. Benzo[a]piren i osobine fitnesa insekata 
 

 Prisustvo hemijskih toksikanata poput PAH i benzo[a]pirena predstavlja svojevrstan izazov 

za organizme, ukljuļujuĺi insekte, u smislu optimalne preraspodele energetskih resursa izmeĽu 

odrģavanja fizioloġkih i biohemijskih funkcija na optimalnom nivou, i aktiviranja razliļitih, 

energetski zahtevnih, odbrambenih sistema (Calow, 1989). Kako bi obezbedili preģivljavanje, 

insekti troġe najviġe metaboliļke energije na odvijanje detoksifikacionih procesa vezanih za 

metaboliļku transformaciju i ekskreciju benzo[a]pirena, kao i na zaġtitne sisteme, neophodne u 

prevenciji i sanaciji njegovih toksiļnih efekata (antioksidativni sistem i Hsp70), zbog ļega dolazi do 

redukcije razviĺa, rasta i reproduktivnih karakteristika jedinki (Van Straalen i Hoffmann, 2000; 

Forbes i Calow, 1996). Ovakve odbrambene strategije po principu uskraĺivanja i ukidanja 

energetskog budģeta za metaboliļke procese koji direktno definiġu osobine fitnesa, imaju znaļajan 

uticaj na populacionu dinamiku insekata (Sibly i Calow, 1989). Parametri fitnesa mogu pruģiti 

vaģne informacije o efektima zagaĽivaļa na nivou populacije. 

 Dokumentovano je viġe podataka o uticaju PAH i benzo[a]pirena na osobine ģivotne istorije 

zglavkara. Bang i sar. (2009) su pokazali da B[a]P uzrokuje telesne deformacije kod Tigriopus 

japonicus (Harpacticoida) i da znaļajno usporava njihovo razviĺe. Dugotrajna ishrana 

benzo[a]pirenom dovela je do znaļajne redukcije mase kod Oniscus asellus i Porcellio scaber 

(Isopoda) (Van Brummelen i Stuijfzand, 1993), a kod Daphnia magna (Cladocera) uoļeno je i 

smanjenje reproduktivne sposobnosti adulta (Ha i Choi, 2009). Kod insekatske vrste C. dilutus 
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(Diptera) hroniļno izlaganje benzo[a]pirenu imalo je negativan efekat na razvoj larvi i reprodukciju 

adulta (Du i sar., 2014). Prud'homme i sar. (2017) zapazili su da B[a]P znaļajno ubrzava razviĺe 

larvi A. aegypti (Diptera), ali i poveĺava stopu mortaliteta. Sa druge strane, Ilijin i sar. (2015) naġli 

su da dugotrajna dijeta larvi L. dispar sa benzo[a]pirenom dovodi do znaļajne redukcije njihovih 

masa i produģava vreme razviĺa. Sliļan rezultat dobili su Mrdakoviĺ i sar. (2015) pri ispitivanju 

uticaja PAH, fluorantena na osobine fitnesa larvi L. dispar.  

 

1.6. Biomarkeri zagaĽenja ģivotne sredine 

 
 Izuzetan znaļaj u praĺenju vrste i koliļine zagaĽenja, tj. kontroli kvaliteta ģivotne sredine, 

pridaje se bioloġkom monitoringu ili biomonitoringu, koji podrazumeva praĺenje specifiļnih 

bioloġkih odgovora organizama na promene u kvalitetu ģivotne sredine, kao i akumulacije 

ksenobiotika u njihovim tkivima (Peakall i Walker, 1994).  

 Za razliku od hemijskog monitoringa kojim se odreĽuje koncentracija zagaĽivaļa u ģivotnoj 

sredini, biomonitoring daje prednost odreĽivanju bioloġkih efekata zagaĽivaļa, na razliļitim 

nivoima bioloġke organizacije. Prisustvo zagaĽivaļa, ļak i u niskim koncentracijama, deluje stresno 

na organizme i indukuje niz kaskadnih odgovora u cilju odbrane i zaġtite od toksiļnih efekata, pri 

ļemu su ovi bioloġki dogaĽaji izuzetno brzi, a mnogi i specifiļno povezani sa odreĽenim tipom 

zagaĽivaļa. Biomarker se definiġe kao bilo koja promena u bioloġkom odgovoru (promene na nivou 

gena i molekula, na nivou ĺelija i tkiva, fizioloġke, kao i promene ponaġanja) koja moģe biti 

povezana sa prisustvom ksenobiotika u ģivotnoj sredini, ili njihovim toksiļnim efektima (Kaviraj i 

sar., 2014; Peakall, 1994). Izuzetno je vaģno da biomarkeri ukazuju na rano prisustvo stresa u 

organizmima, odnosno da se njihovi odgovori mogu detektovati pre izazivanja ozbiljnih posledica 

na jedinke i njihove populacije. Kao posebno osetljiva grupa istiļu se molekularni biomarkeri ï 

geni, proteini i metaboliti, ļiji su odgovori brzi i lako merljivi, ġto im daje prednost u odnosu na 

biomarkere vezane za viġe nivoe bioloġke organizacije (Paniagua-Michel i Olmos-Soto, 2016). 

Zahvaljujuĺi tome ġto istiļu vezu izmeĽu kontaminanata i bioloġkih promena u organizmima, 

biomarkeri nalaze opseģnu primenu u ekotoksikoloġkim studijama, koje podrazumevaju 

prouļavanje toksiļnih efekata polutanata u laboratorijskim i terenskim uslovima, sa svrhom procene 

zagaĽenja i monitoringa (Forbes i sar., 2006). 

 Biomarkeri se mogu podeliti u tri grupe, na: biomarkere izloģenosti, biomarkere efekta i 

biomarkere osetljivosti (Shugart i sar., 1992). Biomarkeri izloģenosti obuhvataju kvalitativno i 

kvantitativno odreĽivanje egzogenih supstanci, njihovih metabolita ili proizvoda interakcije 

ksenobiotika i ciljnih molekula ili ĺelija, u okviru organizma. U ovaj tip spada praĺenje akumulacije 

kontaminanata u tkivima organizama. Biomarkeri efekta podrazumevaju merljive biohemijske, 

fizioloġke ili druge promene u tkivima i telesnim teļnostima organizma, koje se mogu povezati sa 

utvrĽenim ili izvesnim pogorġanjem zdravlja ili boleġĺu. Biomarkeri osetljivosti istiļu nasleĽenu ili 

steļenu sposobnost organizma da odgovori na izloģenost specifiļnim ksenobioticima. Ova grupa 

biomarkera ima poseban znaļaj u rasvetljavanju variranja nivoa odgovora na izloģenost polutantima 

kod razliļitih jedinki. TakoĽe je uspostavljeno viġe kriterijuma koje bi biomarkeri trebalo da ispune 

radi pravilne i efikasne primene u biomonitoringu odnosno njihove validacije. Van der Oost i sar. 

(2003) istiļu kao neophodne uslove za uspeġnu primenu biomarkera, pre svega jednostavnost, 

pouzdanost i nisku cenu analize, zatim osetljivost i definisanost baziļnog odgovora kao i varijacija 

u prirodi, i u prisustvu ksenobiotika. TakoĽe ukazuju na vaģnost identifikacije prirode odgovora na 

delovanje biotiļkih i abiotiļkih faktora koji mogu uticati na biomarkere, kao i na poznavanje 

mehanizma toksiļnosti i veza sa efektima ksenobiotika na viġim bioloġkim nivoima. Uoļeno je da 

na odgovore biomarkera mogu znaļajno uticati razliļiti fizioloġki i sredinski faktori, kao ġto su 

genetiļko nasleĽe, starost, reproduktivni status i pol jedinki, temperatura, geografske odlike terena i 

dostupnost hrane. Razliļite populacije jedinki iste vrste, u zavisnosti od istorije kontakta sa 

polutantima u ģivotnoj sredini, mogu ispoljiti drugaļije biomarkerske odgovore, usled moguĺeg 

razvoja genetiļkih i fenotipskih adaptacija, karakteristiļnih kod produģenog dejstva stresora. 
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Poseban problem predstavljaju staniġta koja su optereĺena kombinacijom viġe razliļitih polutanata, 

gde se indukovani bioloġki odgovori mogu meĽusobno poniġtiti ili intenzivirati (Forbes i sar., 2006; 

Brammell i sar., 2004; Shugart i sar., 1992). Viġe studija pokazalo je da populacija riba Fundulus 

heteroclitus (Cyprinodontiformes) iz reke Elizabet sa visokim stepenom zagaĽenja PAH i 

polihlorovanim bifenilima, ne ispoljava toksiļne efekte karakteristiļne za mehanizam dejstva 

benzo[a]pirena i sliļnih PAH. Razlog je bila desenzitizacija glavnog receptora za ova jedinjenja, 

AhR, odgovornog za pokretanje bioloġkih odgovora, ukljuļujuĺi monooksigenaze citohrom P 450, 

ļije aktiviranje izostaje (Wills i sar., 2010; Meyer i sar., 2003; Meyer i Di Giulio, 2002; Ownby i 

sar., 2002). Zahvaljujuĺi ovim genetiļkim adaptacijama, populacija preģivljava i uspeva u prisustvu 

polutanata, ali kod ovih jedinki, monooksigenaze citohrom P 450 koje su prihvaĺeni biomarker 

izloģenosti za B[a]P, nemaju relevantan bioloġki odgovor. Zbog toga se sve viġe istiļe vaģnost i 

prednost upotrebe kombinacije nekoliko komplementarnih biomarkera (Badiou-B®n®teau i sar., 

2013). Primenom metode integrisanog odgovora biomarkera (od engl. integrated biomarker 

response, IBR) omoguĺava se jednostavna interpretacija bioloġkih odgovora nekoliko biomarkera, 

grafiļkim prikazivanjem poligonalnih povrġina i izraģavanjem IBR indeksa (Devin i sar., 2014; 

Beliaeff i Burgeot, 2002). Metoda se ļesto primenjuje u proceni kvaliteta ģivotne sredine primenom 

kombinacije viġe biomarkera, ļime se omoguĺava simultano tumaļenje njihove osetljivosti (Hou i 

sar., 2016; Kim i sar., 2010). 
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Ciljevi ove disertacije su sledeĺi: 

 

1. Odrediti specifiļnu aktivnost antioksidativnih enzima - superoksid dismutaze, katalaze i glutation 

reduktaze u srednjem crevu larvi, kao i aktivnost superoksid dismutaze i katalaze u hemolimfi larvi 

L. dispar V stupnja, detektovati i kvalitativno analizirati izoforme. 

2. Odrediti specifiļnu aktivnost detoksifikacionih enzima - karboksilesterza i glutation S-transferaza 

u srednjem crevu larvi, kao i karboksilesteraza i acetilholinesteraza u mozgu larvi L. dispar V 

stupnja, detektovati i kvalitativno analizirati izoforme. 

3. Ispitati promene u koncentraciji proteina toplotnog ġoka Hsp70 u srednjem crevu i mozgu larvi L. 

dispar V stupnja, nakon intoksikacije benzo[a]pirenom. 

4. Odrediti specifiļnu aktivnost digestivnih enzima u srednjem crevu larvi L. dispar V stupnja - 

tripsina, leucin aminopeptidaze, alkalnih fosfataza, kiselih fosfataza (ukupnih, lizozomskih i 

nelizozomskih), lipaza i Ŭ-glukozidaza, uz kvalitativnu analizu njihovih izoformi. 

5. Utvrditi koncentraciju lipida i trehaloze u hemolimfi larvi L. dispar V stupnja. 

6. Utvrditi uticaj benzo[a]pirena na osobine fitnesa - preģivljavanje larvi L. dispar, trajanje razviĺa 

larvi, masu larvi i relativnu brzinu rasta na V stupnju. 

7. Proceniti sve ispitane parametre kao potencijalne biomarkere kontaminacije benzo[a]pirenom u 

odnosu na osetljivost prema primenjenim koncentracijama benzo[a]pirena, kao i u zavisnosti od 

obrazaca odgovora kod populacija L. dispar razliļitog porekla. 

8. Proceniti da li je vrsta L. dispar pogodna kao bioindikator zagaĽenja benzo[a]pirenom. 
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3.1. Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) (gubar) 
 

 Lymantria dispar je fitofagna polifagna insekatska vrsta koja nastanjuje ġumska prostranstva 

Evrope, Azije, Severne Afrike, Severne i Juģne Amerike. Procenjeno je da u svojoj ishrani koristi 

viġe od 500 razliļitih biljnih vrsta (Lance, 1983). Ģenke polaģu jaja u leglima jednom godiġnje pri 

ļemu sve larve iz istog legla predstavljaju potomstvo jednog muģijaka i jedne ģenke (full-sib 

familija). Da bi se jaja saļuvala od predatora, isuġivanja, niskih temperatura i drugih nepovoljnih 

spoljaġnjih uslova, ģenka L. dispar oblaģe legla dlaļicama sa svog abomena. Jaja se polaģu leti i 

nakon mesec dana neophodnih za potpuno formiranje larvi, embrioni ulaze u period mirovanja, 

dijapauze, sve do proleĺa kada dolazi do piljenja larvi. L. dispar odlikuje holometabolno razviĺe sa 

veĺim brojem larvenih stupnjeva, i to pet kod muģjaka i ġest kod ģenki. Adulti izlaze iz lutki tokom 

leta. Muģjaci su letaļi smeĽe boje dok su ģenke bele, znatno krupnije i bez sposobnosti letenja. L. 

dispar je pogodan model sistem sa dobro opisanom i definisanom fiziologijom, koju karakteriġe 

ġiroka rasprostranjenost, kratak ģivotni ciklus kao i moguĺnost jednostavnog gajenja i manipulisanja 

u laboratorijskim uslovima.  

 

3.2. Uslovi gajenja  
 

 Legla L.dispar sakupljena su u jesen, tokom novembra 2013. godine, na dva lokaliteta u 

Srbiji. Prvi lokalitet je meġovita hrastova ġuma u Majdanpeku (nezagaĽena lokacija, 44Á25'17'' N, 

21Á56'06'' E), koja pripada Nacionalnom parku ņerdap i kao zaġtiĺeno podruļije Republike Srbije 

nije izloģena direktnom uticaju znaļajnih izvora zagaĽenja. Druga lokacija sa koje potiļu legla 

takoĽe je meġovita hrastova ġuma, i to iz okoline Bora (zagaĽena lokacija, 44Á04'29.57'' N, 

22Á05'45.28'' E). U Boru se nalazi rudarsko topioniļarski basen Bor D.O.O, jedan od najveĺih 

rudnika bakra u ovom delu Evrope, i kao takav predstavlja znaļajan izvor zagaĽenja vazduha, vode 

i zemlje. Monitoringom kvaliteta vazduha u Boru detektovana je poviġena koncentracija 

policikliļnih aromatiļnih ugljovodonika (od engl. polycyclic aromatic hydrocarbones, PAH) veĺih 

molekulskih masa na suspendovanim ļesticama gasne faze (Ģivkoviĺ i sar., 2015). TakoĽe, 

pronaĽene su veĺe koncentracije razliļitih PAH u biljkama gajenim u blizini ovog rudarskog 

postrojenja (Alagiĺ i sar., 2016).  

 Odabrana legla ļuvana su na 4ÁC do aprila 2014., kada su oļiġĺena od dlaļica i povrġinski 

sterilisana potapanjem u 5% varikinu (natrijum hipohlorit), nakon ļega su isprana u destilovanoj 

vodi i ostavljena da se osuġe na vazduhu. Pripremljena jaja su drģana na 23ÁC i fotoperiodu od 12 h 

svetla i 12 h mraka do piljenja, nakon ļega su larve hranjene veġtaļkom dijetom za laboratorijsko 

gajenje L. dispar (OôDell i sar., 1984; Bell i sar., 1981), na istoj temperaturi i fotoperiodu. Gajeno je 

po deset larvi u jednoj Petrijevoj posudi (V = 200 mL) sve do ulaska u treĺi larveni stupanj posle 

ļega je gajeno po pet larvi u jednoj Petrijevoj posudi, da bi po prelasku u ļetvrti larveni stupanj, 

svaka jedinka gajena pojedinaļno u Petrijevoj posudi do ģrtvovanja. Hrana je menjana na 48 h. 

 

3.3. Eksperimentalne grupe 
 

 Ispitivan je hroniļani uticaj policikliļnog aromatiļnog ugljovodonika (PAH), 

benzo[a]pirena (B[a]P) na populacije larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene (Majdanpek, 

nezagaĽena ġuma - NP) i zagaĽene (Bor, zagaĽena ġuma - ZP) ġume. Benzo[a]piren je dodavan u 

veġtaļku dijetu larvi. Benzo[a]piren (Benzo[a]pyrene, Ó 96% (HPLC), Sigma - Aldrich, Cat. No. 

B1760) najpre je rastvaran u minimalnoj zapremini acetona, a zatim je taj rastvor meġan sa ostalim 

sastojcima veġtaļke dijete, osim agara i vode. Agar, prokuvan u destilovanoj vodi i prohlaĽen, 

dodavan je na kraju pripreme veġtaļke dijete. Homogeno izmeġana masa dijete ravnomerno je 

sipana u plitke i ġiroke plastiļne posude u kojima je ostavljena 4 h radi isparavanja zaostalog 

acetona. Koriġĺene su dve koncentracije B[a]P u hrani: 5 ng B[a]P/g suve mase hrane i 50 ng 

B[a]P/g suve mase hrane. Ove dve koncentracije benzo[a]pirena, odabrane su za eksperiment na 
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osnovu rezultata merenja sadrģaja B[a]P na liġĺu nekoliko vrsta hrasta (Quercus sp.), koji je biljka 

izbora u ishrani larvi L. dispar (Howsam i sar., 2000). Larve su bile hroniļno izloģene B[a]P, od 

izleganja do treĺeg dana petog stupnja, kada su ģrtvovane. Formirano je ġest eksperimentalnih 

grupa, pri ļemu je svaka grupa sadrģala po 65 jedinki: 

- NP 0 ng - kontrolna grupa larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene populacije gajena na 

veġtaļkoj dijeti bez dodatka B[a]P. 

- NP 5 ng - larve L. dispar poreklom iz nezagaĽene populacije gajene na veġtaļkoj dijeti sa 

dodatkom 5 ng B[a]P/g suve mase hrane. 

- NP 50 ng - larve L. dispar poreklom iz nezagaĽene populacije gajene na veġtaļkoj dijeti sa 

dodatkom 50 ng B[a]P/g suve mase hrane. 

- ZP 0 ng - kontrolna grupa larvi L. dispar poreklom iz zagaĽene populacije gajena na 

veġtaļkoj dijeti bez dodatka B[a]P. 

- ZP 5 ng - larve L. dispar poreklom iz zagaĽene populacije gajene na veġtaļkoj dijeti sa 

dodatkom 5 ng B[a]P/g suve mase hrane. 

- ZP 50 ng - larve L. dispar poreklom iz zagaĽene populacije gajene na veġtaļkoj dijeti sa 

dodatkom 50 ng B[a]P/g suve mase hrane. 

U eksperimentu su za svaku populaciju bile ukljuļene i dve kontrolne grupe koje su kao dodatak 

veġtaļkoj dijeti imale samo rastvaraļ odnosno aceton u koncentraciji od 3%, koliko je svaka 

veġtaļka dijeta sa dodatkom B[a]P sadrģala, kako bi se utvrdilo da li aceton interferira sa efektima 

B[a]P. Kako nisu naĽene statistiļki znaļajne razlike izmeĽu kontrolnih grupa larvi L. dispar bez 

acetona u dijeti, i onih larvi koje su gajene na dijeti sa acetonom, u rezultatima su prikazane samo 

vrednosti dobijene za za kontrolne grupe larvi L. dispar gajenih na veġtaļkoj dijeti sa dodatkom 

acetona (NP 0 ng i ZP 0 ng).  

 

3.4. Analiza osobina fitnesa 
 

Tokom eksperimenta, u svim eksperimentalnim grupama larvi L. dispar praĺene su sledeĺe 

karakteristike:  

1. Preģivljavanje larvi, koje je prikazano kao procent preģivelih larvi tokom perioda od izleganja do 

ģrtvovanja u treĺem danu petog larvenog stupnja; 

2. Ukupno trajanje razviĺa od izleganja do ģrtvovanja larvi treĺeg dana petog stupnja; 

3. Masa larvi treĺeg dana petog larvenog stupnja; 

4. OdreĽena je relativna brzina rasta (od engl. relative growth rate, RGR), za period od ulaska larvi 

u treĺi stupanj, pa sve do treĺeg dana petog larvenog stupnja. RGR je izraļunat po sledeĺoj formuli 

(Farrar i sar., 1989; Mrdakoviĺ i sar., 2015): 

RGR = (lnWtīlnW0) / t, 

Wt - masa larve na kraju posmatranog perioda odnosno u treĺem danu petog stupnja 

W0 - masa larve na poļetku posmatranog perioda odnosno prvog dana treĺeg stupnja 

t - trajanje posmatranog perioda u danima 

 

3.5. OdreĽivanje aktivnosti antioksidativnih i detoksifikacionih  
 

3.5.1. Priprema homogenata 
 

 L. dispar larve svih eksperimentalnih grupa ģrtvovane su treĺeg dana petog larvenog stupnja 

dekapitacijom na ledu i sakupljena je hemolimfa u mini tube koje su sadrģale 1-2 kristalna zrnca 

feniltiouree, inhibitora fenoloksidaza. Iz glavene kapsule larve disekovan je mozak. Integument je 

uzduģno iseļen i izolovano je celo crevo. Nakon odstranjivanja prednjeg i zadnjeg creva, uzimano 

je srednje crevo. Hemolimfa, mozak i srednje crevo larvi ļuvani su na temperaturi od -20ÁC do 

homogenizacije.  
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Uzorci hemolimfe razblaģeni su u odnosu 1:4 (V/V) sa ledeno hladnim puferom pH 7, koji 

sadrģi 1,15% KCl, 25 mM K2HPO4, 5 mM PMSF and 2 mM DTT, i sonifikovani u intervalu od 3 

puta po 10 sekundi, sa pauzama od 10 sekundi, na frekvenciji od 20 kHz (Bandelin HD 2070 

sonifikatorom). Homogenati hemolimfe centrifugirani su na 10000 g tokom 15 minuta, na 

temperaturi od 4ÁC (Eppendorf 5417R centrifugom). Odvojeni supernatanti su zamrznuti na -20ÁC. 

U svakoj eksperimentalnoj grupi pulovano je po 30 mozgova, razblaģeno ledeno hladnom 

destilovanom vodom, u odnosu 1:9 (w/V) i homogenizovano na ledu (MHX/E Xenox Germany 

homogenizatorom) tokom 3 intervala od 10 sekundi, i pauzama od 15 sekundi, na 5000 obrtaja/min. 

Dobijeni homogenati centrifugirani su 10 minuta na 4ÁC, na 10000 g (Eppendorf 5417R Germany 

centrifugom). Supernatanti su alikvotirani i zamrznuti na -20ÁC. 

Srednja creva su homogenizovana pojedinaļno, na ledu, u saharoznom puferu pH 7,4 (0,25 

M saharoza, 0,05 M Tris-HCl, 0,001 M EDTA) upotrebom Ultra Turrax (IKA -Werke) 

homogenizatora. Tkivo je razblaģeno saharoznim puferom do koncentracije od 200 mg/mL. Uzorci 

su homogenizovani u tri ciklusa od po 10 sekundi, sa pauzama od 15 sekundi, pri brzini od 20000 

obrtaja/min, nakon ļega su podvrgnuti sonifikaciji na frekvenciji od 20 kHz, 3 puta po 10 sekundi, 

sa pauzama od 15 sekundi (Bandelin HD 2070 sonifikatorom). Dobijeni homogenati srednjih creva 

centrifugirani su na 100000 g u trajanju od 90 minuta na 4ÁC (ultracentrifugom Beckman L7-55). 

Izdvojeni su supernatanti i zamrznuti na -20ÁC. 

 Saļuvani supernatanti hemolimfe, mozga i srednjeg creva koriġĺeni su za detekciju 

enzimske aktivnosti. Koncentracija ukupnih proteina u supernatantima ovih tkiva larvi L. dispar 

odreĽivana je metodom po Bradfordu (1976), u odnosu na proteinske standarde goveĽeg albumina 

iz seruma (BSA, od eng. bovine serum albumin). Kvantifikacija proteinskih traka nakon 

zimogramske detekcije enzimske aktivnosti na nativnim poliakrilamidnim gelovima izvoĽena je 

denzitometrijskom analizom primenom ImageJ programa (National Institutes of Health, USA). 

 

3.5.2. Spektrofotometrijsko odreĽivanje aktivnosti antioksidativnih i 

detoksifikacionih enzima 

 

3.5.2.1. Superoksid dismutaza (SOD) 
 

 Aktivnost SOD u srednjem crevu i hemolimfi larvi L. dispar odreĽena je metodom po Misra 

i Fridovich (1972), koja se zasniva na enzimskoj inhibiciji autooksidacije adrenalina u baznoj 

sredini. PrevoĽenje adrenalina u adrenohrom generiġe superoksid anjon radikal koji povratno 

ubrzava reakciju autooksidacije. SOD uklanja superoksid anjon radikal, smanjujuĺi brzinu 

nastajanja adrenohroma. Aktivnost SOD odreĽivana je preko brzine autooksidacije adrenalina 

odnosno kao promena apsorbancije u vremenu na talasnoj duģini od 480 nm na 25ÁC. Reakciona 

smeġa je sadrģala uzorak, adrenalin i karbonatni pufer pH 10,2 (50 mM Na2CO3 i 0,1 mM EDTA). 

Jedinica aktivnosti SOD definisana je kao koliļina enzima koja dovodi do 50% inhibicije 

autooksidacije adrenalina u linearnom delu promene apsorbancije u minuti. 

 

3.5.2.2. Katalaza  
 

 Metoda po Claiborne (1985) primenjena je za odreĽivanje katalazne aktivnosti, u srednjem 

crevu i hemolmfi larvi L. dispar. Zasniva se na merenju brzine kojom enzim prevodi vodonik 

peroksid do kiseonika i vode. Praĺeno je smanjenje apsorbancije na talasnoj duģini od 240 nm, na 

25ÁC. Reakciona smeġa sadrģala je 50 mM fosfatni pufer pH 7, vodonik peroksid i uzorak. 

Koncentracija vodonik peroksida za reakciju podeġena je tako da apsorbancija slepe probe bude 

izmeĽu 0,525 i 0,550, a da koliļina uzorka dovodi do promene srednje vrednosti apsorbancije u 

opsegu od 0,03 do 0,06. Tokom tri minute, na svakih 30 sekundi, oļitavana je apsorbancija, od 

momenta dodavanja uzorka. Jedinica aktivnosti katalaze definisana je kao broj mikromolova 

vodonik peroksida redukovanih u minuti. 
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3.5.2.3. Glutation reduktaza (GR) 
 

 Glutation reduktazna aktivnost srednjeg creva larvi L. dispar utvrĽena je po metodi Glatzle i 

sar. (1974), i to po principu praĺenja smanjenja apsorbancije na talasnoj duģini od 340 nm, na 25ÁC, 

usled potroġnje NADPH u procesu redukcije standardne koliļine oksidovanog glutationa (GSSG). 

Reakciona smeġa je sadrģala uzorak, 0,5 M fosfatni pufer pH 7,4, 2 mM GSSG, 0,5 mM EDTA i 

0,1 mM NADPH. Koliļina uzorka u reakciji odreĽena je tako da promena srednje vrednosti 

apsorbancije bude u opsegu 0,003 do 0,006. Nakon zavrġetka lag faze od 30 sekundi, apsorbancija 

je oļitavana tokom 3 minuta na svakih 30 sekundi. Aktivnost GR izraģena je kao broj nanomolova 

NADPH oksidovanih u minuti. 

 

3.5.2.4. Glutation S-transferaza (GST) 

 
 Aktivost GST u srednjem crevu larvi L. dispar odreĽena je prema metodi Habig i sar. 

(1974). Enzim katalizuje konjugaciju supstrata 1-hloro-2.4-dinitrobenzena (CDNB) sa SH grupama 

redukovanog glutationa (GSH). Metoda se zasniva na praĺenju poveĺanja apsorbancije na talasnoj 

duģini od 340 nm, na 25ÁC, ġto je rezultat poveĺanja koliļine CDNB-glutation konjugata. 

Reakciona smeġa sadrģala je uzorak, 0,5 M fosfatni pufer pH 6,5, 25 mM CDNB i 20 mM GSH. 

Apsorbancija je beleģena u periodu od 3 minuta na svakih 30 sekundi. Aktivnost GST definisana je 

kao broj nanomolova GSH utroġenih u procesu konjugacije u minuti.  

 

3.5.2.5. Karboksilesteraze  

 
 Aktivnost karboksilestaraza u mozgu i srednjem crevu larvi L. dispar odreĽena je primenom 

kontinualnog spektrofotometrijskog eseja koji se zasniva na hidrolitiļkom oslobaĽanju o-

nitrofenola iz supstrata o-nitrofenil butirata (Main i sar., 1961). Reakcija se odvijala na 30ÁC u 50 

mM natrijum fosfatnom puferu pH 7,5 u prisustvu 15 mM supstrata. Apsorbancija je praĺena tokom 

4 minute na 414 nm. Aktivnost karboksilestaraza definisana je kao broj mikromolova o-nitrofenil 

butirata hidrolizovanih u minuti.  

 

3.5.2.6. Acetilholinesteraze 

 
 Metod po Ellman i sar. (1961) primenjen je za utvrĽivanje aktivnosti acetilholinesteraza u 

mozgu larvi L. dispar. Enzim hidrolizuje supstrat acetiltioholin jodid pri ļemu se oslobaĽa tioholin 

koji u prisustvu 5, 5ô-ditio-bis-(2-nitro benzoeve kiseline) (DTNB) generiġe ģuti 5-tio-2-nitro 

benzoat anjon koji se moģe kvantifikovati praĺenjem apsorbancije na talasnoj duģini od 406 nm. 

Reakcija se odvija tokom 3,5 minuta (lag faza traje 1 minut) na 25ÁC, pri ļemu se apsorbancija 

snima na 15 sekundi. Reakciona smeġa sadrģi uzorak, 0,40 mM DTNB i 0,25 M acetiltioholin jodid. 

Aktivnost acetilholinesteraza izraģena je kao broj mikromolova acetiltioholin jodida hidrolizovanih 

u minuti. 
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3.5.3. Detekcija aktivnosti superoksid dismutaze (SOD), katalaze, karboksilesteraza i 

acetilholinesteraza nativnom elektroforezom 
 

3.5.3.1. Nativna poliakrilamidna elektroforeza (PAGE) 
 

 Rastvori, njihova priprema, priprema uzoraka i opis rada: 

 1. Monomerni rastvor (30% T, 2,7% C), (AA). 

akrilamid   58,4 g 

bisakrilamid   1,6 g 

dejonizovana voda do  200 mL 

 

 2. 1,5 M Tris-HCl pH 8,8, pufer za razdvajajuĺi gel (Tris pH 8,8). 

Tris    36,3 g 

dejonizovana voda do  200 mL 

4 M HCl do   pH 8,8 

 

 3. 0,5 M Tris-HCl pH 6,8, pufer za koncentrujuĺi gel (Tris pH 6,8). 

Tris    6 g 

dejonizovana voda do  100 mL 

4 M HCl do   pH 6,8 

 

 4. 10% (m/V) amonijum persulfat, inicijator (APS). 

APS    0,2 g 

destilovana voda do  2 mL 

 

 5. Rastvor za nadslojavanje (2-butanol ili n-butanol zasiĺen vodom). 

2-butanol ili n-butanol 100 mL 

destilovana voda do  nastanka donjeg sloja vode 

 

 6. Pufer za obradu uzoraka, za 25 mL, 3X (PUZ) 

0,5 M Tris-HCl pH 6, 8 9,38 mL 

85% glicerol   9 mL 

0,1% bromfenol-plavo 1,5 mL 

destilovana voda do  25 mL 

 

 7. Pufer za elektroforezu (radno razblaģenje): 0,025 M Tris, 0,192 M glicin, pH 8,3.  

Tris    3 g 

glicin    14,4 g 

destilovana voda do  1 L 

 

 Za detekciju enzimske aktivnosti na gelu, prisutne u homogenatima mozga, srednjeg creva i 

hemolimfe larvi L. dispar, koriġĺena je tehnika jednodimenzionalne elektroforeze na nativnom 

poliakrilamidnom gelu, bez prisustva sodijum dodecil sulfata (SDS) i redukujuĺih hemikalija. Ovu 

metodu je uspostavio Laemmli (1970). 

 Nativni poliakrilamidni gelovi za analizu uzoraka napravljeni su po recepturi datoj u tabeli 

ispod. Za razliļite enzime koriġĺene su razliļite koncentracije gela za razdvajanje dok je gel za 

koncentrovanje uzoraka uvek bio 4%. 
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Rastvori Gel za razdvajanje (mL) Gel za koncentrovanje (mL) 

 7,5% 8% 10% 12% 4% 

AA 2,5 2,66 3,33 4 0,66 

Tris pH 8,8 2,5 2,5 2,5 2,5 - 

Tris pH 6,8 - - - - 1,25 

Destilovana voda do 4,83 4,67 4 3,33 3 

 Dezaeracija 5-10 minuta 

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

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

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

 

 IzmeĽu ploļa sipan je dezaerisani rastvor gela za razdvajanje i nadslojen rastvorom za 

nadslojavanje. Nakon zavrġene polimerizacije donjeg gela, sipan je dezaerisani rastvor gela za 

koncentrovanje. U ovaj rastvor postavljan je ñļeġaljĂ za formiranje bunarļiĺa u koje su nanoġeni 

uzorci. Uzorci su meġani sa puferom za uzorke u odnosu 2:1. Pripremljeni uzorci ostavljeni su na 

sobnoj temperaturi 5 minuta, pre nanoġenja na gel. Po zavrġenoj polimerizaciji gela i odstranjivanju 

ñļeġljaĂ bunarļiĺi su isprani destilovanom vodom i u njih su naneti uzorci. Podeġena je konstantna 

voltaģa (80 V) tokom ulaska uzoraka u gel za razdvajanje, nakon ļega je poviġena na 100 V do 

kraja rada.  

 

3.5.3.1.1. Superoksid dismutaza (SOD) 

 
Aktvnost SOD u hemolimfi i srednjem crevu larvi, nakon nativne poliakrilamidne 

elektroforeze detektovana je na gelu je po metodi koju su opisali Azevedo i sar. (1998). Na 12% 

poliakrilamidni gel naneto je 10 ɛg proteina po bunariĺu. Nakon zavrġetka elektroforeze gel je 

ispiran dejonizovanom vodom 2 puta po 1 minut, a zatim inkubiran u mraku na sobnoj temperaturi 

u 50 mM karbonatno bikarbonatnom puferu pH 10,2 koji je sadrģao: 1mM EDTA, 0,05 mM 

riboflavin, 0,1 mM nitro plavo tetrazolijum i 0,3% TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin). Po 

zavrġetku inkubacije, gel je ispran destilovanom vodom i ostavljen u vodi na dnevnom ili 

veġtaļkom svetlu do pojave prosvetljenja naspram tamno-ljubiļastog gela, koja odgovaraju SOD 

aktivnosti u ispitanim uzorcima. 

 

3.5.3.1.2. Katalaza  

 
Aktivnost katalaze u srednjem crevu larvi na nativnom gelu odreĽena je prema metodi Aebi 

i sar. (1983). Na 8% poliakrilamidni gel naneta je koliļina od 10 ɛg proteina po uzorku. Po 

zavrġenoj elektroforezi gel je ispran 2 puta po 1 minut u destilovanoj vodi, ļemu je usledila 

inkubacija gela u 50 mM fosfatnom puferu pH 7,8 koji je sadrģao 10 mM H2O2 (35 ɛl 30% H2O2 na 

50 ml pufera), tokom 20 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Posle inkubacije gel je kratko 

ispran u destilovanoj vodi, a zatim je uronjen u rastvor koji se dobija meġanjem vodenih rastvora 

2% FeCl3 i 2% K3Fe(CN)6. Rastvori su drģani na ledu i pomeġani u razmeri 1:1 neposredno pre 

dodavanja gelu. Gel je inkubiran u ovoj smeġi na svetlu do pojave ģutih traka koje odgovaraju 

katalaznoj aktivnosti, naspram zelene povrġine gela.  

 

3.5.3.1.3. Karboksilesteraze 

 
 Izoforme karboksilesteraza u mozgu i srednjem crevu larvi detektovane su nativnom PAGE 

po modifikovanoj metodi koju je opisao Loxdale (1983). U bunarļiĺe 7,5% poliakrilamidnog gela 

naneto je po 10 ɛg proteina. Elektroforetsko razdvajanje odvijalo se pri konstantnom naponu od 100 
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V na 4ÁC, nakon ļega je gel potopljen u rastvor 20 mM natrijum fosfata (pH 7,2), 1,1 mM a-naftil 

acetata (prethodno rastvorenog u acetonu) i 1,2 mM Fast Blue B (rastvorenog u destilovanoj vodi). 

Inkubacija se odvijala 40 minuta na sobnoj temperaturi i rezultovala je pojavom ljubiļastih traka 

koje odgovaraju karboksilesteraznoj aktivnosti. 

 

3.5.3.1.4. Acetilholinesteraze 
 

 Modifikacija originalne metode po Karnovsky i Roots (1964) primenjena je u detekciji  

aktivnosti acetilholinesteraza na gelu nakon nativne PAGE, u uzorcima mozga larvi L. dispar. Na 

10% gel je naneto po 35 Õg proteina iz svake eksperimentalne grupe i elektroforetsko razdvajanje je 

sprovedeno na konstantnom naponu od 20 mA, na 4ÁC. Po zavrġetku elektroforeze, gel je nekoliko 

puta, kratko ispran u destilovanoj vodi nakon ļega je potopljen u rastvor koji je sadrģao 0,1 M 

fosfatni pufer pH 6, 0,1 M acetiltioholin jodid, 0,1 M natrijum citrat, 30 mM CuSO4 i 5 mM 

K3Fe(CN)6. Gel je inkubiran u ovom rastvoru preko noĺi na 25ÁC posle ļega je dugo ispiran 

destilovanom vodom, do pojavljivanja prosvetljenja naspram braon gela, koja odgovaraju 

acetilholinesteraznoj aktivnosti. 

 

3.6. Detekcija aktivnosti digestivnih enzima 
 

3.6.1. Priprema homogenata srednjeg creva  
 

 Larve L. dispar ģrtvovane su dekapitacijom treĺeg dana petog larvenog stupnja, nakon ļega 

je uzduģno iseļen integument i izolovano celo crevo. Posle uklanjanja prednjeg i zadnjeg creva, 

srednje crevo je oļiġĺeno od masnog tela i ļuvano na -20ÁC. Ceo postupak izolovanja srednjeg 

creva larvi obavljen je na ledu. Pojedinaļna srednja creva homogenizovana su na ledu u 0,15 M 

NaCl tako da finalna koncentracija tkiva bude 100 mg/ml. Homogenizacija je izvedena u 3 ciklusa u 

trajanju od 10 sekundi, i pauzama od 15 sekundi, na 20000 obrtaja/min. Homogenati su 

centrifugirani 10 minuta na 10000 g, nakon ļega su alikvotirani supernatanti odmah zamrznuti na -

20ÁC. Koncentracija proteina u odvojenim supernatantima odreĽivana je metodom po Bradfordu 

(1976) u odnosu na BSA standard (albumin iz goveĽeg seruma). Kvantifikacija elektroforetskih 

traka nakon zimogramske detekcije enzimske aktivnosti na nativnim poliakrilamidnim gelovima 

izvoĽena je denzitometrijskom analizom primenom ImageJ programa (National Institutes of Health, 

USA). 

 

3.6.2. Spektrofotometrijsko odreĽivanje specifiļne aktivnosti digestivnih enzima 
 

3.6.2.1. Tripsin 

 
 Enzimska aktivnost tripsina odreĽena je po metodi Erlangera i sar. (1961) i Valaitisa (1995). 

Metoda se zasniva na odreĽivanju p-nitroanilina, koji se oslobaĽa iz supstrata Na-benzoil-DL-

arginin 4-nitroanilid hidrohlorida (DL-B[A]PNA), gde je aktivnost tripsina srazmerna koncentraciji 

p-nitroanilina. Inkubacija uzorka sa 20 mM supstratom odvijala se tokom 15 minuta, u 50 mM 

Gly/NaOH puferu (pH 10) na 30ÁC. Reakcija je prekinuta 6% sirĺetnom kiselinom nakon ļega je 

izmerena apsorbancija na 405 nm. 

 

3.6.2.2. Leucin aminopeptidaza 

 
 Metoda Erlangera i sar. (1961) primenjena je u proceni aktivnosti leucin aminopeptidaze. 

Reakcija je izvedena na 30ÁC tokom 10 minuta, u 40 mM veronal/HCl puferu (pH 7,8-8) u 

prisustvu 20 mM supstrata, L-leucin p-nitroanilida. Po isteku vremena reakcija je zaustavljena 6% 
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sirĺetnom kiselinom. U uzorcima je oļitana apsorbancija na 405 nm. Aktivnost leucin 

aminopeptidaze proporcionalna je koliļini osloboĽenog p-nitroanilina.  

 

3.6.2.3. Alkalne fosfataze 

 
 Aktivnost alkalnih fosfataza odreĽivana je po metodi Nemec i Socha (1988). Zasniva se na 

hidrolitiļkom oslobaĽanju p-nitrofenola iz p-nitrofenil fosfata (pNPP) u alkalnim uslovima. 

Reakciona smeġa je sadrģala 100 mM Tris/HCl pufer pH 8,6, 5 mM MgCl2, 5 mM pNPP i uzorak. 

Reakcija je trajala 30 minuta, na temperaturi od 30ÁC, posle ļega je prekinuta dodavanjem 500 mM 

NaOH. Apsorbancija je oļitavana na 405 nm. 

 

3.6.2.4. Ukupne kisele fosfataze 

 
 Metoda Nemec i Socha (1988) upotrebljena je u odreĽivanju aktivnost ukupnih kiselih 

fosfataza. Princip metode je oslobaĽanje p-nitrofenola iz p-nitrofenil fosfata (pNPP) u kiselim 

uslovima. Reakcija je trajala 60 minuta, na 30ÁC, a reakciona smeġa je sadrģala 100 mM citratni 

pufer pH 5,6, 5 mM MgCl2, 5 mM pNPP i uzorak. Reakcija je prekinuta dodavanjem 500 mM 

NaOH. Merenjem apsorbancije na 405 nm utvrĽena je koliļina hidrolizovanog p-nitrofenola. 

 

3.6.2.5. Lizozomske i nelizozomske kisele fosfataze 

 
 Enzimska aktivnost lizozomskih fosfataza utvrĽena je indirektno, kao deo ukupne aktivnosti 

kiselih fosfataza nakon primene specifiļnog inhibitora lizozomskih fosfataza, natrijum fluorida 

(Amlabu i sar., 2009; Holtzman, 1989). U reakcionu smeġu za odreĽivanje ukupne aktivnosti kiselih 

fosfataza, i pri istim reakcionim uslovima, dodat je NaF finalne koncentracije 50 mM. Izmerena 

apsorbancija predstavlja aktivnost neinhibiranih nelizozomskih kiselih fosfataza, na osnovu koje je 

izraļunata aktivnost lizozomske frakcije. 

 

3.6.2.6. Ŭ -glukozidaza  
 

 Aktvnost Ŭ-glukozidaza odreĽena je metodom Baker (1991), koja se zasniva na 

hidrolitiļkom oslobaĽanju p-nitrofenola iz supstrata p-nitrofenil-Ŭ-D-glukopiranozida (pNP-Ŭ-D-

Glc), koje je direktno proporcionalno koliļini enzima. Reakciona smeġa je sadrģala 200 mM 

fosfatni pufer pH 6, 20 mM pNP-Ŭ-D-Glc i uzorak. Reakcija je izvedena na temperaturi od 30ÁC u 

trajanju od 15 minuta, posle ļega je prekinuta dodavanjem baznog reagensa koji je sadrģao 250 mM 

Na2CO3, 250 mM NaHCO3 i 1% natrijum dodecil sulfat (SDS). OdreĽivanjem apsorbancije na 405 

nm izraļunata je koliļina hidrolizovanog p-nitrofenola.  

 

3.6.2.7. Lipaze 

 
 Za odredjivanje aktivnosti lipaza primenjena je modifikovana metoda Arreguin-Espinoza i 

sar. (2000), prilagoĽena za lipazu gubara (Mrdakoviĺ i sar., 2008). Metoda podrazumeva 

kontinuirano spektrofotometrijsko praĺenje hidrolize supstrata, p-nitrofenil kaprilata (pNPC) 

odnosno oslobaĽanja proizvoda reakcije p-nitrofenola, na talasnoj duģini od 410 nm. Aktivnost 

enzima je merena tokom 4 minuta na temperaturi od 37ÁC, u reakcionoj smeġi koja je sadrģala 

50mM Tris/HCl pufer pH 8,2, 2,5 mM pNPC i uzorak. Jedinica enzimske aktivnosti definisana je 

kao koliļina enzima koja oslobadja 1 ɛmol p-nitrofenola u minuti. 
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3.6.3. Detekcija aktivnosti tripsina, leucin aminopeptidaze, alkalnih fosfataza, 

ukupnih kiselih fosfataza, Ŭ-glukozidaze i lipaza nativnom elektroforezom 
 

3.6.3.1. Tripsin 

 
 Enzimska aktivnost tripsina na nativnom poliakrilamidnom gelu odreĽivana je prema 

modifikovanoj metodi Erlangera i sar. (1961). Uzorci su pomeġani sa puferom za pripremu uzorka 

(PUZ) koji nije sadrģao SDS niti redukujuĺa sredstva, i analizirani na 10% nativnom 

poliakrilamidnom gelu pri konstantnom naponu od 100 V na 4ÁC. Nanoġeno je 5 ɛg proteina po 

bunarļiĺu. Paralelno sa elektoforezom inkubirana je nitrocelulozna membrana u 2 mM supstratu, 

Na-benzoil-DL-arginin 4-nitroanilida hidrohloridu (DL-B[A]PNA), tokom 50 minuta na sobnoj 

temperaturi. DL-B[A]PNA je prvo rastvoren u dimetilformamidu (DMF) a zatim je razblaģen u 

glicinskom puferu pH 10 do finalne koncentracije od 2 mM. Po zavrġetku elektroforetskog 

razdvajanja gel je ispiran u destilovanoj vodi tokom 10 minuta i ekvilibrisan 20 minuta u 50 mM 

glicinskom puferu pH 10. Prethodno pripremljena nitrocelulozna membrana poloģena je na gel i 

tako ostavljena u uslovima vlaģne komore na 37ÁC u trajanju od 1 h. Membrana je naknadno 

potopljena na 2,5 minuta u 0,1% NaNO2 rastvoren u 1 M HCl, a zatim isprana 1% ureom 

potapanjem na 30 sekundi. Potom, membrana je inkubirana u 0,05% 1-naftilaminu rastvorenom u 

47,5% etanolu sve do pojave roze obojenih traka. Reakcija je prekinuta ispiranjem u destilovanoj 

vodi. 

 

3.6.3.2. Leucin aminopeptidaza 

 
 Izoenzimska aktivnost leucin aminopeptidaze detektovana je na nativnom poliakrilamidnom 

gelu po istoj modifikovanoj metodi kao i tripsinske izoforme (Erlanger i sar., 1961). Supstrat za 

leucin aminopeptidazu bio je L-leucin p-nitroanilid prvo je rastvoren je u minimalnoj zapremini 

dimetilformamida (DMF), a zatim razblaģen do 2 mM u veronal/HCl puferu pH 7,8-8. U istom 

puferu inkubiran je i gel u trajanju od 20 minuta. Protokol je isti kao kod detekcije aktivnosti 

tripsina na gelu odnosno na membrani. 

 

3.6.3.3. Alkalne fosfataze 

 
 U detekciji alkalnih fosfataza nativnom elektroforezom primenjena je modifikovana metoda 

Allena i sar. (1963). Naneto je 10 ɛg proteina po bunarļiĺu i radzvojeno na 12% gelu pri 

konstantnom naponu od 100 V na temperaturi od 4ÁC. Posle kratkog ispiranja gela destilovanom 

vodom, aktivnost alkalnih fosfataza vizuelizovana je uranjanjem gela u pripremljen rastvor koji je 

sadrģao 100 mM Tris-HCl pufer (pH 8,6), 0,13% a-naftil fosfat i 0,1% Fast Blue B. Gel je 

inkubiran na sobnoj temperaturi do pojave obojenih traka. 

 

3.6.3.4. Ukupne kisele fosfataze 
 

 Aktivnost kiselih fosfataza na nativnom odreĽena je prema modifikovanoj metodi Allena i 

sar. (1963). Na 12% poliakrilamidni gel analizirano je 10 ɛg proteina po bunarļiĺu, pri 

konstantnom naponu od 100 V na temperaturi od 4 ÁC. Nakon kratkog ispiranja u destilovanoj vodi 

gel je 10 minuta inkubiran u 50 mM acetatnom puferu pH 5,2 na temperaturi od 30ÁC. 

Nitrocelulozna membrana inkubirana je na sobnoj temperaturi u 0,13% a-naftil fosfatu rastvorenom 

u istom puferu. Membrana je postavljena na gel i ostavljena u uslovima vlaģne komore na 30ÁC u 

mraku, tokom 1 h. Posle inkubacije, membrana je uronjena u 0,3% boju Fast Blue B rastvorenu u 

acetatnom puferu. 
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3.6.3.5. Ŭ-glukozidaza 
 

 Modifikacija metode po Badhan i sar. (2007) primenjena je u detekciji izoformi Ŭ-

glukozidaze na nativnom 12% poliakrilamidnom gelu. Elektroforeza je izvedena pri konstantnom 

naponu od 100 V, na 4ÁC. Analizirano je 10 Õg proteina po bunarļiĺu gela. Gel je ispran 

destilovanom vodom, a zatim inkubiran u 50 mM citratno-fosfatnom puferu pH 4,6 tokom 5 minuta 

na sobnoj temperaturi, posle ļega je u rastvor dodat supstrat 4-metilumbeliferil-a-D-glukopiranozid 

(4-MU-Ŭ-Glc) rastvoren u minimalnoj zapremini dimetilformamida (DMF), tako da mu je finalna 

koncentracija, u ukupnoj inkubacionoj smeġi bila 1,5 mM. Posle 2 minuta inkubacije u supstratu, 

gel je izloģen ultraljubiļastoj (UV) svetlosti pri ļemu su mesta sa Ŭ-glukozidaznom aktivnoġĺu 

fluorescirala.  

 

3.6.3.6. Lipaze 
 

 Lipazna aktivnost na nativnom poliakrilamidnom gelu odreĽena je po metodi Diaz i sar. 

(1999). Elektroforetski je analizirano 5 Õg proteina po bunarļiĺu, na konstantnom naponu od 100 V 

i temperaturi od 4ÁC. Usledilo je kratko ispiranje gela destilovanom vodom i inkubacija gela u 100 

mM fosfatnom puferu pH 7 tokom 10 minuta na temperaturi od 30ÁC. U inkubacionu smeġu dodat 

je 0,4 mM 4-metilumbeliferil butirat (4-MU-Bu), i posle 2 minuta blagog muĺkanja, gel je izloģen 

UV svetlu gde su se ukazale fluorescentne trake koje odgovaraju lipaznoj aktivnosti. 

 

3.7. OdreĽivanje koncentracije trehaloze i lipida u hemolimfi larvi L. dispar 
 

3.7.1. Trehaloza 
 

 Koncentracija trehaloze odreĽena je po metodi Wyatt i Kalf (1957). U uzorke hemolife larvi 

najpre je dodavana 10% trihlorsirĺetna kiselina (TCA) posle ļega su centrifugirani 5 minuta na 

5500 obrtaja/minuti. U dobijene supernatante sipan je antronov reagens (0,15% rastvor antrona u 

72% sumpornoj kiselini) i smeġa je kuvana 15 minuta u kljuļalom vodenom kupatilu. Posle 

hlaĽenja u ledenom kupatilu tokom 10 minuta i intenzivnog vorteksovanja, u uzorcima je oļitana 

apsorbancija na talasnoj duģini od 630 nm. Na osnovu standardne prave za trehalozni standard 

izraļunata je koncentracija trehaloze.  

 

3.7.2. Lipidi 
 

 Ukupni sadrģaj lipida u hemolifi larvi L. dispar utvrĽen je na osnovu metode po Zºllner i 

Kirsch (1962). Uzorci hemolimfe su pomeġani sa koncentrovanom sumpornom kiselinom i kuvani 

10 minuta u kljuļalom vodenom kupatilu. Uzorci ohlaĽeni na sobnoj temperaturi i dodat im je 

vanilinski reagens (0,19% rastvor vanilina u 85% fosfornoj kiselini), nakon ļega su intenzivno 

vorteksovani i ostavljeni tokom 30 minuta, do potpunog razvijanja boje. Apsorbancija u uzorcima je 

izmerena na talasnoj duģini od 546 nm, a koncentracija lipida je izraļunata na osnovu standardne 

prave za standard meġavine triacilglicerola.   
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3.8. Detekcija Hsp70 
 

3.8.1. OdreĽivanje nivoa ekspresije Hsp70 u mozgu larvi L. dispar 
 

3.8.1.1. Priprema homogenata mozga 
 

 Treĺeg dana petog larvenog stupnja, larve L. dispar su ģrtvovane na ledu i izolovani su 

mozgovi iz glavenih kapsula. Pulovano je 25-30 mozgova po eksperimentalnoj grupi i razblaģeno sa 

0,9% NaCl u odnosu 1:9 (w/V). Pulovi su homogenizovani na ledu, 3 puta u trajanju od 10 sekundi, 

na 5000 obrtaja/min, sa pauzama od po 15 sekundi. Nakon centrifugiranja u trajanju od 10 minuta 

na 10000 g, supernatanti su izdvojeni i zamrznuti na -20ÁC. 

 

3.8.1.2. Western blot 
 

 Uzorci su pripremljeni za SDS poliakrilamidnu elektroforezu, na 12% denaturiġuĺem gelu, 

meġanjem sa Lemlijevim puferom koji je sadrģao SDS i 2-merkaptoetanol, a zatim kuvanjem 2 

minuta u kljuļalom vodenom kupatilu. Analizirano je 20 ɛg proteina od svake eksperimentalne 

grupe. Elektroforeza je izvedena na konstantnom naponu od 100 V na sobnoj temperaturi. Po 

zavrġenoj elektroforezi uraĽen je transfer razdvojenih proteina sa gela na nitroceluloznu membranu, 

tokom noĺi na 40 V i temperaturi od 4ÁC. Membrana je blokirana 4% obranim mlekom u TBST 

puferu (0,1% Tween 20 u TBS puferu (od engl. Tris buffered saline) u trajanju od 30 minuta, a 

zatim je inkubirana preko noĺi na 4ÁC sa primarnim anti-Hsp70 miġijim IgG1 antitelom 

(monoklonsko, klon BRM-22, Sigma Aldrich), razblaģenim 1:5000 u 4% mleku u TBST puferu. 

Dalje, membrana je isprana u TBST ġest puta po 5 minuta i inkubirana 1 h na sobnoj temperaturi sa 

sekundarnim anti-miġijim antitelom, HRP-konjugovanim (Sigma Aldrich) i razblaģenim 1:10000 u 

4% mleku u TBST. Posle ispiranja u TBST u ġest ponavljanja u trajanju od 5 minuta, proteini 

Hsp70 su vizualizovani na autoradiografskom filmu primenom ECL (od engl. enhanced 

chemiluminescence) reagensa (Amersham). 

 

3.8.1.3. Indirektni ELISA test  
 

 Pulovani uzorci mozga razblaģeni su u karbonatno-bikarbonatnom puferu pH 9,6, sipani u 

mikrotitar ploļicu (10 ɛg proteina po bunaru) i ostavljeni tokom noĺi na 4ÜC. Ploļica je tri puta 

isprana PBST puferom (0,05% Tween 20 u fosfatom puferisanom fizioloġkom rastvoru (od engl. 

phosphate-buffered saline, PBS) pH 7,4), a zatim je inkubirana 2 h sa 5% obranim mlekom u PBST. 

Posle blokiranja reaktivnih povrġina u mikrotitar ploļici sa obranim mlekom, bunarļiĺi su isprani 

PBST, a zatim je usledila inkubacija tokom noĺi na 4ÜC sa primarnim anti-Hsp70 miġijim IgG1 

antitelom (monoklonsko, klon BRM-22, Sigma Aldrich) razblaģenim 1:5000 u 5% mleku u PBST. 

Posle ponovnog ispiranja, uzorci su inkubirani sa sekundarnim anti-miġijim antitelom, HRP-

konjugovanim (Sigma Aldrich) razblaģenim 1:10000 u 5% mleku u TBST, tokom 2 h na sobnoj 

temperaturi. Boja je razvijena primenom supstrata za peroksidazu rena - 3,3ǋ,5,5ǋ-

tetrametilbenzidina (TMB), a reakcija je zaustavljena odgovarajuĺim stop reagensom (Sigma 

Aldrich). Apsorbanca je izmerena na 450 nm u ELISA ļitaļu (LKB 5060-006). Uzorci su 

analizirani u triplikatu. Koncentracije Hsp70 u uzorcima oļitavane su sa standardne prave koja je 

konstruisana na osnovu serije razblaģenja rekombinantnog Hsp70. 
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3.8.2. Detekcija Hsp70 Western blotom u srednjem crevu larvi L. dispar  
 

3.8.2.1. Priprema homogenata srednjeg creva  
 

 Srednja creva larvi L. dispar homogenizovana su pojedinaļno, na ledu, u 0,9% NaCl u koji 

su dodati inhibitori proteaza finalne koncentracije 2 mM fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF) i 20 ɛM 

E64. Tkivo je razblaģeno u odnosu 1:4 (w/V). Homogenizacija je izvedena u tri ponavljanja od 10 

sekundi, pri brzini od 20000 obrtaja/min, i pauzama od 15 sekundi. Homogenati su centrifugirani 10 

minuta na 10000 g. Supernatanti su izdvojeni i zamrznuti na -20ÁC. Koncentracija proteina je 

odreĽivana prema Bradfordu (1976). 

 

3.8.2.2. Western blot 
 

 Pojedinaļni uzorci srednjih creva pomeġani su sa Lemlijevim puferom koji je sadrģao SDS i 

2-merkaptoetanol, i kuvani tokom 2 minuta u kljuļalom vodenom kupatilu. SDS elektroforezom 

analizirana su po dva pojedinaļna uzorka srednjeg creva za populaciju larvi poreklom iz 

nezagaĽene ġume, i po tri pojedinaļna creva za populaciju larvi poreklom iz zagaĽene ġume. 

Nalivano je 70 ɛg proteina po bunarļiĺu 12% poliakrilamidnog gela. Dalja procedura detaljno je 

opisana u odeljku o detekciji Hsp70 u mozgu (8.1.3). 

 

3.9. Integrisani odgovor biomarkera 
 

 Integrisani odgovor biomarkera (od engl. integrated biomarker response, IBR) odreĽen je 

metodom koju su opisali Beliaeff i Burgeot (2002). Vrednost svakog biomarkera u okviru 

pojedinaļne eksperimentalne grupe (Xi) standardizovana je po formuli: , gde je Yi 

standardizovani odgovor biomarkera, a srednja vrednost (Xsr) i standardna devijacija (SD) 

parametra izraļunati su uzimajuĺi u obzir sve grupe. Dalje je odreĽena vrednost Zi = Yi ili Zi= -Yi u 

zavisnosti od toga da li je tretman doveo do aktivacije ili inhibicije biomarkera. Za svaku 

standardizovanu vrednost biomarkera identifikovana je minimalna vrednost Zi, i oznaļena je kao 

min, da bi se izraļunala vrednost Si:  , gde jeƅminƅapsolutna vrednost. Vrednosti 

odabranih biomarkera Si za odreĽenu eksperimentalnu grupu definiġu radijalne koordinate na 

grafiku (od engl. star plot) i odgovaraju veliļini efekta datog tretmana na te biomarkere. 

Pojedinaļne povrġine grafika Ai, u sluļaju kombinovanja tri biomarkera (kao kod parametara 

osobina fitnesa i enzima faze II. detoksifikacije) raļunate su po formuli: 

, gde je , pri ļemu je  

radijana. Za kombinaciju ļetiri biomarkera (enzimi antioksidativne zaġtite i digestivni enzimi), 

primenjivana je sledeĺa formula za pojedinaļne povrġine: . Si i Si+1 predstavljaju 

rezultate pojedinaļnih biomarkera odnosno njihove uzastopne koordinate na grafiku. IBR indeks 

predstavlja sumu svih pojedinaļnih vrednosti Ai, gde je Ai povrġina koju definiġu dva uzastopna 

biomarkera na grafiku. 

 

3.10. Statistiļka obrada rezultata 
 

 U svim eksperimentima rezultati su izraģeni kao srednja vrednost i standardna greġka 

( ÑSG). Za proveru normalnosti raspodele podataka primenjivani su DôAgostino-Pearson ili 

Kolmogorov-Smirnov test, u zavisnosti od broja uzoraka. Ekstremne odnosno spoljne vrednosti 

utvrĽene su pomoĺu Grubb's testa(G-test). Na parametre kod kojih je ustanovljena normalna 

raspodela (specifiļne aktivnosti antioksidativnih enzima, detoksifikacionih enzima i digestivnih 
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enzima, koncentracija Hsp70 u mozgu, koncentracija trehaloze i lipida, masa larvi i relativna brzina 

rasta na petom larvenom stupnju) primenjena je parametarska statistika - jednofaktorska ANOVA i 

Tukeyôs post hoc test. Sa druge strane, neparametarskim testovima Kruskal-Wallis ANOVA i 

Dunn's post hoc test analizirani su rezultati za trajanje razviĺa. Nivo statistiļke znaļajnosti bio je p 

< 0,05. Za sve analize koriġĺen je softver GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). 
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4.1. Efekti benzo[a]pirena na antioksidativne enzime srednjeg creva i hemolimfe 

larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene i zagaĽene ġume 

 

4.1.1. Specifiļna enzimska aktivnost i zimogramska detekcija superoksid dismutaze u 

srednjem crevu larvi 

 

 Hroniļni tretman benzo[a]pirenom nije doveo do statistiļki znaļajne razlike u specifiļnoj 

aktivnosti SOD kod larvi poreklom iz nezagaĽene ġume. Znaļajan porast aktivnosti SOD, u odnosu 

na kontrolnu grupu, jedino je zabeleģen kod larvi poreklom iz zagaĽene ġume, i to kod tretmana 

niģom koncentracijom B[a]P, od 5 ng/g suve mase hrane (Slika 3). 
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Slika 3. Uticaj benzo[a]pirena na specifiļnu aktivnost superoksid dismutaze u srednjem 

crevu larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene ġume (nezagaĽena populacija - NP) i iz 

zagaĽene ġume (zagaĽena populacija - ZP), gajenih na veġtaļkoj dijeti sa dodatkom 0, 5 i 

50 ng B[a]P po g suve mase hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost Ñ standardna 

greġka ( ÑSG). Vrednosti oznaļene razliļitim slovima razlikuju se znaļajno (p < 0,05). 

 

 

 Detekcija SOD aktivnosti na gelu nakon nativne poliakrilamidne elektroforeze (PAGE) 

ukazala je na prisustvo dve izoforme ovog enzima u srednjem crevu obe populacije larvi (Slika 

4A). Denzitometrijska analiza enzimskih traka pokazala je pad aktivnosti izoforme 1 (I1) u grupama 

tretiranim benzo[a]pirenom u sluļaju larvi poreklom iz nezagaĽene ġume, nasuprot larvama 

poreklom iz zagaĽene ġume, gde je zabeleģen porast u aktivnosti iste izoforme. Pad odnosno porast 

aktivnosti I1 izoforme najizraģeniji je kod grupa hranjenih sa 50 ng B[a]P/g suve mase hrane. 

Izoforma I2 je dominantna u svim analiziranim uzorcima i pokazuje male varijacije u aktivnosti po 

tretmanima, kako kod larvi iz nezagaĽene tako i kod larvi iz zagaĽene ġume (Slika 4B). 
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      A. 

 
 

B.  

  

Slika 4. A. Zimogramski prikaz superoksid dismutaze nakon nativne poliakrilamid gel 

elektroforeze. B. Denzitometrijska analiza traka relativne enzimske aktivnosti detektovanih 

SOD izoformi. I1 i I2 oznaļavaju enzimske izoforme. 
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4.1.2. Specifiļna enzimska aktivnost i zimogramska detekcija katalaze u srednjem 

crevu larvi 

 

 U srednjem crevu larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene ġume zabeleģeno je znaļajno 

smanjenje specifiļne aktivnosti katalaze nakon tretmana niģom koncentracijom benzo[a]pirena (5 

ng B[a]P/g suve mase hrane). Tretman veĺom koncentracijom B[a]P (50 ng/g suve mase hrane) nije 

uticao na promenu enzimske aktivnosti. Kod grupe larvi poreklom iz zagaĽene ġume hroniļno 

prisustvo B[a]P dovodi do dozno-zavisnog rasta specifiļne aktivnosti katalaze, pri ļemu je 

statistiļki znaļajna razlika naĽena pri tretmanu koncentracijom od 50 ng B[a]P/g suve mase (Slika 

5). 
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Slika 5. Uticaj benzo[a]pirena na specifiļnu aktivnost katalaze u srednjem crevu larvi L. 

dispar poreklom iz nezagaĽene ġume (nezagaĽena populacija - NP) i iz zagaĽene ġume 

(zagaĽena populacija - ZP), gajenih na veġtaļkoj dijeti sa dodatkom 0, 5 i 50 ng B[a]P po g 

suve mase hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost Ñ standardna greġka ( ÑSG). 

Vrednosti oznaļene razliļitim slovima razlikuju se znaļajno (p < 0,05). 
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 U svim eksperimentalnim grupama obe populacije, zimogramska detekcija je pokazala samo 

jednu izoformu (I1) katalaze (Slika 6A). TakoĽe, zabeleģeno je dozno-zavisno poveĺanje 

intenziteta enzimskih traka kod larvi sa obe ġumske lokacije, hranjenih dijetom sa dodatkom B[a]P, 

u odnosu na odgovarajuĺe kontrolne grupe (Slika 6B).  

 

A.  

B.  

Slika 6. A. Zimogramski prikaz katalaze nakon nativne poliakrilamid gel elektroforeze. B. 

Denzitometrijska analiza traka relativne enzimske aktivnosti detektovanih izoformi katalze. 

I1 oznaļava enzimsku izoformu. 
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4.1.3. Specifiļna enzimska aktivnost glutation reduktaze u srednjem crevu larvi 

 
 Hroniļni tretman benzo[a]pirenom nije imao statistiļki znaļajan uticaj na specifiļnu 

aktivnost glutation reduktaze u srednjem crevu larvi L. dispar poreklom iz obe populacije koriġĺene 

u eksperimentu. U populaciji larvi poreklom iz nezagaĽene ġume uoļen je trend rasta enzimske 

aktivnosti sa poveĺanjem koncentracije B[a]P u veġtaļkoj dijeti (Slika 7). 
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Slika 7. Uticaj benzo[a]pirena na specifiļnu aktivnost glutation reduktaze u srednjem crevu 

larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene ġume (nezagaĽena populacija - NP) i iz zagaĽene 

ġume (zagaĽena populacija - ZP), gajenih na veġtaļkoj dijeti sa dodatkom 0, 5 i 50 ng B[a]P 

po g suve mase hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost Ñ standardna greġka 

( ÑSG). Vrednosti oznaļene razliļitim slovima razlikuju se znaļajno (p < 0,05). 
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4.1.4. Enzimska aktivnost i zimogramska detekcija superoksid dismutaze u 

hemolimfi larvi 

 

 Statistiļki znaļajno poveĺanje enzimske aktivnosti SOD zabeleģeno je jedino kod larvi 

poreklom iz nezagaĽene ġume, i to kod grupe izloģene koncentraciji od 5 ng B[a]P/g suve mase 

hrane. U hemolimfi larvi poreklom iz zagaĽene ġume nije naĽena razlika u enzimskoj aktivnosti 

SOD, izmeĽu tretmana i kontrolne grupe (Slika 8). 
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Slika 8. Uticaj benzo[a]pirena na enzimsku aktivnost superoksid dismutaze u hemolimfi 

larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene ġume (nezagaĽena populacija - NP) i iz zagaĽene 

ġume (zagaĽena populacija - ZP), gajenih na veġtaļkoj dijeti sa dodatkom 0, 5 i 50 ng B[a]P 

po g suve mase hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost Ñ standardna greġka 

( ÑSG). Vrednosti oznaļene razliļitim slovima razlikuju se znaļajno (p < 0,05). 

 

 

 Na zimogramu su detektovane dve izoforme SOD u hemolimfi larvi L. dispar, od kojih 

izoformu I1 odlikuje najintenzivnija aktivnost u svim analiziranim grupama (Slika 9A). Tretman 

dijetom sa dodatkom B[a]P dovodi do neznatnih razlika u aktivnosti izoforme I1 kod larvi 

poreklom iz nezagaĽene i zagaĽene ġume, u odnosu na kontrolne grupe. Koncentracije B[a]P od 5 

ng, a posebno od 50 ng/g suve mase hrane, stimuliġu poveĺanje aktivnosti SOD izoforme I2 u 

hemolimfi larvi poreklom iz obe populacije L. dispar (Slika 9B). 
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B.  

  

Slika 9. A. Zimogramski prikaz superoksid dismutaze nakon nativne poliakrilamid gel 

elektroforeze. B. Denzitometrijska analiza relativne enzimske aktivnosti detektovanih SOD 

izoformi. I1 i I2 oznaļavaju enzimske izoforme. 
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4.1.5. Enzimska aktivnost katalaze u hemolimfi larvi 

 

 Analiza enzimske aktivnosti katalaze u hemolimfi larvi poreklom iz nezagaĽene ġume, 

pokazala je statistiļki znaļajno poveĺanje nakon primene obe koncentracije benzo[a]pirena u hrani. 

Razlika aktivnosti enzima u hemolimfi tretiranih larvi u odnosu na kontrolnu grupu, bila je veĺa 

posle delovanja koncentracije od 50 ng B[a]P/g suve mase hrane. Kod larvi poreklom iz zagaĽene 

ġume hroniļno prisustvo B[a]P u hrani ne dovodi do znaļajne promene u enzimskoj aktivnosti 

katalaze (Slika 10). 
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Slika 10. Uticaj benzo[a]pirena na enzimsku aktivnost katalaze u hemolimfi larvi L. dispar 

poreklom iz nezagaĽene ġume (nezagaĽena populacija - NP) i iz zagaĽene ġume (zagaĽena 

populacija - ZP), gajenih na veġtaļkoj dijeti sa dodatkom 0, 5 i 50 ng B[a]P po g suve mase hrane. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost Ñ standardna greġka ( ÑSG). Vrednosti oznaļene 

razliļitim slovima razlikuju se znaļajno (p < 0,05). 



Rezultati 

 

35 

 

4.2. Efekti benzo[a]pirena na enzime koji uļestvuju u detoksifikaciji u srednjem 

crevu i mozgu larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene i zagaĽene ġume 

 

4.2.1. Specifiļna enzimska aktivnost i zimogramska detekcija karboksilesteraza u 

srednjem crevu larvi 

 

 UtvrĽeno je poveĺanje specifiļne aktivnosti karboksilesteraza u srednjem crevu larvi L. 

dispar poreklom iz nezagaĽene ġume nakon hroniļne ishrane hranom koja sadrģi 50 ng B[a]P/g u 

suvoj masi hrane. Nije pronaĽena statistiļki znaļajna promena aktivnosti ovih enzima u populaciji 

larvi poreklom iz zagaĽene ġume (Slika 11).  
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Slika 11. Uticaj benzo[a]pirena na specifiļnu aktivnost karboksilesteraza u srednjem crevu 

larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene ġume (nezagaĽena populacija - NP) i iz zagaĽene 

ġume (zagaĽena populacija - ZP), gajenih na veġtaļkoj dijeti sa dodatkom 0, 5 i 50 ng 

B[a]P po g suve mase hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost Ñ standardna 

greġka ( ÑSG). Vrednosti oznaļene razliļitim slovima razlikuju se znaļajno (p < 0,05). 

 

 

 Detekcija aktivnosti karboksilesteraza na nativnom gelu, otkrila je postojanje veĺeg broja 

izoformi (I1 ï I6) (Slika 12A). Izraģena je redukcija intenziteta svih izoformi pri tretmanu 

koncentracijom od 50 ng B[a]P/g suve mase hrane, u obe populacije larvi L. dispar, pri ļemu 

izoforme I2 i I5 nisu detektovane u populaciji larvi poreklom iz nezagaĽene ġume. Izuzetak je 

izoforma I6 koja je prisutna jedino u populaciji larvi iz zagaĽene ġume i to u grupi izloģenoj veĺoj 

koncentraciji B[a]P. Zabeleģeno je da koncentracija od 5 ng B[a]P/g suve mase hrane, kod jedinki 

iz obe populacije, slabo ili uopġte ne indukuje promene intenziteta izoformi I1 ï I5 (Slika 12B).  
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Slika 12. A. Zimogramski prikaz karboksilesteraza nakon nativne poliakrilamid gel 

elektroforeze. B. Denzitometrijska analiza relativne enzimske aktivnosti detektovanih 

izoformi karboksilesteraza. I1, I2, I3, I4, I5 i I6 oznaļavaju enzimske izoforme. 
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4.2.2. Specifiļna enzimska aktivnost i zimogramska detekcija karboksilesteraza u 

mozgu larvi 

 

 Populacija larvi L. dispar poreklom iz nezagaĽene ġume ne pokazuje promene u specifiļnoj 

aktivnosti karboksilesteraza u mozgu larvi nakon hroniļne izloģenosti benzo[a]pirenu, dodatog u 

hranu. Rezultati su drugaļiji kod larvi poreklom iz zagaĽene ġume, gde koncentracija od 5 ng 

B[a]P/g suve mase hrane uzrokuje znaļajno poveĺanje specifiļne aktivnosti karboksilesteraze, u 

odnosu na kontrolu. Veĺa koncentracija benzo[a]pirena nije imala efekta na enzimsku aktivnost 

(Slika 13). 
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Slika 13. Uticaj benzo[a]pirena na specifiļnu aktivnost karboksilesteraza u mozgu larvi L. 

dispar poreklom iz nezagaĽene ġume (nezagaĽena populacija - NP) i iz zagaĽene ġume 

(zagaĽena populacija - ZP), gajenih na veġtaļkoj dijeti sa dodatkom 0, 5 i 50 ng B[a]P po g 

suve mase hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost Ñ standardna greġka ( ÑSG). 

Vrednosti oznaļene razliļitim slovima razlikuju se znaļajno (p < 0,05). 

 

 

 U obe populacije larvi L. dispar uoļene su dve moģdane izoforme karboksilesteraza (I1 i I2) 

pri ļemu je izoforma I1 dominantna (Slika 14A). TakoĽe je karakteristiļno za obe populacije da 

tretman benzo[a]pirenom u koncentraciji od 5 ng/g suve mase hrane dovodi po poveĺanja enzimske 

aktivnosti obe izoforme, a da hroniļni uticaj 50 ng B[a]P/g suve mase hrane rezultuje u smanjenju 

intenziteta izoformi, u odnosu na kontrolne grupe (Slika 14B).  
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Slika 14. A. Zimogramski prikaz karboksilesteraza nakon nativne poliakrilamid gel 

elektroforeze. B. Denzitometrijska analiza relativne enzimske aktivnosti detektovanih 

izoformi karboksilesteraza. I1 i I2 oznaļavaju enzimske izoforme. 
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