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Bi oindi kat or ski pot enci jlyrhantfiaidisparh. (Lepidépieda) n@ d g o v o
delovanje benzof]pirena

Rezime
Intenzivan antropogeni uticaj u poslednjitknel i ko deceni ja doveo je do
zagalenja biosfere, kojem u veliko]j me r-i dorg
policiklilmni a r o ma t]pirem Cilj ouegdbkiorske alidettatije bio je pracena o |
odgovoraf i zi ol ogki h [ mo | e k uymantrian idispar ka@a padencgalnia r a I

bi omarkera sredinagkaogenagaldrmsjpa theangze[ hroni |
ovog ksenobiotika (5 i 50 ng/g suve mase hrane) na larvdispar iz legala sakupénih u

nezagaleno]j g umi (pl anina Majdanpek) i sakup
D. 0. O) , sa svrhom procene efekta porekla pop
specifilne aktivnost.i k at al a gt aktivaostisantiekgidgajiveim ¢ r
enzima-superoksid dismutaze I kat al aze, na nivo
gume zabel egeno povelanje aktivnosti oV a d
Detoksifikacioni enzimi, karboksilesteraze, pokgzu oset | ji vost i povelar
benzofp] pi r en a, u srednjem crevu | arvi iz nezagal
koje pored toga, na nivou srednjeg creva od

transferaza. Adéholinesteraze nisu osetljive na primenjene koncentracije ovog ksenobiotika.
Povel anje ekspresije proteina Hsp70 u okviru

na nivou mozga jedino u popul aciji ntracijez ag al
benzopl pi rena. Velina digestivni h @prena sa@&uzetkomm e 0 ¢
tripsina, al kal nih fosfataza I l i paza, koj e

gume, a | arve iz 1z ag andekajalipagnemaldivhdsta Zagpkpulacijuilagvie | e
iz nezagalene gume svojstven je pad koncentr

sadrgaj trehaloze, dok ovi par ametr.i ne pokaz
prisustvo benz@pi r ena i produgeno angagovanje energet
odrazilo se na komponente fitnesa lakvidisparp r i |l emu se populacij a
pokazala manje podlognom energetskom dreifei ci t L
rasta | arvi petog | arvenog stupnj a, dok | ar ve
parametra fitnesa, odlikuje i produgeno +azvi
superoksid dismutaze i katalaze, u hemolimfi, kkarboksilesteraza i digestivnih enzimtipsina

i al kal ni h fosfataza, u srednjem crevu l ar v
zagalenost. gi vat mier smerdi n®& pap bleacziojfu | ar vi

SIl'ilnu pbadmenwe, u pitanju popul acija | arvi [

aktivnosti superoksid dismutaze, katalaza i glutatigra8sferaza u srednjem crevu larvi, aktivnost
karboksilesteraza i ekspresija Hsp70 u mozgu lardispar.

K1 j ul nkymantgal disparL.; benzop]piren; antioksidativni enzimi; detoksifikacioni enzimi;
Hsp70; digestivni enzimi; osobine fitnesa; biomarkeri

Naul na :Bobgija s t

Uga naul rEkofizinlodijaa s t



Bioindication potential of physiological responses of gypayoth Lymantria disparL.
(Lepidoptera) on the benzof]pyren effects

Abstract

Over the last few decades intense anthropogenic influence has led to a significant ioictease
pollution levels inthe biosphere, whiclean greatly be attributedto the toxc and carcinogenic
organic pollutarg - polycydic aromatic hydrocarbones, and especially to the behzpiene.The

aim of this dissertation was to evaluate respemdahe physiological and molecular parameters of
the Lymantria dispar larvae as a potertial biomarkers of environmental pollution by
benzop]pyrene.For the purpose of assessing #ftects of population origirl,. dispareggmasses
were collected fronunpolluted forest (Majdanpek mountain) and polluted forest (vicinity of Bor
D.0.0 mine). he dironic effectsof the two benzof]pyreneconcentrationsn the diet (5 and 50
ng/g dry foodweigh)) on these two population of larvae wengestigatedLarvae from unpolluted
forest showda decreasef the catalase specific activity in the midgaid a significant increasin

the activity of antioxidativenzymes superoxide dismutase and catalasehe hemolymph, while

the population from the polluted forestpressedn increase in the activity of these two enzymes
only within the midgut Detoxification enzymes- carboxylesterases, shew sensitivity and
increase in awovity in the presence of benzjpyrenein the midgut of larvae from unpolluted
forest, as well as in the brain of larvae from polluted forest, which in addition, are charadigrized
significant induction of glthione Stransferase activity at the midgut level. Acetylcholinesterases
are noninducible to the applied concentrations of this xenobiotic. An increasexpression of
Hsp70 proteinat midgut level was obsered in both &rval populations, while only thgopulation
from contaminated forest showed rise in brain Hsp70 concentration, after treafthdotver dose

of benzop]pyrene.Most digestive enzymes are inséive to the presence of benafjpyrene with

the exception btrypsin, allaline phosphatases, and lipagdsch demonstratedncreased activity

in larvae from unpolluted forest.altvae frompolluted forest exibited only induction of lipase
activity. The population of nospolluted larvae is characterized by a desesia 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 forEse. chronic presence of
benzop]pyrene and prolonged engagement of epelmanding defense mechanisrhave
reflected on the fitness componentslofdispar larvae, with populatiorfrom unpolluted forest
showing less sugptibility to energy deficiency anexhibiting reduced mass and relative growth
rates ofthe fifth instar hrvae,while the larvae from the polluted foret, addition to the same
changes irprevious two fitness parametehave also showegrolonged developmentt have been
noticed that esponses othe antioxidativeenzymes- superoxide dismutase and catean
hemolymph, as well as carboxylesterases and digestive enzyntegpsin and alkaline
phosphatasesfrom the larvaemidgut are specific and potentially applicable biomarkers of
envirormental contamination with benzdpyrene for larval populationsigmally from unpolluted
forestsystems Similarly, when it comes to larval populations from contaminated forests, specific
activities of superoxide dismutase, catalase and glutathiiren§ferases in thiarvae midgutas
well ascarboxylesterase acttyiand expression of Hsp70 in the brainLodisparlarvae couldbe
potentially used in biomonitoring.

Key words: Lymantria disparL.; benzop]pyren; antioxidative enzymes; detoxification enzymes;
Hsp70; digestive enzymes; fitness traits; biomarkers

Sdentific field : Biology
Scientific subfield: Ecophysiology
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1.UVOD



Uvod

1.1. Benzaog]piren

Benzop]piren (Bla] P ) je pentaciklil]lno, aromati | no |
aromatil nim ugljovodonicima (PAH). Smatra se
jedinjenja i vagi za naj vi geg psrpoeuk tarvaa nnj ePgAoHy, i
efekata zabelegenih kod |l aboratorijskih givot
jedinjenje e | vrstog agregatnog stanja, gul
Benzop]piren je izrazito nepolarng edi nj enj e, praktil|lno nerastyv

0,00162 mg/L na 25A]CH . prUkdiptnavIRBAaH ui zBR| aj ne
zagalivale ¢givotne sredine u koju dospevaju p
Gumski, poglakanska aktivnost [ bi osinteza od
PAH, kKoj i daju gotovo zanemarl|l jiv doprinos nj
Pagilla, 2010). Dominantni izvori PAH su mnogobrojne antropogene aktiynpsti svega

industrijska del atnost koja wukljuluje proizyv

proizvodnje aluminijuma, gvoglLa i l el i ka, zat
sagorevanjem razl il it i hizgotomihwozla, spaeljimanje komanalnog d u v
i i ndustrijskog otpada, izlivanje i odl aganj e
sar., 2011, Bari i sar., 2010; Liu i sar., 2008; Ravindra i sar., 2008; Mastral i Callen, 2000). Prema
podac ma | ARC (Il nternational Agency for Resear
pojedinalnih PAH u BawMuhurbahemsoponamaluptdi

okol ini saobrailajnih tunel a | v e | dnésti fastunheat r o p
nekoliko desetina nanograma po kubnom metru vazduha. U studiji o zastupljera§ti (B[

at mosferi i znad Evrope zabelegeno je da’uprose
ruralnim i 2,7 ng/m u urbanim podrji ma na ngordiivymy.,e kao [ da

opterelenost. e wlP ienpss k%ng/p9pol pei pei B gornje g
ng/nt) za 2012. godinu (Guerreiro i sar., 2016). Autori nisu uzimali u obzir koncentracje B[
izmerene u postekndbi ragathankmo industrijskim,
promet om. At mosfersko opterelenje PAH u okolii
100 £ g/dmk se pri postupku asf-20t iErgaRE 2012). be | e
Diml j ena hrana prosealmPo & awdoda ZA#®HO0picige kig B 5,
U atmosferi, preko 90% B P adsor bovano je na aerosol

vazduha i to uglavnom na | estice |lovajparticja@ pr e
gasnoj fazi veoma mala (Gao i sar., 20¥8nkatarama i Friedlander,1994. Mokrom i suvom

atmosferskom depozicijom benab[pi r en dol azi u kontakt sa po
zabelegeno da se veliki e d0% ds\ehp PARI UZ amosheee) Vv e g
zahval jujuli nNj egovo,j l'i pofil noj prirodi odn.

strukture zelenih delova biljki (Wang i sar., 2008; Alfani i sar., 2001; Howsam i sar., 2001;
Howsam i sar., 2000). Vegetacijapsed av |l j a v agan p]Pikrudjan kariksl kai v ni |
njegovu bioakumulaciju u herbivornim i kKar ni
sastavni deo ljudske ishrane.

Benzop] pi ren zauzima o0osmo mest oATBBRU he t Ag enmag W
for Toxic Substances and Disease Registry) (R0ripada grupi I dokazanih kancerogena za
|l jude (1 ARC, d&POoakumilira seNigetrivbubgeeimaB fastrointestinalnom traktu kod

sisara, a kako veognae | m&mbrpamd azadh kalojzujiuellii js
okviru lelija se koncentri ge u mitohondrij al
met abol i zam i narugava strukturu DNKalprenjee kul a
kancerogenimnogobr ojnim studijama je dokazano da i
vrstama, bez obzira na nalin njegove aplikaci
i spoljava i modul atorska svojstva utdamenu/ i
estrogene i antiestrogene efekte, kao i e kdq
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nativnoj f or mi [ preko svojih metabol il kih
di sruptore (Lintel mann ,il1998).aSveprisutnddhd B[3P, uObgirwd@ tr
sredini, visoka perzistentnost [ vi gestruki
opasnost i znal ajno optereluju ¢givi svet, zbo
biomonitoringad i zuzetne vagnost i, a posebno identif
parametara izlogenosti ovom polutantu.

1.2. Mehani zmiajgrenk si | nost i benzo]

Benzop] pi ren predstavlja prokancerogeno jedin

nastaju reaktivni I ntermedijeri Sika® ko Med jaiblo | o
bi otransformaci oni procesi ovog jedinjenja i.
broja enzimskih sistema i formiranje mnogih intermedijeraa v el om i | i manj om
i maju za krajnji cilj njegovu eliminaciju. Me
Bla] P uglavnom odlikuje visoka reaktivnost, K «
ogtelenja biolagki mamadgawamwj @ kiuhtegriteta i f
Gelboin, 1980). Benze] pi ren ul azi u proces detoksifikac
enzimskih sistema u okviru faze | i faze Il gde se najpre formira niz elektrofilnih nhitaaRi@]P 1
arena, oksi da, di ol a, fenol a, epoksida i hin
glutati onom, sul fatom i gl ukuronidom ( videt:i
detoksifikacije jesu citohrom P 450 monooksigenaz a od koji h se istil.
CYpPpl1B1, zatim peroksidaze, reduktaze i razl il
S-transferaze, sulfotransferaze, glukozil transferaze i uridofif&sfat glukuronosulfotransferaze
(Shimada, 200 ; El i ng i sar ., 1986) . Dok az andpirenee nek
koj i podrazumevaju njegove kompl ementarne met
Citohrom P 450 Aldo-keto reduktaze
monooksigenaze Dihidrodiol dehidrogenaze
’ HO™"
Bloll’ OH
kﬁﬁﬁhw i 5. Hatehol
l('imhrmn P 450 NADP+ O;
Oksidativna
‘O oftecenja DNK

NADPH H,0,

Radikal katjon ‘O
— DNK adukti
l anti-benzo|u|piren-7,8-diol-9,10-epoksid - BPDE Reaktivne vrste Kiseonika
1 (o)

(o}

Dc':)u\”"\]‘:(:{l"k:)l\l‘ DNK adukti Benzo|a]piren-7,8-hinon
Reaktivne vrste kiseonika Reaktivne vrste kiseonika
Slikal.Naj vagni ji put evi melP tokom Fazell. Hetokstfikagjen s f o r me
(pri | agbabg san, 2012a) Z
Diol epoksia i mehani zam t oksi | noagRenzinenzagximhromapPe oKk

450 i dobijanjem jedinjenja benajpiren7,80k si da gt o se dal j e, dej
prevodi u benza@]piren-7,8-diol, na koji ponovo del@ monooksigenaze citohrom P 450 i oksiduje

ga u benzd]piren-7,8diol-9,10epoksid. Dioli, a posebno diol epoksidi 8P ispoljavaju
kancerogena i genotoksilna svojstva (Osborne
DNK, uglavnom preko purinskibaza, gde formiraju raznovrsne DNK adukte. Najreaktivniji diol

2
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epoksi d, [ gener al no najt odPs jedteanti-penzopipiretr£& me d i
diol-9,10epoksi d (BPDE) i naj zaslugniji je za f ol
genimak a 0 i razlilitih tumora kod eksperimental:Hr
sar ., 2008) . Tung | sar . (2014) pokazal. Ssu
in vitro i in vivo, kao i da menja ekspree iojpur agkrea owk lhj y

ukazuje na povelanu frekvencu mutacija.

Oksidacijom benz@]pirena, transferom jednog elektrona kiseonika, dejstvom peroksidaze
ili citohrom P 450 monooksigenaze nastaje radikal katjon, koji lako formira kovalentne adukte sa
guani nom i adeni nom, [ Uu znal ajnoj mer i i zaz
MelendezColon i sar., 1999; Wei i sar., 1999).

Enzimi aldeketo reduktaze i dihidrodiol dehidrogenaze oksiduju beajpoen-7,8-diol do

benzop]piren-7,8katehda, a zatim do benzalpiren7,8hi nona ko] i osim gto
adukte sa DNK, i zaziva njegovu depurinaciju i
ali i kroz ponavljajulie redoks <ci kIl usankadov oc
(superoksid anjona, hidroksil radi kal a i vod
makr omol ekul e (Mangal [ sar ., 20009; Bal u i S
Bla] P moge se prevest. do f en wlkrsiilduij nmt elromehd injoer
povelava pul reaktivnih metabolita i ki seoni |
Osim hinona, i drugi reaktivni metaboliti benafgirena (oksidi, diol epoksidi i katjon radikali)
generigu eelrielm&tkolnilhi wrsta kiseoni ka i nar ug
oksidativnog stresa, Zzbog | ega se smatra da |
me hani zama & oPk s(iZlhnaonsgt ii Bs[ar ., 200 4supoKazalmdasulL e e,
kod insekata najzastupljeniji intermedijeri metabolizmal]BP di ol i , fenol i, [
sugerige visok stepen produkcije kiseonilnih
1981).

Benzop] pi ren di r ekutlnaoci ytui |ter amas kreg@ci je gena,
receptor za aromatilne ugljovodoni ke (AhR). O
mnoge enzime ukljulene u fazu I [ 1 det oksi
citohrom P 450, aldehid dehidrogenaze i glutatioftré&sferaze. Postoje indikacije da AhR ima
vagnu ulogu u odgovoru na oksidativni stres,

posredovan <citohrom P 450 monooKksikg &acaizda ma ,
vezivanje liganda za AhR (npr. 8P) indukuje produkciju vodonik peroksida u mitohondrijama
(Senft [ sar ., 2002; Nebert [ sar ., 2000) . N
intravenozna i topikalna administracijad® ne iza i va tumor e, gto direkt
ovog receptorauosvr i vanj u nj e gkata(Bhmizt icdr.s2000)ni h ef e

Zabel egeno ajpei rcean buenz e[ na puteve signalne
homeostaze jon€a”" | ut i | e ifesenciiadjll iiinfhibita aktivitanje B i T limfocita kod
[ j udi [ gl odar a, gto sugerige i supresiju im
naleno alPaspofjaga i Bhino stimulativha svojstva kod insekata i zglavkara, aktiviranjem
fagocitoze, inkapsulacije i produkcije superoksid anjon radikala od strane hemocita, u hemolimfi
(Guo i sar., 2011Hannami sar, 201Q Pan i sar., 2006 Benzda]piren-7,8-hinon inhibira

aktivnost protein kinaze C, |ilacijeeokesngrermsasignala ul a
od koje direktno zavisi transkripcija odrelen

l zmelLu ostal i h as pek alpiran, memaocekspresgurgena yezanih za d a
proliferaciju i di f er en cisara2003eZhdo éRaings,al99g)Jkaca 0 i

da, zajedno sa svojim reaktivnim metabolitima, deluje induktivho na proces apoptoze (Xiao i sar.,
2007; Chen i sar., 2005).
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1.3. Odgovori odbrambenih sistema insekata na intoksikaciju kpzehom

Intoksikacju benzof] pi renom karakteri ge aktivacij a
odgovore organizma na stres, gto za posledicu
u proces detoksifikacije B] P, gt o podr azume via citobronz iPmi&0 i z
monooksgenaze, reduktaze i hidrolaze (esteraze), kao i enzime iz faze Il i to uglavnom glutation S
transferaze, zatim antioksidativhe enzime (superoksid dismutaza, katalaza i peroksidaze) i proteine
toplotnog goka, hsp (od ajpmegt nalhajano sihrod kk upjreo
mnogi h gena Kkoji kontroligu Telijski ci kl us
Akerman i sar., 2004).

1.3.1. Antioksidativni enzimi superoksid dismutaza, katalaza i glutation reduktaza

Aerobni organizmobezbeluju energiju koriglienjem mc

oksidativnog met abolizma (oksidativna fosfor
radikala odnosno reaktivnih vrsta kiseonika (od engl. reactive oxygen species, ROS). Ove vrste su
i zuzetno nestabilne zbog prisustva nespareni

makromolekulima (lipidi, ugljenihidrati, proteini i nukleinske kiseline) ukoliko se ne uklone
blagovremenim delovanjem enzimskih i-@ezimskih komponenti antigkdativnog sistema
(Ahmad, 1995). Stanja u kojima proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika prevazilazi kapacitet
antioksidativne odbrane dovode do narugavanj
oksidativni stres ( Si esie beldzShpifenpa.i akiMaanja bignalnih] k e

put eva, pralenih transkripcijom razlilitih ge
stvaranja velike koliline reaktivnih vrsta Kki
2002; Kimilee,19 7 ) . l nsekt. su razvili nNi z mehanizanm
spre|lavaju oksidativni stres, kao gto su | zme
dismutaza (SOD), katalaze i glutation reduktaze (GR) (Pardini, 1995; Ahmaddini, 1990b).
Aktivnost.i ovih enzima antioksidativne odbr an
pralenju kopnenog i avpidreennoagm zkaogda Lreanzj lai |bietnizho [v r
Superoksid dismutazg S OD, EC 1. 15 .islje kao prvadirgja ddleasd ad o0 p
reaktivnih vrsta kiseonika, gto ostvaruje K
vodoni k peroksida i mol ekul skog kiseoni ka ( Mc

20,7 + 2HY = H,0,+ 0,

Postoj i Vi ge i z onaczavisrio odometalg kojnje presutan @ njggovom
aktivnom centru- Fe SOD, Ni SOD, Mn SOD, Cu/Zn SOD, kao i ekstracelularna EC SOD.
Nj egova Ielijska aktivnost je zastupljena u
Cu/ Zn SOD. Op iskaaktienos} osog enzimaakod insdkata (Yu, 1994).

Studije dostupne u | iteraapurenapnaupoODrangt
uslovljeno razlikama izmelLu razlilitih vrsta
uslovima tretna n a . Vodeni Mytdus lgalldbprowenciglia(Mytilida) i Saccostrea

cucullata( Ostrei da) odgovaraju indukcijoal (Bi@di akt:
sar., 2001; Porte i sar., 1991). Akutni tretman besjpafenom, uticao je napevi anj e akt i v
SOD kod larviChironomus sancticarol{Diptera) (Vicentini i sar., 2017). Park i sar. (2012)
detektovali su razlike u ekspresiji gena za Mn SOD i Cu/Zn SOD Gbidlonomus riparius
(Diptera) tokom kratkotrajnog prisustvad[ P , priuglleamwmnojme zapagena nj
11 jin [ sar . (2015) zabel egi |l iLymaniria dispay d ugo
benzop]pirenu dovodi do indukcije aktivnosti SOD u srednjem crevu.

Katalaza( CA T, EC 1.11.1.6.) pdoenki melroksmddehp
i mol ekul skog kiseonika (jednalina ispod). O\
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uklanjanja vodonik peroksida, a brzina katalize je zavisna od koncentracije supstrata odnosno od
donora vodonika (Diplock, 199&ichak i Dounce, 1986).

2H,0, » H,0+ 0,

U aktivnom cent Fudorkirant jeaastaplienaaudperdksizorfirea ali i u
citoplazmi i mitohondrijama insekata (Mockett i sar., 2003; Ahmad i sar., 1988).

Zabel egeni s u rapirend na ikehlaznu ektivendst Dugobragno prisustvo
Blal P u medi j umu v o Heenna viridisi M.egall@proVintialis(yalikiaa dovelo je
doznal ajnog povelanja specifilne aktivnost.i k a
Suprotno ovim naldma, pokazano je da dvonedeljno izlaganje ovom PAH ne ostvaruje nikakav
uti caj na kat al az nu Eisrat fétidanandse{Haplotexid4d) j(SaigDerosgr c r v
sar., 1999). Kod insekatske vrst& sancticaroli (Diptera) akutni tretman B] P  zno gel a
redukovao aktivnost katalaze (Vicentini i sar., 2017).

Glutation reduktaza(GR, EC 1.6.4.2.) je homodimerni enzim koji u svakoj subjedinici
sadr ¢gi prostetil ku grupu flavin adenin din
oksidovanog glutatima ( GSSG) do redukovane forme (GSH)

dinukl eotid fosfata (NADPH) kao redukujul eg
FAD pomoiu NADPH i transfer redukujuleg ekvi
centruea i ma, u kome =zatim dol azi do redukcije G
1988).

GSSG+ NADPH + HY — 2GSH+ NADP*

Slilno pri meri ma Koj i s u dat i z a SOD i
benzopl pi rena na aktivnost GR su Ve ®maezisaenodel i
sistemi ma i uslovima izlogenost:. t o k salpikeaun t u .
znal ajno i ndukuj e Pom&dsdhigtus o micropg&oRiifornkes),d ali i da
| etvoronedel jni tret man dcatinanGRpkodP.wiridasn(Mytilide) o st v
(Vieira i sar., 2008; Richardson i sar., 2008). Suprotno ovim rezultatima, Gravato i Guilhermino
(2009) nagl i s u d a]P Whazpmnarsavodom, nije imals efekta va@ktiBidst
GR kod Dicentrarchus labax ( Per ci f or mes) . Filipovil [ sar .

aktivnosti glutation reduktaze kod lar&uproctis chrysorrhoeal Le pi dopt er a) pos
ishrane fluorantenom. Podaci o uticaju beajmfena na aktivnost GR kod insekatskih vrsta ne
posbje u dostupnoj literaturi.

1.3. 2. Enzi mi Koj i ul estvuju u procesin

Detoksi fikacija ksenobiotika podrazumeva r
kojih se odvija aktivacija i deaktivacija intermedijernih jedinjenja u cilju oy ekskrecije.

Bi otransformacija se odigrava u dve faze. U
rastvorl jivost u vodi kroz reakcije oksidaci
citohrom P 450 monooksigenaza, reduktaza i karboksilesh z a . Tokom faze I
intermedi jer.i faze | postaju znalajno hidrofi
glukuroni di ma i glutati onom, p oransfdraga, urigire8' i | i t
difosfat glukuronosulfotrasferaza) (Yu, 2004; Timbrell, 1991). Insekti su u svom prirodnom

okrugenju suol eni sa mnogim toksilnim siupstar
al el ohemi kalije) il vegtal kog porekla (inse|
poseduju razlilite oks kacione mehani zme,

det i fo
iglutatonSt r ansferaza (GST) ostvaruju vagne ul oge.
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potenci | al za upotr ebu umdrgarmskmopolutantmai(videliu Hynea g a L
i Maher, 2003).

Karboksilesteraz¢EC 3.1.1.1.)suklase b hi dr ol aza koje kataliz
estara do sadrgavajulih alkohola i kiselina.
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 nukleofiinog napada malelde radi

i zmegtanja serina | osl obalLanja kiseline, gto
2009).
Karboksilesteraza
0 K, 0
il » Ri—COH + Il
07 Rz //—> OH” ™Ry
H-0-H

Slika 2. Pojednostavljen mehanizam hidrolize karboksilestara dejstvom karboksilesteraza
(prilagolLeno iz Montella 1 sar.,

Karboksilesteraze su najzastupljenija klasa esteraza u svim tkivima_lagpar, osim u
mozgu gde su dominantnije jedino acetilholinesteraze (Kapin i Ahmad, 1980). Kod insekata
karboksil esteraze ul est vuj u i digestiinhvagd modulbcijiz i ol «
metabolizma, rasta i reprodukcije (Montella i sar., 2012; Jones i Bancroft, 1986).

Karboksil esteraze |ine vagnu komponentu f
vagnu ulogu u razvoju ot por no st P01X @Bubovskigisar.,yv r st
2011, Hemi ngway i sar ., 2004) , tako da je n
karboksil esteraza kao i ndi ka nj
Wheelock i sar., 2008; Gunning i sar.,, 1996) Far cy i sar . (2013
benzof] pi rena povelava akt i vn oMytlus&dalis(iysilida.Altais t
su zakIljulil:i daP uv emetvaall mmloi zunhue sB[vuj u karb
dodatno ispitati pt enci j al ovog enzima za ©primenu
Vicentini [ sar . (2017) su pokazal. znal aj
benzof]pirena i detektovali indukciju aktivnosti ovog enzima Kodsancticaroli(Diptera).

Acdilholinesteraze(EC 3.1.1.7.) pripadaju familiji holinesteraza koje su specijalizovane za
hidrolizu neurotransmitera acetil holina na ac
nervni impuls (Fournier i sar., 1995). Smatraju se markerom melrati | nost i k od
izuzetno su osetljive na dejstvo organofosfatnih i karbamatnih pesticida koji inhibiraju njihovu
aktivnost, zbog |l ega se koriste kao biomarker
2011; Badiou i Belzunces, 2008) Znal ajno je porasl o interesova
giru primenu u biomonitoringu sredinskog zaga
drugi h organskih polutanata (Richardi ir, sar .
2013;Vieira i sar., 2008).

In vitro eksperimenti na acetilholinesterazama izolovanim iz jegW)ectrophorus
electricus(Gymnotiforme$ pokazali su da benzalpiren ostvaruje inhibitorni efekat na aktivnost
ovog enzima (Jett i sar., 1999; Kangi Fang1 99 7 ) . Drugalije rezultat
koji su posle 18 dana boravkateolabrax japonicugPerciformes) u bazenima sa dodatkora]B[
detektoval.i znal ajno povelanje aktivnost:i ace
nalena | e i u eksperimentima Vicentini C. sar
sancticaroli (Diptera) benzdpirenu. llijin i sar. (2017) detektovali su inhibiciju
acetil holinesterazne akt i kb dispardabeagapsechosn. hr oni | n

Glutation Stransferaze(GST, EC 2.5.1.18.) predstavljaju grupu multifunkcionalnih
enzima koji i maju centralnu ulogu u fazi 1
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enzima koje su detektovane u citoplazmi i mitohondrijama éukat s ki h [ el i ja gdc¢
nal aze u solubilnom obliku, sa manjom frakeci
(Hayes i sar., 2005; Yu, 1996). Funkcija GST jeste konjugacija redukovanog glutationa (GSH) sa

reaktivnim metabolitima ksenobiotikaawi | j u nji hove | akge ekskreci
potpuno razjagnjen, al i j e poznato da se ost
grupe GSH (G#") na el ektrofilni supstrat (RX) i for

v a ¢ trgensrisanja aktivirane sulfhidrilne grupe GSH (Angelucci i sar., 2005).

G5HY
R —— R—5G+XH

Kod insekata GST ima vagnu ul ogu i u antio
gtetnih produkat a l i pi dne peroksidaci |k, al i
zahvaljujuli peroksidaznoj katalitilklogj gakit,i
2000).

Postoji dosta podataka o uticaju PAHenzop]pirena na GST raell i t i h vr st a Kk
vodenihi nsekat a i zgl avkar a. IHrlome difomehkaauszvhnaanain j e
(Decapodai P. viridis (Mytilida) benzop] pi renu rezul tovalo je znal i
GST (Ren i sar., 2014,; Ri chardson i sar., 200
pronagl i tdedtnanlarvhedaseaegyplDiptera) sa Bi|P deluje inducibilno na aktivhost
GST kao i na ekspresiju vige gena koji kodir e
aktivnosti GST nalena | e p €.sdareticatolr (Biptdra) tsa aj n o

benzop]pirenom (Vicentini i sar., 2017).

1.3. 3. Proteini toplotnog goka (Hsp70)

Proteini toplotnog goka (od engl. heat s |
zastupljenih proteina u pr okar iseovusskojihnprimarnite u k ar
funkcija nazivaju proteini stresa i molekul sk
nativne konf or maci j e, pozicioniranja protein
sprelavanj a nj i haoawo® i dae.,n E94) rNa cosnpve mdlekliskih masa,
aminokiselinske sekvence i ugi h specijalnosti
goka malih molekul skih masa (-HbpSQ Hsp70, HepBlei v e |
Hspl00 (Gupta iasr . 2010) . Proteini Hsp70 usko su Ve:
ekspresija i funkcija ispoljava kao odgovor
stresora (Lewis i sar., 1999). Rr oti @@t o koif lom ar

koje deluju u pravcu sprelavanja dalje denat
Bukau, 2005).

| stragivanja su pokazala da su proteini H
givotne sredi nejnozbkog ilgdganisw ompsogi m ekot ok si
proteotoksilnosti u razlilitim model Si st emi

Martin, 1993; Sanders, 1993). Benap[pi r e n, uzrokuje oksidativni
reaki vni h vrsta kiseonika koje ogteluju protei
destabilizacije (Freeman i sar., 1999). Reaktivni intermedijeri metabolizaj® Bjogu formirati
kovalentne i nekovalentne veze za strukturnim proteinima i enzimgma,o narugava
strukture i funkcije -A° sdsoav oidi s aro. ,den@®QC Qu;r a¥ o ¢
veoma lipofilna jedinjenja kao benajpiren, odlikuje sposobnost interakcije sa hidrofobnim
aminokiselinskim ostacima proteina, lociranimn ut ar nativne konformaci
poremelaja u njih®tej nsnetukiumRiencNeaghawmPo7) .
snagno indukuj u ek s pHsensaifefida(Hagletaxida) (Zheng Hsam, 2017),k o d
Tigriopus japonias (Harpacticoida) (Rhee i sar., 2009niscus asellug | sopoda) ( K°hl
1999) iC. tentang(Diptera) (Lee i sar., 2006).

7
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1.4. Digestivni enzimi i energetski molekuli u hemolimfi

Digestivni trakt je mesto direktnog kontakta insekatskog organzrma el e ment i ma
sredine, akumulacije nutrijenata, ali i antinutrijenata. Glavni procesi digestije i apsorpcije hrane

odigravaju se u srednjem crevu |ije su epit.:
digestivnih enzima, procese transpartz me Lu | umena | hemol i mfe i
jona kalijuma (Terra i Ferreira, 2012) . | z mel
membrana hitinskp r ot ei ns ke struktur e, koja sprelava
mikroorgni zma u hemol i mf u, al i [ povelava diges
ul oge u digestiji i apsorpciji, srednje <cre
domi nantne zastupl jenosti komponenat aa darngtaij oak
detoksifikacionih enzima (SmaggheTirry, 2001; Bl agbagegil, i 203rQ)b.o
fiziologka organizacija i koncentrisanje odbr
na njegovu vVvitalnu ul ogu efekata ksenebiotka @netih ishranomk o n t
zbog | ega je ovaj deo alimentarnog trakta 1ins
Dauterman i Hodgson, 1978). Pokazano je da se proces biotransformacije ajperere]
dominantno odigrava u sredme cr ev u i Mal pigijevim cev]icama
ovog PAH i akumulira u crevu (He i sar., 1998; Van Brummelen i Van Straalen, 1996; Kumi i sar.,
1991) . Ovi nal azi suger i §ualpidena unsefnjera krevu noser e t
prisut ni enzi mi i drugi bi ol ogki makr omol ekul i
Narugavanje aktivnosti digestivnih enzi ma i |
ozbiljno ugrogava digestij u dinekno redukuje remetskea o i
izvore dostupne za metabolil|l ke procese i/il:i
insekata.

Podaci u |iteraturi opisuju efekte razli].|
fokusom na uticaj alelohekia |l i j a, zatim insekticida i u manj
pol utanata ¢gi voB@&teais rsari.n,e ZAMBlaAd;i oQharron i S a
2014; VI ahovi i [ sar ., 2015 a3P naMigdstiviieieime d e |
insekata, i to konkretno na proteaze, fosfataze, lipaaglukozidaze, nije ispitano ni u jednoj
studiji dostupnoj u | iteraturi do sada, kol i

ovog polutanta namel u v a éta oasaktivnost digestivini anzijna  n |
pogotovu gto j e gl aalprdanonpkiozhranmt oksi kacije benz

Proteazes u grupa hidrolitil|l kih enzima koji raz
(egzopeptidaze) katalizuju hidrolizu peptidne veze odliNC- terminalnog kraja polipeptidnog
| anca, sukcesivno uklanjajulii aminokiselinske
endoproteaze (endopeptidaze) deluju na peptidne veze unutar polipeptidnog lanca. Digestivne
egzoproteaze insekatadelesna serin, cistein i aspartat opr
mehani z mu, a proizvod nji hove akti vno-siti S
karboksipeptidaze (Terr a [ Ferreira, 2012) .
Lepidoper a potil e od serin proteaza | i]j.i su gl a
(Srinivasan i sar ., 2006) pri -sllenmun ep gsrtodjeea zi

doprinose degradaciji proteina&Cljougule i sar., 2008; Valaitis, 1995 Tripsin Lepidoptera
hidrolizuje unut r agterniealngmekmju potipemidnog damca | odlikuljeisd) e  (

molekulskom masomod 205 k Da, sa optimalnom pH vrednogl
Aminopeptidaze insekata su metaloenzimji klanjaju aminokiselinske ostatke sat&rminalnog
kraja oligopeptida i kod Lepidoptera su vezan
odnosno za mikroresice epitela (Val ai t-139, 19
kDa,avrel nost i pH opti malne za aktivnost enzi ma s
Uol eno je da kod Lepi doptera postoji Vi g
izofor mi, | ija se ekspresija menja uje,ksvu sSnos
slul ajevima prisustva inhibitora proteazne a

8
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(Crava i sar ., 2010; Wang i sar ., 2005 a; Raj
aktivnosti zabel egene sui nmamiat delgdwertjne Isamidji
insekte (Charron i sar., 2013; Vlahovil i sar

Alkalne i kisele fosfataz& at al i zuj u hidrolizu raznovrsnil
fosfata u neorganskom obliku,ijul eistaki uvmo ru
zavrgnim fazama varenja hrane (Terra i sar .,

smatra markerom mi kroresica epitela srednjeg
glavna, membranska frakcija ovog enzimak | j ul ena u procese digest.i
Solubil na forma al kalne fosfataze prisutna | ¢
ATP-aznom aktivnogiu preko koje wulestvuje u reé
lumena ceva 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 al kal nih fosfataza vaeadgomoe nasttes,aa p
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 vagne | affjbge uu mdo
metabol il kim procesi ma, ukljulujuli transport
insekata, ali i funkcije u nadomegiivanju 1|el
2001; Cheung i Low, 1975; Sridharai Bha 196 3) . Postoji vige i zo
fizilkih svojstava I supstratnog afiniteta, |

epitela dominantna solubilna forma, dok su u manjoj meri, izoforme vezane za membranu.
Aktivnost solulinih 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) . MeLut i m, post dgsfataza u d o k :
citoplazmi, vel samo one ukljulene u procese
se smatraju markerom ovi h organela (Nemec i G

Fosfataze insekata pokazuju osB®h@Pteast ip
2013; Vlahoviil i sar., 2013; Vlahovil i sar.

negativan uticaj sekundarnih metabolita biljaka na aktivnost alkalnih i kiselih fosfataza Lepidoptera,
gt o za posl edi cu tdigesije sumjanatp iem@pavoljanfutickj aasosobise fitnesa
insekata $enthitNathan 2013; Basiouny i sar., 2010; SentNathan i sar., 2009; SentiNlathan i

sar., 2007; SenthiNathan, 2006). Veliki broj sekundarnih metabolita biljnog porekla imajgskt n e ,

policiklilne i ster oi dn apiréne (BenthiNathean, 20t3; Bekthilu r e ,
Nat han i sar ., 2005) , tako da se moge pretpc
srednjem crevu. | stragi v arkazaa sn da PatbidBfPnoebitinob e s k i
ogteluju integritet i funkcionisanje lelija c
glatkog endoplazmatilnog retikul uma i l i zozon
na potencijalnu upotrebd &k al ni h i posebno kiselih fosfataz
benzof]pirena.

Lipazesu veli ka grupa enzima koja katalizuje
primarno triacilglicerola i diacilglicerola, i u manjoj meri galaktoli@id i fosfolipida,
osl obalaju masne kiseline. Digestivne | ipaze
funkciju u digesti]ji | i pidnih komponent. hr a
efikasnu emulgaciju mastiiformmaj e vel i ke dodirne povrgine i zn
koje su neophodne za dejstvo ovih enzima (Terra i sar., 1996; De Veau i Schultz, 1992). U
srednjem crevu Lepidoptera nalaze se i |l i paz
(Christkller i sar., 2011; Horne i sar., 2009), a postoje dokazi da neke od digestivnitLlipksaar
pokazuju i potencijalnu esteraznu aktivnost
ul estvuju i Uu procesi ma mert.ar nR2o0f0o7z)e. iZ adbped petgoez

aktivnost digestivnih lipaza larBombyx morii Le pi doptera) kroz degr ad
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kapsi da, kao i njihov vagan doprinos u razvi
Ponnuvel i sar., 2003). 5
Uglukozidazek at al i zuj u hidrolizu t er bl dglukozesa , n e

ar il Pl al kil gl i kozi da, di sahari da, ol i gos.
glukozidaza locirana je u srednjem crevu, uglavhom u solubilnojifdrmarobljena u okviru
gli kokali ksa koji nal ege na membrane epiteln
membranu mi kroresica epitelnih felija (Silva
imaju krucijalnu ulogu u finalnim procesia di gesti je wugljenih hidr a
modulacija aktivnosttg | ukozi daza od strane biljnih alel
metalima (SenthiNat han, 2013; Vlahovil i sar ., 2015b) .
Lipaze iUgl ukozi daze predst avigjeajti vNeomazivm@mgn
met abol il ko korigienje molekula sa najvelim
Il i pi da. Dostupnost energetskih depoa je od vi
kako u normalnim uslovima a k o i pri dejstvu stresa, kada
povelavaju usled angagovanja razlilitih odbr
enzima kao i sadrgaja lipida i gl avnutdalogeg!l j en
moge biti od velikog znalaja u proceni ef eke
pokazatel] prisustva i dejstva polutanata pri
Svoj stva [ funkcije jetrevar uadilpozfnomgdatmeint a
deponovanju i metabolizmu lipida i ugljenih hidrata, kao i sintezi proteina hemolimfe. Tokom
dugotrajnih potreba insekata za energijom, d
met ab ol i | -Kriacilgicerda; ig mgsmog tela u hemolimfu, gde se slobodne masne kiseline
u formi lipoforina, transportuju do targetnih tkivlgh derHorst 2003) . Tr ehal oz a
di saharid gl ukoze Koj i predstavlja dominantr
radaganjem glikogena u masnom telu. Koncentracija ovog energetski bogatog molekula je pod
endokrinom kontrol om i direktno je zavisna od

njihove ishrane (Thompson, 2003).

Pokazani su negativni efekti raz| i t i h hemijskih zagalival e
energetskog metabolizma =zglavkara i i nsekat a
oliveira i sar., 2013; Lavarzas i sar., 2006;
1.5. Benzaog]piren i osobine fithesa insekata

Prisustvo hemijskih toksikanata poput PAHenzof]pirenapredstavlja svojevrstan izazov
za organizme, ukljulujuli insekte, u smislu
odrgavanja fiziologkih [ bi ohemkiiski thanfjuan k Ic &
energetski zahtevni h, odbrambeni h sistema (C
i nsekti troge naj vi ge met abol il ke energije |
metabol il ku transforapaaciejnia, i kaks kr encai j zua gbteintzn
prevenciji i sanaciji njegovih toksil|lnih efek
redukcije razvila, rasta i reproduktivni h ka
Forbes iCal ow, 1996) . Ovakve odbrambene strategi
energetskog budgeta za metabolil ke procese ko
uticaj na populacionu dinamiku insekata (Sibly i Calow, 1989). Parametriditnemmogu pr u g
vagne informacije o efektima zagalivala na ni

Dokumentovano | e Vi ¢ denppgrenanaak ao soo buitni ec ag iuv oPt
zglavkara. Bang i sar. (2009) su pokazali da]B[uzrokuje telesne deformacije kddgriopus
japonicus (Harpacticoida i da znal ajno usporava nNji hov
benzga] pi renom dovela | e do Qanisaud as¢llusdorceleodscakec i | e
(Isopoda) (Van Brummelen S$tuijfzand 1993), a kodDaphnia magnaCladoce a ) uoil eno
smanjenje reproduktivne sposobnosti adulta (Ha i Choi, 2008]. insekatske vrst€. dilutus
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(Di pter a) hrbenmdalpireru imalp je negativiar) efekat na razvoj larvi i reprodukciju
adulta (Du i sar., 2014Prud’homme sar. @017) zapaziisuda B P znal ajno ubr z

larvi A.aegyptil Di pt er a) , al i [ povel ava stopu mortal.
su da dugotrajna dijeta larli disparsabenz¢a] pi r enom dovodi do znal aj
masa | produgava vreme razvil a. Slilan rezul't

uticaja PAH, fluorantena na osobine fitnesa landispar.
1. 6. Bi omar ker i zagalenja givotne sredi

|l zuzetan znal aj u prabenjfy.vkenerpbl kokivhl i
pridaje se Dbiologkom monitoringu il:/i bi omoni
bi ol ogki h odgovora organizama na promene u
ksenobiotika u njihovim tkivima @akall i Walker, 1994).

Za razliku od hemijskog monitoringa kojim
sredini, bi omonitoring daje prednost odreli v
ni voima biologke orgahiazadiajke.i Rr ing skt wno koaga
na organi zme | i ndukuje niz kaskadni h odgovor
|l emu su ovVvi bi ol ogki dogalaji izuzetno brzi,
zagali vBaloamar ker se definige kao bilo koja prec
gena i mol ekul a, na nivou Jlelija i t ki va, f
povezana sa prisustvom ksenobi omiekkimauKagrajv ot no
sar ., 2014; Peakal |, 1994) . |l zuzetno je vagn
organizmima, odnosno da se njihovi odgovori mogu detektovati pre izazivanja ozbiljnih posledica
na jedinke i njihove populacije. Kao posebn oset | ji va grupa i stiilu s
geni , proteini [ metabol iti, |0 su odgovori
bi omarkere vezane za Vvi ge n-Mkhelel Olmos8dtopZPk6e o r ¢
Zahvaljuju i tome gto istilu vezu izmelLu kontamin
bi omar ker i nal aze opsegnu pri menu u ekot ok
proulavanje toksilnih efekata polutanadcaneu | a
zagalenja i monitoringa (Forbes i sar., 2006)

Bi omar ker se mogu podel iti u tri grupe,
bi omarkere osetljivosti (Shugart [ sar ., 199
kvantitativno od e Li vanj e egzogenih supstanci , njihov
ksenobioti ka i ciljnih molekula il:9@ felija, wu
kontaminanata u tkivima organizama. Biomarkeri efekta podrazumevaju mdlpbhemijske,
fiziologke ili druge promene u tkivima i t el e
utvrblenim ili i zvesnim pogorganjem zdravl ja i
stelenu sposobnost orzd agjienmatdaspedgdvomi mnas
bi omarkera ima poseban znal aj u rasvetljavanj
kod razlilitih jedinki. TakolLe je uspostavl je
radi pravilne i efikasne primene u biomonitoringu odnosno njihove validacije. Van der Oost i sar.
(2003) istilu kao neophodne wuslove za wuspegn
pouzdanost i ni sku cenu anal i zelgovorakaoii varijagijge t | |
u prirodi, i u prisustvu ksenobiotika. Takole
del ovanje bioti] kih i abioti |l kih faktora koj
mehani zma t kS|kItn|omet|ksenvoeb2|aot5|akaefnea vigim bi
na odgovore biomarkera mogu znalajno uticat:i
geneti|l ko naslele, starost, reproduktiemi sta
dostupnost hrane. Razlilite popul acije jedin
polutantima u @givotnoj sredini, mogu i spolji
razvoja genetil kih [ fenhht kpdkiphr ocaddaptnagi jdae
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Poseban problem predstavljaju stanigta koja s
gde se indukovani bi ol ogki odgovori mogu melu
Brammell i sar., 2004 Shwugart i sar ., 1992). Vi Gumdulast udi j
heteroclitus (Cyprinodontiforme} (4 reke El'i zabet s a vi soki m
poli hlorovanim bifenili ma, ne ispoljavaa toks
benzof]pirenai slilnih PAH. Razlog je bila desenzit
AhR, odgovornog za pokretanje biologkih odgov
|l ije aktiviranje izost aj &3;ayerl Di &iulio, 20823 ©®wnhyi 2 0 1 C
sar., 2002). Zahvaljujuldi ovim geneti | kim ada
pol utanat a, al i kod ovih jedinki, monooksi ge
izl ogenaRnhémamar Bl evantan biol ogki odgovor . Z |

prednost upotrebe kombinacije nekoliko komplementarnih biomarkera (BBd®un ®t e au i
2013). Primenom metode integrisanog odgovora biomarkera (od engl. integrated biomarker

respons , | BR) omogul ava se jednostavna interpret
grafi|l kim prikazivanjem poligonalnih povrggine
Beliaeff i Bur geot, 20 0paceni kwdlgetapidvao tsree | sersd doi mper
kombinacije vige biomarker a, | i me se (Howigul av

sar., 2016; Kim i sar., 2010).
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Ciljevi

Ciljevi ove disertacije su sledel:.i

1. Odrediti s aneoksidativnin erzimaskperoksidhdsrautaze, katalaze i glutation
reduktaze u srednjem crevu larvi, kao i aktivnost superoksid dismutaze i katalaze u hemolimfi larvi
L. disparV stupnja, detektovati i kvalitativno analizirati izoforme.

2.Odreditispe¢ii | nu akti vnost d-&arboKsilestefza iklatationdansfenazae n z i 1
u srednjem crevu larvi, kao i karboksilesteraza i acetilholinesteraza u mozgu..lahgpar V
stupnja, detektovati i kvalitativno analizirati izoforme.

3.Ispitatiprore ne u koncentraciij.i proteina topl atnog
disparV stupnja, nakon intoksikacijeshzop]pirenom.

4 . Odredi ti specifilnu aktivnoset. dighary stgpnja-v ni h
tripsina, leucin anmopeptidaze, alkalnih fosfataza, kiselih fosfataza (ukupnih, lizozomskih i
nel i z oz o ms kglukogidazal uz kvaitatewnu enalldu njihovih izoformi.

5. Utvrditi koncentraciju lipida i trehaloze u hemolimfi lakvidisparV stupnja.

6. Utvrditi uticaj benzop]pirena na osobine fitnesap r e g i v | j &.\digparjt @ alj amy ie r a
larvi, masu larvi i relativnu brzinu rasta Nastupnju

7. Proceniti sve ispitane parametre kao potencijalne biomarkere kontamiverzeg]pirenom u
odnosuna osdjivost premaprimenjenim koncentracijamaehzop]pirena, kao i u zavisnosti od
obrazaca odgovora kod populadijadisparr az | i | it og por ekl a

8. Procenitida lijevrsth.disparpogodna kao bi obemoplpkeaomor =z agale
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Materijal i metode

3.1. Lymantria dispar(Lepidopteral.ymantriidag (gubar)

Lymantriadispaj e f i tofagna polifagna insekatska v
Evrope, Azij e, Severne Afri ke, S eojojeshranekoristi J u g r
vige od 500 razlilitih biljnih vrsta (Lance,
|l emu sve Il arve i1z i1istog | egla predstawvsbj aju
familija). Da bi aderjagaj d suglivaalja,odi skedt t e

spol jagnj i hL. disparomobvlaa g ej elne&kgal a dl al i cama sa svog
nakon mesec dana neophodnih za potpuno formiranje larvi, embrioni ulaze u period mirovanja,
djapae e, sve do prolela HKadgrododl &azij eddropiolmee ajpa

velim brojem | arvenih stupnjeva, i to pet kod
|l eta. Mugjaci su |l etali skupijeibdrsgosbndst lktengpu ¢er
disparj e pogodan model sistem sa dobro opisanom
giroka rasprostranjenost, kratak ¢givotni <ci kil

u laboratorijskim usheima.

3.2. Uslovi gajenja

Legla L.dispar sakupljena su u jesetokom novembra 2013. godinea dva lokaliteta u
blji. Prwvi l okalitet | e megOV|ta4h4rAa235tolv7a'g'
A5 6), Kofa pripadd&Nacionalnomar ku ner dap i kao zagtileno
e izlogena direktnom wuticaju znalajnih iz
ole je megovita hrasto6ovagaluenaags 41AdDKEa02i9ij. 2,7 6
05'B5. 2B8'Boru se nalazi rudarsko topionil s
ni ka ra u ovom delu Evrope, i kao takav
zeml j e. Moni toringom kvaliteta vazthah a u
i h aromatil nih wugljovodonika (od e
masa na suspe n&iovkainsarni2015e. st T alaonae
u vele koncentr acn y blizint @vagl ridarskagi h P
agil i sar., 2016) .
l a Jluvana su na 4AC do april a
p panjem u 5% varikinu (natrij
vodi i ostavl jen a se osuge na vazduhu. Pripre
svetl a i 12 h aka do piljenja, nakon | ega ¢
gajenjeL. dispar( O6 De | | i sar ., ,nhiStd témper&@weili fotoperiods. &ajengje 1 9 8
po deset | arvi u jednoj Petrijevoj posudi (Vv
j e
[

e

TN T
D—>\x‘_.

TT 3T TTTNTSINW
n TS

o =~ OO

i sana

|l ega je gajeno po pet l ar vi u jednoj Petri|j
svakajedinkgy aj ena pojedinalno u Petrijevo]j posudi

3.3. Eksperimentalne grupe

|l spitivan j e hroni | ani uti caj pol ici klI:
benzop]pirena (BR]P) na populacije larviL. dispar poreklom iz neagal ene ( Maj de
nezagaleN®) gumaagalene (-BBY)y , ¢u aealpiler8j@dodagah ma
vegtal ku di japiran (Benaof]vp y.r eBneen,z o 9 6 %AlqrithP@aCNo, Si ¢

B1760) najpre je rastvaran u minimalnoj zapreraira et o n a , a zatim je taj
sastojcima vegtal ke dijete, osim agara i vod
dodavan je na kraju pripreme vegtal ke dijete
sipana u kpel iglkaestii |gpieroposude u kojima je ost

acetona. Kori gl ene a»whradivbeng By suwen maseahcang i &0 ng [
B[a]P/g suve mase hran@ve dve koncentracije benappirena, odabrane su za eksperimpat
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osnovu rezul tat a Pmenrae nljiag | sua drr efkaejdasspkpokojierbdjka a h r

izbora u ishrani larvL. dispar( Hows am i sar ., 2000) . Lagh, ede s u

izl eganja do treleg dananepetPar nsitruapnno aj, e k@as

grupa, pri | emu je svaka grupa sadrgala po 65
- NP 0 ng- kontrolna grupa larviL.. disparpor ekl om iz nezagalene |
vegtal ko] di japt i bez dodat ka B]

- NP 5 ng- larveL. disparporeklomize zagalene popul acije gaj el
dodatkom 5 ng Bf]P/g suve mase hrane.

- NP 50 nglarveL.disparpor ekl om iz nezagalene popul aci
dodatkom 50 ng B{]P/g suve mase hrane.

- ZP 0 ng- kontrolna grupa larviL. disparpor ekl om iz zagalLene poc
vegtal koj dijapPti bez dodat ka B]

- ZP 5ng- larvelL. disparpor ekl om iz zagalene popul acij ¢

dodatkom 5 ng Bf]P/g suve mase hrane.
- ZP 50 ng- larveL. disparpor ek | omeniez pzoapguallaci j e gajene r
dodatkom 50 ng B{]P/g suve mase hrane.

U eksperimentu su za svaku populaciju bile
vegtal ko] dijeti I mal e samo r ast vkalikcaje svaka n o s n
vegtalka dijed ® saddgadhikomkaRpo bi se utvrdilc
Bla] P. Kako nisu nalene statistil] ki Lzdispdrieez ne r

acetona u dijeti, i onih larvi koje su gage na dijeti sa acetonom, u rezultatima su prikazane samo
vrednosti dobijene za za kontrolne grupe ldrvidispargaj eni h na vegtal ko]
acetona (NP 0 ng i ZP 0 ng).

34. Analiza osobina fithesa

Tokom eksperimenta, u svim eksperimémita grupama larvi. disparpr al ene su s |
karakteristike:
1.Pregi vl j &eegeprkazano kaprodentpr e gi vel i h | aodizidganjpdok o m
grtvouv anrjel em danu petog |l arvenog stupnj a
2Ukupno trajanjedmoazvitiswtvadl agetogsgmjp | a
3.Masalarvii r el eg dana petog | arvenog stupnj a:;
4 . Od r eelatvmadrzipaegastaod engl. relative growth rate, RGR)a period od ulaska larvi
u trefli stupanj, pa svepndjoa.t rRGR gped aariaigu noagt
(Farrar i sar ., 1989; Mrdakovi i i sar ., 2015)
RGR = (INNV{1 InWo) / t,
Wi-masalarvema kraju posmatranog perioda odnosno u
Wo-masa | arve na pol et ku posamaa rtarneolge gp esrti uopdnaj ao
t - trajanje posmatranog perioda u danima

3.5. Odrelivanj e aikdetoksifikaciaih i antioksidat

3.5.1. Priprema homogenata

L.disparl arve svih eksperimentalnih grupa g¢grtyv
dekapt aci jom na | edu i sakupl jena | < krist@maarhca mf a
feniltiouree, inhibitora fenoloksidaza. Iz glavene kapsule larve disekovan je mozak. Integument je
uzdugno iselen i i zol ovano jdmeg iczadnjeg crevia,euzxinoano N a k
je srednje crevo. Hemol i mf a, mozak i-28A@ddpe
homogenizacije.
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Uzorci hemoli mfe razbl adgeni Ssu u odnosu 1:
s a dI,1$% KCI, Z mM K;HPQ,, 5 mM PMSF and 2 mNDTT, 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
t emper at Eppendafitl7Rcér@ifugom).Odvojeni supernatanti su zamrznuti-28A C

U svako] eksperimental noj grupi pul ovano |
destilovanom vodom, u odnosu 1:9 (w/V) i homogenizovano na ledu (MHX/E X&momany
homogenizatorojtokom 3 intervala od 10 sekundi, i pauzama od 15 sekundi, na 50@¢aohm.

Dobijeni homogenat.i centr i f ugEkppeadoib4ldRGerhahy mi n u
centrifugom). Supernatanti su alikvotirani i zamrznutiaz0 A C .

Srednjacrev&a u homogeni zovana pojedinal n4,(0268a | e
M saharoza, 0,05 M THECI, 0,001 M EDTA) upotrebom Ultra Turrax (IKA-Werke)
homgeni zatora. Tkivo je razblageno sah®bzomizni m

su homogenizovani u tri ciklusa od po 4€kundj sa pauzama od 15 sekunpglii brzini od 20000
obrtajal/ min, n a k sonifikdcigng &ekvanciji op 20 kMzy 3gpota pa@d sekundi

sa pauzama od I¥ekundi(Bandelin HD 2070 sonifikatoromPobijeni homogenati srednjih creva
centrifugiani suna 100000 @i trajanju od 90 minuta a 4 AC ( u | tBecknsaa h765). i f u g «
Izdvojeni su supernatanti i zamrznuti29A C .

Saluvani supernatant.i hemol i mf e, mo z g a i
enzimske aktivnosti. Koncentracija ukupnih proteina u supernatantima ovih tkiva.lagispar
odrelivana je metodom po Bradfordu (1976), u

iz seruma (BSA, od eng. bovine serum albumiKyantifikacija proteinskih traka nakon
zimogramske detekcije enzimske aktivnhosti na nativnim poliakidaim gelovimai zvo Lena |
denzitometrijskom analizoprimenomimageJ programa (National Institutes of Health, USA).

35 2. Spektrofotometri | sk antioksddativndLl iiv anj
detoksifikacionih enzima

3.5.2.1. Superoksid dismutaza (SOD)

AktivnostSOD u srednjem crevu i hemolimfilarvidisparo dr eLena j e met od
i Fridovich (1972), koja se zasniva na enzimskoj inhibiciji autooksidacije adrenalina u baznoj
sredini . PrevolLenje adrenalina u &dirpevamd r o m
ubrzava reakciju autooksidacijeSOD Kk | anj a superoksid a brzinun ra
nastajanja adrenohr oma. preKkotbizimenautsoksidaBi® Bdrepatina e L i
odnosno kao promena apsorbancijeremenu natatan oj addi 480 nm na 25AC.
smejgea sadr gal a uzor apufer pbd d0;,2¢50 &l Na,@Oz i 0,1 kd EDDIA)n a t n
Jedinica aktivnost. SOD definisana | e kao k
autooksidacije adrenalina méarnom delu mmene apsorbancijeminuti.

35.2.2 Katalaza

Met oda po Cl ai borne (1985) pri menjena | e Z
crevu i hemolmfi larviL. dispar Zasniva se na merenju brzine kojom enzim prevodi vodonik
peroksid do kiseonika iovd e . Praleno je smanjenje apsorbanct
25AC. Reakciona smega sadrgala je 50 mM fos
Koncentracija vodonik peroksidaa r eakci j u podegendgepepeobetbadk o d-
izmeLu 0, 525 i 0,550, a d aendsoetinjelviednasti apsorbandijea d o
opsegu od 0,03 do 0,08.okom tr i mi nut e, na svakih 30 sek
momentadodavanja uzorka. Jedinica aktivnogttalaze definisana jeak broj mikromolova
vodonik peroksida redukovanih u minuti.
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3.5.2.3. Glutation reduktaza (GR)

Glutation reduktazna aktivnost srednjeg creva larndisparut vr Lena j e po me!

sar. (1974), i to po princabaspopidonfjjansmadj 8
usl ed potrognje NADPH u procesu redukcije ste
Reakciona smega je sadrgala wuzorak, 0,5 M f oc
0,1 mM NADPH. KoliJinaduertieka pereakoi da pr
apsorbancije bude u opsegu 0,003 do 0, 006. N a
je olitavana tokom 3 minuta na svakih 30 seku

NADPH oksidovarih u minuti.

3.5.2.4. Glutation SransferazgGST)

Aktivost GST u srednjem crevu larti. disparodr elLena | e prema met
(1974). Enzim katalizuje konjugaciju supstratalaro-2.4-dinitrobenzena (CDNB) sa SH grupama

redukovanog glutationea GS H) . Met oda se zasniva na pralenj
dugi ni od 340 nm, na 25AC, g t oglutatien konpigata.l t at
Reakciona smega sadrgala je uzorak, 0,5 M fo:

Apsorbmci ja je belegena u periodu od 3 minuta nc¢
kao br oj nanomol ova GSH utrogenih u procesu Kk

3.5.2.5.Karboksilesteraze

Aktivnost karboksilestaraza u mozgu i srednjem crevu lardisparo dr elLena | e pr
kontinualnog spektrdotometrijskog esep koji se zasniva nahi dr ol i t i | koon os|
nitrofenola iz supstratae-nitrofenil butirata Main i sar., 1996L. Reakci ja se odWi j al
mM natrijum fosfatnom puferu pH 75 prisusvu 15 mM supstrata. Apsorbancipe pr al ena t
4 minutena 414 nmAktivnost karboksilestaraza definisana je kao broj mikromolovetrofenil
butiratahidrolizovanih u minuti.

35.2.6. Acetilholinesteraze

Metod po Ellman i sar. (1961) primenjenzea ut vr Li vanj e aktivnost

mozgu larviL. dispar  Enzim hi droli zuje supstrat acetilt
kKoj i u priditocbs@nut 59 bédnzoeve Kkisel i-tiohitro( DT NE
benzoatahon koji se moge kvantifikovati pralenje
Reakcija se odvija tokom 3,5 minuta (lag faz
snima na 15 sekundi Reakci ona s metitiaholis didr ¢ i u
Aktivnost acetilholinesteraza izragena je kao

u minuti.
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3.5.3. Detekcija aktivndssuperoksid dismutaze (SOD), katalaze, karboksilesteraza i
acetilholinesterazaativnom elektrofagzom

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 584 ¢
bisakrilamid 169
dejonizovana voda do 200 mL
2.1,5M TrisHCIpH8.8,pufez a razdvajajul.i gel (Tris pH
Tris 36349
dejonizovana voda do 200 mL
4 M HCl do pH 88
3.05M TrisHC | pH 6,8, pufer za koncentrujuli g €
Tris 60
dejonizovana voda do 100 mL
4 M HCl do pH 68
4. 10% (m/V) amonijum gsulfat, inicijator (APS).
APS 029
destilovana voda do 2 mL
5. Rastvor za nadslojavanjelftanolilinb ut anol zasi i en vodom).
2-butanol ili nbutanol 100 mL
destilovana voda do nastanka donjeg sloja vode

6. Pufer za obradu uzoraka, za 25 BX,(PUZ2)
0,5 M Tris-HCI pH 6, 8 9,38 mL

85% glicerol 9 mL
0,1% bromfenolplavo 15mL
destilovana voda do 25 mL
7. Pufer za elektroforezu (radno razblagen
Tris 39
glicin 144 g
destilovana voda do 1L

Zadetekciju enzimske aktivnosti na gelu, prisutneomogenatima mozgarednjeg creva i
hemolimfe larvi L. dispar k o rehagjé tehnika jednodimenzionalne elektroforezenativnom
poliakrilamidnomgelu, bez prisustvaodijum dodecil sulfata (SD$ye d u k uj ul i hOvin e mi k
metodu je uspostavio Laemmli (1970).

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

i spod. Za razlilite enzime koriglene su razl
koncentrovanje uzoraka uvek bio 4%.
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Rastvori Gel za razdvajanje (mL) Gel za koncentrovanje (mL)
75% 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 510 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 988 9,88 9,83 9,88 4,95

Il zme Lu pnljo dezaerisani pagtvagela za razdvajanje i nadslojen rastvorom za
nadslojavanje Nakon zavrgene pol inne dezaersaniiraswor gelarzg e g
koncentrovanje. U ovaj rastvgostaviljan jei | e gal j A za ffloamur &oj e bkuwn

uzorci . Uzorci Ssu megani sa puferom za uzor ke
sobnoj temperatur.i 5 minut a, pre nanogenja na
il egl j aA b u ndestidvanbnivodsnui u njibsp naaatuzorci,Pode gena j e ko
v o | (80 §)aokom ulaska uzoraka g e | za razdvajanjml0vdokon |
kraja rada

3.5.3.1.1 Superoksid dismutaza (SOD)

Aktvnost SOD u hemolimfi i srednjem crevu lgrwnakon nativne poliakrilamidne
elektroforeze detektovana je na g@upo metodi koju su opali Azevedo i sar. (1998). Na %2
poliakrilamidni gel naneto je 1& g proteina po bunaril u. Nakon
ispiran dejonizovanom vodom 2 faupo 1 minut, a zatirmkubiran u mraku na sobnoj temperaturi
u 50 mM karbonatno bikarbonatnom puferu pH
riboflavin, 0,1 mM nitro plavo tetrazolijum i 0,3% TEMED (N,N,N5ttrametiletilendiamin). Po
z avr g e thacije, gel jekispran destilovanom vodom i ostavljen u vodi na dnevnom ili
vegt al kom s vmdsletjenjahaspragnagmatvjeu bi | ast og gel a, kK o]
aktivnosti u ispitanim uzorcima.

3.5.3.1.2 Katalaza

Aktivnost katalazeu srednjem @vu larvinanativnomg el u odr el ena | e pr e
isar. (1983)Na 8% poliakril amidni gegl pnaamwwdrlka.®g e Kk
zavrgenoj lljeikpran2of puteai po 1 minut u destil ov
inkubacijagau 50 mM f osfatnom puferuQpH3IY, Bl.Qele) % H €
50 ml pufera),tokom 20 minuta u mraku na sobnoj temperatBisle inkubacije gel je kratko

ispran u destilovanoj vodi , a z at iodenil) rastvara o nj ¢
2% FeC}i 2% KsFe(CNj. Ra st v or i nadedu iglao njead damneri 1:1 neposredno pre

dodavanja gelu. Gel je inkubiran o v 0 j smegi na svetlu do poj a
katal aznoj aktivnosti, naspram zelene povrgin

3.5.3.1.3 Karboksilesteraze

Izoformekarboksilesteraza mozgu i srednjem crevu lardetektovane su nativnoRAGE
po modifikovanoj metodi koju je opisao Loxdale (1983). b u n a r | polialgilanidndggéla
naneto je po 10 ¢ @rapdva@anjecodvijab seri Kohtanknonr nadormuoeNG k
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Vna4AC, n a k o al patoplignau rasteor 20 mM natrijum fosfata (pH 7,2), 1,1 aekftil

acetata (prethodno rastvorenog u acetonu) i 1,2 mM Fast Blue B (rastvorenog u destilovanoj vodi).
Inkubacija se odvijala 40 minuta na sobnoj temperadturir ezul t oval a j e poj a\
koje odgovaraju karboksilesteraznoj aktivnosti

3.5.3.1.4 Acetilholinesteraze

Modifikacija originalne metode po Karnovsky i Roots (1964) primenjena je u dietekc
aktivnosti acetilholinesteraza na gelu nakon nativhe PAGE, u uzorcima mozgh. ldispar. Na
10% gel je naneto po 35 gproteina iz svake eksperimentalne grupe i elektroforetsko razdvajanje je
sprovedeno na konstantnonv@gatplomue loak t2r0o fmiAr, e mea

put a, kratko ispran u destilovanoj vodi nako
fosfatni pufer pH 6, 0,1 M acetiltioholin jodid, 0,1 M natrijum citrat, 30 mM Cp$G mM )
KsFe(CN)}. Gel je inkubiran uavym rastvoru preko nolii na 25A(

destilovanom vodom, do pojavijivanja prosvetljenja naspram braon gela, koja odgovaraju
acetilholinesteraznoj aktivnosti.

3.6. Detekcija aktivnostdigestivnih enzima

3.6.1. Priprema homogenatadmgeg creva

LarvelL. dispargrt vovane su rcdkd leggedgtameadgjstopma ak on | e g ¢

je uzdudgno i s &dlowamo celm treyaPesleuklanjanjaiprednjeg i zadnjeg creva,
srednje creod Mmasmddg gt {80 CCeo postupaknzolovanja srednjeg
creva | arvi obavljen je na | edu. PojueOdlb Mal na

NacCl tako da finalna koncentracija tkiva bude 100 mg/ml. Homogenizacgagdenau 3 ciklusa u

trajanju od 10 sekundi, pauzama od 15 sekundna 20000 obrtajamin. Homogenati su
centrifugirani 10 minuta na 10000g,a k on | e g a supenatahtiodmalo Zamrznatima

20A C. Koncent ruadvojgnien supernatanéntam a e L je metad@n po Bradfordu

(1976) uodnosu na BSA standar d Kwitifikacihaielektraforetskgno v e L
traka nakon zimogramske detekcije enzimske aktivnosti na nativnim poliakrilamidnim gelovima

i zvolLena | e den ziprimenoeimage] psograma (Natiorall InstiescohHealth,

USA).

36. 2. Spektrofotometrijsko odrelivanje

3.6.2.1. Tripsin

Enzimska &tivnost tripsinao d r e j¢ pomeetodi Erlangera i sar. (1961) i Valaitisa (1995).
Met oda se zasnipwmi@roamliag oldo jeil i gir supstsataMy-beazditDL -
arginin 4nitroanilid hidrohlorida (DEB[A]PNA), gdeje aktivnost tripsina srazmerna koncentraciji
p-nitroanilina. Inkubacijauzorkasa 20 mM supstratom odvijala sgkom 15 minutau 50 niM
Gly/NaOH pderu (pH 10)na38CReakci ja j e preki nutnaa k6% jed iergiae
izmerena apsorbancifea 405 nm.

3.6.2.2.Leucin aminopeptidaza

Metoda Erlangera i sar. (196fjimenjena je u proceraktivnosti leucin aminopeptidaze.
Reakcijaje izvedem na 3@ C t okom , 1L @0 mM vewnadHCI| puferu (pH 78 u
prisustvu 20 mMsupstratal.-leudn p-nitroanilida. Po isteku vremena reakcija je zaustavlgha
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sirietnom Ukiwzdr miona j e ol itana apsorbancij .
aminop@tidazepr opor ci onal na | pnitloanilina.] i ni osl obolLenog

3.6.2.3. Alkalne fosfataze

Aktivnost al kalnih fosfataza odrZashivaseasna | e
hi dr ol osi bbb aptirafenala iz p-nitrofenil fosfata pNPP u alkalnim uslovima.
Reakciona smega |je sadrgal a 100 5mWpNPRiuzerdkH C | p
Reakcija je trajala 30 minuta, na temperaturi od 8poslel e ga | e pavanjem 50QmM  d o
NaOH. Apsorbancijia e ol i tavana na 405 nm.

3.6.24. Ukupne kisele fosfataze

MetodaNemec i Socha (1988) pot r eb |l j ena jktignostukupnihikigelihi v a n |
fosfataza. Pr i nci ppnitnoferola dz e-nitrpfenil fostata @NP® )L uakmselim
uslovima. Reakcijge trajala 60 minuta, na 20, a reakgieomadsmada 100
pufer pH 5,6, 5 mM MgGl 5 mM pNPP iuzorak Reakcija je prekinut@odavanjem 500 mM
NaOH.Merenjem apsorbancika 405 nm utvr LlLena pmmtrofenoldi | i na ho

3.6.2.5. Lizozomske i nelizozoske kisele fosfataze

Enzimskakt i vnost | i zozomski h f osdeakupne aktivoostiv r L e 1
ki seli h fosfataza nak o n lizqgomskiheasfatazamagirgum ifldoiida n o g
(Amlabu i sar., 2009; Holtzman, 1989). Ureeke nu s me gu za odrelivanje
fosfataza i pri istim reakcionim uslovimagodat je NaF finalne koncentracije 50 mMmerena
apsorbancijgpredstavlja aktivnost neinhibiranih nelizozomskih kiselih fosfataza, na osnovu koje je
i z r ad autimnast lizozomske frakcije.

3.6.2.6.U-glukozidaza

Aktvnost Uglukozidaza o d r e Ljee metodom Baker(1991), koja sezasniva na
hidrol os$l ¢k ginmofenola iz supstrata-nitrofenil-U-D-glukopiranozida gNP-U-D-

Glc), koje je direktho popor ci onal no. Reakicli onia emeigma j e Se&
fosfatni pufer pH 6, 20 mMNP-UD-GI ¢ i uzor ak. Reakcija je izv
trajanju od 15 minuta, posle |l ega je prekinut
NaCOs, 250 mM NaHCQi 1% natrijum dodeci | sul fat (SDS)
nm i zralunata | e rkndréfendla. na hi drol i zovanog

3.6.2.7 Lipaze

Za odredjivanjeaktivnosti lipazaprimenjenaje modifikovanametoda ArreguifEspinoza i
sar . (200e0nNa zpa i |l agpaku g u h,a20G8). Metbtia dpadkapumevh [
kontinuirano spektr of ot supsts, p-nitroferil okaprifataapNRO) | e h
odnosno osl obalanprai tprroofieznvool daa, rreadl® tom. Alisnosd | d L
enzima je merentokom 4 minutana t emper att un i r @@k Bi7ArCo j smegi
50mM Tris/HCI pufer pH 8,2, 2,5 mMNPC i uzorakJedinica enzimske aktivnostefinisana je
kao kol i | i roslobadja ® imapditrdéenojaa minuti.
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3.6.3 Detekcija aktivnos tripsina, leucin aminopeptidaze, alkalnih fosfataza,
ukupnih kiselih fosfataza}glukozidaze i lipazaativhom elektroforezom

3.6.3.1. Tripsin

Enzimska #&tivnost tripsinana nativnom poliakrilamidnom gelodre L'i v a prama | e
modi fi kovano] met odi Erl angera i prépremuuzorkad 6 1) .
(PUZ) Koj i nije sadr gao S Bndliziramii nail0% mativhonk u j u |

poliakrilamidrom gelu pri konstantnom naponu od 100 VnA@€Nanogeno je 5 ¢g
bunati [. Raralelno sa elektoforezom inkubirana jeatelulozna membrana u 2 mM supstratu
Na-benzoitDL-arginin 4nitroanilida hidrohloridu (DL-B[AJPNA), tokom 50 minuta na sobnoj
temperaturi. DEB[A]JPNA je prvo rastvoreru dimetilformamiduDMF)a zatim | e r a
glicinskom puferu pH 10 ddinalne koncentracie o mM. Po zavr get ku el e
razdvajanja gl je ispiran u destilovanoj vodokom 10minuta i ekvilibrisan 20 minuta G0 mM
glicinskom puferu pH 10Prethodno pripremljena nitrocelulozneermb r ana jpmalgelg e n a
tako ostavljelmu usl ovi ma remh @A) G eu koomaj anj u o daknddnoh . M
potopliena na 2,5 minuta u 0,1% NapN@stvoren u 1 M HCla zatimisprana 1% ureom
potapanjem n&0 sekundi. Potoprmembrange inkubirana u 0,05%-maftilaminu rastvorenom u

47,5% etanolisvedo pojave roze obojenih traka. Reakcija je prekinuta ispiranjem u destilovanoj
vodi.

y
k

3.6.3.2. Leucin aminopeptidaza

Izoenzimska aktivnodeucin aminopeptidzedetektovana je na nativnom poliakrilamidnom
gelu po istoj modifikovanoj metodi kao tripsinske izoformgErlange i sar., 1961). Supstrat za
leucin aminopeptidazbio je L-leucin p-nitroanilid prvo je rastvoren je u minimalnoj zapremini
dimetilformamda (DMF), a zatim razblagen do 2 -8nMistom ver
puferu inkubiran je igel u trajanju od 20 minuta. Protokol jeti kao koddetekcije aktivnosti
tripsina na gelwdnosnaa membrani.

3.6.3.3. Alkalne fosfataze

U detekcijialkdnih fosfataza nativnom elektroforezom primenjena je modifikovana metoda
Allena i sar. (1963)Naneto e1 0 €g pr ot ¢iilnumadzyoenona u2¥% gelupri
konstantnom naponu od 100 V tenperaturi od A CRosle kratkog ispiranja gela destilovanom
vodom, aktivnost alkalnih fosfataz@zuelizovanaje uranjanjem gela pripremljen rastvor koji je
sadr gao 1 6HTI puiem (pAH B,6),50,13%a-naftil fosfat i 0,1% Fast Blue B. Gel je
inkubiran na sobnoj temperaturi do pojave obojenih traka.

3.6.3.4. Wkupne kisele fosfataze

Aktivnost kiselih fosfatazan a n at i v n o npremadmodifikovan@ megtoeli Allena i
sar. (1963). Na 12% poliakrilamidni g nal i zi r ano j e 10 e@ri prot
konstantnom naponu od 100 V temperaturi odt A C on kisitkogispiranja u destilovanoj vodi
gel je 10 minutainkubiran u 50 mM acetatnom puferu pH 5t temperaturi od 38 C.
Nitrocelulozna membrana inkubirajeana sobnoj temperaturi u 0,1384naftil fosfatu rastvorenom
u istom puferu. Membrana je gtavjenana geli ostavljemau usl ovi ma vI AECnea ko
mraky tokom1 h. Posleinkubacije, membrana jeronjenau 0,3% boju Fast Blue B rastvorenu u
acetatnom puferu.

22



Materijal i metode

3.6.3.5.Uglukozidaza

Modifikacija metode po Badhan i sar. (2007) primenjena je u detekciji izoftkmi
glukozidaze na nativnhom 12% poliakrilamidnom gelu. Elektroforeza je izvedena pri konstantnom
naponu od 100 V, na 4AC. Analizirano je 10
destilovanom vodom, a zatim inkubiran u 50 mM citrafioefatnom puferu pH & tokom 5 minuta
na sobnoj temperaturi, p o anetdumbeldegila-D-glukopivanozid s t v o
(4-MU-U-Glc) rastvoren u minimalnoj zapremini dimetilformamida (DMF), tako da mu je finalna
koncentracija, u u k uaplib onM. Poste R unmatac inkobacgej u sigpsiraty i k
gel je izlogen wultraljubil asttgukod d@V)n osmv etklt 0 &
fluorescirala

3.6.3.6. Lipaze

Li pazna aktivnost na nativnom pol iaailkari | a mi
(1999). El ektroforetski je analizirano 5 Og p
i temperatur.i od 4AC. Usl edil o je kratko ispi
mM fosfatnom puferu pH 7 tokom 10 minuta na tem@et u r i od 30AC. U inkul
je 0,4 mM 4metilumbeliferil butirat (4MU-B u ) , [ posl e 2 minuta bl agc

UV svetlu gde su se ukazale fluorescentne trake koje odgovaraju lipaznoj aktivnosti.
3. 7. 0Odr eli v atehaleze klipida a lkkemalimfilag\l. gispar
3.7.1. Trehaloza
Koncentracija trehaloze odrelena je po met

naj pre je dodavana 10% trihlorsirletna kisel
5500 obrtaja/minuti. U dobijene supernatante sipan je antronov reagens (0,15% rastvor antrona u

72% sumpornoj kiselini) i smega je kuvana 1
hl alenja u Il edenom kupatilu tokounzdrOcimian ujtea d
apsorbancija na talasnoj dugi ni od 630 nm. N

izralunata je koncentracija trehaloze.

3.7.2. Lipidi
Ukupni sadr gaj | L. digpar@t wr Lheetrmojl @ fna [ZAd nianveu n

Kirsch( 196 2) . Uzor ci hemol i mfe su pomegani sa ko

10 minuta u kljulalom vodenom kupatilu. Uzor

vanilinski reagens (0,19% rastvor vanilina u 85% fosfornoj kiselmig k on | ega su i

vorteksovani i ostavljeni tokom 30 minuta, do potpunog razvijanja boje. Apsorbancija u uzorcima je

i zmerena na tal asnoj dugi ni od 546 nm, a kon

prave za st andgicerdla. megavine triacil
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Materijal i metode
3.8. Detekcija Hsp70
3.8.1. OdrelLivanje nivoa.disperspr esi j e Hsrg

3.8.1.1 Priprema homogenataozga

Tr e | e g petblansenogstupnja,larve L. dispars u  ¢gr t vov aimovamisu | e d.
mozgovi iz glavenih kapsul®ulovano j&25-30 mozgova po eksperiemnt al noj grupi i
0,9% NaCl u odnosu 1:9 (w/V). Pulovi su homogenizovani na [@guta u trajanju od0 sekundi,
na 5000 obrtaja/min, sa pauzama od po 15 sekitadion centrifugiranja u trajanju od 10inuta
na 10000 g, supernatasti izdvojeni i zamrznuti n&20A C .

3.8.1.2 Western blot

Uzorcisu pripremljeni za SDS poliakrilamidnu
me ganjleenmlsiaj evi m puf er om -kekaptoetanaa zatm duvapjamm2 S D S
mi nuta u kIl jul al.Analizivanogee28 © gn & u qdeswakehedsperimentalne
grupe Elektroforeza jeizvedenana konstantnom naponu od 100 V na sobnoj temperaRgoi.
zavrgenoj e | e kransferazolvojenthiprot@a sa diekma nirpceluloznu membranu,

tokom nolii tnempd4edr a\Membiana geclokitahadC4% obranim mlekom u TBST
puferu (0,1% Tween 20 u TBS puferad(engl. Tris buffered salijes trajanju od 30 minuta, a

zatm | e i nkubiranaCprseakoprrnadaip@®m madmgiijim | gG1
(monoklonsko, klon BRM2 2 Sigma Al drich), razblagenim 1:

Dalje, nembranajée s pr ana u T B5mMinutg idnkubirarpnllh @a sqboj temperaturi sa
sekundarnim anim i ijign antitelom, HRPk onj ugovanim ( Si gma Al dri ch)
4% mleku u TBSTPosleispiranja u TBSTu g e st ponavl jSamnuta proteinit r aj ¢
Hsp70 su vizualizovani na autoradiografskom filmu primenom E@©H éngl. enhanced
chemilumnescence) reagensa (Amersham).

3.8.1.3 Indirektni ELISA test

Pulovani uzorcimo z g a r a z b hrlaogagnebikarbsnatnomn pukeru pH 9,8ipani u

mi krotitaregplpaloitceu n@l®o bunainaICi. d@d$toavicjaerjie
isprama PBST puferom (0, 05% Tween 20 wu bDdesgl.at om
phosphatéuffered saline, PBS) pH 7,4), a zatim je inkubirana 2 h sa 5% obranim mlekom u PBST.

Posle blokiranja reaktivni h povm,gibiuanaur | milkr ost
PBST,azatinj e usledila inkub@csapapt olhsapnhonmriadinjiai m
antitelom (monoklonsko, klon BRM 2 , Sigma Aldrich) razblagenin
Posle ponovnog ispiranja, uzorci su inkubirani sakundarnim amtni gi j i m an+t i t el
konjugovanim (Sigma Al drich) razblagenim 1:1
temperaturi. Boja je razvilena primenom supstrata za peroksidazu ferd, 3 Nj, 5, 5
tetrametilbenzidina (TMB), a reakcija je zaust | j ena odgovarajulim st
Al dri ch) . Apsorbanca | e i zmer en a-006)aUzercd Bu nm
analizirani u triplikatu. Koncentracije Hsp70
konstruisana na osnovu senijea z bl agenj a rekombinantnog Hsp70.

(
l
(
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Materijal i metode
3.8.2. Detekcija Hsp70 Western blotom u srednjem crevu larmispar

3.8.2.1. Priprema homogenata srednjeg creva

Srednja cevalarvi L. disparhomogenizovangup o j edi na| n®@9%NaCaukdjie d u ,
sudodati inhibitori proteaza finalne koncentracijen® fenilmetilsulfonil fluorida( P MS F) i 20
E6 4. Tkivo | e r azbl. Hamnegerizacija jedzededens wtri donavljaogh W0/ V)
sekundi pri brzini od 20000 obrtaja/minpauzama od 15 sekundi. Honsogtisu centrifugirani 10
minuta Nnal10000 g. Supernatansiu izdvojeni i zamrznuti na20A C . Koncentracija
odrelivana prema Bradfordu (1976).

3.8.2.2. Western blot

Pojedinal ni u zpa mea gusarliemdijevimipiferoonka@iysaa dr §ao S DS
2-merkaptoetanol, i kuvartokom2 minutau k| j ul al om v. 8@Seetekiraforekzamp a t i
analizirana su p o dva pojedinal na uzorka sr
nezagalene gume, i po tri ppprekhamnaz cragal
Nalivano je70e g pr ot eilhhup@2®Wupati akrilamidnog gel a
opisana u odeljku o detekciji Hsp7tnozgu(8.1.3).

3.9. Integrisani odgovor biomarkera

Integrisani odgovor biomarkeradengl.i nt egr at ed bi omar ker res .|
metodom koju su opisali Beliaeff i Burgeot (2002). Vrednost svakog biomarkera u okviru

pojedinal ne ek s Xgstandaelinovaad j@ po faymuiif Fe’%{—} gde jeY;
standardizovani odgovor bitarkera, a srednja vrednosKsj i standardna devijacijaSD)
parametra zr al unat i Ssu wapeDaj pykei je odZeldgaeiur ednc
zavisnosti od toga da li jeretman doveo do aktivacije ili inhibicije biomarkera. Za svaku
standardizovanu vrednost biomarkédantifikovanaje minimalna vrednosg;, i 0 z n a jekaoa

min, da bis e i z rveedlnastsad; = Z;, + | min|, gde jd mi ap$olutna vrednost. Vrednosti
odabranih biomarker&§§ za odr el enu eks peri rdjane &kdominate gpa u p u
grafiku ©d e ng | . star pl ot) [ odgovaraju velilini
Pojedinalne pAQvrugi ileulgarjauf i k@ambi novanja tri b
osobina fitnesa i enzima faze |Il. detddsacie) r al unat e su p o
A;= T sinf (S, cosB + Sy sinf), gde jef = Arctan (2225 pri geFHU e

radijana Za kombinaciju | etiri bi omarkera (enzin
primenjivana | e oglead eniad :dfeo (%o &dy)aRi Srid., predstavijaju
rezul tate poj e adnosaohjihovenuzabtopoenkaordinae na grafiku. IBR indeks
predstavl ja sumu s VA Ilgdepgedjpeodirma lnrmi hk oy rue ddned si tnii
biomarkera na grafiku.

3.10 St kavthbrada rezdltata

U svim eksperimentima ez ul t at i s u izrageni kao sredi
(¥N'S G Ya proveru normalrsti raspodele podataka primenjivasiu D 6 AdPeassdniiln o
Kolmogorov+Smirnov test u zavisnosti od brojazeraka. Ekstremne odnosno spoljne vrednosti
ut vr L epnoemo Grubb's testa(@est). Na parametre kod kojih je ustanovljena normalna
raspodela (specf i | ne aktivnost. antioksidativnih enz
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Materijal i metode

enzima koncentracija Hsp0 u mozgukoncentracija trehaloze i lipidepasa larvi i relativha braa
rastanapetom larvenom stupnjyprimenjena je parametarska statistijadnofaktorskaANOVA i
Tukeyds poSatdrude sttanet reegatametarskim testovima Kriwkdlis ANOVA i
Dunn's post hoc test analizirani su rezultati za trajargez v i | a . Nivo statisti/l
< 0,05. Za sve analize korigien je softver Gr
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Rezultati
4.1. Efekti benzd]pirena naantioksidativne enzimerednjeg creva i hemolimfe
larviL.disparpor ekl om iz nezagalene | Zzagalene

4.1.1. Specifilna enzimska aktivnost I
srednjem crevu larvi

Hr oni | nibentopj@rénomanni j e doveo do statistilKki z
aktivnostSOD kod | ar vi poreklom iz nezagalene gume
na kontrolnu grupu, jedino je zabelegen kod

ni gom k onc a]R,tod5ng/g Suve mass rastiKa 3).

— 8 F2,26)= 2,023 p < 0,1526 = gl Fi2, 25= 8,996 p < 0,0011

c @ c D

mg 6 a a w%

= — = 64

© > =S © 3>

:g 4 _Ia_ cg

J— —_ 44

w— C w— C

2% 2 -

o wn o wn

o > o 3

o C L] L] Q

n (%2]

O
o® o & o B
S S L 03 R
Koncentracija B[a]P Koncentracija B[a]P

Slika 3. Uticaj benzof] pi rena na specifilnu aktiyv
crevu larviL. disparpor ekl om iz nezagalene -gNPmez
zagalene gume (zZ2Bplegaj eophl aai pagt a
50ngBpl P po g suve mase hrane. Rezultat.i
gre@GN&8G) Vrednosti oznalene razlilitim

Detekcip SOD aktivnosti na gelu nakon nativne poliakrilamidne elektroforeze (PAGE)
ukazala je na prisustvo dve izoforme ovog enzima u srednjem crevu obe populacijSlikavi (
4A). Denzitometrijska analiza enzimskih traka pokazala je pad aktivnosti izoforrheuldiupama

tretiranim benzadl pi renom u sl ul aju l ar vi porekl om i z
poreklom iz zagalene gume, gde je zabelegen p
aktivnosti | 1 i zoforme naj i zr adPdgnsuve masdrane. k o d
Izoforma 12 je dominantna u svim analiziranim uzorcima i pokazuje male varijacije u aktivhosti po
tretmani ma, kako kod | ar vi iz n8lkadBlalLene tako
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Rezultati

A.
1H—
22—
- o
NPOng NPS5Sng NPSOng
B.
60.000 -
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E 50.000 -
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E 30.000 -
£
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g l
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0 . .
NPOng NP5ng NP 50 ng
50.000 - 12
i 40.000 -
2
E 30.000 -
g
"2 20.000 -
-
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NPOng NP5ng NP 50 ng

11—
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= 20.000 -

Relativ:
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N

ZP5ng ZP50ng

nn
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60.000 -
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Relativni inte nzitet traka
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ZPOng
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Slika 4. A. Zimogramski prikaz supeksid dismutaze nakon nativne poliakrilamid ¢
elektroforezeB. Denzitometrijska analiza traka relativne enzimske aktivnosti detekto
I 2 oznalavaju enzirt

SOD i

zofor mi . I 1 i
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Rezultati

4. 1. 2. Specifilna enzi mska atalde¢ u sredmemt i
crevu larvi
U srednjem crevu larvi. disparpor ekl om iz nezagalene gume

smanjenje spdkatalaeeakbkonostr et nbenzahlpiriado m Kk
ngB[a]lP/gsuvema s e hr ane) . ofcentrdcijoa BjP {56 hgfy suvekmase hrane) nije

uticao na promenu enzimske aktivnosti. Kod g
prisustvo BpJP dovodi do dozn@ avi snog rasta specifilne akt
statistil ki kanaldjema mpaz tr et maaPlg sukeommasikat r ac i
5).

X x

E 100+ F, 21y= 3,582 p < 0,0459 g 50- Fz. 28= 8,036 p < 0,0032

~D N

E onl S b

€5 80 a CS 60-

°3 T ab °3

ﬂSE 601 1 cué

c © b c © 404

£ =

-2 49 + e

Z5 -5 |

— 5 201 Ce 20

[S=] (SR |

g 0 T T ‘:_ 04

< S N R g Q2
Koncentracija B[a]P Koncentracija B[a]P
Slika 5. Uticaj benzof] pi rena na specifilnu akt.i i

disparpor ekl om iez gnuenkea g(anieemmagalMRnai populzi
(zagalena-ZpPgpulgagiejna h na vedgtal koRpgPpmbig
suve mase hrane. Rezultat.i su pri Ke&NSa&
Vrednost oznalene razlilitim slovima razl
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Rezultati

U svim eksperimentalnim grupama obe populacije, zimogramska detekcija je pokazala samo
jednu izoformu (I11) katalazeS(ika 6A) . Takaolhel ggdeamaz avi s no pove
intenzitetaemi ms ki h traka kod | arvi sa obe gunaRke | c
u odnosu na odgovaSlikajgR).i e kontrolne grupe (

A.
11—
ZPOng ZP5ng ZP5S0ng
B.
60.000 -
60.000 - n I
ﬁ 50.000 1 é 50.000 1
E 40.000 +  40.000 -
g E
£ 30.000 - £ 30.000 -
:E g
_g 20.000 - g S
=
é 10.000 4 g 10.000
0 ' — 0 :
NP Ong NP5ng NP 50ng

ZPOng ZP5ng ZP 50 ng

Slika 6. A. Zimogramski prikaz katalaze nakon nativne poliakrilamid gel elektrofoiz
Denzitometrjska analiza traka relativne enzimske aktivnosti detektovanih izoformi ka
|l 1 oznalava enzimsku izofor mu.
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Rezultati

1.3. Specifilna enzimska aktivnost

gl

Hroni | ni t rledg imraenn obme nrzioj[ e i mano udtiataijstrnd kb
aktivnost glutation reduktaze u srednjem crevu lardisparp or ekl om iz obe
eksperi mentu. U populaciiji l ar vi por ekl om

aktivnosti sa poB[alPanuy evne gkt&idakeonjt rdaicjiejtei

F2, 18~ 2,743 p < 0,0912 Fi2, 16= 0,9509 p < 0,4072

a

0]
J
enzi ms

enzi ms
u srednjem crevu (NM NADPH/min/mg)

u srednjem crevu (nM NADPH/min/mg)

a

Hi»
H=

Specifil na
Specifilna

0 T T
& & )

15}
N N & 2
Koncentracija B[a]P Koncentracija B[a]P

Slika 7. Uticaj benzofl] pi rena na specifilnu aktivni
larvi L. disparpor ekl om iz nezagalLene -Pne i (ne
gume (zagaleaR) pogajlarciih ana vegdgtal kojP
po g suve mase hrane. Rezul tat.i su ptr
XNSG) Vrednosti oznalaeznlei kruajzul isle tzinma|saljol
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Rezultati

4.1.4. Enzimska aktivnost i zimogramska detekcija superoksid dismutaze u
hemolimfi larvi

Statistilki =znalajno povelanje enzimske a
poreklom iz nezagalemzé ogeme, kbnt eaRkygsare maseu p@ d
hrane. U hemol i mfi l ar vi poreklom iz zagalLen
SOD, i zmelLu tr et m&likad). i kontrolne grupe (

F(Z, 27~ 11 p<0,0003

300- 300- Fo, 25= 2,296 p<0,1215

b
_—
= =

N
=
=
L
Ny
=
i

Hie

=
o
<

u hemolimfi (U/mL)
[N
o
D

Enzimska aktivhost SOD
u hemolimfi (U/mL)
Enzimska aktivhost SOD

S o S
Qo° QQ\ & &S
S S & R

Koncentracija B[a]P Koncentracija B[a]P

Slika 8. Uticaj benzog]pirena na enzimsku aktivnost superoksid dismutaze u hemc

larvi L. disparpor ekl om iz nezagalene -§l@&nei (ne
gume (zagaledaR) ,pogajlariih ana vegt al k B[P
po g suve mase hrane. Rezultat.i su pi
XNSG) Vrednosti oznalene razlilitim slc

Na zimogramu su detektovane dve izoforme SOD u hemolimfi landispar, od kojih
izoformu 11 odlikuje najintenzivnija aktivnost u svim analiziranim grupa®iiké 9A). Tretman
dijetom sa dodatkom RBJP dovodi do neznatnih razlika u aktivnosti izoforme 11 kod larvi
poreklom iz nezagalene i aneguwd BEanentrgcierBfP od5u o0 dn
ng, a posebno od 50 ng/g suve mase hrane, st
hemolimfi larvi poreklom iz obe populacile dispar(Slika 9B).
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Rezultati

A.
N— -
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Slika 9. A. Zimogramski prikaz superoksidismutaze nakon nativne poliakrilamid ¢
elektroforezeB. Denzitometrijska analiza relativhe enzimske aktivnosti detektovanih
izofor mi. 1 i |l 2 oznal avaju enzi mske
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Rezultati

4.1.5. Enzimska aktivnost katalaze u hemolimfi larvi

Analiza enzimske daki vnost i katalaze u hemol i mfi
pokazala je statistilKki znal aj no papiremalu &ranj. e
Razlika aktivnosti enzima u hemolimfi tretiranih larvi u odnosu na kontrolnu grupu, bilaejé a
posle delovanja koncentracije od 50 n@BP/ g suve mase hrane. Kod

a |
na

gume hronilnpPpui iusanmvo nB[ dovodi do znal ajne

katalaze $lika 10).

Fz, 21= 22,28 p < 0,0001 F, 5= 0,2226 p < 0,8053

o 2507 o 2007
3
E‘ /_g 200+ C § g 150
%5 b %5
82 1501 - o= a
g E L 2 E 100§
®2  100- a S 2
g gg
ﬁ g n < 50O+
E > 501 E>s
g d
L w
0 T T 0
) &) ) )
S x & &
N N & 8
Koncentracija B[a]P Koncentracija B[a]P

Slika 10. Uticaj benzof]pirena na enzimsku aktivnost katalaze u hemolimfi ldrvidispar

poreklom iz nezagalene <(NBRle i(niezagaljalea
populacija-ZP) , gaj eni h na vegtibDng®pP pbgsueetmase brar
Rezultatdi su prikazani kao @EN®@NnNaednes
razlilitim slovima razlikuju se znal ajno
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Rezultati

4.2. Efekti benzd] pi rena na enzi me Iazij u sredrjemst v L
crevuimozgu larvL. disparpor ekl om iz nezagalene i Z a

4. 2. 1. Enziemska éktivhosta zimogramska detekcija karboksilesteraza u
srednjem crevu larvi

Utvrleno je povelanje specistednemerevalawli vnos

disparpor ekl om iz nezagalene gume nakon &R@unil ne
SUVoO,j mas i hrane. Nije pronalena statistilKki
l ar vi por ekl omSlikaZll.zagalLene Jgume (

k
ak

F, 23= 4,074 p<0,0306 F2, 23= 2,086 p<0,147

281

=
o)
)

gg 24- b gg’

N2 20 2

c3 Cng-

mg 164 ab q,g

I= i a T

=AM 2

5 e -

- o . "
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Koncentracija B[a]P Koncentracija B[a]P

Slika 11.Uticaj benzof] pi rena na specifilnu aktiwvt
larvi L. disparpor ekl om iz nezagalLene -§iBnei (he
gume ( a popuatije-rz P) , gajenih na vegtal ko]
Blal P po g suve mase hrane. Rezultat.i
gr e@fN8G) Vrednosti oznalene razlilitim

Detekcija aktivnosti karboksil esteraza na
izoformi (11 7 16) (Slika 12A) . l zragena je redukcija inten:
koncentracijom od 50 ng BJP/g suve mase hrane, u obe populac@evilL. dispar, pri | em
izof orme | 2 i I 5 nisu detektovane u popul aci
izoforma |16 koja je prisutna jedino u popul ac
koncentraciji Ba] P . Z a b e & loncentiagija pdeb ngl§JP/g suve mase hrane, kod jedinki
iz obe populacije, slabo il uo pirgst(®ikaiz2B). i nduku
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Rezultati
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Slika 12. A. Zimogramski prikaz karboksilesteraza nakoativne poliakrilamid ge
elektroforeze.B. Denzitometrijska analiza relativne enzimske aktivnosti detektov
i zof or mi karboksil esteraza. 1, I 2, | <
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Rezultati

4. 2. 2. Specifilna enzimska aktivnost [
mozgu larvi

Populaga larviL.disparpor ekl om iz nezagalene gume ne |
aktivnosti karboksil esteraza u neypzegu dodlatog v i n
hranu Rezul t at i su drugaliji kod | ar vdcija pdo5mgk | om
Bl[a P/ g suve mase hrane wuzrokuje znal ajno povVe
odnosu na kontrol u. alpireraaie knala efekta ha enzinsku aktimasn z o
(Slika 13).
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Slika 13.Uticajbenzof] pi rena na specifilnu aktilvn
disparpor ekl om iz nezagalLene-NR)mei (inze zzaagga
(zagalena-ZPgpulgagiejna h na tkoend,t5a90 kgoBj|P pd g
suve mase hrane. Rezultati su pri@ed3ay
Vrednosti oznalene razlilitim slovi ma

U obe populacije lari. disparu o | e n e sdanedzef@merkarbipksilesteraza (11 i 12)

pri | emu j e i z o fSbka ida) .1 1T adkoontien ajneg nkar(akt er i st
tretmanbenz@] pi renom u koncentracij.i od 5 ng/ g suve
aktivnosti obe izoformea da hr oni | ndP/gsuve maag hrafelezulilge uBrhanjenju

intenziteta izoformi, u odnosu na kontrolne grupkk@ 14B).
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Slika 14. A. Zimogramski prikaz karboksilesteraza nakon nativne poliakrilamid
elektroforeze.B. Denzitometrijska analiza relativne enzimske aktivnosti detektov
i zof or mi karboksil esteraza. 1 i | 2 o0z
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https://www.atsdr.cdc.gov/spl/



































































