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Potencijalna uloga gubara (Lymantria dispar, L.) kao bioindikatora
zagadenosti Zivotne sredine: uticaj hroni¢nog izlaganja kadmijumu na
razvice, aktivnosti digestivnih enzima srednjeg creva, mehanizme
detoksifikacije i stepen oStecenja DNK

Rezime

Razvoj industrije i poljoprivrede, kao i globalna urbanizacija, doveli su do pojave
velikog broja polutanata u zivotnoj sredini, medu kojima je i1 izuzetno toksic¢ni teski
metal kadmijum. Cilj ove disertacije bila je procena larvi gubara (Lymantria dispar, L.)
kao potencijalnog bioindikatora zagadenosti kadmijumom. Ispitani su odgovori
izabranih fizioloskih parametara na razli¢itim nivoima bioloSke organizacije u prisustvu
dve koncentracije metala (50 1 100 pg Cd/g suve hrane). Radi ispitivanja efekta porekla
populacije, legla gubara sakupljena su na dve nezagadene lokacije (Kosmaj i Homoljske
planine) i dve zagadene (pored Ibarske magistrale i borskog rudnika). Larve sa Kosmaja
odlikuje veca osetljivost digestivnih enzima srednjeg creva (proteaza, alkalnih i kiselih
fosfataza i nespecificnih esteraza) na tretmane, naroCito na niZzu koncentraciju
kadmijuma, u odnosu na one uz Ibarsku magistralu. Od ispitanih detoksifikacionih
mehanizama u crevu, indukcija Hsp70 znacajnija je kod kosmajskih larvi, a sinteza
metalotioneina kod ibarskih. Trend snizenja aktivnosti antioksidativnih enzima,
superoksid dismutaze i katalaze, uoCen je kod obe populacije. U svim grupama
tretiranim kadmijumom najveca koli¢ina ovog metala eliminiSe se putem fecesa, ali
intenzivnije u ibarskoj populaciji u odnosu na kosmajsku nakon tretmana sa 50 pug Cd/g
suve hrane. Kod homoljskih gusenica tretmani kadmijumom doveli su do povecanja
nivoa oSte¢enja DNK u hemocitama i dozno-zavisnog sniZenja njihove vijabilnosti, dok
je u populaciji iz Bora zabelezeno samo smanjenje vijabilnosti nakon primene vise
koncentracije metala. Stetni efekti kadmijuma i visoka cena detoksifikacionih
mehanizama odrazili su se i na osobine fitnesa u vidu promena mase larvi, relativne
brzine rasta i trajanja razvica kod svih populacija u razli¢itom stepenu. Primena vecine
ispitanih parametara (specificne aktivnosti tripsina, nelizozomskih kiselih fosfataza i
nespecifiénih esteraza, nivoa ekspresije Hsp70, vijabilnosti hemocita i nivoa oSte¢enja
DNK) kao biomarkera zagadenosti zZivotne sredine kadmijumom ograni¢ena je na
osetljive populacije gubara koje prethodno nisu bile izloZzene polutantima, dok bi
koncentracija metalotioneina mogla biti podobna kao biomarker kod populacija sa
lokacija kontaminiranih tokom duzeg perioda.

Kljuéne refi: Lymantria dispar, L.; kadmijum; digestivni enzimi; antioksidativni
enzimi; Hsp70; metalotionein; akumulacija kadmijuma u tkivima; genotoksi¢nost;
osobine fitnesa; biomarkeri

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Fiziologija



Potential role of gypsy moth (Lymantria dispar, L.) as a bioindicator of
environmental pollution: the impact of cadmium chronic exposure on the
development, midgut digestive enzyme activities, detoxification mechanisms
and DNA damage level

Abstract

Industrial and agricultural development as well as global urbanization have caused
considerable increase in the environmental pollution including extremely toxic heavy
metal cadmium. The aim of this dissertation was to evaluate gypsy moth (Lymantria
dispar, L.) larvae as bioindicators of cadmium contamination. Parameters at different
levels of biological organization were assessed after chronic exposure of larvae to the
metal (50 and 100 pg Cd/g dry food). To investigate the effects of population origin,
gypsy moth egg-masses were collected from two unpolluted localities on Kosmaj and
Homolje mountains and two polluted sites near the busy Ibar highway and Bor copper
mine. Midgut digestive enzymes (proteases, alkaline and acid phosphatases and
nonspecific esterases) of Kosmaj larvae were more sensitive to cadmium, especially to
lower metal concentration, compared to those of Ibar larvae. Hsp70 induction was the
most prominent midgut detoxification mechanism against cadmium in the population
from the unpolluted forest, whereas metallothionein synthesis was the most significant
in larvae from the polluted site. Activities of antioxidative enzymes, superoxide
dismutase and catalase, exhibited a decreasing trend in both populations. The primary
route of cadmium elimination was via feces in all metal-fed groups, but after an
exposure to 50 pug Cd/g dry food metal content was significantly higher in feces of
Kosmaj larvae compared to those from the highway locality. Exposure of caterpillars
from the Homolje mountains to the metal led to the higher level of DNA damage in the
hemocytes and a dose-dependent decrease in cell viability, whereas in Bor population
only hemocyte viability was reduced after the treatment with 100 pug Cd/g dry food.
Devastating cadmium effects and energetically expensive detoxification mechanisms
affected the fitness traits (larval mass, relative growth rate or development parameters)
in all populations. The application of selected parameters (specific activities of trypsin,
nonlisosomal acid phosphatases and nonspecific esterases, Hsp70 expression, hemocyte
viability and DNA damage level) as biomarkers of environmental cadmium pollution is
limited mostly to sensitive populations that have not been previously exposed to
pollutants. Metallothionein concentration might be suitable as a biomarker for the
populations at locations that have been contaminated for a long period.

Key words: Lymantria dispar, L.; cadmijum; digestive enzymes; antioxidative
enzymes; Hsp70; metallothionein; cadmium accumulation in tissues; genotoxicity;
fitness traits; biomarkers

Research area: Biology

Area of special interest: Physiology
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Zivotna sredina, kao zbir uslova za relativno optimalan Zivot vrsta, u zna¢ajnoj
meri je naruSena antropogenim uticajem, tj. uvodenjem ksenobiotika. Reakcije
organizama na prisustvo ksenobiotika pruzaju moguénost njihovog koriS¢enja za
detekciju prisustva, koliCine, efekata ksenobiotika na zivi svet. Klasa insekata pruza
brojne moguénosti za ovo. Kao konstitutivna komponenta svih ekosistema i vazna
karika u lancima ishrane, insekti se mogu koristiti da ukazu na poremecaje u slozenim
meduodnosima vrsta u prisustvu ksenobiotika, kao i na uticaj ksenobiotika na ekosistem
u celini i sloZzenu dinamiku procesa u njemu. Insekti mogu akumulirati i tolerisati velike
koli¢ine ksenobiotika, oni su jedna od najbrojnijih komponenata ekosistema, lako su

dostupni za uzorkovanje, identifikaciju i eksperimentalnu manipulaciju.
1.1. Kadmijum

Kadmijum je prelazni metal srebrnasto-bele boje, pozicioniran u Ilb grupi
periodnog sistema elemenata. Predstavlja relativno retku komponentu Zemljine kore
¢ija je koncentracija procenjena na 0,1 mg/kg (Heinrichs i sar., 1980; Bowen, 1979).
Prisutan je i u okeanskoj vodi u koncentracijama izmedu 5 i 110 ng/l (Morrow i sar.,
2001). Najznacajniji prirodni putevi oslobadanja kadmijuma u zivotnu sredinu su
erozija mati¢nih stena, vulkanske erupcije i Sumski pozari (Shevchenko i sar., 2003;
Morrow i sar., 2001). U prirodi se veoma retko srece kao samostalna ruda grinokit
(CdS), dok je najceS¢e primesa u sulfidnim rudama cinka, olova i bakra, ¢ijom se
preradom komercijalno dobija. Najznacajniji njegov izvor je sfalerit (ZnS). Kadmijum u
elementarnom obliku nije rastvorljiv u vodi, niti su rastvorljivi njegovi oksidi, ali neke
soli poput hlorida, sulfata i nitrata jesu. Otporan je na koroziju i nezapaljiv kada je u

¢vrstom stanju (iako u praskastom obliku moze da gori, kada oslobada toksi¢ne gasove).

Daleko dominantniji izvor zagadenja predstavlja antropogena aktivnost koja je
intenzivirana sa industrijalizacijom. Prerada obojenih metala, proizvodnja i primena
fosfatnih dubriva, sagorevanje fosilnih goriva i odlaganje otpada glavni su uzroci
ubrzane kontaminacije (Nair i sar., 2013; Waisberg i sar., 2003). U industriji se
kadmijum koristi u proizvodnji Ni-Cd baterija, solarnih ¢elija, elektronskih komponenti,

akumulatora, pigmenata za boje, kao antikorozivni premaz za metale, stabilizator za
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plastiku, mada je primetan trend ograniCavanja njegove primene zbog visoke

toksi¢énosti.

Prema ATSDR (The Agency for Toxic Substances and Disease Registry) (2017)
ovaj toksikant zauzima sedmo mesto liste najvaznijih otrova, a IARC (International
Agency for Research Cancer) (2012) ga je svrstao u grupu 1 dokazanih karcinogena za
ljude. Najznacajniji izvor kontaminacije kod coveka je hrana, ali i duvanski dim.
Kadmijum se u ljudskom organizmu deponuje u jetri, bubrezima i kostima, sa
poluvremenom Zivota u organizmu od 20 godina (ATSDR, 2008). Toksi¢ni efekti se
ogledaju u oSteCenjima bubrega i jetre, bolestima kostiju, anemiji, poremecajima
nervnog sistema i poremecajima u razvoju. lako se kadmijum generalno smatra
elementom koji nema bioloSku ulogu i ¢ija je toksi¢nost po zivi svet evidentna, kod
nekih nizih morskih organizama, poput alge Thalassiosira weissflogii, registrovana je
Cd-zavisna karbonska anhidraza (Alterio i sar., 2015). Zbog velike pretece opasnosti od
ovog metala po zivi svet i1 Coveka, neophodan je ozbiljan biomonitoring svih
ekosistema, a potraga za pouzdanim i osetljivim molekularnim i fizioloSkim markerima

izlozenosti ovom stresoru je imperativ.
1.2. Mehanizmi toksi¢nosti kadmijuma

Vazan aspekt u istrazivanju mehanizama toksi¢nosti kadmijuma je identifikacija
vezujuéih mesta za jon kadmijuma. In vitro je mnogo puta pokazano da kadmijum moze
da zameni jone metala u aktivnim mestima razli¢itth metaloproteina (Moulis i
Thévenod, 2010). Kako pokazuje jak afinitet prema funkcionalnim grupama koje sadrze
sumpor, azot i kiseonik, moze se vezati za veliki broj razli¢itih liganda. Vezujuci se za
tiolne grupe proteina, formira kadmijum-tiolne komplekse (Van Straalen i Donker,
1994). Svi ovi mehanizmi rezultiraju naruSavanjem strukture i gubitkom funkcije

prvenstveno strukturnih proteina i enzimskih sistema u svim ¢elijskim kompartmanima.

Poznato je da kadmijum indukuje oksidativni stres (Thévenod, 2009; Bertin i
Averbeck, 2006). Oksidativni stres predstavlja poremecaj redoks ravnoteze u celiji u
korist prooksidanata. Kako kadmijum ima visok afinitet prema tiolima, jedna od
njegovih primarnih meta je glutation (GSH) (Lo6pez i sar., 2006), a smanjenje pula

redukovanog GSH doprinosi poremecaju redoks ravnoteze. lako ne moze direktno da
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generiSe reaktivne vrste kiseonika (engl. reactive oxygen species, ROS) jer nije redoks
aktivan, utvrdeno je da posredno uzrokuje produkciju ROS (Zhou i sar., 2009; Pathak i
Khandelwal, 2006). Osim Sto u ¢eliji povecava koncentraciju slobodnih redoks aktivnih
metala (Dorta i sar., 2003; Casalino i sar., 1997) koji su jedan od izvora ROS, kadmijum
indukuje NADPH oksidazu koja ih proizvodi. Ipak, glavno mesto nastanka ROS su
mitohondrije, a Wang i sar. (2004) su na zamorcu pokazali da se produkcija ROS koju
indukuje kadmijum odvija na nivou kompleksa Il respiratornog lanca. ROS su glavni
uzro¢nici oSteCenja Celijskih struktura. Dovode do oksidacije i degradacije proteina,
oste¢enja DNK, peroksidacije membranskih masnih kiselina, disfunkcije mitohondrija
(Tang i Shaikh, 2001) i indukcije apoptoze (Takahashi i sar., 2004). Toksi¢nost
kadmijuma ogleda se i u njegovoj interferenciji sa antioksidativnim enzimima (Saedi i
sar., 2013; Valko i sar., 2006).

Pored oksidativnog stresa, kadmijum uzrokuje 1 stres endoplazmati¢nog
retikuluma (ER) in vitro i in vivo, koji ima ulogu u indukciji apoptoze (Yokouchi i sar.,
2008, 2007). Stres ER karakteriSe akumulacija ,,nesavijenih“ ili nepravilno ,,savijenih*
proteina, koja pokre¢e UPR (engl. unfolded protein response) program, koji

potencijalno vodi u apoptozu.

Aspekti toksicnosti kadmijuma ukljucuju i njegove interakcije sa molekularnim
sistemima vezanim za funkcije jona esencijalnih metala (Mg, Ca, Na, K, Fe, Cu, Zn,
Mn). S obzirom na isto naelektrisanje i gotovo isti radijus jona kadmijuma i kalcijuma,
kadmijum prolazi kroz ¢elijsku membranu i membrane organela putem kalcijumovih
kanala i transportera (Sigel i sar., 2013). Kalcijum ima brojne uloge u Zivim sistemima
od kojih je uloga sekundarnog glasnika jedna od najvaznijih. Toksi¢nost kadmijuma
ogleda se i u njegovoj interferenciji sa signalnim putevima kalcijuma. Naime, kadmijum
se vezuje za kalcijum-detektujuci receptor (receptor spregnut sa G proteinom) na
povrsini ¢elija koji reaguje na promene koncentracije vancelijskog kalcijuma, Sto
rezultira oslobadanjem kalcijuma iz unutaréelijskih depoa (Singh i sar., 2015; Faurskov
I Bjerregaard, 2002). Takode, kadmijum uzrokuje promene redoks stanja u ¢eliji koje
uti¢e na brojne funkcije ukljucujudi i kalcijum-zavisne mehanizme. OdrZavanje redoks
ravnoteze u ¢eliji povezano je sa balansom jona prelaznih metala. Vezujuéi se za

metalotioneine, kadmijum moze da promeni pro- ili antioksidantni potencijal drugih
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metala i metalotioneina. Verovatno ovakvi indirektni mehanizmi u ve¢oj meri doprinose
toksi¢nosti kadmijuma nego njegov direktan uticaj na transport drugih metala (Sigel i
sar., 2013).

Jedna od posledica $tetnih efekata kadmijuma je i inhibicija ¢elijskog disanja i
sinteze ATP oksidativnom fosforilacijom, zbog ¢ega ¢elija prelazi na anaerobni nacin
produkcije energije (Braeckman i sar., 1999a). Kako kadmijum smanjuje pul glutationa
i pomera redoks stanje ka oksiduju¢oj sredini, moze do¢i do protein-S-tiolacije i
povecanog troSenja NADPH, §to rezultira aktivacijom pentozofosfatnog puta (Reddy i

Bhagyalakshmi, 1994).
1.3. Uticaj kadmijuma na digestivne enzime insekata

Smatra se da epitel creva ima centralnu ulogu u procesima transporta izmedu
lumena creva i cirkulatornog sistema, kao i da kod lepidoptera odrzava gradijent pH i
kalijumovih jona (Azuma i sar., 1991). Toksikanti u organizam insekata dospevaju
uglavnom preko digestivnog trakta odakle se putem hemolimfe transportuju do razlicitih
tkiva i1 organa. Crevo je kod insekata centralno mesto akumulacije i eliminacije
kadmijuma (Kafel i sar., 2014). Tako, nakon izlaganja kadmijumu, viSe od 90% unete
koli¢ine metala prisutno je u crevu kolembole (Hensbergen i sar., 2000). Podaci o
efektima kadmijuma 1 drugih teSkih metala na digestivne enzime kod beski¢menjaka,
ukljucujuéi insekte, veoma su limitirani iako je ova problematika od velike vaznosti.
Kod larvi gubara poreklom iz populacije koja nema istoriju izlozenosti teSkim metalima
evidentni su inhibitorni efekti kadmijuma na digestivne enzime (Vlahovi¢ i sar., 2015a,
2015b, 2014, 2013, 2012, 2009), kao i negativni efekti na osobine Zivotne istorije
(Mir¢i¢ i sar., 2013, 2010; Vlahovi¢ i sar., 2014, 2009). Digestivni enzimi su direktno
povezani sa fitnesom jedinke buduci da su ukljuceni u procese razlaganja i transporta
nutrijenata, kao i u druge metabolicke procese od kojih zavise njeno prezivljavanje i
reproduktivna uspesnost. Neki od ovih enzima, poput esteraza, imaju znacajnu ulogu u
detoksifikacionim procesima, pa bi negativni efekti metala na njihovu aktivnost mogli
da umanje kapacitet organizma za odbranu u nepovoljnim uslovima sredine (Zvereva i
sar., 2003). Slabija osetljivost digestivnih enzima na teSke metale mogla bi biti jedna od

adaptacija koje populacijama na staniStima zagadenim metalima omogucavaju opstanak.
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1.3.1. Proteaze

Proteaze (peptidaze) katalizuju hidrolizu peptidne veze u proteinima.
Egzopeptidaze uklanjaju terminalne aminokiseline polipeptidnog lanca, a endopeptidaze
hidrolizuju peptidne veze unutar polipeptidnog lanca. Egzopeptidaze mogu biti
karboksipeptidaze, koje oslobadaju aminokiseline na karboksi kraju polipeptida, ili
aminopeptidaze, koje hidrolizuju peptidnu vezu na amino kraju polipeptida.
Aminopeptidaze se klasifikuju prema metalnim jonima neophodnim za njihovu
aktivnost. Najc¢esce se radi o jonima cinka ili magnezijuma za koje se¢ smatra da su
smeSteni u aktivnom centru enzima (Ferreira i Terra, 1986). Optimum pH vrednosti za
ove enzime se krec¢e od 7,2 do 9,0, dok su im molekulske mase u opsegu od 90 do 130
kDa (Terra i sar., 1996). Leucin aminopeptidaza je ukljucena u osmoregulaciju
aminokiselinskog i oligopeptidnog pula (Hiraizumi i sar., 1993).

Na osnovu hemijske grupe u aktivnom mestu enzima koja vrsi katalizu, tj. na
osnovu katalitickog mehanizma, proteaze se dele na: serinske, cisteinske, aspartatne,
treoninske, glutamatne i metaloproteaze. U funkcionalnom smislu, proteaze se mogu
podeliti na one koje uestvuju u digestiji hrane i na nedigestivne, koje imaju brojne
regulatorne i druge uloge (Kanost i Clem, 2012). Digestija hrane se odvija aktivnos¢u
proteinaza Cije produkte dalje hidrolizuju amino- i karboksipeptidaze do dipeptida, a

zatim dipeptidaze oslobadaju aminokiseline.

Familija serin proteaza obuhvata glavne digestivne enzime: tripsin, himotripsin i
elastaze. U srednjem crevu larvi Lepidoptera identifikovane su sledeée proteaze: tripsin,
himotripsin, elastaze, CBP (engl. cathepsin B-like protease), aminopeptidaze i
karboksipeptidaze. U ukupnoj proteaznoj aktivnosti najve¢i udeo imaju serin proteaze —
do 95% (Tabatabaei i sar., 2011; Srinivasan i sar., 2006), i to one tipa tripsina i
himotripsina (Chougule i sar., 2008). Molekulska masa tripsina insekata je najcesce 20-
35 kDa, a optimalni pH opseg za njihovo delovanje 8-9 (Terra i Ferreira, 1994). Tripsin
Lepidoptera postize maksimalnu aktivnost na nesto visoj pH vrednosti, u skladu sa
alkalnim uslovima u njihovom srednjem crevu (Applebaum, 1985). Kalcijumovi joni ne
aktiviraju i ne stabilizuju tripsin insekata za razliku od tripsina ki¢menjaka (Terra i
Ferreira, 1994).
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Kod Lepidoptera je pokazano da su proteaze prisutne u setovima izoformi za
koje je karakteristicna diferencijalna genska ekspresija kojom postizu optimizaciju
digestivnih procesa (Patankar i sar., 2001; Gatehouse i sar., 1997). Neke polifagne
Lepidoptera mogu po potrebi, u zavisnosti od sadrZzaja proteina u hrani, da zamene
neefikasne izoforme proteaza drugim setom izoformi (Patankar i sar., 2001). Poznato je
da insekti mogu da izbegnu efekte biljnih inhibitora proteaza koje unesu kroz hranu tako

Sto eksprimiraju izoforme proteaza otporne na inhibitore (Giri i sar., 1998).

Pokazano je da teski metali snizavaju proteoliticku aktivnost kod Musca
domestica (Diptera) (Blahovec i sar., 2006) i Rhynchophorus palmarum (Coleoptera)
(Egwim, 2011), dok su Bozi¢ i sar. (2003) utvrdili da kadmijum, cink i kobalt inhibiraju

aktivnost precis¢enih aminopeptidaza kod vrste Morimus funereus (Coleoptera).

1.3.2. Fosfataze

Fosfataze su enzimi koji katalizuju hidrolizu razli¢itih fosfomonoestara i1
ucestvuju i transfosforilaciji (Calvo-Marzal i sar., 2001). Na osnovu pH opsega u kom
su aktivne, razlikuju se kisele i alkalne fosfataze. Nemec i Zenka (1996) pokazali su da

se aktivnost fosfataza menja tokom razvica sa promenom koncentracije hormona.

1.3.2.1. Alkalne fosfataze

Alkalne fosfataze (ALP) su enzimi od fundamentalnog znacaja za celijski
metabolizam. Smatra se da je jedna od njihovih najvaznijih uloga preuzimanje fosfata,
budu¢i da je kod Coveka visoka aktivnost zabelezena u crevu, bubrezima, placenti 1
mle¢nim zlezdama (Fishman, 1990). Kad je re¢ o insektima, ovi enzimi su najaktivniji u
crevu i Malpigijevim sudovima, u tkivima za koja je karakteristiCan intenzivan aktivni
membranski transport (Eguchi, 1995; Srivastava i Sharan, 1981). Kod veéine insckata
alkalne fosfataze se smatraju markerom mikrovilskih i rede bazolateralnih membrana

crevnog epitela, mada je poznata i njihova solubilna forma (Terra i Ferreira, 1994).

Najdetaljnije su ispitane alkalne fosfataze svilene bube (Bombyx mori,
Lepidoptera). 1z srednjeg creva njenih larvi izolovana su dva izozima, od kojih je jedan
vezan za membranu, a drugi je solubilan. Membranski oblik (58 kDa) prisutan je u

membranama mikroresica kolumnarnih ¢elija, dok je solubilna forma (61 kDa)
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lokalizovana na apikalnoj povrsini goblet ¢elija, kao 1 u posteriornom regionu srednjeg
creva u prostoru izmedu goblet éelija (Azuma i Eguchi, 1989). Oba izozima pokazuju
malu specifi¢nost za supstrat, ali se funkcionalno razlikuju po pH optimumu, kao i po
osetljivosti na neke inhibitore. Dele 60% aminokiselinske sekvence i kodiraju ih dva
odvojena gena koji su najverovatnije nastali genskom duplikacijom (Itoh i sar., 2003).
Eksprimiraju se sinhrono, od trenutka kada se transkripti pojave neposredno pre
izleganja larvi, dostizu¢i maksimum na kraju petog stupnja, sve dok ne nestanu tokom

metamorfoze (Itoh i sar., 2000).

Sugerisano je da je membranski oblik alkalnih fosfataza ukljucen u digestiju i
apsorpciju nutrijenata, a da solubilna forma ima ATP-aznu aktivnost i da uéestvuje u
regulaciji jonske i osmotske ravnoteze izmedu hemocela i lumena creva (Azuma i sar.,
1991; Eguchi i sar., 1990). Alkalne fosfataze u¢estvuju u metabolizmu ugljenih hidrata,
rastu i diferencijaciji, sintezi proteina, sintezi nekih enzima, kao i u sekretornim

aktivnostima (Vijayavel i Balasubramanian, 2006).

Literaturni podaci o efektima kadmijuma na aktivnost ALP zglavkara nisu
brojni. NajceS¢e je registrovana inhibicija enzima - kod insekata Ericerus pela
(Hemiptera) (Xinping i sar., 2001) i gubara (Vlahovi¢ i sar., 2009), kao i kod rakova
Uca annulipes (Suresh i sar., 2016) i Scylla serrata (Dhavale i Masurekar, 1986).
Vlahovi¢ je sa sar. (2009) ustanovila da hroni¢no izlaganje larvi Lymantria dispar
kadmijumu, osim inhibicije aktivnosti alkalnih fosfataza, uzrokuje i promenu u
ekspresiji izoformi. Beaumont i Toro (1996) su kod Skoljki takode uodili da se
ekspresija izoformi menja nakon izloZenosti teSkim metalima. DosadaSnje studije, iako
malobrojne, sugeriSu da bi alkalne fosfataze mogle biti znacajne u ekotoksikologiji kao
metabolic¢ki biomarkeri zagadenja metalima shodno rezultatima toksikoloskih testova u
laboratorijskim uslovima, kao i1 uo¢enoj osetljivosti na polutante na kontaminiranim

lokacijama (Badiou-Beneteau i sar., 2013; Bounias i sar., 1996; Suresh i sar., 1993).

1.3.2.2. Kisele fosfataze

Kisele fosfataze su sveprisutni enzimi u biljnom i Zivotinjskom svetu, krucijalni
za brojne metabolicke procese. Najcesce se u celijama moze detektovati vise izoformi

koje se razlikuju po molekulskoj masi, izoelektricnoj tacki, pH optimumu i afinitetu
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prema razli¢itim supstratima (Tsvetkov i sar., 2003). Imaju ulogu u finalnim procesima
digestije (Cheung i Low, 1975), u ekskreciji, resorpciji vode, zameni ¢elija tokom
apoptoze (Srivastava i Saxena, 1967), u rastu i metamorfozi (Janda i BeneSova, 1991),

kao i u jonskom transportu (Yi i Adams, 2001).

Kisele fosfataze se smatraju lizozomskim markerom u mnogim tkivima,
medutim, u Celijama creva insekata dominantno su prisutni u solubilnoj formi u
citoplazmi, i u manjoj meri vezani za membranu (Terra i Ferreira, 1994). Izgleda da
osetljivost solubilnih kiselih fosfataza na inhibitore varira izmedu razli¢itih vrsta
insekata. Tako je kod nekih detektovana potpuna inhibicija solubilnih kiselih fosfataza
natrijum fluoridom (Ferreira i sar., 1990; Santos i Terra, 1984), sli¢no lizozomskim
fosfatazama sisara. Ipak, drugi autori su nasli i frakciju rezistentnu na NaF, te su
zakljuéili da inhibirana frakcija odgovara lizozomskim fosfatazama (Nemec i Zenka,
1996; Aidells i sar., 1971; Chaudhary, 1964). Za razliku od lizozomskih fosfataza, ¢ije
su uloge generalno detaljnije proucene, o solubilnim formama u citoplazmi se manje
zna. Tsvetkov i sar. (2003) detektovali su tri solubilne izoforme u jetri puza Viviparus
viviparus, osetljive na kadmijum, od kojih dve najve¢i afinitet medu prirodnim
supstratima pokazuju prema fruktozi 1,6-bifosfatu, a trec¢a hidrolizuje isklju¢ivo ADP,

Sto jasno ukazuje na njihovu ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata.

Lizozomske kisele fosfataze sa ostalim hidrolitickim enzimima ucestvuju u
procesima degradacije razli¢itih makromolekula u lizozomima, koji su ujedno i mesta
akumulacije teSkih metala (Sterling i sar., 2007). Poznato je da kadmijum indukuje
oStecenja lizozomskog sistema - povecava veli¢inu lizozoma, menja njihovu brojnost,
narusava stabilnost membrane ili dovodi do promena u aktivnosti lizozomskih enzima
(Lekube i sar., 2000). Toksikanti mogu da destabilizuju lizozomsku membranu usled
Cega se hidrolaze iz lizozoma oslobadaju u citoplazmu. Aktivnost lizozomskih kiselih
fosfataza smatra se valjanim indikatorom stresa u bioloskim sistemima. Brojni autori
ustanovili su da kadmijum dovodi do povecanja aktivnosti ovih enzima kod
beski¢menjaka (Mobhite i sar., 2011; Olabarrieta i sar., 2001; Braeckman 1 sar., 1999a).
Medutim, u eksperimentu koji su izveli Lacoue-Labarthe i sar. (2010) bakar je
stimulisao aktivnost kiselih fosfataza, dok je kadmijum delovao inhibitorno. Sli¢no,

Vlahovi¢ je prethodno sa saradnicima (2013) pokazala da hroni¢na intoksikacija nizim
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dozama kadmijuma inhibira aktivnost ukupnih kiselih fosfataza kod larvi gubara, dok je

aktivnost lizozomskih fosfataza bila redukovana nakon akutne i hroni¢ne izloZenosti.

1.3.3. Esteraze

Esteraze su hidroliticki enzimi koji katalizuju raskidanje ili formiranje estarskih
veza. Njihova nomenklatura i klasifikacija veoma su sloZene s obzirom na brojnost i
raznolikost karakteristicne za ovu grupu enzima. Kako najée$¢e ne pokazuju usku
specificnost za supstrate, po jednom od sistema klasifikacije koji primenjuje osetljivost
na inhibitore kao dodatni kriterijum, ovi enzimi dele se na: acetilesteraze, arilesteraze,
karboksilesteraze i holinesteraze (Oakeshott, 1993). Kapin i Ahmad (1980) nasli su da
su karboksilesteraze najdominantnije esteraze u tkivima larvi gubara osim u mozgu i
nervnom stablu. | u srednjem crevu su najzastupljenije karboksilesteraze a slede ih
arilesteraze i, u najmanjoj meri prisutne, holinesteraze. Nomenklatura karboksilesteraza
je kompleksna i na nivou individualnog organizma budu¢i da je prisutno mnostvo
izoformi koje variraju izmedu tkiva i organizama (Imai, 2006; Hosokawa i sar., 1995;
Satoh i Hosokawa, 1995).

Mehanizam hidrolize karboksil estara podrazumeva reverzibilnu acilaciju
hidroksilne grupe serina u aktivnom centru proteina pri ¢emu se oslobada alkohol iz
karboksilnog estra. Sledi nukleofilni napad vode koji oslobada odgovarajucu

karboksilnu kiselinu i obnavlja slobodni aktivni enzim (Slika 1).

o o H,0 o

I XOH I N
R-C-X + HO—ser- CbE —=—> R-C-0—Ser- CbE ——> R-C —OH

Slika 1. Mehanizam hidrolize karboksilnih estara delovanjem karboksilesteraza (CbE)

Esteraze ucestvuju u procesima digestije kod insekata (Montella i sar., 2012;
Terra i sar., 1996; Kapin i Ahmad, 1980). Degradacijom juvenilnog hormona i njegovih
analoga reguliSu reprodukciju i dijapauzu (Vermunt i sar., 1997). Takode, hidrolizuju 1
druge estre koji su povezani sa razvi¢em, ponasanjem i reprodukcijom, poput feromona

(Montella i sar., 2012). Esteraze spadaju u najznaCajnije enzime sistema za
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detoksifikaciju (Dubovskiy i sar., 2011). Poznata je njihova uloga u odbrani insekata od
patogenih mikroorganizama i njihovih toksina (Dubovskiy i sar., 2012; Serebrov i sar.,
2006). U velikom broju radova opisano je da ucestvuju u metabolizmu pesticida
povecavajuéi toleranciju organizma prema ovim jedinjenjima (Barrios i sar., 2010;
Vioque-Fernandez i sar., 2007; Bonacci i sar., 2004; Sogorb i Vilanova, 2002). U
ekotoksikoloskim studijama esteraze se najcesce ispituju radi primene u biomonitoringu
organofosfornih i karbamatnih insekticida (Vioque-Fernandez i sar., 2007; Prabhakaran
i Kamble, 1995; Zhu i Brindley, 1990). Medutim, jo$ uvek nema dovoljno literaturnih
podataka da bi se izveli zakljuéci o eventualnoj ulozi esteraza u detoksifikaciji metala.
Kod larvi gubara aktivnost esteraza smanjuje se nakon akutne i hroni¢ne izlozenosti
manjim dozama kadmijuma u laboratorijskim uslovima (Vlahovi¢ i sar., 2012). Uo¢ivsi
promene u aktivnosti ovih enzima kod zglavkara koji naseljavaju staniSta zagadena
teSkim metalima, nekoliko autora je ukazalo i na mogucnost njihove primene u

biomonitoringu (Wilczek i sar., 2003a; Stone i sar., 2002).
1.4. Odbrambeni odgovor na intoksikaciju kadmijumom

Kadmijum-indukovani profil ekspresije celije ukljucuje sledeCe gene: gene
vezane za promet metala (metalotionein, fitohelatin sintaza, jonske pumpe), gene koji
kodiraju za komponente antioksidativne odbrane (superoksid dismutaza, katalaza,
peroksidaze), hsp (engl. heat shock proteins) i Saperone, gene vezane za ,,sumpornu®
odbranu (,,sulphate uptake* proteini, sinteza metionina, cisteina i glutationa), gene
vezane za metabolizam gvozda (ferotransferin, transporteri gvozda, feritin) i gene koji
kodiraju za elemente prirodnog imunskog odgovora (serin proteaze i antimikrobni
peptidi) (Janssens et al., 2009; Yamada et al., 2009).

1.4.1. Antioksidativni enzimi — superoksid dismutaza i katalaza

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) javljaju se kod svih aerobnih organizama kao
posledica oksidativnog metabolizma (Ahmad, 1995). U cilju uklanjanja ROS, insekti
Imaju enzime antioksidativne zaStite slicne onima opisanim kod ki¢menjaka (Pardini,
1995). Medutim, u prisustvu prooksidanata dolazi do narusavanja balansa izmedu

produkcije ROS i delovanja antioksidativne zastite, tj. nastupa stanje oksidativnog stresa
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(Halliwell i Gutteridge, 2007). Kao Sto je ve¢ receno, kadmijum nije redoks aktivan
metal, ali posredno dovodi do povecéanja koncentracije ROS u ¢eliji (Stohs i sar., 2001).
U primarne komponente antioksidativne zaStite insekata spadaju enzimi superoksid
dismutaza (SOD) i katalaza.

Superoksid dismutaza je metaloenzim koji katalizuje prevodenje superoksid
anjon radikala u molekulski kiseonik i vodonik peroksid (Fridovich, 1978). Tzv. “ping-
pong” mehanizam kojim se odvija ova reakcija ukljuCuje uzastopnu redukciju i
oksidaciju metalnog centra (M) uz istovremenu oksidaciju i redukciju superoksid anjon
radikala (Abreu i Cabelli, 2010):

M(n+1)+ + OZ._ N Mn+ + 02
M™ +0,° + 2H" - M™V* + H,0,
Zbirno: 20,° +2H"— 0, + H,0,

Na osnovu metala u aktivnom centru, kao i lokacije enzima, kod insekata se
razlikuju tri forme SOD, sli¢no ki¢émenjacima: Cu/Zn SOD (prisutna u citosolu), Mn
SOD (locirana u mitohondrijama) i vancelijska SOD (Datkhile i sar., 2009; Landis i
Tower, 2005).

Podaci o efektima kadmijuma na SOD su brojni i naizgled oprec¢ni, buduéi da
variraju izmedu vrsta, mogu biti tkivno-specifi¢ni i zavisni od uslova izloZenosti metalu.
Nakon hroni¢nog izlaganja larvi gubara kadmijumu, znacajne promene aktivnosti SOD
u srednjem crevu nisu uocene na tre¢em, ¢etvrtom, petom ni Sestom larvenom stupnju
(Mir¢i¢ i sar., 2013). Wang i sar. (2011) su u tkivu testisa raka Sinopotamon henanense
registrovali povecanje aktivnosti ovog enzima usled izlaganja nizim koncentracijama
kadmijuma, dok su viSe doze dovele do smanjenja njegove aktivnosti. Kod Oxya
chinensis (Orthoptera) uocen je trend povecanja aktivnosti SOD, kao i uticaj

koncentracije kadmijuma i razvojnog stupnja na ovaj parametar (Zhang i sar., 2011).

Katalaza katalizuje razlaganje vodonik peroksida do vode i molekulskog
kiseonika (Halliwell i Gutteridge, 2007):

2H,0, -2H,0 + O,
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Radi se o tetramernom proteinu ¢ije subjedinice sadrze protoporfirinske grupe sa
Fe®* u aktivnom mestu (Bogdanovi¢, 2007). Aktivnost katalaze je najvisa u citosolu i
peroksizomima, a nekoliko studija pokazuje da je kod Lepidoptera izrazita i u

mitohondrijama (Suman i sar., 2009; Ahmad i sar., 1988).

Kao i u sluc¢aju SOD, efekti kadmijuma na ovaj enzim zavise od brojnih faktora.
Mirci¢ 1 sar. (2013) pokazali su da je kadmijum snizio aktivnost katalaze na tre¢em
larvenom stupnju gubara, a povecao je na Sestom stupnju. Aktivaciju katalaze kod
skakavca nakon izloZenosti metalu zabeleZzili su Zhang i sar. (2011), uz znacajan uticaj
razvojnog stupnja i pola na odgovor enzima. Tretmani kadmijumom nisu doveli do
promena kod Oncopeltus fasciatus (Heteroptera) (Cervera i sar., 2003), a kod raka
Daphnia magna samo je najvisa primenjena koncentracija metala proizvela efekat, i to

inhibiciju katalaze (Barata i sar., 2005).

Aktivnosti superoksid dismutaze i katalaze pokazale su se kao podobni
potencijalni indikatori zagadenja teSkim metalima kod viSe vrsta kopnenih i vodenih
vrsta zglavkara (Shonouda i sar., 2016; Emre i sar., 2013; Barata i sar., 2005; Lijun i
sar., 2005).

1.4.2. Hsp70

Proteini toplotnog Soka (Hsp) predstavljaju grupu visoko konzerviranih i
sveprisutnih proteina, koji imaju ulogu citosolnih molekulskih Saperona. Grupisani su
prema molekulskim masama. Za proteine Hsp70 karakteristicno je da imaju izrazito
konzerviran N-terminalni ATP-azni domen i manje konzerviran C-terminalni domen
(Bukau i Horwich, 1998). Pripadaju multigenskoj familiji od kojih se bar jedna forma
(hsc70) konstitutivno eksprimira u odsustvu stresa, a ekspresiju jedne ili vise izoformi
(hsp70) indukuje stres (Gil i Pla, 2001).

Sintezu Hsp70 aktiviraju razliéiti stresori, ukljucujuéi teske metale, koji uticu na
integritet unutarcelijskih proteina (Sanders, 1993). Smatraju se pogodnim biomarkerima
proteotoksi¢nosti kod razli¢itih organizama (Serensen 1 sar., 2003; Feder i Hofmann,
1999; Triebskorn i sar., 1997; Koéhler i sar., 1992). Hsp70 imaju esencijalnu ulogu u

metabolizmu proteina u normalnim i stresnim uslovima (Su i sar., 2010). OdrZavaju
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proteinsku homeostazu tako sto reguliSu savijanje oStecenih proteina ili degradaciju
onih koji se ne mogu popraviti (Kokolakis i sar., 2009; Mayer i Bukau, 2005; Hartl i
Hayer-Hartl, 2002; Nollen i Morimoto, 2002). Smatra se da proteini toplotnog Soka
imaju vaznu ulogu u pojavi rezistencije i adaptacija u Zivotnoj sredini (Sgrensen i sar.,
2003).

Poznato je da kadmijum moze da indukuje sintezu ovih proteina kod insekata.
Tako su Braeckman i sar. (1999b) registrovali indukciju sinteze proteina mase od oko
70 kDa, pretpostavljajuci da se radi o familiji Hsp70, nakon Sto su tretirali kadmijumom
¢elijsku liniju Aedes albopictusa C6/36. Akutna izloZenost larvi Chironomus riparius
(Diptera) ovom polutantu dovela je do trostrukog povecanja nivoa transkripta gena
hsp70 (Planello i sar., 2010). Povisena ekspresija Hsp70 uocena je i kod Musca
domestica (Diptera) nakon tretmana kadmijumom (Tang i sar., 2012).

1.4.3. Metalotioneini

Metalotioneini su metal-vezujuéi citosolni proteini male molekulske mase (2-11
kDa) prisutni kod svih organizama uklju¢uju¢i bakterije, biljke, beski¢menjake 1
ki¢menjake. KarakteriSe ih visok sadrzaj cisteina (30-33% aminokiselinskog sadrzaja).
Zahvaljujuéi tiolnim (-SH) grupama cisteinskih ostataka, ovi proteini pokazuju visok
afinitet ka prelaznim metalima, prvenstveno ka metalima iz 1B i 2B grupe periodnog
sistema elemenata (Vallee, 1991). Cisteini su skoro po pravilu uredeni u metalo-tiolatne
klastere konfiguracije Cys-X-Cys ili Cys-X-Y-Cys, gde su X i Y bilo koje
aminokiseline osim cisteina. I kod ki¢menjaka i kod beski¢menjaka naj¢eSc¢e su prisutna

dva metalo-vezujuca klastera po molekulu metalotioneina.

Primarna struktura metalotioneina je izuzetno varijabilna; konzervirana je samo
izmedu veoma bliskih vrsta (Shaw i sar., 2007), Sto otezava klasifikaciju ovih proteina.
Cesto je prisutna i pojava vise izoformi u genomu jedne vrste (Janssens i sar., 2009).
Izoforme metalotioneina mogu pokazivati znacajne razlike u afinitetu prema razlicitim
metalima. U genomu D. melanogaster identifikovano je pet gena za metalotioneine Kkoji
kodiraju za pet izoformi MtnA-E (Atanesyan i sar., 2011). Egli i sar. (2006) pokazali su
da je MtnA specifican za bakar, a MtnB za kadmijum. Specificnost izoformi za

odredene metale primecena je i kod drugih beskicmenjaka: kod gastropoda (Palacios i

13



Uvod

sar., 2011), Lumbricus rubellus (Sturzenbaum i sar., 2004), Caenorabditis elegans
(Swain i sar., 2004) i Daphnia magna (Poynton i sar., 2007). Primena molekularnog
sekvenciranja i nuklearno-magnetno-rezonantne spektroskopije omogucila je znacajne
uvide u molekularnu strukturu metalotioneina i njihove interakcije sa metalima,
medutim, takva istrazivanja mahom su bila usmerena na sisarske 1 biljne vrste. Mali broj
studija odnosi se na molekularnu karakterizaciju metalotioneina zglavkara: rakova
(Asselman i sar., 2012), diptera (Atanesyan i sar., 2011) i kolembola (Janssens i sar.,
2007).

Metalotioneini imaju vrlo vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze esencijalnih
metala, prvenstveno bakra i cinka, kao i u detoksifikaciji teSkih metala poput
kadmijuma 1 zive. Ucestvuju u zastiti od oksidativnhog stresa, neuroprotektivnim
mehanizmima, proliferaciji, kao i u apoptotickim procesima (Ruttkay-Nedecky i sar.,
2013). Takode, ucestvuju u odrzavanju ¢elijskog redoks statusa (Viarengo i sar., 2000).
Sintezu metalotioneina mogu indukovati slede¢i stimulusi: slobodni metalni joni,
oksidativni stres, izmenjeni redoks status, hormonski stimulusi, kao i toplotni Sok (Liu i
sar., 2014; Janssens i sar., 2007).

Regulacija ekspresije gena za metalotionein ukljucuje transkripcioni faktor
MTF-1 koji se nakon vezivanja metala vezuje za MRE (engl. metal response element),
uzvodno od strukturnih gena za metalotionein (Selvaraj i sar., 2005; Andrews, 2000).
Sekvenciranje homologa MTF-1 gena razli¢itih nesisarskih i sisarskih vrsta otkrilo je
visoku konzerviranost, $to ukazuje na postojanje ovog mehanizma kod svih viSih
eukariota (Lichtlen i sar., 2001).

Rezultati nekoliko studija na insektima ukazali su na potencijalnu primenu
metalotioneina u biomonitoringu metala s obzirom na to da metali mogu da indukuju
sintezu metalotioneina i da je nivo metalotioneina dobro korelisan sa koncentracijom
metala u tkivima (Badiou-Beneteau i sar., 2013; Mireji i sar., 2010; Croteau i sar.,
2002).
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1.5. Akumulacija kadmijuma u organizmu insekata i njegova

eliminacija

Koliko je poznato autoru ove studije, skoro da nema literaturnih podataka o
akumulaciji 1 ekskreciji teSkih metala kod gubara. Metali se najeSc¢e akumuliraju u
srednjem crevu insekata (Posthuma i sar., 1992; Hopkin, 1989; Suzuki i sar., 1984), ali
postoje obimni nalazi o kompartmentalizaciji teSkih metala u organima u kojima ne
uzrokuju ostecenja ili su oSte¢enja manja. Visoke koncentracije zive, kadmijuma i olova
Kompartmentalizacija teSkih metala u kutikuli skakavaca i karabida povezana je sa
tvrdo¢om nekih organa, na primer mandibula, ili sa potencijalnom detoksifikacijom
preko odbacenih delova egzoskeleta u toku presvlacenja (Lindqvist i sar., 1995;
Lindqvist i Block, 1995). Visoke koncentracije bakra i kadmijuma nadene su u fecesu
insekata izlozenih teSkim metalima (Prince i sar., 2001). Povecane koncentracije metala
u fecesu kolembola potic¢u iz unutaréelijskih mineralnih depozita epitela srednjeg creva i
(ili) iz vezikula koje sadrze teSke metale (Pawert i sar., 1996; Joosse i Buker, 1979).

Prema Gintenreiteru (1993a), ova akumulacija je srazmerna nivou zagadenja.

Tolerancija na metale kod beski¢menjaka zasnovana je na redukovanom unosu
metala, njihovoj sekvestraciji i eliminaciji (Grzes, 2010). Kao Sto je navedeno ranije
(Vlahovi¢ i sar., 2014, 2013, 2012), varijabilnost ovih mehanizama, koji se ticu
efikasnosti digestije 1 prezivljavanja tokom izloZenosti teSkim metalima izmedu
individua iz iste populacije, potic¢e od fenotipske plasti¢nosti. Mehanizmi detoksifikacije
metala (tolerancije) kod insekata mogu biti ¢ak efikasniji u poredenju sa onima kod
ki¢menjaka. Van Straalen i Roelofs (2005) rezimirali su nalaze o toleranciji na metale
kod insekata. Glavni mehanizmi su: duplikacija metalotioneinskih gena, izmenjene
osobine Zivotne istorije, poviSena ekskrecija kadmijuma putem odbacivanja epitela

creva, nepromenjeni rast i sekvestracija (kompartmentalizacija).
1.6. Genotoksicnost kadmijuma i znacaj u ekotoksikologiji
Kadmijum predstavlja slab mutagen koji uzrokuje prekide DNK lanaca,

formiranje DNK-protein ukr$tenih veza, razmene izmedu sestara hromatida i
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hromozomske aberacije (Kra¢un-Kolarevi¢ i sar., 2015; Filipic i sar., 2006; Mour6n i
sar., 2004). Kako pokazuje slab afinitet prema DNK molekulu (Janssens i sar., 2009),
genotoksicnost ispoljava u najvecoj meri indirektno, i to produkujuci reaktivne vrste
kiseonika (ROS), interferencijom sa enzimskim i neenzimskim komponentama ¢elijske
antioksidativne odbrane i ometanjem DNK reparacionih mehanizama (Joseph, 2009;
Liu i sar., 2009; Beyersmann i Hartwig, 2008). Neki od mehanizama reparacije DNK
koje kadmijum inhibira su: isecanje baza, isecanje nukleotida, ispravka pogresno
sparenih baza i uklanjanje mutagenog DNK prekursora 8-oxo-dGTP (Hartwig i
Schwerdtle, 2002). Akumulacija jednolancanih i dvolancanih prekida DNK lanaca vodi
hromozomskim aberacijama koje mogu biti uzrok celijske smrti, i mogu negativno

uticati na prezivljavanje i reprodukciju ostavljajuéi posledice na nivou populacije.

Jedan od najCes¢e koriScenih testova genotoksi¢nosti u ekotoksikologiji je
elektroforeza pojedina¢nih celija, poznat kao komet test. U pocetku se test radio u
neutralnim uslovima koji su omogucavali samo detekciju dvolan¢anih DNK prekida, ali
je kasnije razvijen alkalni komet test (Singh i sar., 1988) kojim je mogucée detektovati i
jednolan¢ane prekide, alkalno labilna mesta, DNK-protein i DNK-DNK unakrsne veze,
kao i nekompletna mesta popravke (Valverde i Rojas, 2009). Komet test je osetljiv,
pouzdan, jednostavan i brz, moguce ga je primeniti na bilo kom tipu ¢elija sa jedrom
(Kolarevi¢ i sar., 2016, 2013). Pokazuje dobre korelacije sa osobinama fitnesa kao Sto
su rast, razvi¢e i reprodukcija (Jha, 2008). Literaturni podaci ukazuju na jasnu vezu
izmedu vijabilnosti hemocita i nivoa oste¢enja DNK (Rank 1 sar., 2007; Hagger i sar.,
2005), a povezanost ovih parametara sa imunskim sistemom, odnosno fitnesom je

ocigledna.

Prvobitno je komet test koriS¢en u studijama genotoksi¢nosti kod sisara, ali je
vremenom njegova upotreba proSirena na sve taksone s obzirom na univerzalnost
strukture, funkcije i reparacionih mehanizama DNK kod razli¢itih organizama. Primena
ovog testa na beskicmenjacima ima posebno mesto u ekotoksikologiji imajuc¢i u vidu
njihov veliki znac¢aj u ekosistemima, jednostavnost i nisku cenu gajenja, kao i minimalni
upliv eti¢kih i zakonskih normativa. Prednost je i Sto se u svrhe monitoringa mogu
koristiti i vrste koje nisu standardni model organizmi, budu¢i da za detekciju DNK

oStecenja nije potrebno poznavanje kariotipa ili genomske strukture. Nazalost, komet
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test se na insektima u ekotoksikologiji relativno retko primenjuje uprkos Sirokim
mogucnostima. Genotoksi¢nost kadmijuma je pokazana kod nekoliko vrsta Artropoda
koriste¢i komet test: na ¢elijama srednjeg creva drozofile (Shukla i sar., 2011), na
Zlezdanim ¢elijama srednjeg creva i hemocitama pauka Steatoda grossa (Stalmach i
sar., 2015), kao i na hemocitama skakavca Schistocerca gregaria (Yousef i sar., 2010) i
raka Peaneus monodon (Jose i sar., 2011).

1.7. Efekti kadmijuma na osobine fitnesa insekata

Poznato je da kadmijum ispoljava toksicna dejstva na svim nivoima bioloske
organizacije, od molekularnog nivoa do celog organizma. Smatra se da cenu adaptacija
na stres jedinka placa na nivou osobina povezanih sa fitnesom. Najvec¢i deo energije
organizam troSi na prezZivljavanje, a preostale resurse moZe da iskoristi za procese rasta i
reprodukcije (Bednarska i sar., 2013). Tokom izloZenosti polutantima energija se
preusmerava ka detoksifikacionim mehanizmima (metalotioneini, Hsp, antioksidativna
odbrana, itd.) u korist prezivljavanja, Sto rezultira redukcijom rasta i reprodukcije (van
Straalen i Hoffman, 2000). Osobine fitnesa predstavljaju vezu izmedu efekata na
biohemijskom nivou individue i viSeg populacionog nivoa (Hyne i Maher, 2003). Na
osnovu parametara fitnesa mogu se predvideti efekti zagadenja na nivou populacije.
Zato je vazno ispitati njihovu doznu zavisnost od polutanta i povezati ih sa toksi¢nim

efektima na nizim bioloskim nivoima.

Brojne studije ukazale su na Stetne efekte kadmijuma na nivou osobina Zivotne
istorije insekata. Cervera i sar. (2004) detektovali su znaCajan mortalitet nimfi
Oncopeltus fasciatus (Heteroptera), smanjeno prezivljavanje adulta, kao i redukovan
fekunditet, fertilitet i procenat izlegnutih larvi nakon hroni¢nog tretmana ovim metalom.
Osim toga, masa adulta bila je snizena i trajanje razvi¢a produzeno proporcionalno
koncentraciji kadmijuma. Wu i sar. (2006) nasli su da hroni¢na izloZenost kadmijumu
prolongira ukupno trajanje razvic¢a larvi Boettcherisca peregrina (Diptera) i redukuje
njihovu masu. Povecan mortalitet larvi Spodoptera exigua (Lepidoptera) nakon
hroni¢nog izlaganja kadmijumu, kao i produzeno razvice, prijavili su Kafel i sar.
(2012a). Dok je redukcija rasta Oxya fuscovittata (Orthoptera) zabelezena i nakon

izlaganja nizim dozama kadmijuma, samo je najvisa primenjena doza redukovala
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procenat njihovog prezivljavanja i veli¢inu legla (Malakar i sar., 2009). Gao i sar.
(2012) uocili su negativne efekte ovog polutanta na prezivljavanje i reprodukciju
Sitobion avenae (Hemiptera). Nasi prethodni eksperimenti, kao i studije drugih autora,
potvrdili su da kadmijum takode negativno utice na rast, razvic¢e i duzinu Zivota gubara

(Mir¢i¢ i sar., 2013; Vlahovi¢ i sar., 2009; Ortel, 1996; Gintenreiter i sar., 1993Db).
1.8. Biomarkeri u ekotoksikologiji

Razvoj industrije i agrikulture, kao i globalna urbanizacija, rezultirali su
pojavom velikog broja ksenobiotika u Zivotnoj sredini i nametnuli konstatnu potrebu za
unapredenjem mera kontrole njenog kvaliteta. U proceni stanja Zivotne sredine vaznu
ulogu ima bioloSki monitoring, koji podrazumeva kako prac¢enje akumulacije
toksikanata u tkivima organizama, tako i utvrdivanje promena na razliitim nivoima
bioloSke organizacije: nizim nivoima organizacije, na nivou celog organizma,

populacionom i ekosistemskom (Van Gestel i Van Brummelen, 1996).

Biomarkeri vode poreklo iz medicine, gde su se pokazali veoma korisnim kao
indikatori izloZenosti specificnim toksikantima ili kao rani pokazatelji specificnih
bolesti ili sindroma (Timbrell, 1998). Osamdesetih godina dvadesetog veka otpocela su
nastojanja da se razviju biomarkeri za primenu u ekotoksikologiji. EkotoksikoloSke
studije obuhvataju izuCavanje toksicnih efekata polutanata u kontrolisanim
laboratorijskim uslovima u svrhe predvidanja, kao i eksperimente na terenu u cilju

procene zagadenja i monitoringa (Jemec i sar., 2010).

Biomarker se moze definisati kao bilo koji bioloski odgovor na ksenobiotik koji
predstavlja merilo izlozenosti tom toksikantu ili merilo njegovog toksi¢nog efekta
(Peakall, 1994). Medutim, veliki broj autora podrzava definicije koje ih ograni¢avaju na
bioloSke odgovore na nivoima ispod nivoa celog organizma. Tako, biomarkeri bi trebalo
da budu rani indikatori stresa (biohemijski, fizioloski, histoloski), ¢ije je odgovore
moguce detektovati pre nego Sto se efekti polutanata ispolje na performansama jedinki
ili na nivou populacije (Forbes i sar., 2006). To je jedan od razloga $to su molekularni i
biohemijski biomarkeri danas dominantni. Takode, njihova velika osetljivost i na male
doze toksikanata, odgovori u kratkom vremenskom intervalu, jednostavnost

uzorkovanja i merenja ¢ine ih superiornim u odnosu na biomarkere na viSim nivoima
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organizacije. Potraga za biomarkerima ukljucuje i dimenziju upoznavanja mehanizama
toksi¢nosti polutanata, §to omogucéava uvid u uzro¢no-posledicne relacije izmedu nizih i

visih nivoa bioloSke organizacije.

Prema kriterijumima za validaciju, kako ih je rezimirao van der Oost sa
saradnicima (2003), biomarkeri treba da budu: 1. pouzdani, jeftini i jednostavni, 2.
osetljivi na polutant, 3. definisanog bazi¢nog nivoa i poznatog odgovora na varijacije u
prirodi i na izloZenost toksikantu, 4. ustanovljenog odgovora na razlicite bioticke i
abioticke faktore koji mogu uticati na biomarker, 5. poznatog mehanizma toksic¢nosti, 6.
ustanovljenih relacija sa efektima polutanta na visim bioloSkim nivoima. Forbes i sar.
(2006) isticu da se razlike u odgovorima na toksikant izmedu populacija moraju
posebno uzeti u obzir. Uzroci tih razlika mogu biti geografski uticaji, parametri stanista,
geneticka struktura populacija, ali 1 specificna istorija izloZenosti populacije
polutantima. 1zloZenost populacije teSkim metalima tokom duZeg vremenskog perioda
moze da rezultira fizioloSkim ili genetickim adaptacijama koje povecavaju toleranciju te
populacije na metale. Pojava povecane tolerancije registrovana je kod viSe vrsta
insekata, u populacijama koje naseljavaju stanista kontaminirana metalima (Kafel i sar.,
2014; Lagisz i Laskowski, 2008; Sterenborg i Roelofs, 2003; Postma i sar., 1996). Zato
je u ekotoksikoloskim studijama vazno ispitati efekat porekla populacije na potencijalne

biomarkere zagadenja.

Razlikuju se tri grupe biomarkera: biomarkeri izloZenosti, biomarkeri efekta i
biomarkeri osetljivosti (Links i Groopman, 2010; Wallace Hayes, 2007). Biomarkeri
izloZenosti podrazumevaju detekciju egzogene supstance ili produkata koji nastaju
njenom interakcijom sa endogenim komponentama u organizmu. Biomarkeri efekta
odnose se na prisustvo i veli¢inu bioloSkog odgovora (biohemijske, fizioloske i druge
promene u tkivima ili telesnim teCnostima organizma) na izlozenost toksikantu.
Biomarkeri osetljivosti su indikatori urodene ili steCene sposobnosti organizma da

odgovori na izloZzenost odredenom ksenobiotiku.

Dok su neki biomarkeri specificni za odredeni polutant ili za set polutanata,
drugi mogu da reaguju i na polutante i na promene razli¢itih prirodnih faktora u Zivotnoj
sredini (Valavanidis 1 Vlachogianni, 2010). Zato se u studijama biomonitoringa naj¢esce

izuavaju setovi biomarkera (Badiou-Beneteau i sar., 2013). Kako bi stepen
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specificnosti bio veéi, vazno je uzeti u obzir i aspekat komplementacije razli¢itih
biomarkera (Gil i Pla, 2001). Tako, mnogi metali mogu da indukuju sintezu
metalotioneina, ali ako se istovremeno u tkivu ili telesnoj tecnosti utvrdi poviSena

koncentracija odredenog metala, tada je specifi¢nost znacajno veca.

Metodom koju su razvili Beliaeff i Burgeot (2002) odgovori nekoliko
biomarkera se kombinuju u jedinstveni indeks koji olakSava interpretaciju detektovanih
promena. Tzv. “Integrisani odgovor biomarkera” (engl. integrated biomarker response,
IBR), izrazen IBR indeksom i grafi¢ki, poligonalnim poljima, sve ¢e$ce se koristi u
studijama zasnovanim na istovremenoj primeni viSe biomarkera radi procene ekoloskog

rizika (Serafim i sar., 2012; Damiens i sar., 2007).
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Ciljevi

Ciljevi ove disertacije su sledeéi:

1. Odrediti specificnu aktivnost digestivnih enzima u srednjem crevu: tripsina, leucin
aminopeptidaze, ukupnih proteaza, alkalnih fosfataza, kiselih fosfataza (ukupnih,
nelizozomskih i lizozomskih) i nespecifi¢nih esteraza, uz kvantitativnu analizu

njihovih izoformi.

2. Odrediti aktivnost antioksidativnih enzima (superoksid dismutaze i katalaze) u

srednjem crevu larvi 1V stupnja i detektovati njihove izoforme.

3. lspitati promene u ekspresiji Hsp70 u srednjem crevu i mozgu larvi gubara IV

stupnja.

4. Detektovati metalotioneine u srednjem crevu larvi gubara IV stupnja nakon

intoksikacije kadmijumom.

5. Ispitati naCine akumulacije i eliminacije kadmijuma u srednjem crevu, glavi,

integumentu i izmetu larvi gubara IV stupnja.

6. Utvrditi uticaj kadmijuma na nivo oSteCenja DNK u hemocitama i njihovu

vijabilnost kod larvi V stupnja.

7. Utvrditi efekte kadmijuma na osobine fitnesa (ukupni broj jaja u leglima i udeo
neoplodenih jaja, prezivljavanje larvi, masu larvi i relativnu brzinu rasta na IV i V

stupnju i parametre razvica).

8. Proceniti sve ispitane parametre kao potencijalne biomarkere kontaminacije
kadmijumom s obzirom na osetljivost koju pokazu na primenjene doze kadmijuma,

kao 1 u zavisnosti od obrazaca odgovora kod razli¢itih populacija.

9. Proceniti da li je vrsta Lymantria dispar pogodna kao bioindikator zagadenja

kadmijumom.
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Materijal i metode

3.1. Lymantria dispar, L. (gubar)

Lymantria dispar prvi put je opisana 1758. od strane Linea. Radi se o polifagnoj
herbivornoj vrsti, Siroko rasprostranjenoj u Sumama severne Zemljine hemisphere.
Gubar nanosi ogromnu Stetu Sumskim ekosistemima, a broj biljnih vrsta kojima se hrani
procenjuje se na vise od 500 (Lance, 1983). Ima jednu generaciju godisnje i
holometabolno razviée. Jaja polaze u grupama (leglima); jedno leglo je produkt jednog
oplodenja, odnosno, larve iz istog legla poti¢u od istih roditelja (full-sib familija). Leglo
je od niskih temperatura i1 predatora zasSti¢eno dlacicama poreklom sa abdomena Zenke.
Mesec dana po polaganju jaja, larve su potpuno formirane, nakon Cega se razvice
prekida i one ulaze u dijapauzu koja traje do proleca. Tokom razvica, larva prolazi kroz
periode presvlacenja, a na broj stupnjeva utiCu brojni bioticki i abioticki faktori.
Prednosti gubara kao eksperimentalnog animalnog modela su kratak Zivotni ciklus,
mogucénost jednostavnog gajenja u laboratorijskim uslovima na vestackoj dijeti, velika

rasprostranjenost, kao i dobro definisana morfologija i fiziologija vrste.
3.2. Eksperimentalne grupe i uslovi gajenja

Legla gubara sakupljena su u kasnu jesen na Cetiri lokaliteta u Srbiji (Slika 2).
Legla za Eksperiment | poticala su sa lokaliteta u neposrednoj blizini Ibarske
magistrale gde je dnevni promet izmedu 10000 i 20000 vozila (zagadena lokacija), i sa
Kosmaja, planine u okolini Beograda (nezagadena lokacija, 44°27'56" 20°33'56").
Kosmaj je zasticeno podrucje Republike Srbije (predeo izuzetnih odlika), udaljen od

svih znacajnijih izvora zagadenja.

Za Eksperiment 11 legla su prikupljena na Homoljskim planinama i u okolini
Bora. Homoljske planine se smatraju nezagadenim regionom, shodno niskoj gustini
naseljenosti i znatnoj udaljenosti od idustrijskih i urbanih izvora kontaminacije. U
okolini Bora smesten je jedan od najve¢ih rudnika bakra u Evropi, Rudarsko
topionicarski basen Bor DOO. Vazduh, zemljiste 1 voda u Boru i okolini kontinuirano
su izlozeni metalima tokom viSe od sto godina, otkad je pocela proizvodnja bakra 1903.
godine. Prema nedavnim studijama zagadenosti i podacima tridesetogodiSnjeg
monitoringa kvaliteta vazduha u Boru, koncentracije nekoliko teSkih metala (Cu, As,
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Cd, Pb, Mn, Ni) poviSene su u zemljistu i u suspendovanim cesticama u vazduhu, pri
¢emu kadmijum u zemljiStu dostize koncentracije od 5,85 i 6 mg/kg (Dimitrijevié i sar.,

2016; Nikoli¢ 1 sar., 2011).

Slika 2. Legla gubara na kori drveta sa Homoljskih planina

Prikupljena legla ¢uvana su na 4 °C do prole¢a. Tada su jaja sterilisana u 0,25%
natrijum hipohloritu (5% varikina), isprana u destilovanoj vodi, osuSena na vazduhu i
ostavljena na temperaturi od 23 °C pri fotoperiodu 12 h svetlost : 12 h mrak. Nakon
izleganja, larve su gajene u istim uslovima temperature 1 fotoperioda, na vestackoj dijeti
(O’Dell i sar., 1984; Bell i sar., 1981). Do presvlacenja u treci stupanj bilo je po deset
jedinki u jednoj Petrijevoj kutiji, zatim po pet na tre€em stupnju, a na ¢etvrtom i petom

stupnju gajene su pojedinacno (Slika 3). Hrana je svakodnevno menjana.

Slika 3. Larva gubara u Petrijevoj kutiji tokom gajenja

Kontrolne grupe iz svih populacija dobijale su hranu bez kadmijuma, dok je
hrana za eksperimentalne grupe larvi sadrzala kadmijum u koncentracijama od 50 i 100
png Cd/g suve hrane (tretmani C;, odnosno C,) (Slika 4). Metal je dodavan u formi

nitratne soli Cd(NO3),x4H,0. Larve su bile hroni¢no izloZzene kadmijumu, od izleganja

23



Materijal i metode

do tre¢eg dana Cetvrtog stupnja tokom Eksperimenta I, odnosno, do tre¢eg dana petog
stupnja u Eksperimentu 11, kada su Zrtvovane. U Eksperimentu | gajeno je po 70 larvi
u kontrolnim grupama i grupama tretiranim sa 50 pg Cd/g suve hrane, i po 80 larvi u
grupama tretiranim sa 100 ug Cd/g suve hrane. U okviru Eksperimenta Il gajeno je po

60 larvi u svim grupama.

Slika 4. Larve gubara sa nezagadene lokacije (NP - Kosmaj) na ¢etvrtom stupnju,

tretirane sa 50 1 100 pg Cd/g suve hrane (C11 Cy,)

3.3. Eksperiment |

3.3.1. Detekcija aktivnosti digestivnih enzima

3.3.1.1. Priprema homogenata srednjeg creva

Larve su zrtvovane na ledu tre¢eg dana Cetvrtog stupnja. Dekapitovane su i
presecane iza zadnjeg para nozica, a zatim je izolovano celo crevo kroz uzduzno isecen
integument. Nakon odstranjivanja prednjeg i zadnjeg creva, srednje crevo je ociS¢eno
od masnog tela i ¢uvano na -20 °C. Creva su homogenizovana pojedina¢no, na ledu, u
0,15 M NaCl puferu tako da finalna koncentracija tkiva bude 100 mg/ml.
Homogenizacija je trajala 3 x 10 sekundi pri brzini od 20000 obrtaja/min, sa pauzama
od 15 sekundi. Homogenati su centrifugirani 10 minuta na 10000 g, supernatanti su
izdvojeni i odmah zamrznuti na -20 °C. Koncentracija proteina je odredivana metodom

po Bradfordu (1976) u odnosu na BSA standard (albumin iz govedeg seruma).
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3.3.1.2. Spektrofotometrijsko odredivanje specificne aktivnosti digestivnih enzima

Tripsin

Aktivnost tripsina merena je po metodi Erlangera i sar. (1961) i Valaitisa (1995).
Princip metode je u oslobadanju p-nitroanilina iz supstrata N,-benzoil-DL-arginin 4-
nitroanilid hidrohlorida (DL-BAPNA), pri ¢emu je aktivnost tripsina srazmerna
koncentraciji p-nitroanilina. Inkubacija homogenata sa 20 mM supstratom odvijala se u
50 mM Gly/NaOH puferu (pH 10) na 30 °C. Nakon 15 minuta reakcija je prekinuta 6%

sir¢etnom kiselinom i merena je apsorbanca na 405 nm.

Leucin aminopeptidaza (LAP)

Za procenu aktivnosti leucin aminopeptidaze primenjena je metoda Erlangera i
sar. (1961). Reakcija se odvijala u 40 mM veronal/HCI puferu (pH 7,8-8) u prisustvu
supstrata 20 mM L-leucin p-nitroanilida na 30 °C tokom 10 minuta, a potom je
prekinuta 6% siretnom kiselinom. Aktivnost LAP proporcionalna je koli¢ini

oslobodenog p-nitroanilina. Apsorbanca je ocitavana na 405 nm.

Ukupne proteaze

Aktivnost ukupnih proteaza odredena je proteolitickim esejom (Kunitz, 1947) u
prisustvu kazeina kao supstrata. 1% kazein u 200 mM Gly/NaOH puferu (pH 10)
inkubiran je sa homogenatom u razmeri 1:1 u trajanju od 60 minuta na 40 °C. Reakcija
je prekinuta 10% trihlorsiréetnom kiselinom. Precipitacija preostalog kazeina odvijala
se tokom 30 minuta na 4 °C, a zatim je sadrzaj centrifugiran na 10000 g 10 minuta.
Apsorbanca je oCitavana u supernatantima na 280 nm. Ukupna aktivnost proteaza

proporcionalna je koli¢ini slobodnih aminokiselina 1 peptida.

Alkalne fosfataze

Aktivnost alkalnih fosfataza odredivana je po metodi autora Nemec i Socha
(1988). Princip se zasniva na oslobadanju p-nitrofenola iz p-nitrofenil fosfata (pNPP),
univerzalnog supstrata za detekciju fosfatazne aktivnosti, u alkalnim uslovima.
Reakciona smesa je sadrzala 100 mM Tris/HCI pufer pH 8,6, 5 mM MgCl,, 5 mM
pNPP i homogenat. Reakcija se odvijala na 30 °C u trajanju od 30 minuta, nakon ¢ega

je prekinuta dodavanjem 500 mM NaOH. Apsorbanca je o€itavana na 405 nm.
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Ukupne kisele fosfataze

Aktivnost Kiselih fosfataza odredena je metodom koju su razvili Nemec i Socha
(1988). Princip metode je oslobadanje p-nitrofenola iz p-nitrofenil fosfata (pNPP) u
kiselim uslovima. Reakcija se odvijala na 30 °C u smeSi koja je sadrzala 100 mM
citratni pufer pH 5,6, 5 mM MgCl,, 5 mM pNPP i homogenat. Nakon 60 minuta
prekinuta je dodavanjem 500 mM NaOH. Apsorbanca p-nitrofenola merena je na 405

nm.

Lizozomske i nelizozomske kisele fosfataze

Aktivnost lizozomskih fosfataza utvrdena je indirektno, kao frakcija ukupne
aktivnosti kiselih fosfataza nakon primene specificnog inhibitora natrijum fluorida
(Amlabu i sar., 2009; Holtzman, 1989). U istu reakcionu smeSu za odredivanje ukupne
aktivnosti kiselih fosfataza dodat je NaF finalne koncentracije 50 mM. Apsorbanca
predstavlja aktivnost neinhibiranih nelizozomskih kiselih fosfataza, na osnovu koje je

izraCunata aktivnost lizozomske frakcije.

Nespecificne esteraze

Za odredivanje aktivnosti esteraza posluzio je kontinualni spektrofotometrijski
esej koji se zasniva na principu oslobadanja o-nitrofenola iz supstrata o-nitrofenil
butirata (Lockridge i La Du, 1978). Reakcija se odvijala na 30 °C u 20 mM natrijum
fosfatnom puferu pH 7,2 u prisustvu supstrata finalne koncentracije 10 mM.
Apsorbanca je pracena tokom 150 sekundi na 414 nm. Aktivnost esteraza

proporcionalna je promeni koli¢ine o-nitrofenola u jedinici vremena.

3.3.1.3. Zimogramska detekcija aktivnosti digestivnih enzima

Tripsin

Aktivnost tripsina odredivana je nativhom elektroforezom prema modifikovanoj
metodi Erlangera i sar. (1961). Uzorci su pomeSani sa puferom za obradu uzorka (PUZ)
koji nije sadrzao SDS niti redukujuca sredstva, i odmah su nalivani na 10%
poliakrilamidni gel bez SDS. Nanoseno je 5 pg proteina po bunari¢u, nakon ¢ega su
proteini razdvajani pri konstantnom naponu od 100 V na 4 °C. Nitrocelulozna

membrana je inkubirana u 2 mM supstratu N,-benzoil-DL-arginin 4-nitroanilida
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hidrohloridu (DL-BAPNA) u trajanju od 50 minuta na sobnoj temperaturi. DL-BAPNA
je prvo rastvoren u dimetilfformamidu (20 mM), a zatim je razblazen u glicinskom
puferu pH 10 do 2 mM. Gel je ispiran u destilovanoj vodi 2 x10 minuta i ekvilibrisan 20
minuta u glicinskom puferu (pH 10). Membrana je poloZena na gel i sendvi¢ je
ostavljen u uslovima vlazne komore na 37 °C u trajanju od 1 h. Membrana je zatim
potopljena na 2,5 minuta u 0,1% NaNO koji je rastvoren u 1 M HCI, pa isprana 1%
ureom potapanjem na 30 sekundi. Potom je inkubirana u 0,05% 1-naftilaminu
rastvorenom u 47,5% etanolu do pojave roze obojenih traka. Reakcija je odmah

prekinuta ispiranjem u destilovanoj vodi.

Kvantifikacija  elektroforetskih traka u ovoj studiji izvodena je
denzitometrijskom analizom upotrebom ImageJ programa (National Institutes of Health,
USA).

Leucin aminopeptidaza (LAP)

Aktivnost leucin aminopeptidaze odredivana je po istoj modifikovanoj metodi
kao i aktivnost tripsina (Erlanger i sar., 1961). Supstrat za LAP bio je L-leucin p-
nitroanilid, rastvoren u dimetilformamidu (20 mM), a zatim razblazen do 2 mM u
veronal/HCI puferu pH 7,8-8. U istom puferu je ekvilibrisan gel u trajanju od 20 minuta.

Detalji protokola su isti kao za detekciju aktivnosti tripsina na gelu, tj. na membrani.

Ukupne proteaze

Izoforme proteaza detektovane su na gelu prema modifikovanoj metodi autora
Muhlia-Almazan i Garcia-Carreno (2002). Koli¢ina od 5 pg proteina nanoS$ena je u
bunari¢e 10% SDS poliakrilamidnog gela. Elektroforeza se odvijala pri konstantnom
naponu od 100 V u neredukujué¢im uslovima - PUZ nije sadrzao redukujucéa sredstva
poput B-merkaptoetanola. Uzorci nisu termicki obradeni, ali su proteini u uzorcima bili
denaturisani s obzirom na prisustvo SDS u PUZ i puferu za elektroforezu. Gel je ispiran
2 x 10 minuta u destilovanoj vodi, a zatim ekvilibrisan 20 minuta u 50 mM glicinskom
puferu pH 10. Potom je potopljen u 3% kazein (prethodno rastvoren u istom puferu i
rashladen na 4 °C) na 30 minuta na 4 °C kako bi supstrat difundovao u gel pri
minimalnoj enzimskoj aktivnosti. Usledila je inkubacija gela sa supstratom na 40 °C

tokom 60 minuta u cilju detekcije maksimalne aktivnosti proteaza. Nakon ispiranja
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dejonizovanom vodom, gel je obojen u 0,1% Coomassie brilliant blue R-250 u trajanju
od 5 minuta. Za obezbojavanje preko noc¢i koris¢en je rastvor koji je sadrzao 40%

metanola 1 10% siréetne kiseline.

Alkalne fosfataze

Za detekciju aktivnosti alkalnih fosfataza nativnom elektroforezom primenjena
je modifikovana metoda Allena i sar. (1963). 10 pg proteina po bunariéu 12% gela
radzvojeno je pri konstantnom naponu od 100 V na 4 °C. Za vizuelizaciju je pripremljen
rastvor koji je sadrzao 100 mM Tris-HCI 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.

Ukupne kisele fosfataze

Izoforme kiselih fosfataza su detektovane prema modifikovanoj metodi Allena i
sar. (1963). Na 12% poliakrilamidni gel naneto je 10 pg proteina po bunari¢u. Proteini
su razdvojeni pod uslovima nativne elektroforeze pri konstantnom naponu od 100 V na
4 °C. Nakon ispiranja u destilovanoj vodi tokom 1 minuta, gel je 10 minuta ekvilibrisan
u 50 mM acetatnom puferu (pH 5,2) na 30 °C. Nitrocelulozna membrana je inkubirana
na sobnoj temperaturi u 0,13% o-naftil fosfatu rastvorenom u istom puferu. Membrana
je polozena na gel i sendvi€ je ostavljen u uslovima vlazne komore na 30 °C u mraku u
trajanju od 1 h. Nakon inkubacije, membrana je potopljena u 0,3% boju Fast Blue B

rastvorenu u acetatnom puferu.

Nespecificne esteraze

Izoforme esteraza detektovane su nativnom elektroforezom po modifikovanoj
metodi koju je opisao Loxdale (1983). Po 10 pg proteina nalivano je u bunarié¢e 7,5%
poliakrilamidnog gela. Nativna elektroforeza se odvijala pri konstantnom naponu od
100 V na 4 °C. Gel je potom potopljen u rastvor 20 mM natrijum fosfata (pH 7,2), 1,1
mM o-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.
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3.3.2. Detekcija aktivnosti antioksidativnih enzima u srednjem crevu

3.3.2.1. Priprema homogenata

Creva su homogenizovana pojedina¢no, na ledu, u saharoznom puferu pH 7,4
(0,25 M saharoza, 0,05 M TRIS, 0,10 M EDTA) tako da koncentracija tkiva bude 200
mg/ml. Homogenizacija je trajala 3 x 15 sekundi sa pauzama od 15 sekundi, pri brzini
od 20000 obrtaja/min. Uzorci su zatim sonifikovani na frekvenciji od 20 kHz u
intervalu 3 x 10 sekundi sa pauzama od 10 sekundi. Nakon centrifugiranja na 100000 g

u trajanju od 90 minuta na 4 °C, supernatanti su izdvojeni i zamrznuti na -20 °C.

3.3.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje specificne aktivnosti antioksidativnih

enzima

Superoksid dismutaza (SOD)

Aktivnost je odredivana adrenalinskom metodom, koja se zasniva na principu
inhibicije autooksidacije adrenalina u adrenohrom od strane superoksid dismutaze u
baznoj sredini (Misra i Fridovich, 1972). Prilikom konverzije adrenalina u adrenohrom
oslobada se superoksid anjon radikal koji ubrzava reakciju autooksidacije. SOD uklanja
superoksid anjon radikal redukujuéi tako brzinu nastajanja adrenohroma. Aktivnost
SOD odredivana je kao promena apsorbance u vremenu na talasnoj duzini od 480 nm na
25 °C u reakcionoj smesi koja je sadrzala uzorak, adrenalin i karbonatni pufer pH 10,2
(50 MM Na,COg3 i 0,1 mM EDTA). Jedinica aktivnosti SOD definisana je kao koli¢ina
enzima koja dovodi do 50% inhibicije autooksidacije adrenalina u linearnom delu

promene apsorbance u minuti.

Katalaza

Aktivnost katalaze je odredena po metodi koju je opisao Claiborne (1985),
zasnovanoj na pracenju brzine kojom enzim razlaze vodonik peroksid na vodu i
kiseonik. Opadanje apsorbance mereno je na 25 °C na talasnoj duzini od 240 nm, na
kojoj vodonik peroksid ima maksimum apsorpcije. Reakciona smeSa sadrZala je 0,05 M
fosfatni pufer, pH 7. Koncentracija vodonik peroksida podeSena je tako da apsorbanca
slepe probe bude izmedu 0,525 1 0,550, a da koli¢ina uzorka dovodi do promene srednje

vrednosti apsorbance u opsegu od 0,03 do 0,06. Apsorbanca je ocitavana svakih 30
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sekundi u toku tri minute nakon dodavanja uzorka. Jedinica aktivnosti katalaze
definisana je kao broj mikromolova vodonik peroksida redukovanih u minuti.

3.3.2.3. Detekcija aktivnosti antioksidativnih enzima nativnom elektroforezom

Superoksid dismutaza (SOD)
Aktvnost SOD odredena je po metodi koju su opisali Azevedo i sar. (1998). Na

10% poliakrilamidni gel naneto je 8 pg proteina po bunaricu. Nakon zavrSetka
elektroforeze gel je ispiran dejonizovanom vodom 2 x 1 minut, a zatim je inkubiran u
mraku na sobnoj temperaturi u 50 mM karbonatno bikarbonatnom puferu pH 10,2 koji
je sadrzao: 1mM EDTA, 0,05 mM riboflavin, 0,1 mM nitro plavo tetrazolijum i 0,3%
TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin). Po zavrSetku inkubacije, gel je ispran
destilovanom vodom 1 ostavljen u vodi na dnevnom ili vestackom svetlu do pojave

prozirnih traka.

Katalaza

Aktivnost katalaze na gelu odredena je prema metodi Aebi i sar. (1983).
Koli¢ina od 9 pg proteina naneta je na 8% poliakrilamidni gel. Posle elektroforeze gel je
ispran 2 x 1 minut u destilovanoj vodi. Inkubiran je tokom 20 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi u 50 mM fosfatnom puferu pH 7,8 koji je sadrzao 10 mM H,0O, (35 pl 30%
H,0, na 50 ml pufera). Po zavrSetku inkubacije gel je kratko (3 x 5 sekundi) ispran u
destilovanoj vodi, a zatim je uronjen u rastvor koji se dobija meSanjem vodenih rastvora
2% FeCl3 i 2% K3Fe(CN)g. Ova dva rastvora su drzana na ledu i sjedinjena u razmeri
1:1 neposredno pre dodavanja gelu. Gel je inkubiran na svetlu do pojave zutih traka.

3.3.3. Detekcija Hsp70

3.3.3.1. Detekcija Hsp70 u srednjem crevu Western blotom

Creva su homogenizovana pojedinacno, na ledu, u 0,15 M NaCl uz dodatak
inhibitora proteaza finalne koncentracije 1 mM fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF) i 20
UM E64, 3 x 10 sekundi pri brzini od 20000 obrtaja/min, sa pauzama od 15 sekundi.

Koncentracija tkiva bila je 150 mg/ml. Homogenati su centrifugirani 10 minuta na
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10000 g. Supernatanti su izdvojeni i odmah zamrznuti na -20 °C. Koncentracija proteina

je odredivana prema Bradfordu (1976).

Uzorci su pomeSani sa Lemlijevim puferom Kkoji je sadrzao SDS i 2-
merkaptoetanol, 1 kuvani su 2 minuta na 100 °C. U bunarice 12% SDS-
poliakrilamidnog gela nanoSeno je 50 pg proteina. Elektroforeza je tekla pri
konstantnom naponu od 100 V na sobnoj temperaturi. Transfer na nitroceluloznu
membranu odvijao se tokom no¢i na 40 V. Membrana je blokirana 4% obranim mlekom
u TBST puferu (0,1% Tween 20 u TBS puferu (engl. Tris buffered saline)) u trajanju od
IgG1 antitelom (monoklonsko, klon BRM-22, Sigma Aldrich), razblazenim 1:5000 u
4% mleku u TBST puferu. Membrana je potom isprana u TBST 6 x 5 minuta i
konjugovanim (Sigma Aldrich) i razblazenim 1:10000 u 4% mleku u TBST. Nakon
ispiranja u TBST 6 x 5 minuta, proteini Hsp70 su vizualizovani na autoradiografskom

filmu primenom ECL (engl. enhanced chemiluminescence) reagensa (Amersham).

3.3.3.2. Odredivanje nivoa Hsp70 u mozgu

Priprema homogenata

Nakon zrtvovanja larvi treceg dana Cetvrtog stupnja, mozgovi su izolovani iz
glavenih kapsula. Pulovano je 18-20 mozgova po eksperimentalnoj grupi i
homogenizovani su na ledu u 120 ul dejonizovane vode 3 x 10 sekundi, na 5000
obrtaja/min, sa pauzama od po 15 sekundi. Posle centrifugiranja u trajanju od 10 minuta

na 10000 g, supernatanti su izdvojeni i zamrznuti na -20 °C.

Western blot

Uzorci su pomeSani sa Lemlijevim puferom Kkoji je sadrzao SDS i 2-
merkaptoetanol, i kuvani su 2 minuta na 100 °C. Nalivano je 8 pg proteina po bunari¢u
12% poliakrilamidnog gela. Dalja procedura detaljno je opisana u odeljku o detekciji
Hsp70 u crevu (3.3.3.1).
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Indirektni ELISA test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

Uzorci mozga razblaZzeni su u karbonatno-bikarbonatnom puferu (pH 9,6),
naliveni na mikrotitar plocicu (15 pg proteina po bunaru) i ostavljeni tokom noci na 4
°C. Plocica je tri puta isprana PBST puferom (0,05% Tween 20 u fosfatom puferisanom
fizioloSkom rastvoru (engl. phosphate-buffered saline, PBS) pH 7,4), a zatim je

inkubirana 2 h sa 5% obranim mlekom u PBST. Usledilo je ispiranje bunara sa PBST, a

.....

.....

antitelom, HRP-konjugovanim (Sigma Aldrich) razblaZzenim 1:10000 u 5% mileku u
TBST, tokom 2 h na sobnoj temperaturi. Boja je razvijena primenom supstrata za
peroksidazu rena - 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), a reakcija je zaustavljena
odgovarajuc¢im stop reagensom (Sigma Aldrich). Apsorbanca je izmerena na 450 nm u
ELISA ¢itacu (LKB 5060-006). Uzorci su analizirani u triplikatu. Koncentracije Hsp70
u uzorcima ocitavane Su sa standardne prave koja je konstruisana na osnovu serije

razblazenja rekombinantnog Hsp70.

3.3.4. Odredivanje koncentracije metalotioneina u srednjem crevu

Koncentracija metalotioneina u srednjem crevu odredivana je pomocu kita MT
PAGE Tissue (Ikzus Environment) neposredno nakon homogenizacije tkiva. Creva su
homogenizovana pojedinaéno u puferu (100 mg tkiva/300 ul pufera), uz dodatak
mesavine inhibitora proteaza iz kita, kao i 2 mM PMSF i 20 uM E64 (finalne
koncentracije). Homogenizacija je radena na isti nacin kao za detekciju Hsp70. Nakon
centrifugiranja uzorka na 25000 g / 25 minuta na 4 °C, supernatanti i standard
metalotioneina inkubirani su sa fluorescentnom bojom (monobromobiman) u vodenom
kupatilu tokom 10 minuta na 37°C i odmah su nanoSeni na 14% poliakrilamidni gel.
Posle SDS elektroforeze pri konstantnom naponu od 100 V u tris/glicinskom sistemu na
4 °C, gel je ispiran dejonizovanom vodom 2 x 15 minuta. Za detekciju fluorescentnog
signala upotrebljen je Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad). Proteini u
supernatantima izmereni su metodom po Bradfordu (1976). Koncentracija

metalotioneina u uzorcima odredena je na osnovu standardne prave.
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3.3.5. Odredivanje sadrzaja kadmijuma i drugih metala u crevu, glavi,

integumentu i fecesu

3.3.5.1. Aparatura

Koncentracije metala (Al, Cd, Cu, Fe, Ni, Mn, Pb i Zn) odredene su u svim
uzorcima primenom opti¢ke emisione spektrometrije sa induktivno spregnutom
plazmom (ICP-OES, model 6500 Duo, Thermo Scientific, UK). Snaga RF generatora
bila je 1,05 kW, brzina protoka argonskog gasa (u I/min): u plazmi 12; pomo¢nog gasa
0,5; gasa za rasprSivanje 0,5. Odabrane talasne duzine (nm) su iznosile: Al (308,2); Cd
(214,8); Cu (324,7); Fe (238,2); Ni (231,6); Mn (220,3); Zn (213,8). Svaki uzorak je
analiziran u duplikatu, a svaka analiza podrazumevala je tri replikata. Za proveru
tacnosti 1 preciznosti uredaja koriS¢en je standardni referentni materijal TORT-2
(hepatopankreas jastoga; NRC Kanada). Razlike izmedu sertifikovanih vrednosti i

izmerenih koncentracija bile su manje od 10%.

3.3.5.2. Reagensi

Sve hemikalije 1 reagensi bili su analiticke cisto¢e (Merck, Darmstadt,
Germany). Stakleno posude i plasti¢ne boce ocis¢eni su kiselinom (potapanjem u 10%
azotnu kiselinu 12 h) i dobro isprani destilovanom vodom. Osnovni multielementni
rastvor (ICP multi-element standard solution 1V, Merck), koji je sadrzao dvadeset dva
elementa, koncentracije 1000 mg/l, upotrebljen je za pripremu standardnih rastvora za
ICP-OES merenja.

3.3.5.3. Priprema uzoraka

Treceg dana Cetvrtog stupnja prikupljen je feces larvi, koje su zatim Zrtvovane, a
glave i integumenti su izolovani za eksperiment. Uzorci su prebaceni u plasti¢ne kivete i
izmerena im je masa. U svaku kivetu dodato je po 4 ml 65% HNO3 i 1 ml 30% H,O,, i
usledila je digestija na 80 °C tokom 4 h. Kada su ohladeni, svi uzorci su razblazeni

destilovanom vodom do finalne zapremine od 10 ml.
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3.3.6. Analiza osobina fitnesa
Pracene su sledeée osobine:
1. Ukupan broj jaja i procenat neoplodenih jaja u prikupljenim leglima;

2. Prezivljavanje larvi, odredeno kao procenat prezivelih larvi tokom perioda nakon

izleganja do zrtvovanja na ¢etvrtom larvenom stupnju;
3. Masa larvi prvog, drugog i tre¢eg dana Cetvrtog stupnja;

4. Relativna brzina rasta (engl. relative growth rate, RGR), odredena prema Tammaru et
al. (2004) po formuli:

RGR = log (M/M5p)/3 dana x 100

Mg — finalna masa na dan zrtvovanja (tre¢i dan I'V stupnja)

Mp — pocCetna masa prvog dana IV stupnja

5. Trajanje prvog, drugog i tre¢eg stupnja, kao i ukupno trajanje razvic¢a od izleganja

larvi do Zrtvovanja tre¢eg dana Cetvrtog stupnja

3.4. Eksperiment 11

3.4.1. Procena vijabilnosti hemocita i o§tecenja DNK u njima

3.4.1.1. Priprema uzorka

Hemolimfa je prikupljena odsecanjem zadnjeg para nozica kod larvi tre¢eg dana
petog stupnja. Formirano je osam uzoraka po eksperimentalnoj grupi pulovanjem
hemolimfe od po dve larve. Svaki uzorak je odmah razblaZen deset puta u Ringerovom
rastvoru (192 mM NaCl, 3,2 mM KClI, 2,4 mM CacCl,, 2,4 mM NaHCOg3; pH 7,0) koji
je preporucen za lepidopteru Bombyx mori (Mitsuhashi, 2002). Rastvor je sadrzao i
0,07% feniltioureu u cilju sprecavanja melanizacije 1 koagulacije hemolimfe (Carmona i
sar., 2011). Uzorci su centrifugirani 10 minuta na 500 g na 4 °C. Supernatanti su
odbaceni, a talog je resuspendovan u 80 ul preostalog supernatanta. 20 pl dobijene

¢elijske suspenzije upotrebljeno je za test celijske vijabilnosti, a 60 pl za komet test.
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3.4.1.2. Test cCelijske vijabilnosti

Vijabilnost hemocita je odredivana pomocu diferencijalnog akridin
oranz/etidijum bromid (AO/EB) eseja prema Squieru i Cohenu (2001). U 20 pl ¢elijske
suspenzije, dodato je 2 ul AO/EB boje (smeSa 100 pug/ml AO i 100 pg/ml EB u odnosu
1:1). Suspenzija je nanoSena na mikroskopsku ploc¢icu i posmatrana na fluorescentnom
mikroskopu pod uve¢anjem 400x. Celije su smatrane vijabilnim ukoliko su im jedra bila
obojena zelenom fluorescencijom koja potice od AO. Ukoliko je integritet membrane
narusen, tada i EB difunduje u celiju, pa jedra emituju narandzastu ili crvenu

fluorescenciju. Takve ¢elije su smatrane nevijabilnim (Slika 5).

Slika 5. AO/EB diferencijalno bojenje hemocita larvi gubara

3.4.1.3. Komet test

Za procenu oSte¢enja DNK primenjena je alkalna verzija komet testa (Singh i
sar., 1988). Mikroskopske ploc¢ice su prekrivene sa dva sloja 1% agaroze normalne
taCke topljenja (Normal Melting Point — NMP). 30 ul suspenzije ¢elija pomesano je sa
70 ul 1% agaroze niske tacke topljenja (Low Melting Point — LMP), a zatim je 70 pl
smeSe naneto na plocice. Nakon §to se agaroza stegla, plo¢ice su potopljene u hladan
rastvor za lizu (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1,5% Triton X-100, pH 10)
na 1 h. U narednom koraku inkubirane su 20 minuta u hladnom rastvoru (300 mM
NaOH, 1 mM EDTA, pH 13) kako bi doSlo do denaturacije, a tokom narednih 20
minuta odvijala se elektroforeza (0,5-0,75 V/cm, 300 mA) u istom rastvoru. Plo¢ice su
posle elektroforeze potopljene u hladan rastvor za neutralizaciju (0,4 M Tris, pH 7,5) na
15 minuta, a potom u hladan metanol radi fiksacije. Nakon fiksacije, suSile su se 24 h u
mraku na 4 °C. Neposredno pre analize, rehidrirane su 15 minuta u hladnoj destilovanoj
vodi. Za bojenje je kori$¢ena boja AO (2 pg/ml).
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Komete su posmatrane na fluorescentnom mikroskopu (Leica, DMLS, Austria)
(Slika 6) i analizirane primenom softvera Comet IV Computer Software (Perceptive
Instruments, UK). Za procenu DNK oS$tecenja izabran je parametar intenzitet repa
komete (engl. tail intensity %). Za svaku eksperimentalnu grupu pripremljeno je osam

plocica, a analizirano je 50 kometa na svakoj plocici (400 kometa po grupi).

Slika 6. “Komete” hemocita larvi gubara

3.4.3. Analiza osobina fitnesa

Pracene su iste osobine fitnesa kao u Eksperimentu I, izuzev Sto u ovim
leglima nije utvrden ukupni broj jaja, kao ni procenat neoplodenih jaja. Prezivljavanje
larvi odredeno je za period od izleganja do Zrtvovanja treeg dana petog larvenog
stupnja. Mase larvi izmerene su prvog, drugog i tre¢eg dana petog stupnja, i
upotrebljene su za raCunanje relativne brzine rasta (RGR). ZabeleZeno je trajanje
pojedinacnih larvenih stupnjeva, ukljucujuéi Cetvrti, kao 1 ukupno trajanje razvica od

izleganja larvi do zrtvovanja tre¢eg dana petog stupnja.

3.4.4. Integrisani odgovor biomarkera

Integrisani odgovor biomarkera (engl. integrated biomarker response, IBR)
odreden je metodom koju su opisali Beliaeff i Burgeot (2002). Vrednost svakog
biomarkera u okviru pojedina¢ne eksperimentalne grupe (X;) standardizovana je po
formuli: Y; = (Xi = Xg) / SD, gde je Y standardizovani odgovor biomarkera, a srednja

vrednost (X) I standardna devijacija (SD) parametra dobijeni su uzimajuéi u obzir sve
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grupe. Zatim je odredena vrednost Z; = Y ili Z;= -Y; u zavisnosti od toga da li je
biomarker na tretman odgovorio aktivacijom ili inhibicijom. Za svaki parametar je
identifikovana minimalna vrednost Z;, ozna¢ena kao min, da bi bila izra¢unata vrednost
Si=2Z;+ | min | , gde je | min | apsolutna vrednost. Vrednosti odabranih biomarkera S;
za odredenu eksperimentalnu grupu predstavljaju radijalne koordinate na grafiku (engl.
star plot) 1 odgovaraju veli¢ini efekta datog tretmana na te biomarkere. Pojedinacne
povrSine grafika A; racunate su po formuli: Aj = (Sj * Six1) / 2, gde Si i Sin
predstavljaju rezultate pojedinacnih biomarkera, tj. njihove uzastopne koordinate na
grafiku. Biomarkeri su rasporedeni u smeru kazaljke na satu: S1 — intenzitet repa
komete TI (%), S2 — vijabilnost hemocita, S3 — masa larvi tre¢eg dana petog stupnja, i
S4 — ukupno trajanje razvica larvi od izleganja do Zrtvovanja tre¢eg dana petog stupnja.
IBR indeks predstavlja sumu svih pojedina¢nih vrednosti A;, gde je A; povrsina koju

definiSu dva uzastopna biomarkera na grafiku.
3.5. Statisticka obrada rezultata

Analiza koncentracija kadmijuma u tkivima i izmetu ukljucivala je deskriptivhu
statistiku, jednofaktorsku analizu varijanse (ANOVA), uporedni t-test i Fisher’s Least
Significant Difference Test (LSD). Za deskriptivnu statistiku i pomenute testove
koriSéena je demo verzija NCSS statistickog softvera (Hintze, 2001). Verovatnoca p <
0,05 smatrana je statisticki znaCajnom. Analiza glavnih komponenti (engl. Principal
Component Analysis (PCA)) izvedena je primenom statistickog paketa PLS Tool Box,
v.6.2.1 za MATLAB 7.12.0 (R2011a). Pre multivarijantne analize svi podaci su
autoskalirani da bi vrednosti bile izrazene u kompatibilnim jedinicama. Za PCA je
primenjen Singular Value Decomposition (SVD) algoritam i 0,95 nivo poverenja za Q i
T2 vrednosti Hotellingove raspodele koriS¢ene za otkrivanje grubih greSaka medu

rezultatima.

Kada je re¢ o ostalim eksperimentima, rezultati su izrazeni kao srednja vrednost
i standardna greSka (X + SG). Za proveru normalnosti raspodele podataka primenjen je
D’Agostino-Pearson test, osim u sluc¢aju koncentracije metalotioneina i specifi¢ne

aktivnosti antioksidativnih enzima, gde je zbog manjeg broja uzoraka upotrebljen

37



Materijal i metode

Kolmogorov-Smirnov test. Ekstremi su utvrdeni pomoé¢u ESD (engl. extreme

studentized deviate) testa.

Na parametre kod kojih je ustanovljena normalna raspodela (specificne
aktivnosti digestivnih i antioksidativnih enzima, koncentracija Hsp70 u mozgu,
vijabilnost hemocita, masa larvi i relativna brzina rasta (RGR) na Cetvrtom i petom
larvenom stupnju, ukupni broj jaja u leglu i procenat neoplodenih jaja u leglu)
primenjena je parametarska statistika - jednofaktorska ANOVA i Tukey’s post hoc test,
odnosno t-test za poslednja dva parametra. Sa druge strane, neparametarskim testovima
Kruskal-Wallis  ANOVA i Dunn's post hoc test analizirani su koncentracija
metalotioneina, koli¢ina oStecenja DNK 1 parametri trajanja razvica. Nivo statisticke
znaajnosti bio je p < 0,05. Za sve analize koriS¢en je softver GraphPad Prism 5

(GraphPad Software, Inc.).
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4. REZULTATI



Rezultati

4.1. Efekti kadmijuma na digestivne enzime u srednjem crevu

4.1.1. Proteaze

4.1.1.1. Specifi¢na aktivnost i izoforme tripsina

U populaciji gubara sa nezagadene lokacije oba tretmana kadmijumom dovela su
do znacajnog smanjenja specificne aktivnosti tripsina u odnosu na kontrolu, ali bez
dozne zavisnosti. lzlozenost larvi sa kontaminiranog lokaliteta kadmijumu nije

rezultirala statisticki zna¢ajnim promenama aktivnosti enzima (Slika 7).
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Slika 7. Efekat kadmijuma na specificnu aktivnost tripsina u srednjem crevu larvi
Lymantria dispar ¢etvrtog stupnja. NP — populacija sa nezagadenog lokaliteta (Kosmaj),
ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta (Ibarska magistrala), K — kontrola, Cd1 i Cd2 —

hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane. Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost + standardna greska (X +SG). Vrednosti oznafene razliditim slovima

razlikuju se znacajno (p < 0,05).

U kontrolnim grupama larvi iz obe populacije prisutne su dve izoforme tripsina,
oznacene brojevima 2 i 3. Kod larvi sa Kosmaja nakon obe doze kadmijuma aktivnost
tripsina poti¢e samo od izoforme 2. Nakon tretmana larvi sa kontaminirane lokacije
dozom od 50 pg Cd/g suve hrane detektovane su iste trake (2 i 3) kao u kontrolnoj
grupi. Pri dozi od 100 pg Cd/g suve hrane traka 3 je izostala, ali je detektovana nova

izoforma 1, najmanje elektroforetske pokretljivosti (Slika 8).
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Slika 8. A. PAGE zimogram aktivnosti tripsina. Svaka kolona predstavlja uzorak
slu¢ajno izabrane jedinke po tretmanu. B. Denzitometrijska analiza traka. Brojevima 1-3

oznacene su pojedinacne izoforme.

4.1.1.2. Specifi¢na aktivnost i izoforme leucin aminopeptidaze (LAP)

Nakon intoksikacije larvi poreklom sa Kosmaja, aktivnost LAP bila je snizena
nakon obe primenjene doze u poredenju sa kontrolnom grupom. Inhibicija nizom dozom
kadmijuma bila je statisticki znacajno izraZenija u odnosu na tretman visom dozom. U
drugoj populaciji larvi izloZenost koncentraciji od 50 pg Cd/g suve hrane rezultirala je
povecanjem aktivnosti LAP, dok viSa doza nije imala efekta u odnosu na kontrolu.
Aktivnost LAP u kontrolnoj grupi iz te populacije bila je niza u odnosu na kontrolu sa
nekontaminiranog lokaliteta. Medutim, nakon primene nize doze, aktivnost je bila
znacajno visa kod larvi sa zagadene lokacije u odnosu na ekvivalentnu grupu sa

Kosmaja (Slika 9).
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Slika 9. Specifi¢cna aktivnost leucin aminopeptidaze (LAP) u srednjem crevu larvi
Lymantria dispar cetvrtog stupnja nakon tretmana kadmijumom. NP — populacija sa
nezagadenog lokaliteta (Kosmaj), ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta (Ibarska
magistrala), K — kontrola, Cdl i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve

hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska (X +SG).

Vrednosti oznacene razli¢itim slovima razlikuju se zna¢ajno (p < 0,05).

U kontrolnoj grupi larvi poreklom sa nekontaminiranog lokaliteta detektovan je
najveci broj izoformi LAP — Sest, od kojih je izoforma 1 prisutna samo u toj grupi.
Aktivnost izoforme 2 je kod obe populacije pojacana nakon oba tretmana kadmijumom
u odnosu na odgovarajuée kontrole. Traka 3 detektovana je samo kod kontrolnih grupa.
Dozno zavisni rast aktivnosti izoforme 4 uocen je kod larvi sa zagadenog lokaliteta. U
toj populaciji intenziteti traka 2 1 4 viSestruko su uvecani nakon oba tretmana u

poredenju sa kontrolom (Slika 10).
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Slika 10. A. PAGE zimogram aktivnosti LAP. Svaka kolona predstavlja uzorak
slu¢ajno izabrane jedinke po tretmanu. B. Denzitometrijska analiza traka. Brojevima 1-6

oznacene su pojedinacne izoforme.

4.1.1.3. Specifi¢na aktivnost i izoforme ukupnih proteaza

SniZzenje aktivnosti ukupnih proteaza u populaciji gubara sa Kosmaja
detektovano je nakon izlozenosti larvi koncentraciji od 100 pg Cd/g suve hrane. Kod
larvi poreklom sa staniSta u blizini magistralnog puta aktivnost enzima nakon vise doze
kadmijuma bila je redukovana u odnosu na grupu koja je dobijala 50 pg Cd/g suve
hrane. Statisticka analiza koja je obuhvatila samo grupe iz te populacije, pokazala je
znacajno snizenje aktivnosti kod larvi tretiranih viSom dozom metala i u odnosu na

kontrolnu grupu (Slika 11).
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Slika 11. Specifi¢na aktivnost ukupnih proteaza u srednjem crevu larvi Lymantria
dispar cetvrtog stupnja nakon tretmana kadmijumom. NP — populacija sa nezagadenog
lokaliteta (Kosmaj), ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta (Ibarska magistrala), K —
kontrola, Cdl i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka (Y +SG). Vrednosti oznacene
razli¢itim slovima razlikuju se znacajno, * predstavlja znacajnu razliku izmedu tretmana

i kontrole prema testu koji obuhvata samo populaciju sa zagadene lokacije (p < 0,05).

Detektovan je veliki broj izoformi (9) ukupnih proteaza u svim
eksperimentalnim grupama larvi gubara. U populaciji sa nekontaminirane lokacije jasno
je vidljiv trend redukcije intenziteta svih traka nakon tretmana kadmijumom dok su u
populaciji sa zagadene lokacije razlike izmedu eksperimentalnih grupa manje izrazene.
Izuzetak je izoforma 1 koja se u populaciji sa Kosmaja javlja samo posle izloZenosti
kadmijumu, a odsutna je u kontrolnoj grupi. Ista izoforma pokazuje visestruko vecu
aktivnost u kontrolnoj grupi larvi sa zagadene lokacije, da bi u toj populaciji bila
odsutna nakon nize doze metala, odnosno inhibirana nakon viSe doze (Slika 12). U

kosmajskoj populaciji izoforme manje molekulske mase se gube nakon oba tretmana.
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Slika 12. A. PAGE zimogram aktivnosti ukupnih proteaza. Svaka kolona predstavlja

uzorak slu¢ajno izabrane jedinke po tretmanu. B. Denzitometrijska analiza traka.

Brojevima 1-9 oznacene su pojedinacne izoforme.
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Rezultati

4.1.2. Fosfataze

4.1.2.1. Specificna aktivnost i izoforme alkalnih fosfataza

Srednje vrednosti alkalnih fosfataza nisu bile promenjene nakon izlozenosti
kadmijumu ni u jednoj populaciji u odnosu na odgovarajuce kontrolne grupe. Evidentna
je niza aktivnost enzima u svim grupama iz kontaminirane populacije u odnosu na

ekvivalentne grupe iz populacije sa Kosmaja (Slika 13).
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Slika 13. Specificna aktivnost alkalnih fosfataza u srednjem crevu larvi Lymantria
dispar cetvrtog stupnja nakon intoksikacije kadmijumom. NP — populacija sa
nezagadenog lokaliteta (Kosmaj), ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta (Ibarska

magistrala), K — kontrola, Cdl i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve

hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka (YirSG).

Vrednosti oznacene razli¢itim slovima razlikuju se znaéajno (p < 0,05).

Detektovane su dve izoforme alkalnih fosfataza, prisutne kod obe populacije u
svim grupama osim u nezagadenoj, koja je tretirana viSom dozom kadmijuma. lzoforma
1, manje elektroforetske pokretljivosti, ubedljivo je dominantnija u odnosu na izoformu
2 (Slika 14).
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Slika 14. A. PAGE zimogram aktivnosti alkalnih fosfataza. Svaka kolona predstavlja
uzorak sluéajno izabrane jedinke po tretmanu. B. Denzitometrijska analiza traka.

Brojevi 1 1 2 oznacavaju pojedinacne izoforme.

4.1.2.2. Specifi¢na aktivnost i izoforme kiselih fosfataza

Ukupne kisele fosfataze

U populaciji larvi poreklom sa nezagadene lokacije zabelezen je rast ukupne
aktivnosti kiselih fosfataza nakon izloZenosti obema koncentracijama kadmijuma. U
drugoj populaciji nije uofen znacajan efekat metala u odnosu na kontrolu. Posle oba
tretmana kadmijumom aktivnost ovih enzima bila je znacajno niza kod larvi sa

kontaminirane lokacije u poredenju sa ekvivalentnim grupama sa Kosmaja (Slika 15).
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Slika 15. Uticaj kadmijuma na specificnu aktivnost ukupnih kiselih fosfataza u
srednjem crevu larvi gubara ¢etvrtog stupnja. NP — populacija sa nezagadenog lokaliteta
(Kosmaj), ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta (Ibarska magistrala), K — kontrola,

Cd1 i Cd2 - hronicni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane. Rezultati su prikazani

kao srednja vrednost = standardna greska (YiSG ). Vrednosti oznaene razli¢itim

slovima razlikuju se znac¢ajno (p < 0,05).

U kontrolnoj grupi iz nezagadene populacije trake 2, 3 i 4 bile su veoma slabog
intenziteta. Pored izoformi 2 i 3, kod kontrolnih larvi iz druge populacije detektovana je
i traka broj 1. Oba tretmana kadmijumom dovela su do visestrukog poveéanja aktivnosti
izoforme 4 kod obe populacije, s tim Sto je kod larvi sa kontaminiranog lokaliteta rast
bio umeren nakon niZze doze. U odgovoru na tretmane, pojavila se i nova izoforma 5,

¢ija je aktivnost bila izrazenija u populaciji sa Kosmaja (Slika 16).
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Slika 16. A. PAGE zimogram aktivnosti ukupnih kiselih fosfataza. Svaka kolona
predstavlja uzorak slu¢ajno izabrane jedinke po tretmanu. B. Denzitometrijska analiza

traka. Brojevima 1-5 oznacene su pojedinacne izoforme.

Nelizozomske fosfataze

Aktivnost frakcije kiselih fosfataza rezistentnih na natrijum fluorid bila je
znacajno povisena nakon oba tretmana kadmijumom u odnosu na kontrolu u populaciji
sa Kosmaja. Dozna zavisnost nije uocena. Statisti¢ki znac¢ajno povecanje aktivnosti ovih
enzima registrovano je i kod larvi poreklom iz blizine lbarske magistrale, ali samo
nakon tretmana sa 100 pg Cd/g suve hrane. Ipak, vrednosti parametra u obe tretirane
grupe iz te populacije bile su znacajno nize u odnosu na ekvivalentne grupe iz

populacije sa Kosmaja (Slika 17).
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Slika 17. Efekat kadmijuma na specifi¢nu aktivnost nelizozomskih fosfataza u srednjem
crevu larvi Lymantria dispar cetvrtog stupnja. NP — populacija sa nezagadenog
lokaliteta (Kosmaj), ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta (Ibarska magistrala), K —

kontrola, Cdl i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka (YiSG). Vrednosti oznacene

razli¢itim slovima razlikuju se znac¢ajno (p < 0,05).

Lizozomske fosfataze

Ni u jednoj populaciji nisu registrovane statisticki znacajne promene aktivnosti
lizozomskih fosfataza nakon dugotrajne izlozenosti kadmijumu. Kod kosmajske
populacije, sa povecanjem koncentracije kadmijuma, primecena je tendencija porasta
enzimske aktivnosti. Treba pomenuti da je tretirane grupe iz ove populacije
karakterisala veoma visoka varijansa. Aktivnost nakon tretmana veé¢om dozom
kadmijuma kod zagadene populacije bila je znacajno niza u odnosu na kontrolu prema

statistici koja je obuhvatala samo tu populaciju (Slika 18).
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Slika 18. Specifi¢na aktivnost lizozomskih fosfataza u srednjem crevu larvi Lymantria
dispar treceg dana Cetvrtog stupnja nakon hroni¢nog unosa kadmijuma kroz hranu. NP
— populacija sa nezagadenog lokaliteta (Kosmaj), ZP — populacija sa zagadenog
lokaliteta (Ibarska magistrala), K — kontrola, Cdl i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100

ug Cd/g suve hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost * standardna greSka

(Yi SG). Vrednosti oznacene razli¢itim slovima razlikuju se zna¢ajno, * predstavlja
znacCajnu razliku izmedu tretmana i kontrole prema testu koji obuhvata samo populaciju

sa zagadene lokacije (p < 0,05).

4.1.3. Specifi¢na aktivnost i izoforme nespecifi¢nih esteraza

Oba tretmana kadmijumom dovela su do statisticki znacCajnog smanjenja
aktivnosti esteraza kod larvi poreklom sa nezagadene lokacije. Ipak, dozna zavisnost
nije registrovana. U drugoj populaciji izloZzenost kadmijumu nije imala uticaja na ove
enzime, ali je uoCeno da je aktivnost kod kontrolnih larvi bila niza u odnosu na
kontrolnu grupu sa nekontaminirane lokacije. Nakon tretmana sa 50 pug Cd/g suve hrane
izmerena je znacajno visa aktivnost esteraza kod larvi sa zagadene lokacije u odnosu na

ekvivalentnu grupu sa Kosmaja (Slika 19).
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Slika 19. Uticaj kadmijuma na specificnu aktivnost esteraza u srednjem crevu larvi
gubara cetvrtog stupnja. NP — populacija sa nezagadenog lokaliteta (Kosmaj), ZP —
populacija sa zagadenog lokaliteta (Ibarska magistrala), K — kontrola, Cdl i Cd2 —

hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane. Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost + standardna greska (X +SG). Vrednosti oznafene razliditim slovima

razlikuju se znacajno (p < 0,05).

U eksperimentu je detektovano sedam izoformi esteraza, medu kojima se
izoforma 1 u svim eksperimentalnim grupama istie najviSom aktivnoséu. Medu
izozimima manje elektroforetske pokretljivosti uo¢ena je pojava nove trake broj 3 kod
obe populacije larvi, isklju¢ivo nakon primene nize doze kadmijuma (50 ug Cd/g suve
hrane). Trake koje odgovaraju izoformama vece elektroforetske pokretljivosti generalno
su slabijeg intenziteta u svim grupama, a njihov obrazac sli¢an je u okviru svake

populacije (Slika 20).
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Slika 20. A. PAGE zimogram aktivnosti esteraza. Svaka kolona predstavlja uzorak
slu¢ajno izabrane jedinke po tretmanu. B. Denzitometrijska analiza traka. Brojevima 1-7

oznacene su pojedinacne izoforme.
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Rezultati

4.2. Efekti kadmijuma na enzime antioksidativne zastite

4.2.1. Specifi¢na aktivnost i izoforme superoksid dismutaze (SOD)

Statisticka analiza aktivnosti SOD u populaciji gubara sa Kosmaja otkrila je
znacajno smanjenje nakon tretmana kadmijumom u koncentraciji od 100 ug Cd/g suve
hrane. Kod kontrolnih larvi poreklom sa kontaminiranog lokaliteta evidentna je visa
aktivnost ovog enzima u odnosu na oba hroni¢na tretmana, kao i u odnosu na kontrolnu

grupu iz druge populacije (Slika 21).
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Slika 21. Uticaj kadmijuma na specificnu aktivnost superoksid dismutase (SOD) u
srednjem crevu larvi gubara ¢etvrtog stupnja. NP — populacija sa nezagadenog lokaliteta
(Kosmaj), ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta (Ibarska magistrala), K — kontrola,
Cd1 i Cd2 - hronicni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane. Rezultati su prikazani

kao srednja vrednost * standardna greSka (Y + SG). Vrednosti oznacene razli¢itim
slovima razlikuju se znacajno, * predstavlja znac¢ajnu razliku izmedu tretmana i kontrole

prema testu koji obuhvata samo populaciju sa nezagadene lokacije (p < 0,05).

Na zimogramu su detektovane tri izoforme SOD u srednjem crevu larvi gubara,
od kojih je izoforma broj 1 najdominantnija po aktivnosti u svim grupama. Sve tri
izoforme su vidljive kod kontrolnih grupa u obe populacije, kao i nakon tretmana nizom
dozom kadmijuma u populaciji sa nekontaminirane lokacije. Nakon doze od 100 pg
Cd/g suve hrane, kod larvi sa Kosmaja uocCene su trake 1 i 3. Kod larvi iz zagadene

sredine posle hroni¢nih tretmana registrovana je samo izoforma 1 (Slika 22).
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Slika 22. A. PAGE zimogram aktivnosti SOD. Svaka kolona predstavlja uzorak
slu¢ajno izabrane jedinke po tretmanu. B. Denzitometrijska analiza traka. Brojevima 1-3

oznacene su pojedinacne izoforme.

4.2.2. Specificna aktivnost i izoforme katalaze

U populaciji larvi sa nekontaminirane lokacije specifi¢na aktivnost katalaze
redukovana je znacajno samo nakon hroni¢ne izlozenosti kadmijumu koncentracije 100
pg Cd/g suve hrane. U drugoj populaciji su oba tretmana dovela do smanjenja aktivnosti
enzima, iako ne na dozno-zavisan nacin. Nakon doze od 50 pg Cd/g suve hrane
aktivnost kod larvi sa zagadene lokacije bila je znacajno niza u odnosu na ekvivalentnu

grupu sa Kosmaja (Slika 23).
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Slika 23. Uticaj kadmijuma na specifi¢nu aktivnost katalaze u srednjem crevu larvi
gubara cetvrtog stupnja. NP — populacija sa nezagadenog lokaliteta (Kosmaj), ZP —
populacija sa zagadenog lokaliteta (lbarska magistrala), K — kontrola, Cdl i Cd2 —

hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane. Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost + standardna greska (Yi SG). Vrednosti oznaCene razliitim slovima

razlikuju se znacajno (p < 0,05).

Samo jedna izoforma katalaze, koju karakteriSe izrazito slaba elektroforetska
pokretljivost, uocena je kod obe populacije u svim eksperimentalnim grupama.
Smanjenje intenziteta traka vidljivo je nakon primene viSe doze kadmijuma kod
populacije larvi sa Kosmaja, i nakon oba tretmana kod populacije sa zagadene lokacije u

odnosu na odgovarajuce kontrole (Slika 24).

55



Rezultati

NP K NP Cdl NP Cd2 ZP K ZP Cdl ZP Cd2

(o8]

15000 —

10 000 =1

5000

Apsolutni intenzitet
elektroforetskih traka

NPK NPCdl NPCd2 zZPK ZPCdl ZP Cd2

Slika 24. A. PAGE zimogram aktivnosti katalaze. Svaka kolona predstavlja uzorak
slu¢ajno izabrane jedinke po tretmanu. B. Denzitometrijska analiza traka. Broj 1

oznacava jedinu prisutnu izoformu.
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4.3. Uticaj kadmijuma na ekspresiju Hsp70

4.3.1. Ekspresija Hsp70 u srednjem crevu

Evidentna je poviSena ekspresija Hsp70 u kontrolnoj grupi larvi poreklom sa
zagadene lokacije u odnosu na kontrolu iz populacije sa Kosmaja. Obe doze kadmijuma
mogu da dovedu do povecanja koli¢ine Hsp70 u srednjem crevu i u jednoj i u drugoj
populaciji larvi. Nakon tretmana nizom dozom kadmijuma (50 pg Cd/g suve hrane)
uocljiva je visa ekspresija ovih proteina u populaciji sa zagadene lokacije u odnosu na

drugu populaciju (Slika 25).

A B
/] NPK
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Opticka gustina elektroforetskih traka

Slika 25. Efekat kadmijuma na ekspresiju Hsp70 u srednjem crevu larvi gubara Cetvrtog
stupnja — Western blot (A) sa denzitometrijskom analizom traka (B). NP — populacija sa
nezagadenog lokaliteta (Kosmaj), ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta (Ibarska
magistrala), K — kontrola, Cd1l i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pug Cd/g suve
hrane. Brojevi 1, 2 i 3 oznacavaju tri blota na kojima trake predstavljaju uzorke

pojedinac¢nih jedinki.
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4.3.2. Ekspresija Hsp70 u mozgu

Kod larvi sa nezagadene lokacije samo je tretman sa 50 pg Cd/g suve hrane
doveo do povecanja koncentracije Hsp70, i to za priblizno 30%. Prema ELISA testu,
nakon dugotrajnog unosa 100 ug Cd/g suve hrane ekspresija Hsp70 u ovoj populaciji
bila je snizena za 28% u odnosu na kontrolu. Kontrolna grupa iz populacije sa
kontaminiranog lokaliteta imala je dvostruko visSu ekspresiju ovih proteina u odnosu na
netretiranu grupu sa Kosmaja. Medutim, hroni¢ni tretmani kadmijumom nisu indukovali
ekspresiju Hsp70 u populaciji iz blizine magistralnog puta; ELISA test je pokazao da je
ekspresija bila ¢ak zna€ajno sniZzena za 34% nakon manje doze kadmijuma u odnosu na
kontrolu, odnosno za 20% nakon viSe doze. Ipak, koncentracija ovih proteina nakon
tretmana viSom dozom bila je priblizno dvostruko veca u odnosu na odgovarajucu grupu
iz populacije gubara sa Kosmaja (Slika 26).
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Slika 26. Uticaj kadmijuma na ekspresiju Hsp70 u mozgu larvi gubara ¢etvrtog stupnja.
A. Western blot. Trake na blotu predstavljaju pulovane uzorke mozgova. B. Rezultati
denzitometrijske analize prikazuju relativni nivo ekspresije Hsp70 u odnosu na grupu
NP K. C. Koncentracije Hsp70 dobijene ELISA testom. Populacije gubara poticu sa
nezagadenog lokaliteta (NP, Kosmaj) i zagadenog lokaliteta (ZP, Ibarska magistrala), K
— kontrola, Cd1 i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 ug Cd/g suve hrane. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost * standardna greSka (YiSG ). Vrednosti oznacene

razli¢itim slovima razlikuju se znac¢ajno (p < 0,05).
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4.4. Efekat kadmijuma na koncentraciju metalotioneina u srednjem
crevu larvi

U populaciji gubara poreklom sa kontaminiranog lokaliteta, koncentracija
metalotioneina u srednjem crevu larvi bila je priblizno 2,5 puta poviSena nakon oba
hroni¢na tretmana kadmijumom u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu. Tendencija rasta
ekspresije ovih proteina vidljiva je i u populaciji sa Kosmaja, ali statisticki znacajne

razlike nisu registrovane. (Slika 27).
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Slika 27. A. SDS-PAGE celektroforeza metalotioneina obelezenih fluorescentnim
reagensom u srednjem crevu larvi gubara cetvrtog stupnja nakon hroni¢ne izlozenosti

kadmijumu. B. Koncentracija metalotioneina na osnovu denzitometrijske analize gela.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska (Yi SG). Razlic¢ita
slova oznacavaju znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa (p < 0,05). NP —
populacija sa nezagadenog lokaliteta (Kosmaj), ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta

(Ibarska magistrala), K — kontrola, Cd1 i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g
suve hrane.
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4.5. Akumulacija kadmijuma u fecesu i tkivima larvi L. dispar ¢etvrtog

stupnja

4.5.1. Koncentracija kadmijuma (sa osvrtom na druge prateée metale) u

fecesu, glavi i integumentu

Sedam metala Al, Cd, Cu, Fe, Mn, Ni i Zn kvantifikovani su u fecesu, glavi i
integumentu larvi. U Tabelama 1-3 prikazana je njihova koncentracija u fecesu i

tkivima za obe populacije larvi i sve tretmane (K, Cd1 i Cd2).

Najveci sadrzaj kadmijuma u kontrolnim uzorcima naden je u glavi, kako kod
larvi sa nekontaminirane lokacije, tako i kod onih sa kontaminirane (Tabele 1-3), a
zatim u fecesu i integumentu, redom. Razlike izmedu srednjih vrednosti sadrZzaja
kadmijuma u glavi, fecesu i integumentu bile su statisticki znacajne (Tabela 4). Fisher’s
LSD test pokazao je da se u kontrolnoj grupi nivo kadmijuma u glavi znacajno
razlikovao u odnosu na feces i integument (Tabela 4). Ipak, nisu utvrdene razlike u
sadrzaju kadmijuma u fecesu, glavi 1 integumentu izmedu kontrolnih grupa larvi sa
nezagadene i zagadene lokacije (t = 2,02, tcr = 2,57; t = 0,16, tcr = 3,18; t = 0,93, tcr =
2,57, redom).

Nakon hroni¢ne izloZenosti obema koncentracijama kadmijuma, najvisi sadrzaj
tog metala odreden je u fecesu. Tako, koli¢ina kadmijuma bila je povecana 26 puta u
grupi Cdl i1 158 puta u grupi Cd2 sa nezagadene lokacije, a 81 put i 221 put, redom, u
ekvivalentnim grupama sa zagadenog lokaliteta (Tabela 1). Jednofaktorska ANOVA
potvrdila je znaCajne razlike izmedu srednjih vrednosti sadrzaja kadmijuma u
kontrolnim, Cd1 i Cd2 uzorcima za obe analizirane lokacije (Tabela 4), dok je Fisher’s
LSD test sugerisao da se svaka grupa razlikuje znac¢ajno od druge dve (Tabela 4). Osim
toga, sadrzaj kadmijuma u tri komponente divergirao je i kod Cdl i kod Cd2 uzoraka,
pri ¢emu su se vrednosti za feces razlikovale od vrednosti za glavu i1 integument

(Tabela 4).

U glavama i integumentima je sadrzaj kadmijuma bio blago povisen nakon
tretmana (Tabele 2 i 3). Stavie, zabeleZene su statisti¢ki zna¢ajne razlike u sadrzaju

kadmijuma izmedu glava i integumenata u grupama C, Cdl i Cd2 sa obe lokacije
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(Tabela 4). Sto se ti¢e fecesa, sadrzaj kadmijuma u Cdl uzorcima sa zagadene lokacije
bio je visi u odnosu na uzorke sa nekontaminirane lokacije (t = 3,53, t¢r = 2,57), dok su
glave sa nezagadene lokacije sadrzale viSe kadmijuma u odnosu na one sa zagadene

lokacije (t = 3,61, t¢ = 3,18).

Osim kadmijuma, koncentracije Sest drugih elemenata u tragu odredene su u
uzorcima fecesa, glave i integumenta u svih Sest grupa (Tabele 1-3). U kontrolnim
grupama, elementi kao Sto su Al, Cu, Ni i Zn akumulirani su u glavi, dok su Fe i Mn
eliminisani putem fecesa (Tabele 1-3). Nakon izlozenosti kadmijumu, glave larvi sa
nezagadenog lokaliteta sadrzale su vise Al, Mn 1 Ni, dok je feces sadrzao vise Fe i Mn u
odnosu na ekvivalentne uzorke sa zagadenog lokaliteta. Uniformna promena u sadrzaju
elemenata, kao reakcija organizma na visu koncentraciju kadmijuma, nije primecena

kako za analizirana tkiva i feces, tako ni za dva lokaliteta.

Tabela 1. Parametri deskriptivne statistike dobijeni analizom sadrZaja metala (ug/g) u fecesu

insekata sa nezagadene i zagadene lokacije

Nezagadena lokacija

Feces Al Cd Cu Fe Mn Ni_ Zn
Kontrola Sr.vrednost 69,0 0,26 4,08 2593 173,3 2,51 9,93
St. dev. 283 0,14 2,14 803 608 1,07 10,76
Cdl Sr.vrednost 100,4 6,68 2,66 1929 1175 1,81 2,64
St. dev. 30,7 2,73 083 937 528 055 156
Cd2 Sr.vrednost 107,5 41,05 5,70 218,0 115,7 3,57 21,91
St. dev. 98,8 29,88 4,17 675 219 2,67 26,28
Feces Zagadena lokacija
Al Cd Cu Fe Mn Ni Zn
Kontrola Sr.vrednost 46,0 0,18 1,85 157,3 116,6 3,83 2,50
St. dev. 175 0,07 040 805 67,2 4,07 1,03
cdl Sr.vrednost 50,4 14,59 3,68 231,0 159,3 3,43 8,55
St. dev. 27,7 583 130 574 332 4,05 5,09
Cd2 Sr.vrednost 60,0 39,70 5,88 330,3 159,5 3,02 16,01
St. dev. 169 1595 193 1399 475 191 8,05
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Tabela 2. Parametri deskriptivne statistike dobijeni analizom sadrzaja metala (pug/g) u glavama

insekata sa nezagadene i zagadene lokacije

Nezagadena lokacija

Glava Al Cd Cu Fe Mn Ni Zn
Kontrola Sr.vrednost 1835 0,98 9,58 658 4,34 10,15 182,71
St. dev. 130,3 054 10,70 53,1 2,19 10,29 112,80
cd1 Sr.vrednost 246,0 088 225 238 397 3,11 116,88
St. dev. 107,7 040 093 6,1 166 141 8324
Cd2 Sr.vrednost 609,2 2,72 899 70,1 7,21 16,55 138,32
St. dev. 2506 1,34 852 384 285 2162 61,92
Zagadena lokacija
Glava Al Cd Cu Fe Mn Ni Zn
Kontrola Sr.vrednost 540,0 093 525 538 6,83 9,35 2239
St. dev. 2694 0,28 89,2 10,6 3,39 6,18 76,3
cdl Sr.vrednost 76,6 0,10 3,8 194 3,75 1,68 2242
St. dev. 579 0,06 1,6 11,7 2,06 1,23 130,8
Cd2 Sr.vrednost 162,7 1,37 7,1 710 482 7,32 1073
St. dev. 1148 0,79 35 258 2,68 299 550

Tabela 3. Parametri deskriptivne statistike dobijeni analizom sadrzaja metala (ug/g) u

integumentu insekata sa nezagadene i zagadene lokacije

Nezagadena lokacija
Al Cd Cu Fe Mn Ni  Zn
Sr.vrednost 53,7 0,080 0,93 16,4 210 0,44 16,3

Integument

Kontrola ¢ ey, 18,8 0,026 019 137 094 016 5,3
cdl Sr.vrednost 24,6 0,295 093 89 109 043 14,7
St. dev. 3,8 0144 016 73 0,22 0,08 0,7
Cd2 Sr.vrednost 24,0 0,943 125 89 1,18 0,90 15,5
St. dev. 144 0,682 0,28 3,8 0,38 0,44 1,7
Zagadena lokacija
Integument Al Cd Cu Fe Mn Ni Zn
Kontrola Sr.vrednost 154 0,066 1,06 49 087 040 14,0
St. dev. 3,1 0,016 0,25 2,38 0,16 0,21 1,3
cdl Sr.vrednost 45,3 0,405 1,02 7,31 1,93 0,41 15,9
St. dev. 155 0,413 0,14 5,12 1,33 0,21 1,2
Cd2 Sr.vrednost 58,5 0,469 0,97 8,80 1,17 0,47 14,7
St. dev. 224 0,137 0,18 294 0,74 0,22 19
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Tabela 4. Jednofaktorska ANOVA za znacajne razlike izmedu srednjih vrednosti sadrzaja
kadmijuma (P = 0,05). K — kontrola, Cd1 i Cd2 — tretmani sa 50 i 100 pug Cd/g suve hrane

a Fisher’s
F P For LSD test
K(Cd1,Cd2)
Feces 9,62 0,0021 3,68 Cdi(K,Cd2)
Nezag_adena Cd2(K.Cd1)
lokacija Glava 574 00247 426 Cd2(K,Cdl)
Integument 748 0,0056 3,68 Cd2(K,Cdl)
K(Cd1,Cd2)
Zaoad Feces 24,97 <0,0001 3,68 Cdl(K,Cd2)
caz( e
J Glava 7,00 0,0147 4,226 Cd1(K,Cd2)
Integument 446 0,0301 3,68 K(Cd1,Cd2)
a Fisher’s
F P For LSD test
Kontrola 13,72 0,0006 3,81 G(I,F)
Nezagadena 2452 <0,0001 3,81 F(I,G)
lokacija
Cd2 8,47 0,0044 381 F(I,G)
Kontrola 48,89 <0,0001 3,81 G(I,F)
Zagadena Cd1 29,24 <0,0001 381 F(,G)
lokacija
Cd2 28,92 <0,0001 381 F(,G)

#Razlike izmedu tri seta podataka smatrane su zna¢ajnim kada je F > F, tj. kada je P < 0,05

4.5.2. Analiza glavnih komponenti

Analiza glavnih komponenti, PCA, primenjena je u cilju uspostavljanja
Kriterijuma za ponaSanje gubara u uslovima stresa koji je rezultat povecane
koncentracije kadmijuma u organizmu. Ova metoda nudi uvid u strukturu podataka uz
mogucénost otkrivanja logickog obrasca. Multivarijantna analiza uradena je zasebno na
podacima dobijenim za uzorke sa nezagadene i zagadene lokacije. Matricu podataka
Cinili su rezultati za sadrzaj elemenata u fecesu, glavi i integumentu za uzorke iz svih

Sest grupa.

Za nezagadenu lokaciju, PCA je rezultovala trokomponentnim modelom kojim
se objasnjava 86,72% ukupnog varijabiliteta medu podacima. Prva glavna komponenta
(PCI) obuhvata 42,36% varijabiliteta, druga (PC2) 33,45%, a tre¢a (PC3) 10,91%.
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Uzajamne projekcije skorova i odgovarajucih koeficijenata latentnih varijabli za prve
dve glavne komponente predstavljene su na Slici 28. Grafik skorova (Slika 28A)
ukazuje na postojanje tri klastera objekata razdvojena duz PC2 ose koji odgovaraju
razli¢itim delovima insekata (feces (F), glava (G) 1 integument (I)). Uzorci fecesa 1
glave bili su rasuti u Sirem opsegu, dok su se svi oni koji pripadaju integumentu
preklapali. Grafik koeficijenata latentnih varijabli (Slika 28B) pokazao je da su
varijable Cd, Fe i Mn imale najve¢i pozitivan uticaj duz PC2 pravca i definisale su
Klaster uzoraka fecesa, dok su varijable Zn i Al imale najveci negativan uticaj na PC2 i

odredile su grupu glava.

Slicni rezultati dobijeni su za uzorke sa zagadene lokacije. PCA je
trokomponentnim modelom objasnila 85,57% ukupne varijanse (PC1 obuhvata 41,62%
varijabiliteta, PC2 31,80% i PC3 12,16%). Uzajamne projekcije skorova i
odgovarajuc¢ih koeficijenata latentnih wvarijabli za prve dve glavne komponente
predstavljene su na Slici 28. Tri klastera uzoraka koji pripadaju fecesu, glavi i
integumentu bila su razdvojena duz PC1 pravca (Slika 28A). Uzorci fecesa bili su
odredeni sadrzajem Fe, Cd i Mn (koji su imali najve¢i pozitivan uticaj na PC1), dok su
uzorci glave bili determinisani sadrZzajem Al, Cu i Ni (negativnog uticaja na PC1) (Slika
28B).

Rezultati metode prepoznavanja obrazaca pokazali su da larve gubara ne
akumuliraju elemente u integumentu, ali eliminiSu Cd, Fe i Mn iz organizma putem

fecesa, dok su Al, Cu, Ni i Zn uskladisteni u glavi.
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Slika 28. PCA, (A) grafik skorova, (B) grafik koeficijenata latentnih varijabli

4.5.3. Sadrzaj kadmijuma u crevu larvi L. dispar

Tabela 5 prikazuje saZzetu deskriptivnu statistiku koncentracije kadmijuma u

crevu larvi poreklom sa zagadene i nezagadene lokacije nakon izloZenosti dvema

koncentracijama kadmijuma (Cdl i Cd2). Jednofaktorska ANOVA pokazala je da

tretmani kadmijumom znacajno utiCu na sadrzaj ovog metala u crevu kod obe
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populacije (Tabela 6), a Fisher’s LSD test utvrdio je da se grupe tretirane metalom

znacajno razlikuju od odgovaraju¢ih kontrola (Tabela 6). Nisu uocene razlike u

koncentraciji metala izmedu ekvivalentnih grupa dveju populacija (rezultati t-testa za

kontrolne grupe: t = 0,16, tcr = 2,45; za Cd1 grupe: t = 0,92, tcr = 2,23; za Cd2 grupe: t

=1,32, tcr = 2,36.

Tabela 5. Parametri deskriptivne statistike dobijeni analizom sadrzaja kadmijuma (ug/g) u

uzorcima creva insekata sa nezagadene i zagadene lokacije

Crevo Cd
Nezagadena lokacija Zagadena lokacija

Kontrola Sr. vrednost 1,494 1,480

St. dev. 0,689 1,494
cd1 Sr. vrednost 54,000 66,453

St. dev. 21,777 25,178
Cd2 Sr. vrednost 71,471 111,100

St. dev. 28,071 65,851

Tabela 6. Jednofaktorska ANOVA
kadmijuma (P = 0,05)

za znacajne razlike izmedu srednjih vrednosti sadrzaja

Crevo F? P Fe Eggetre:t
Nezagadena g g9 0,0003 374

lokacija ’ ’ ’ K(Cd1,Cd2)
Zagadena

lokacija 6,96 0,0149 4.26 K(Cd1,Cd2)

®Razlike izmedu tri seta podataka smatrane su zna¢ajnim kada je F > F, tj. kada je P < 0,05
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4.6. Uticaj kadmijuma na hemocite larvi gubara

4.6.1. Vijabilnost hemocita

Kod larvi poreklom sa Homoljskih planina, na petom larvenom stupnju,
registrovano je dozno-zavisno smanjenje vijabilnosti hemocita nakon oba tretmana
kadmijumom (79,50 £ 2,16 i 71,50 + 2,34, redom), kao Sto prikazuje Slika 29. U
populaciji sa zagadene lokacije samo je visa koncentracija kadmijuma znacajno
redukovala vijabilnost (70,75 + 1,13). ViSa doza kadmijuma od 100 pg Cd/g suve hrane
snizila je vijabilnost do priblizno 70% u obe populacije, ali ne ispod te vrednosti koja se

smatra granicnom prihvatljivom vrednos¢u za komet test.
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Slika 29. Efekat kadmijuma na vijabilnost hemocita larvi Lymantria dispar treceg dana
petog stupnja. NP — populacija sa nezagadenog lokaliteta (Homoljske planine), ZP —
populacija sa zagadenog lokaliteta (Bor), K — kontrola, Cd1 i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa
50 i 100 pug Cd/g suve hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna

greska (X £SG). Vrednosti oznadene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno (p <
0,05).

4.6.2. Nivo DNK oSte¢enja u hemocitama

Ustanovljeno je da su promene u nivou oSte¢enja DNK (izrazenog kao intenzitet repa
komete) u hemocitama larvi gubara populaciono-specificne. U populaciji  sa

nezagadenog lokaliteta koli¢ina DNK oStecenja se povecala posle izloZenosti obema
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koncentracijama kadmijuma (Slika 30). U populaciji larvi sa zagadene lokacije nije
detektovan genotoksi¢ni efekat kadmijuma. Nivo DNK ostecenja bio je znacajno visi
nakon obe doze metala kod larvi sa Homoljskih planina u odnosu na ekvivalentne grupe
iz druge populacije.
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Slika 30. Nivo DNK ostecenja (intenzitet repa komete) u hemocitama larvi gubara
treCeg dana petog stupnja nakon intoksikacije kadmijumom putem hrane. NP -
populacija sa nezagadenog lokaliteta (Homoljske planine), ZP — populacija sa
zagadenog lokaliteta (Bor), K — kontrola, Cdl i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg

Cd/g suve hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka

(X +£SG), (400 nukleusa). Vrednosti oznadene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno
(p < 0,05).
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4.7. Komponente fitnesa

4.7.1. Ukupni broj jaja i procenat neoplodenih jaja u leglima gubara

Znacajno manji broj jaja konstatovan je u leglima prikupljenim na zagadenoj
lokaciji u blizini Ibarske magistrale u odnosu na legla sa Kosmaja (Slika 31A). Osim
toga, udeo neoplodenih jaja u tim leglima bio je priblizno tri puta veéi u odnosu na legla

sa nekontaminirane lokacije (Slika 31B).
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Slika 31. Ukupni broj jaja (A) i udeo neoplodenih jaja (B) u leglima gubara sa dve
lokacije. NP — populacija sa nezagadenog lokaliteta (Kosmaj), ZP — populacija sa

zagadenog lokaliteta (Ibarska magistrala). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

standardna greska (X +SG). Vrednosti oznaSene razli¢itim slovima razlikuju se

znacajno (p < 0,05).

4.7.2. Efekat kadmijuma na prezivljavanje larvi

Stope prezivljavanja larvi poreklom sa dva nezagadena i dva zagadena lokaliteta
nisu bile nize od 90% tokom hroni¢nih tretmana dvema koncentracijama kadmijuma
(Tabela 7). Najveéi procenat prezivelih larvi nakon oba tretmana konstatovan je u
populaciji iz Bora dok je najnizi zabelezen u populaciji sa Kosmaja u svim

eksperimentalnim grupama.
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Tabela 7. Stopa prezivljavanja (%) u eksperimentalnim grupama larvi sa nezagadenih lokacija
(Kosmaj i Homoljske planine) i zagadenih (Ibarska magistrala i Bor) nakon hroni¢nih tretmana

kadmijumom sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane (Cdl i Cd2)

. Ibarska Homoljske
Kosmaj ; . Bor
magistrala  planine
K 90,0 100,0 95,0 95,0
Cd1l 90,0 92,0 93,3 98,3
Cd2 93,3 93,3 96,7 98,3

4.7.3. Uticaj kadmijuma na masu larvi i relativnu brzinu rasta (RGR)

Modalitet promena mase larvi prvog i treceg dana Cetvrtog stupnja bio je veoma
slican kod obe populacije gubara (sa lokacija Kosmaj i Ibarska magistrala) izlozenih
obema koncentracijama kadmijuma (50 i 100 ug Cd/g suve hrane) (Slika 32). Larve sa
oba lokaliteta koje su dobijale 100 pg Cd/g suve hrane imale su manju masu u

poredenju sa kontrolnim larvama, kao i onim koje su primale 50 ug Cd/g suve hrane.

Osim toga, trend relativne brzine rasta (RGR) bio je isti kao i kod mase larvi
(Slika 33). Nezavisno od porekla populacije, brzina rasta je bila znacajno niza na 100
ug Cd/g suve hrane u odnosu na kontrolne larve i one koje su dobijale nizu dozu
kadmijuma. Nije bilo znacajne razlike u RGR izmedu kontrole i grupe tretirane sa 50 pg

Cd/g suve hrane ni u jednoj ni u drugoj populaciji.
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Slika 32. Poredenja mase larvi prvog i tre¢eg dana Cetvrtog stupnja poreklom iz
populacija sa nezagadene (NP, Kosmaj) i zagadene lokacije (ZP, Ibarska magistrala),
izloZenih tretmanima sa 50 i 100 pug Cd/g suve hrane (Cdl i Cd2). Rezultati su prikazani

kao srednja vrednost + standardna greska (X +SG). Vrednosti oznadene razlicitim

slovima razlikuju se znacajno (p < 0,05).
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Slika 33. Poredenja relativne brzine rasta larvi (RGR) iz populacija poreklom sa
nezagadene (NP, Kosmaj) i zagadene lokacije (ZP, Ibarska magistrala) nakon tretmana
sa 50 i 100 ug Cd/g suve hrane (Cdl i Cd2). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost

+ standardna gre$ka (X +SG). Vrednosti oznaene razli¢itim slovima razlikuju se

znacajno (p < 0,05).
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Prvog, drugog i tre¢eg dana petog stupnja detektovano je dozno-zavisno sniZenje
mase larvi sa nekontaminiranog lokaliteta na Homoljskim planinama, dok kod larvi
poreklom sa zagadene lokacije u okolini Bora nije bilo promena mase (Slika 34). Nakon
tretmana viSom dozom kadmijuma (100 pg Cd/g suve hrane) uvek je masa larvi sa

zagadene lokacije bila znacajno visa u odnosu na grupu sa nezagadene.

U populaciji sa Homoljskih planina samo je tretman od 100 pg Cd/g suve hrane
doveo do sniZenja relativne brzine rasta. RGR larvi iz te eksperimentalne grupe takode

je znacajno nizi u odnosu na ekvivalentnu grupu iz populacije sa kontaminirane lokacije

(Slika 35).
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Slika 34. Promene mase larvi Lymantria dispar izmerenih prvog, drugog i tre¢eg dana
petog stupnja nakon hroni¢ne izlozenosti kadmijumu. NP — populacija sa nezagadenog
lokaliteta (Homoljske planine), ZP — populacija sa zagadenog lokaliteta (Bor), K —
kontrola, Cdl i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost * standardna greSka (YiSG ). Vrednosti oznacene

razli¢itim slovima razlikuju se znacajno (p < 0,05).
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Slika 35. Efekti kadmijuma na relativnu brzinu rasta (RGR) larvi Lymantria dispar. NP
— populacija sa nezagadenog lokaliteta (Homoljske planine), ZP — populacija sa
zagadenog lokaliteta (Bor), K — kontrola, Cdl i Cd2 — hroni¢ni tretmani sa 50 i 100 pg

Cd/g suve hrane. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka

(X +SG). Vrednosti oznadene razli¢itim slovima razlikuju se znacajno (p < 0,05).

4.7.4. Parametri trajanja razvica nakon intoksikacije kadmijumom

Kod gubara poreklom iz populacije sa Kosmaja drugi larveni stupanj bio je
znacajno produzen posle tretmana sa 50 ug Cd/g suve hrane u odnosu na kontrolnu
grupu (Tabela 8). Treci stupanj je trajao duze kod larvi koje su primale 100 pg Cd/g
suve hrane u poredenju sa kontrolom, kao i sa grupom koja je tretirana nizom dozom
metala. Za razliku od populacije sa Kosmaja, kadmijum je uticao samo na treéi stupanj
larvi poreklom sa kontaminirane lokacije. Naime, uo¢eno je da je treéi stupanj nakon
tretmana visom dozom kadmijuma trajao znacajno duze u odnosu na tretman nizom
dozom ovog metala. Razlike u trajanju razvica izmedu ekvivalentnih grupa dveju

populacija nisu registrovane.
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Tabela 8. Efekti kadmijuma na duzinu razvic¢a larvi gubara sa Kosmaja i iz blizine Ibarske
magistrale. Rezultati prikazuju srednju vrednost i standardnu gresku (X + SG) trajanja
pojedinacnih larvenih stupnjeva od prvog do treceg, kao i1 ukupnog trajanja razvica od izleganja
do Zrtvovanja tre¢eg dana Cetvrtog stupnja (u danima). Razli¢ita slova oznacavaju znacajne

razlike izmedu eksperimentalnih grupa unutar larvenih stupnjeva (p < 0,05).

Larveni
stupanj
I 4557 9,82+0,44®  10,71+0,35° 10,05+0,41® 9,08+0,34° 9,39+0,26® 9,30 +0,35%

1 4557 4,07+0,11*  467+013" 445+011® 458+0,13° 467+0,13" 4,83+0,10°
11 4556 520+0,11* 500+0,11° 593+0,11° 536+0,09° 530+0,09°  582+0,11"
Ukupno 4556 22,09+0,42® 2338+0,33" 2343+0,39" 22,02+0,30° 22,37+0,22" 23,02+ 0,30

n NP K NP Cd1 NP Cd2 ZP K ZP Cd1 ZP Cd2

U populaciji sa Homoljskih planina nije uoc¢en efekat kadmijuma na trajanje
ranih razvojnih stupnjeva (I i Il stupanj), ali je evidentan trend produzenja kasnijih
stupnjeva, po¢ev od treceg (Tabela 9). Cetvrti stupanj i ukupno razviée bili su znacajno
produZeni na dozno-zavisan nain. Za razliku od populacije sa nezagadene lokacije,
kadmijum je uticao samo na prva dva stupnja kod larvi poreklom sa kontaminiranog
podrucja. Drugi i Cetvrti stupanj, kao i ukupno razvic¢e do tre¢eg dana petog stupnja bili
su produzeni kod kontrolnih larvi iz populacije iz Bora u odnosu na kontrolne larve sa

Homoljskih planina.

Tabela 9. Efekti kadmijuma na duZinu razvica larvi gubara sa Homoljskih planina i iz okoline
Bora. Rezultati prikazuju srednju vrednost i standardnu gresku trajanja pojedina¢nih larvenih
stupnjeva od prvog do cetvrtog, kao i ukupnog trajanja razvica od izleganja do zrtvovanja treceg
dana petog stupnja (u danima). Razlic¢ita slova oznaCavaju znacajne razlike izmedu

eksperimentalnih grupa unutar larvenih stupnjeva (p < 0,05).

Larveni
stupanj
| 57-60 9,02+0,18® 945+0,27® 9,64 +0,22° 8,65 +0,21° 7,37 £0,20° 7,63+0,19°

I 58-60 3,90+0,09°  4,26+0,10° 4,17 +0,06® 4,49£0,09° 4,63+0,11° 502+0,08°
i 57-60 543+0,09° 573+0,11*° 6,56+0,12° 6,09+0,09 573+0,09° 6,31+0,12"
v 2329 531013 650+021"° 822+033  629+0,14° 6,04+0,18" 630+0,21°
Ukupno 23-29 24,62+0,35 2746043 32,72+054° 27,17+021° 26,35+0,23° 27,33+0,32°

NP K NP Cd1 NP Cd2 ZP K ZP Cd1 ZP Cd2
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4.8. Integrisani odgovor biomarkera (IBR) nakon izloZenosti

kadmijumu

IBR indeks je pokazao izrazit dozno-zavisni efekat kadmijuma u populaciji sa
nezagadene lokacije, dok su manje promene uocene u populaciji sa zagadene lokacije
(Slika 36). Najvisa IBR vrednost (13,5) dobijena je za larve sa Homoljskih planina koje
su dobijale 100 pg Cd/g suve hrane, dok je najniza vrednost IBR zabelezena kod

kontrolnih larvi iz iste populacije (Tabela 10).

NP K NP Cd1 NP Cd2
Nivo ostec¢enja DNK Nivo ostec¢enja DNK Nivo ostecenja DNK

2

/1
Redukcija Produzeno / b Redukcija ProduZeno /

vijabilnosti razvice \ vijabilnosti razvice \

Redukcija
# vijabilnosti

ProduZeno
razvice

SniZenje mase SniZenje mase SniZenje mase
larvi larvi larvi
ZP K ZP Cd1 ZP Cd2
Nivo ostec¢enja DNK Nivo ostecenja DNK Nivo ostecenja DNK
3 3 3

2 2

Redukcija

Redukcija ProduZeno
vijabilnosti razvice <§ /? vijabilnosti

ProduZeno Redukcija Produzeno
razvice vijabilnosti razvice

SniZenje mase SniZenje mase SniZenje mase
larvi larvi larvi

Slika 36. Integrisani odgovor biomarkera (IBR) nakon hroniéne izloZenosti larvi gubara
kadmijumu. NP i ZP - populacije sa nezagadene (Homoljske planine) i zagadene
lokacije (Bor); K — kontrola, Cdl i Cd2 — hroni¢ni tretmani kadmijumom koncentracija

50 100 pg Cd/g suve hrane.

Tabela 10. Integrisani odgovor biomarkera (IBR) nakon izloZenosti larvi Lymantria dispar
kadmijumu; NP i ZP — populacije sa nezagadene i zagadene lokacije; K — kontrola, Cd1 i Cd2 -

hroni¢ni tretmani kadmijumom koncentracija 50 i 100 pug Cd/g suve hrane.

Grupa NP K NP Cdl NP Cd2 ZP K ZP Cdl  ZP Cd2
IBR indeks 0 4,4 13,5 0,6 1,0 1,7
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Diskusija

5.1. Efekti kadmijuma na digestivhe enzime srednjeg creva larvi

gubara

5.1.1. Populacija gubara sa nekontaminirane lokacije

5.1.1.1. Specifi¢ne aktivnosti i izoforme tripsina, leucin aminopeptidaze (LAP) i

ukupnih proteaza

Dostupnost energije iz hrane direktno zavisi od digestivne funkcije organizma
&iji su nosioci digestivni enzimi. Stetni uticaji polutanata na sistem organa za varenje, i
posledicno na energetski metabolizam, mogu se odraziti na rast i reprodukciju
organizma. Toksikanti mogu direktnom interakcijom sa digestivnim enzimima da
dovedu do promena njihovih hidrolitickih svojstava, a mogu¢i su i efekti na nivou
sinteze ili sekrecije enzima (Dedourge-Geffard i sar., 2013). Ujedno, otpornost ovih
enzima na metale moze da predstavlja prednost za organizam u kontaminiranoj sredini
(Zvereva i sar., 2003). Zato Lai i saradnici (2011) navode da digestivni enzimi mogu
biti pokazatelji metabolickog statusa organizma, kao i1 stepena adaptiranosti na uslove
Zivotne sredine. ViSe autora je ukazalo na potencijalni znacaj ovih enzima kao
biomarkera izlozZenosti toksikantima (Lai i sar., 2011; Hyne i Maher, 2003; Lagadic i
sar., 1994).

Inhibicija tripsina i LAP u srednjem crevu larvi Lymantria dispar sa nezagadene
lokacije nakon 50 i 100 pg Cd/g suve hrane u skladu je sa rezultatima naSe prethodne
studije, kada je redukcija njihove specificne aktivnosti (u daljem tekstu: aktivnosti) bila
uocena nakon nizih hroni¢nih doza metala (10 i 30 pg Cd/g suve hrane) (Vlahovi¢ i sar.,
2015). Aktuelni eksperiment pokazao je da se osetljivost ukupnih proteaza ipak
razlikuje u zavisnosti od porekla populacija. Aktivnost ukupnih proteaza se smanjuje na
100 pg Cd/g suve hrane, dok je u ranijim eksperimentima inhibicija bila vidljiva ve¢ na
30 pg Cd/g suve hrane kod populacije poreklom iz bagremove Sume, 30 km udaljene od
Beograda (Vlahovi¢ i sar., 2014).

Mehanizam inhibicije proteazne aktivnosti joS uvek nije razjasnjen. Ipak,
poznato je da je visoki afinitet kadmijuma prema sulfhidrilnim grupama proteina jedan

od najces¢ih uzroka inaktivacije enzima generalno (zbog uticaja na aktivno mesto
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enzima, dovode¢i do promena u konformaciji molekula enzima ili ¢ak do formiranja
proteinskih multimera/agregata) (Qin i sar., 2016; Rubino, 2015). U inhibiciji leucin
aminopeptidaze gubara znacajnu ulogu bi mogla imati i kompeticija izmedu jona
kadmijuma 1 cinka. Utvrdivanjem sekvence leucin aminopeptidaza za nemali broj
insekatskih vrsta, ukljucujué¢i i one iz familije Lepidoptera, pokazalo se da sadrze
karakteristi¢an cink vezuju¢i motiv na osnovu kog su svrstane u M; familiju neutralnih
cink metalopeptidaza (Cristofoletti i sar., 2016; Terra i Ferreira, 2012). Veoma je Cest
fenomen da joni kadmijuma u proteinima zamene jone cinka koji imaju klju¢nu ulogu u
katalizi ili u formiranju pravilne konformacije proteina (Tamas i sar., 2014; Tang i sar.,
2014), sto dovodi do inhibicije aktivnosti.

Naravno, brojni drugi toksic¢ni efekti kadmijuma na ¢eliju mogu se indirektno
odraziti i na aktivnost digestivnih enzima. Planello i sar. (2007) uocili su promene u
veli¢ini i arhitekturi nukleolusa, prac¢ene redukcijom sinteze ribozomske RNK nakon
izloZenosti vodenog insekta Chironomus riparius (Diptera) ovom metalu, i zakljuéili da
dugorocno takav efekat moZe ozbiljno da remeti sintezu proteina. Na sintezu proteina, a
time i enzima, mogu da uticu i oSteCenja granuliranog endoplazmati¢nog retikuluma
(gER) kada se sa njegove povrsine gube ribozomi usled delovanja kadmijuma (Yang i
sar., 2015). Akumulacija nepravilno savijenih proteina u unutrasnjosti ER takode je
posledica stresa iako joS uvek nije potpuno razjaSnjeno kako kadmijum ometa
uspostavljanje pravilne konformacije proteina (Tamas i sar., 2014; Biagioli i sar., 2008).
Aktivnost digestivnih enzima u velikoj meri zavisi 1 od bioenergetskog statusa celije,
koji trpi znaCajne promene pod uticajem kadmijuma. Izlozenost toksikantu povecava
potrebe Celije za energijom zbog intenzivnog ulaganja u procese detoksifikacije.
Produzeni stres vodi akumulaciji razlicitih Celijskih oStecenja, ukljucujuéi i oSte¢enja
mitohondrija, $to zajedno rezultira energetskim deficitom koji se ogleda u snizenom
nivou NADH i ATP, kao i u izmenjenom metabolizmu ugljenih hidrata, proteina i lipida
(Yang i sar., 2015; Sokolova i sar., 2012; Ortel, 1996; Ortel, 1995). Treba pomenuti i da
neke vrste zglavkara imaju sposobnost prepoznavanja i izbegavanja hrane
kontaminirane teSkim metalima (Bahadorani i Hilliker, 2009; Fountain i Hopkin, 2001),

a smanjen unos hrane moze da uti¢e na aktivnost digestivnih enzima.
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Inhibiciju aktivnosti tripsina nakon izlozenosti kadmijumu utvrdili su i De Coen
I Janssen (1997) kod Daphnia magna, dok su Sahana i Joy (2016) detektovali inhibiciju
ukupnih proteaza kod kolembole Cyphoderus javanus Borner. Grover i sar. (2016)
pokazali su in vitro da kadmijum inhibira aktivnost “tripsin-like” proteaza izolovanih iz

creva Helicoverpa armigera (Lepidoptera).

Enzimi su Cesto prisutni u viSe molekularnih formi, izozima, koje karakteriSe
ista kataliticka aktivnost omogucavajuci organizmima vecu fleksibilnost, prilagodljivost
1 preciznost u obavljanju metabolickih funkcija (Zeidler, 2000). Isti autor navodi dva
izvora varijabiliteta ovih formi: 1. geneticki (izozimi mogu biti produkti multiplih
genskih lokusa ili varijante jednog gena - aleli (alozimi), i 2. epigeneticki
(posttranslacione modifikacije). Izoforme enzima mogu se medusobno razlikovati po
osetljivosti na toksikant, i u slucaju izloZenosti mogu odgovoriti na razli¢ite nacine,

inhibicijom ili aktivacijom (Sanchez-Hernandez, 2011).

Populacija sa visokom varijabilnos¢u izozima verovatno ima vece izglede za
bolju toleranciju na metale (Klerks i Weis, 1987; Lavie i Nevo, 1987). Promene u
ekspresiji izoformi enzima mozda predstavljaju adaptivni odgovor jedinke na prisustvo
metala iako takva veza jo$ uvek nije jasno utvrdena. Kako Terra i Ferrreira (2012)
navode, insekti mogu da se adaptiraju na prisustvo biljnih inhibitora serinskih proteaza
unetih kroz hranu tako $to u crevu povecavaju ekspresiju proteaza ili eksprimiraju nove
proteaze otporne na inhibitor. Mehanizam kojim inhibitor indukuje sintezu rezistentnog
tripsina nije jos uvek razjasnjen, ali se zna da je prvi korak u tom procesu ekspresija
celog seta izoformi tripsina srednjeg creva (Brioschi i sar., 2007). Pojedini autori
smatraju da bi izozimska varijabilnost mogla biti korisna alatka u monitoringu
populacija organizama osetljivin na hemijske polutante (Yap i sar., 2011; Evenden i
Depledge, 1997; Guttman, 1994).

U skladu sa literaturnim podacima, i rezultati nasSe studije ukazali su na razlike u
aktivnosti izmedu razli¢itih izoformi enzima u zavisnosti od tretmana i populacije. U
kosmajskoj populaciji gubara aktivnost izoforme 3 tripsina u potpunosti je izostala posle
oba tretmana. PoviSena aktivnost izoforme 2 nakon niZe doze kadmijuma u odnosu na
kontrolu mogla bi biti adaptacija koja omogucava nesmetanu digestiju proteina u

prisustvu metala povecanjem ekspresije otpornijeg tripsina. Sli€no smo registrovali i u
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sluc¢aju leucin aminopeptidaze — dok su izoforme 1 i 3 bile u potpunosti inhibirane
nakon oba tretmana, aktivnost izoforme 2 bila je povisena. Moguce je da je ekspresija
drugih izoformi LAP (4 i 5), koje su bile inhibirane nakon slabijeg tretmana
kadmijumom, intenzivirana nakon viSe doze kako bi bio kompenzovan inhibitorni
efekat metala. Zato je u toj eksperimentalnoj grupi zabeleZena znafajno viSa ukupna
aktivnost LAP u poredenju sa grupom koja je primala nizu dozu metala. Pored opste
inhibicije izozima ukupnih proteaza kadmijumom, oba tretmana su uslovila pojavu
izoforme 1 koja je u kontrolnoj grupi bila potpuno odsutna. lako su mehanizmi
inhibicije i aktivacije individualnih izoformi proteaza nepoznati, ovakvi rezultati
sugeriSu da izozimi nisu u jednakoj meri podlozni direktnoj inhibiciji kadmijumom, kao

1 da kadmijum posredno ili neposredno verovatno moze da utice na njihovu ekspresiju.

5.1.1.2. Specifi¢ne aktivnosti i izoforme fosfataza

Alkalne fosfataze

Ni u jednoj od ispitanih populacija kadmijum nije znacajno uticao na srednju
vrednost aktivnosti alkalnih fosfataza. Kod populacije sa nekontaminirane lokacije
uocena je znaCajno veca varijabilnost ovog parametra nakon izlozenosti nizoj i visoj
koncentraciji kadmijuma u odnosu na kontrolu (F test, p = 0,0034; p = 0,0464, redom).
Povecana varijansa oko srednje vrednosti razliCitih bioloskih parametara i njena
potencijalna primena kao indikatora izloZenosti toksikantima bila je i ranije predmet
ekotoksikoloskih studija (Vlahovi¢ i sar., 2009; Barata i sar., 2000; Callaghan i
Holloway, 1999; Forbes i Depledge, 1996). Callaghan i saradnici (1998) pokazali su da
dugotrajna izloZenost komarca (Culex pipiens) organofosfatima povecava varijansu
aktivnosti esteraza i zakljucili da se promene varijanse deSavaju primarno kod onih
enzimskih sistema koji direktno ucestvuju u detoksifikaciji ksenobiotika. Stres moze da
uti¢e na varijansu fenotipskih osobina u populaciji na nekoliko nacina — uzrokujuéi
mutacije, indukuju¢i/menjajuci ekspresiju ve¢ prisutnih gena ili povecavajuci stopu
rekombinacija (Forbes i Depledge, 1996). Povecan broj izoformi moze biti posledica
prethodno navedenih promena na nivou gena. Promena aktivnosti i zastupljenosti
izoformi u zavisnosti od tretmana ukazuje na multifunkcionalnost i moguce ucesée u
velikom broju fizioloskih procesa u uslovima stresa. U aktuelnom eksperimentu, na

zimogramu nije detektovana velika varijabilnost izoformi alkalnih fosfataza. Osim toga,
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kadmijum znafajno inhibira samo izoformu 2, dok je izoforma 1 verovatno

najodgovornija za hidrolizu fosfata u uslovima stresa kod ispitivanih populacija gubara.

Medutim, veca varijabilnost aktivnosti alkalnih fosfataza nakon tretmana
kadmijumom kod nezagadene populacije ne mora biti dokaz da ovi enzimi igraju
direktnu ulogu u detoksifikaciji metala. U literaturi nisu pronadene informacije 0
direktnom uces¢u ALP u detoksifikaciji teSkih metala. Kao §to je ve¢ navedeno, u
literaturi je najceSce zabeleZen inhibitorni efekat kadmijuma na ALP zglavkara (Suresh
1 sar., 2016; Xinping i sar., 2001; Dhavale i Masurekar, 1986) mada ima i drugacijih
slu¢ajeva poput studije u kojoj je Badiou-Beneteau sa saradnicima (2013) naSao
poviSenu aktivnost enzima kod péela sa stanis$ta kontaminiranog kadmijumom i drugim
teSkim metalima. S obzirom na viSestruke uloge ALP u c¢elijskom metabolizmu, o
kojima je prethodno bilo reci (Poglavlje 1.3.2.1.), i brojne faktore koji uti¢u na njihovu
aktivnost, nije lako objasniti odgovor ovih enzima u kontekstu toksi¢nih efekata
kadmijuma (Wang i sar., 2011). Genotipska varijabilnost unutar populacije, kao i
razlike u metabolickom statusu i fizioloSkom stanju izmedu jedinki, mogu usloviti
razli¢ite obrasce preraspodele energije u odgovoru na stres, i rezultirati povecanjem
varijanse parametara na raznim nivoima bioloske organizacije. Prethodna istraZzivanja na
populaciji gubara sa nekontaminirane lokacije pokazala su da je hroni¢ni tretman larvi
iz osetljive populacije kadmijumom od 30 pg Cd/g suve hrane doveo do povecanja

varijanse fenotipske plasti¢nosti aktivnosti alkalnih fosfataza (Vlahovi¢ i sar., 2009).

Kisele fosfataze

Aktuelni eksperiment je pokazao da kod larvi gubara sa nekontaminirane
lokacije izlozenost kadmijumu povecava ukupnu aktivnost kiselih fosfataza. Primenom
natrijum fluorida, specifi¢énog inhibitora lizozomskih fosfataza (Amlabu i sar., 2009;
Holtzman, 1989), utvrdeno je da je poviSena ukupna aktivnost kiselih fosfataza
prvenstveno posledica rasta aktivnosti nelizozomske frakcije ovih enzima, dok
lizozomske kisele fosfataze u istoj populaciji pokazuju samo tendenciju rasta, ali bez
statisticke znacajnosti. U velikom broju studija u kojima je zabelezeno povecanje
aktivnosti lizozomskih fosfataza nakon delovanja stresora, nisu primenjivani specifi¢ni
inhibitori razli€itih frakcija fosfataza, te je ukupna aktivnost kiselih fosfataza cesto

izjednaCavana sa aktivno$¢u lizozomskih. Na takvo tumacenje ukazali su izvesni autori
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(Holtzman, 1989) upozoravaju¢i da odgovori nelizozomskih kiselih fosfataza bivaju

zanemareni.

Smatra se da je rast aktivnosti kiselin fosfataza pokazatelj aktivacije
lizozomskog sistema u pokuSaju da sekvestrira ksenobiotik (Braeckman i sar., 1999a;
Gill i sar., 1992). U vise studija na beski¢menjacima hipersinteza lizozomskih fosfataza
predstavljena je kao komponenta celijskog odbrambenog odgovora na intoksikaciju
kadmijumom - u Skrgama i hepatopankreasu Skoljke Lamellidens marginalis
(Jayakumar i sar., 2007), u hepatopankreasu, ovarijumu, spermateci, misicu, Skrgama i
hemolimfi krabe Uca annulipes (Suresh i sar., 2016), kao i kod insekatske ¢elijske linije
Aedes albopictusa C6/36 (Braeckman i sar., 1999a). Smatra se da lizozomske kisele
fosfataze, izmedu ostalog, stimuliSu katabolizam ugljenih hidrata kada je u stanju stresa
poveéana potro$nja energije (Suresh i sar., 2016; Sreenivasan i sar., 2011). Medutim,
ako stres prevazilazi detoksifikacione kapacitete lizozoma, moze do¢i do oslobadanja
hidrolitickih enzima u citoplazmu usled destabilizacije i oSte¢enja lizozomskih

membrana (Sokolova i sar., 2005).

Kako aktivnost lizozomskih fosfataza pokazuje samo tendenciju rasta nakon
tretmana kadmijumom, rezultat ove disertacije na gubaru mogao bi da sugeriSe da
stabilnost membrane lizozoma larvi iz populacije koja nema istoriju izloZenosti
toksikantima, nije znacajnije narusena uprkos primenjenim visokim dozama kadmijuma.
Moguce je da organizmi izlozeni dugotrajnom stresu uspevaju da uspostave ravnotezu
nakon prvobitnog Soka i aktivacije odbrambenih mehanizama, Sto moze da objasni zasto
se kasnije mogu “izgubiti” rani pokazatelji stresa. Proucavaju¢i vremenski profil
odgovora lizozomskih fosfataza na izloZzenost kadmijumu u hepatopankreasu Skoljke,
Wang i sar. (2011) utvrdili su da aktivnost enzima prvo opada, da bi zatim usledio
oporavak, Sto su povezali sa stimulacijom ¢elijskih odbrambenih mehanizama. Imajuéi
u vidu da je u naSoj prethodnoj studiji na gubaru zabeleZzeno smanjenje aktivnosti
lizozomskih fosfataza nakon nizih hroni¢nih doza kadmijuma (Vlahovi¢ i sar., 2013),
moguce je da na aktivnost lizozomskih fosfataza kadmijum uti¢e direktno (nakon
izlivanja enzima u citoplazmu), kao 1 indirektno uti¢u¢i na sudbinu lizozoma. Prema
Jayakumaru i sar. (2007), snizenje aktivnosti moze se objasniti i curenjem lizozomskih

hidrolaza iz oSteCenih Celija, odakle dospevaju u hemolimfu. Zato bi zavisnost
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aktivnosti lizozomskih fosfataza od koncentracije kadmijuma kod gubara mogla biti
suviSe kompleksan indikator toksi¢nosti za primenu u ekotoksikologiji. Tsvetkov 1 sar.
(2003) pokazali su da izoforme lizozomskih fosfataza karakteriSe niska mobilnost na
gelu (tj. velike molekulske mase), kao i da kadmijum dovodi do povecanja njihove
aktivnosti. Mozemo da pretpostavimo da izoforme najmanje mobilnosti na nasem
zimogramu predstavljaju lizozomske fosfataze, ¢ija aktivnost pokazuje tendenciju rasta

u populaciji sa nezagadene lokacije.

Budué¢i da aktivnost nelizozomske frakcije Kkiselih fosfataza raste u obe
populacije nakon izloZenosti kadmijumu (u populaciji sa zagadene lokacije znacajno je
poviSena samo posle tretmana viSom dozom), moguce je da ovi enzimi imaju direktnu
ili indirektnu ulogu u odbrambenoj reakciji na stres. 1zoforme 4 i 5, koje karakterise
velika mobilnost na gelu i izrazito visok intenzitet aktivnosti nakon tretmana
kadmijumom u obe populacije larvi, najverovatnije odgovaraju nelizozomskim
fosfatazama. Tsvetkov i sar. (2003) ustanovili su da aktivnosti citosolnih izoformi
kiselih fosfataza u jetri rastu nakon izlozenosti puza Viviparus viviparus kadmijumu u
trajanju od tri dana (akutni efekat). Dve citosolne izoforme identifikovali su kao enzime
koji uCestvuju u metabolizmu ugljenih hidrata, ¢ija povecana aktivnost dovodi do
inhibicije katabolickih procesa. Treca citosolna izoforma, koja najverovatnije stimulise
glikolizu, bila je u potpunosti inhibirana nakon tretmana kadmijumom. Autori studije
smatraju da je inhibicija katabolizma ugljenih hidrata nespecifi¢na adaptacija na stres -
detektovana je kod razliCitih taksona nakon delovanja brojnih stresora ukljucujuci
toksikante, nisku i visoku temperaturu, kao i gladovanje. Sa druge strane, Reddy i
Bhagyalakshmi (1994) i Suresh i sar. (2016) sugerisali su da rast aktivnosti kiselih
fosfataza kod rakova nakon tretmana kadmijumom ubrzava razlaganje fosfata kako bi se
oslobodila energija, shodno loSem energetskom statusu celije zbog oSte¢enja ATP-
aznog sistema. Autor ove teze nije doSao do drugih literaturnih podataka o
nelizozomskim kiselim fosfatazama. Kiselim fosfatazama se generalno pripisuje vazna
uloga u metabolizmu ugljenih hidrata tokom izlozenosti teSkim metalima, ali, kako je
ve¢ predoCeno, autori uglavnom podrazumevaju da aktivnost enzima detektovana u

grubom homogenatu ili citoplazmi potice od lizozomskih fosfataza.
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5.1.1.3. Specifi¢na aktivnost i izoforme nespecifi¢nih esteraza

lako nije razjaSnjen potencijalni doprinos sistema esteraza procesu
detoksifikacije teskih metala, smatra se da je stanje ovih enzima pokazatelj
odbrambenih sposobnosti insekata u nepovoljnim uslovima sredine. Tako, inhibicija
esteraza metalima unetim putem hrane moZe da oslabi odbrambenu sposobnost

organizma (Zvereva i sar., 2003).

Literaturni podaci o uticajima kadmijuma na sistem esteraza nisu jednoobrazni,
Sto otezava interpretaciju rezultata. Wilczek i sar. (2003b) uocili su povisenu aktivnost
karboksilesteraza na svim stupnjevima razvica Poecilus cupreusa (Coleoptera) nakon
tretmana kadmijumom. Kao potencijalna objasnjenja stimulacije aktivnosti ovih enzima
naveli su da metal mozda indirektno utice na njihovu gensku ekspresiju i (ili) stimulise
produkciju metabolita koji su supstrati za karboksilesteraze. Zhang i sar. (2014) utvrdili
su da aktivnost esteraza kod Oxya chinensis (Orthoptera) moZe da raste ili opada nakon
hroni¢nih tretmana kadmijumom zavisno od stupnja razvi¢a, koncentracije metala, kao i
od izabranog enzimskog supstrata. Nakon izlozenosti raka Penaeus monodon nizoj
koncentraciji kadmijuma aktivnost esteraza u hemocitama se nakon pocetnog rasta
vratila na prvobitnu vrednost, dok je metal u visokoj koncentraciji delovao inhibitorno u

svim ispitanim vremenskim tackama (Xian i sar., 2014).

U nasem eksperimentu, kod larvi gubara poreklom sa nezagadene lokacije, obe
primenjene doze kadmijuma dovele su do snizenja aktivnosti esteraza. Izuzetak od
opsteg trenda redukcije aktivnosti izoformi bila je pojava nove izoforme 3 iskljucivo
nakon slabijeg tretmana kadmijumom kod obe populacije, $to bi moglo da navede na
pretpostavku o aktivaciji izozima otpornijeg na prisustvo teSkog metala ili, pak, o

njegovoj potencijalnoj ulozi u detoksifikaciji.

Mehanizam inhibicije aktivnosti esteraza teSkim metalima jo$ uvek nije sasvim
rasvetljen. Frasco i sar. (2007) ustanovili su da kod vinske musSice mehanizam inhibicije
acetilholinesteraze zivom ne ukljucuje interakciju sa tiolnom grupom. Uzastopno
vezivanje dva jona zive za povrSinu molekula (vezujuéa mesta nisu u aktivnom centru
enzima) rezultira njegovom nestabilnos¢éu 1 dovodi postepeno do ireverzibilne

denaturacije. U ovom slucaju proces inhibicije je kompleksan jer vezivanje prvog jona
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zive za enzim stimuliSe reverzibilnu agregaciju proteina koja ih Stiti od denaturacije
tako Sto jonima Zzive smanjuje dostupnost drugog vezujuéeg mesta na molekulu.
Ispitujuci efekte bakra, gvozda, olova i kadmijuma na aktivnost acetilholinesteraza 1
karboksilesteraza ribe Danio rerio, de Lima i sar. (2013) predloZili su objasSnjenje prema
kom inhibicija nastupa usled jakih jonskih interakcija izmedu metala i enzima, koje
narusavaju adekvatnu konformaciju enzima. Pokazali su da u inhibiciji pomenutim
metalima ne ucestvuju tiolne grupe u aktivnom centru budu¢i da jodsiréetna kiselina,
blokator tiolnih grupa proteina, nije inhibirala aktivnost acetilholinesteraze i

karboksilesteraze.

Sa druge strane, neki autori smatraju da kadmijum indirektno moze dovesti do
supresije aktivnosti esteraza. Xian i sar. (2014) pretpostavili su da bi ROS mogli da
modifikuju ili oStete proteinsku strukturu enzima s obzirom na to da je snizena aktivnost
esteraza rakova bila korelisana sa pove¢anom koncentracijom ROS nakon tretmana
kadmijumom. Rezultati studije na morskom puZzu Littorina littorea sugerisali su da su u
inhibiciju enzima EST-C (katodna esteraza) ovim metalom najverovatnije ukljuceni
transkripcioni, posttranskripcioni, translacioni i drugi indirektni procesi (Mazon i sar.,
1998).

5.1.2. Digestivni enzimi - populacija gubara sa kontaminirane lokacije

Nize aktivnosti leucin aminopeptidaze, alkalnih fosfataza i esteraza u kontrolnoj
grupi larvi poreklom sa zagadene lokacije u odnosu na ekvivalentnu grupu sa Kosmaja
najverovatnije su posledica dugotrajne izlozenosti te populacije polutantima. Moguce je
da je re€ o fizioloSkim adaptacijama, tj. maternalnom efektu koji podrazumeva prenos
obrazaca ekspresije proteina sa roditeljske generacije, izloZzene polutantima, na
potomacku generaciju. Prisustvo polutanata moze biti dovoljno jak selektivni pritisak da
dovede do razlika u ucestalosti alela enzima izmedu populacija, ali je nemoguce utvrditi
da i se radi o fizioloskim ili genetickim adaptacijama na osnovu posmatranja prve

generacije odgajene u laboratoriji (Van Straalen i Roelofs, 2005).

Snizenu aktivnost esteraza u populacijama zglavkara sa lokacija kontaminiranih
teSkim metalima detektovali su Zvereva i sar. (2003) kod adulta Chrysomela lapponica

(Coleoptera), kao i Wilzcek i sar. (1997) kod paukova. Naredna studija Wilczek i sar.
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(2003a) na drugim dvema vrstama paukova duz gradijenta zagadenja metalima pokazala
je, pak, rast aktivnosti ovih enzima. Sa druge strane, Callaghan i sar. (1998) nisu nasli
promene kod populacije Culex pipiens (Diptera) iz reke zagadene teSkim metalima.
Ovakvi razli¢iti rezultati saglasni su sa hipotezom da esteraze najverovatnije ne
ucestvuju direktno u detoksifikaciji metala, ve¢ da aktivnost ovih enzima zavisi od
fizioloskog stanja zivotinja i uslova spoljasnje sredine (Zhang i sar., 2014; Wilczek i
sar., 2003b). U skladu sa ovim zaklju¢kom su i naSi rezultati - odsustvo aktivacije
alkalnih fosfataza i esteraza nakon tretmana kadmijumom u populaciji gubara sa
zagadene lokacije, kao i1 niza aktivnost u kontrolnoj grupi u poredenju sa populacijom sa

Kosmaja.

Digestivni enzimi larvi koje poti¢u iz blizine prometne magistrale pokazali su
manju osetljivost na kadmijum, narocito na njegovu nizu dozu, u odnosu na populaciju
sa nekontaminirane lokacije. Za razliku od efekta na populaciju sa Kosmaja, hroni¢ni
unos 50 pg Cd/g suve hrane nije rezultirao inhibicijom tripsina, LAP 1 esteraza niti je
doveo do rasta aktivnosti ukupnih kiselih i nelizozomskih kiselih fosfataza u odnosu na
odgovarajuéu kontrolnu grupu. Stavi$e, nakon ovog tretmana uo&ene su znacajne razlike
izmedu larvi dveju populacija u slucaju leucin aminopeptidaze, ukupnih kiselih

fosfataza, kiselih nelizozomskih fosfataza i esteraza.

Tolerancija na teske metale davno je uocena u populacijama zglavkara koje su
im generacijama bile izlozene, a u studijama ovog fenomena naj¢es¢e su proucavane
osobine fitnesa (Donker i1 Bogert, 1991) i mehanizmi detoksifikacije: sinteza
metalotioneina i Hsp, intenzitet ekskrecije metala i sistem antioksidativne odbrane
(Kafel i sar., 2012b; Timmermans i sar., 2005; Postma i sar., 1996). Kako se na osnovu
dostupne literature o digestivnim enzimima ne moze direktno objasniti njihova veza sa
tolerancijom na nizu dozu kadmijuma u naSem eksperimentu, pretpostavljamo da
superiorniji mehanizmi detoksifikacije u ovoj eksperimentalnoj grupi mogu delom da
objasne otpornost enzima na polutant. Rezultati naSe studije ukazali su na efikasnije
mehanizme sekvestracije i eliminacije kadmijuma kod larvi tretiranih sa 50 ug Cd/g
suve hrane. Ekskrecija metala putem fecesa bila je dva puta intenzivnija u toj populaciji
u odnosu na populaciju sa Kosmaja. lako se koncentracije kadmijuma u crevu izmedu

ovih grupa larvi nisu razlikovale, moguce je da je kod larvi sa zagadene lokacije metal u
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ve¢oj meri bio sekvestriran nekim mehanizmom, odnosno “inaktiviran”. Verovatno
koli¢ina slobodnog kadmijuma u ¢eliji nije bila dovoljna da direktno inhibira aktivnosti
digestivnih enzima niti da znacajnije oSteti klju¢ne strukture za funkcionisanje celije,
poput mitohondrija i maSinerije za sintezu proteina. O efikasnijem adaptivnom
odgovoru na stres nakon primene nize doze kadmijuma svedocCi i pojava hormezisa u
slu¢aju leucin aminopeptidaze. Hormezis je fenomen kada stres nizeg intenziteta
aktivira ili intenzivira ¢elijske i molekularne mehanizme koji povecavaju sposobnost
¢elije 1 organizma da se suprotstave ozbiljnijem stresu (Calabrese i sar., 2007). Naime,
nakon tretmana sa 50 pg Cd/g suve hrane aktivnost LAP bila je ¢ak znacajno povisena u
odnosu na odgovarajucu kontrolu, dok se grupa koja je primila ve¢u dozu kadmijuma
nije razlikovala od kontrolne. S obzirom na prethodno predoc¢enu potencijalnu ulogu
kiselih nelizozomskih fosfataza u metabolizmu tokom stresa, izostanak aktivacije ovih
enzima ide u prilog zakljucku da larve poreklom iz okoline magistralnog puta bolje

toleriSu dozu kadmijuma od 50 pg Cd/g suve hrane.

Nakon tretmana sa 100 pg Cd/g suve hrane aktivnosti enzima u dvema
populacijama uglavnom su bile ujednacene izuzev u slucaju ukupnih Kkiselih i
nelizozomskih kiselih fosfataza Cije su aktivnosti bile znafajno nize kod larvi sa

zagadene lokacije.

Redukcija aktivnosti ukupnih proteaza i kiselih lizozomskih fosfataza u odnosu
na kontrolu, iako statisticki znaCajna samo u okviru populacije sa kontaminirane
lokacije, kao i rast aktivnosti nelizozomskih fosfataza, sugeriSu da je i populacija sa
zagadene lokacije osetljiva na viSu dozu kadmijuma, ali u manjoj meri nego populacija
sa Kosmaja. Trend redukcije aktivnosti lizozomskih fosfataza kod larvi sa zagadene
lokacije nije lako objasniti. Osim direktnog negativnog efekta metala na lizozome i
enzime, mogucée je da se radi o preraspodeli energije izmedu ekspresije lizozomskih
fosfataza i sinteze komponenti odbrambenog sistema c¢elije u uslovima izloZenosti

kadmijumu.

Izozim tripsina 1, koji je detektovan samo kod larvi sa zagadenog lokaliteta
nakon tretmana kadmijumom u koncentraciji od 100 pug Cd/g suve hrane, i izozim LAP
1, prisutan jedino u kontrolnoj grupi sa Kosmaja, jedini su primeri izoformi digestivnih

enzima €ija je pojava bila specifi¢na za neku od populacija. U ranijim studijama je
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primenom elektroforetskih analiza ustanovljeno da dugotrajno prisustvo polutanata
moze predstavljati selektivni pritisak koji rezultira promenama u geneti¢koj strukturi
populacija. Studije koje su na terenu i u laboratoriji sproveli Nevo i saradnici (Lavie i
Nevo, 1987a, 1987b, 1982; Nevo i sar., 1981) na morskim mekuscima pokazale su da
veca ucestalost odredenih izoformi pojedinih enzima (fosfoglukomutaza, fosfoglukozo
izomeraza, alkalne fosfataze) doprinosi toleranciji populacija sa kontaminiranih
lokaliteta na teSke metale. Korelaciju izmedu tolerancije na metale i ucestalosti alela
gena za glutamat oksaloacetat transaminazu uo¢ili su Frati i sar. (1992) kod kolembole
Orchesella cincta. Parker i Callaghan (1997) nasli su povecanu ucestalost odredenih
izoformi esteraza u populacijama Simulium equinum (Diptera) izlozenim
organofosfornim jedinjenjima. MoZemo pretpostaviti da u naSem eksperimentu
izoformu tripsina 1 odlikuje veéa otpornost na metale, te je selektovana u prisustvu

visoke koncentracije polutanata u blizini Ibarske magistrale.

Medutim, lako se uo€ava da je kod posmatranih populacija ponasanje izoformi
digestivnih enzima u odgovoru na stres ¢esto bilo sli¢no, samo Sto je efekat kadmijuma
na larve sa zagadene lokacije bio blazi, shodno efikasnijoj eliminaciji metala i drugim
odbrambenim mehanizmima, o ¢emu je ve¢ bilo re¢i. Tako je tretman od 100 pg Cd/g
suve hrane kod larvi sa kontaminirane lokacije intenzivirao ekspresiju izoforme tripsina
2, za koju pretpostavljamo da je manje osetljiva na kadmijum od izoforme 3 koja je u
potpunosti izostala. Ovakav obrazac zabeleZen je i u populaciji sa Kosmaja ve¢ nakon
primene niZe doze metala. l1zoforma leucin aminopeptidaze 3 bila je sasvim odsutna
nakon oba tretmana kod obe populacije, dok je ekspresija izoformi 2 i 4 bila viSestruko
povecana, §to je u populaciji sa zagadene lokacije rezultiralo znac¢ajnim rastom ukupne
aktivnosti enzima nakon primene nize doze kadmijuma u odnosu na kontrolu. Izoforma
esteraza 3 javila se jedino nakon primene doze od 50 pg Cd/g suve hrane, kao i kod
larvi sa Kosmaja. Ovi rezultati sugeriSu da manja osetljivost digestivnih enzima na
kadmijum kod larvi sa zagadene lokacije generalno nije rezultat selektivnog pritiska
polutanata na pojedinacne izoforme enzima (izuzimajuéi izoformu tripsina 1).
Verovatno je da se obe populacije odlikuju sli¢nim fizioloskim adaptacijama koje im
omogucavaju da u prisustvu teSkih metala optimizuju ekspresiju izoformi tako da

funkcije enzima ne budu ugrozene.
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5.2. Uticaj kadmijuma na antioksidativne enzime - superoksid
dismutazu (SOD) i katalazu

Kod larvi koje poticu sa zagadenog lokaliteta, hranjenih hranom bez kadmijuma,
rast aktivnosti SOD mogao bi biti jedan od adaptivnih mehanizama na teSke metale, ali i
na druge potencijalno prisutne polutante poput policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika
(Srogi, 2007), koji mogu da uzrokuju oksidativni stres (Gavrilovic¢ i sar., 2017). Brojne
studije su pokazale da dugotrajna izloZenost metalima rezultira aktivacijom SOD.
Nakon prekida viSegeneracijske izloZenosti Spodoptera exigua (Lepidoptera)
kadmijumu u laboratorijskim uslovima, aktivnost ovog enzima bila je povefana u
odnosu na kontrolne larve koje nisu bile tretirane kadmijumom (Kafel i sar., 2014).
Migula 1 sar. (2004) su na Cetiri vrste insekata prikupljenih duz gradijenta zagadenja
teSkim metalima detektovali pozitivnu korelaciju aktivnosti SOD sa nivoom zagadenja
ili sa koncentracijama metala akumuliranim u organizmu. Takode, Wu i sar. (2014)
nasli su poviSenu aktivnost SOD kod laboratorijskog soja Boettcherisca peregrine

(Diptera) rezistentnog na kadmijum u odnosu na soj osetljiv na kadmijum.

Za razliku od SOD, nije bilo indicija da katalaza doprinosi boljoj adaptiranosti
populacije sa kontaminirane lokacije u odnosu na populaciju sa Kosmaja, budu¢i da
nisu ustanovljene razlike izmedu kontrolnih grupa. Prema Ahmadu i Pardiniju (1990),
za insekte je karakteristican visok konstitutivni nivo aktivnosti katalaze koji se retko

menja pod uticajem spoljasnjih izvora oksidativnog stresa.

lako kadmijum nije redoks-aktivan metal, on posredno uzrokuje produkciju ROS
(Stohs 1 sar., 2001), pa je aktivacija antioksidativnih enzima oc¢ekivana. Ipak, u nasem
eksperimentu je kod obe populacije zabeleZzen samo pad aktivnosti SOD i katalaze
nakon tretmana kadmijumom. Poznato je da odgovori antioksidativnih enzima na
spoljasnje stresore mogu da variraju izmedu vrsta i razliCitih tkiva (Wilczek 1 sar.,
2004), a zavise i od pola (Zhang i sar., 2011), kao i od stupnja razvica (Mir¢i¢ i sar.,
2013; Peri¢-Mataruga i sar., 1997).

Na aktivnost SOD 1 katalaze u velikoj meri utice koncentracija kadmijuma.
Utvrdeno je da izloZenost pojedinih insekata niskim dozama kadmijuma rezultira

aktivacijom antioksidativnih enzima, dok visoke doze uzrokuju snizenje aktivnosti

89



Diskusija

(Yuan i sar., 2014; Lijun i sar., 2005). U naSem eksperimentu primenjene su visoke
koncentracije kadmijuma koje su, kako izgleda, bile dovoljne da dovedu do inhibitornog
efekta. Medutim, u tom slucaju ostaje nejasno zasSto je tretman od 50 pg Cd/g suve
hrane inhibirao aktivnosti oba enzima kod larvi sa zagadene lokacije, ali ne i kod larvi
sa Kosmaja, €iji su digestivni enzimi pokazali vecu osetljivost na ovu koncentraciju.
Namece se pitanje da li je pad aktivnosti posledica direktne inhibicije enzima ili je re¢ o
adaptivnoj strategiji, Sto bi se moglo pretpostaviti na osnovu razlika u odgovorima dve
populacije. Nakon niZe doze kadmijuma, ekskrecija metala putem fecesa bila je dva
puta efikasnija kod larvi sa zagadene lokacije u odnosu na larve sa Kosmaja, $to je
verovatno redukovalo nivo oksidativnog stresa, a time i potrebu za delovanjem
antioksidativnih enzima. Tako bi sniZenje aktivnosti SOD i katalaze u toj grupi moglo
biti posledica trade-offa sa intenziviranim mehanizmima sekvestracije i ekskrecije
kadmijuma ukljucujuéi indukciju metalotioneina. U populaciji sa Kosmaja, sa druge
strane, antioksidativni enzimi su verovatno igrali vazniju ulogu u odbrani od stresa
uzimajuéi u obzir znacajno nizu efikasnost ekskrecije kadmijuma. U prilog ovom
objasnjenju ide prisustvo obe izoforme, SOD 2 i SOD 3, u toj grupi sa Kosmaja nakon
tretmana nizom dozom kadmijuma, dok iste izostaju u grupi iz druge populacije, Sto

sugeriSe da se pre radi o selektivnoj aktivnosti izoformi.

Redukcija aktivnosti antioksidativnih enzima u grupama larvi tretiranim sa 100
pg Cd/g moze se takode povezati sa aktivacijom alternativnih odbrambenih
mehanizama — sa indukcijom sinteze Hsp70 u populaciji sa nezagadene lokacije,
odnosno, sa rastom ekspresije metalotioneina u drugoj populaciji. Moguce je i da je tako
visoka doza metala dovoljna da u nekoj meri direktno inhibira aktivnost SOD i katalaze
kod obe populacije larvi, posebno uzimajuéi u obzir da se radi o metaloenzimima.
Smatra se da CuzZn SOD i Mn SOD mogu biti inhibirane zamenom jona cinka, odnosno
mangana kadmijumom (Arroyo i sar., 2011). Negativni efekat na katalazu verovatno se
deSava usled interakcije kadmijuma sa imidazolnom grupom u aktivnom centru enzima
(Casalino i sar., 2002).
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5.3. Ekspresija Hsp70 u srednjem crevu i mozgu nakon hroni¢ne

izlozenosti kadmijumu

Proteini toplotnog Soka se konstitutivno eksprimiraju i u odsustvu stresa, u
malim koli¢inama dovoljnim za odrZavanje ¢elijske homeostaze (Sgrensen i sar., 2003).
Na brojnim vrstama je pokazano da povisen nivo ovih proteina ima vaznu ulogu u
uslovima stresa kada je ugrozen integritet proteina, ukljucujuci stanja izloZenosti teSkim
metalima (K&hler i sar., 1992). Ekspresija Hsp70 kod svake vrste i populacije
predstavlja balans izmedu dobrobiti i cene, s obzirom na uticaj na rast, brzinu razvica i
reprodukciju (Yousef i sar., 2010). Predmet naSe studije bili su, izmedu ostalog, efekti
dugoro¢ne izlozenosti populacije gubara polutantima na ekspresiju ovih proteina u

srednjem crevu 1 mozgu larvi nakon hroni¢nih tretmana kadmijumom.

Visi nivo ekspresije Hsp70 uocen u crevu 1 mozgu kod prve generacije larvi
odgajenih u kontrolnim laboratorijskim uslovima moZe biti posledica maternalnih
efekata ili delovanja prirodne selekcije pod pritiskom dugotrajnog prisustva toksikanata
na zagadenoj lokaciji sa koje larve poticu (Johnston, 2011). U blizini Ibarske magistrale
verovatno su, osim teSkih metala, prisutni i drugi polutanti koji ispoljavaju
proteotoksi¢nost 1 mogu da indukuju sintezu Hsp70, poput policikli¢énih aromati¢nih
ugljovodonika (Mrdakovic i sar., 2016). S obzirom na vaznu ulogu Hsp70 u reparaciji
oste¢enih proteina, moze se ocekivati njihova visoka konstitutivna ekspresija u
odgovoru na visegeneracijsku izlozenost ksenobioticima (Sanders i Martin, 1993). U
naSem eksperimentu, kod kontrolnih larvi sa zagadene lokacije povecana ekspresija
Hsp70 u crevu bila je udruzena sa povisenom aktivnos¢u SOD 1 niskom koncentracijom
metalotioneina. Takva odbrambena strategija, sa uocljivim trade-offom izmedu
razlicitih detoksifikacionih mehanizama, verovatno predstavlja adaptaciju na specificnu
kombinaciju polutanata prisutnih na staniStu koje ta populacija naseljava, u blizini

Ibarske magistrale.

Sli¢no, alternativna aktivacija sinteze Hsp70 1 metalotioneina u crevu uocena je
nakon tretmana kadmijumom kod obe populacije - kosmajska populacija odgovorila je
rastom Hsp70, a larve sa zagadene lokacije poveéanjem metalotioneina. Rast

koncentracije Hsp70, zabeleZzen kod larvi sa Kosmaja, u skladu je sa podacima
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dobijenim na drugim vrstama insekata koji pokazuju da u odgovoru na kadmijum
ucestvuje familija Hsp70 (Tang i sar., 2012; Planello i sar., 2010; Yousef i sar., 2010).
Medutim, kod larvi sa kontaminirane lokacije, koje su u kontrolnim uslovima imale
visok nivo ekspresije Hsp70, zabelezZili smo neznatnu indukciju ekspresije nakon oba
tretmana. Kad je re¢ o populacijama sa istorijom izloZenosti teSkim metalima, osim
slu¢ajeva povisene ekspresije proteina toplotnog Soka, u literaturi je zabelezen i
znaCajan broj suprotnih, gde je nivo Hsp70 bio neocekivano redukovan u odnosu na
populacije koje prethodno nisu bile u kontaktu sa toksikantima (Haap i sar., 2009;
Kohler, 2000). Autori pomenutih studija objasnjavaju fenomen redukcije nivoa Hsp70
hipotezom da kod populacija dugoro¢no izlozenih teSkim metalima selekcija moze da
favorizuje druge adaptivne mehanizme (npr. sintezu proteina bogatih cisteinom kakvi su
metalotioneini i efikasniju ekskreciju metala), s obzirom na energetski skup mehanizam
sinteze proteina toplotnog stresa (mada odgovor zavisi i od tipa metala). Haap i sar.
(2016) su pokazali da klon Daphnia magna, otporniji na kadmijum, karakterise nizi
nivo Hsp70 i visoka ekspresija metalotioneina, dok je kod klona osetljivijeg na

kadmijum bilo obrnuto.

Odgovori na tretmane kadmijumom razlikovali su se izmedu creva i mozga, §to
je u skladu sa rezultatima drugih studija o tkivno specifi¢noj ekspresiji Hsp (Benhamed
I sar., 2016). U mozgu je samo tretman nizom dozom kadmijuma, i to kod populacije sa
nekontaminirane lokacije, rezultirao rastom ekspresije Hsp70. Suprotni odgovori na
manju 1 veéu dozu kadmijuma u mozgu tretiranih larvi poreklom sa Kosmaja ne
predstavljaju iznenadenje. Od ranije je poznato da odgovori Hsp70 na stresor mogu biti
nesigmoidni. Koéhler i sar. (1999) su kod dve vrste kolembola duz gradijenta metala
pronasli da individue iz sredine gradijenta imaju najvisSi nivo Hsp70. Redukcija
ekspresije koju smo uo¢ili nakon tretmana ve¢om dozom kadmijuma moZe se objasniti
aktiviranjem ili intenziviranjem drugih detoksifikacionih mehanizama (npr. sinteza
metalotioneina, deponovanje metala u granule, antioksidativna odbrana) naustrb sinteze

Hsp70 na visokim koncentracijama kadmijuma.

Strategija sekvestracije i ekskrecije kadmijuma na ra¢un mehanizma spaSavanja
oSte¢enih proteina putem Hsp70 jasno je vidljiva u populaciji sa zagadene lokacije. U

toj populaciji se lako uocava relacija izmedu koncentracije Hsp70 u mozgu i
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koncentracije kadmijuma u glavi nakon tretmana. Znacajno redukovana koncentracija
kadmijuma u glavi u odnosu na kontrolu nakon tretmana nizom dozom ovog metala i
njegova nepromenjena koncentracija nakon tretmana visSom dozom pokazatelji su
efikasne ekskrecije kadmijuma. Takva efikasna eliminacija metala bila je pracena
smanjenom ekspresijom Hsp70 u mozgu nakon oba tretmana. Nakon primene nize doze
kadmijuma kod ibarske populacije ekskrecija je bila najefikasnija, a koncentracija
Hsp70 najniza. Inhibicija Hsp70 u mozgu mogla je bar delimi¢no biti posledica i duge
izloZenosti kadmijumu (Luo i sar., 2014). Warchalowska-Sliwa i sar. (2005) uo¢ili su na
insektu Tetrix tenuicornis (Orthoptera) da je indukcija Hsp70 bila intenzivnija nakon

akutnog stresa u odnosu na hronicni.

Studija na insektu Spodoptera exigua (Lepidoptera) takode je pokazala da
indukcija sinteze Hsp70 nije relevantan mehanizam detoksifikacije u glavi larvi nakon
izloZenosti jedne generacije kadmijumu, kao ni nakon izloZenosti 44 generacije (Kafel i
sar., 2012Db). Isti autori su kod prve generacije izloZzene kadmijumu uodili trade-off
izmedu sinteze Hsp70 i sistema antioksidativne zastite - nivo Hsp70 bio je redukovan u
odnosu na kontrolu i viSegeneracijski tretman metalom, dok je istovremeno ukupni
antioksidativni kapacitet bio povisen. Mozak je krucijalni organ za koji je poznato da
ima posebno efikasne mehanizme odbrane protiv stresa (Badiou-Beneteau i sar., 2013).
Rezultati te studije sugerisali su da kod pcela mozak, u odnosu na crevo, ima vecu

sposobnost indukcije metalotioneina nakon izlozenosti neesencijalnim elementima.
5.4. Uticaj kadmijuma na ekspresiju metalotioneina u srednjem crevu

U ovoj studiji je demonstrirano da sve eksperimentalne grupe larvi iz obe
populacije gubara, ukljucujuci i one koje nisu bile tretirane kadmijumom, eksprimiraju
metalotionein. Takvi nalazi potvrduju konstitutivnu ekspresiju ovih proteina, uocenu
ranije 1 kod drugih beski¢menjaka (Timmermans i sar., 2005). Ipak, evidentne su razlike

u odgovorima izmedu dve populacije gubara nakon hroni¢ne izlozenosti kadmijumu.

Znacajna indukcija sinteze metalotioneina u odnosu na kontrolu u crevu larvi
registrovana je samo u populaciji sa kontaminirane lokacije, i to nakon oba tretmana
kadmijumom. Tako je ovim eksperimentom prvi put pokazano da kadmijum kod gubara

mozZe da indukuje ekspresiju metalotioneina, koji verovatno ucestvuje u njegovoj
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detoksifikaciji. Poznato je da je kadmijum jedan od najjacih aktivatora sinteze
metalotioneina uz zivu i bakar (Van Straalen i Roelofs, 2005). Metalotioneini
nesumnjivo igraju znacajnu ulogu u sekvestraciji i detoksifikaciji metala kod
beski¢menjaka (Rosabal i sar., 2012; Amiard i sar., 2006). Devedeset devet procenata
kadmijuma u crevu vezano je za metalotioneine kod kolembole Orchesella cincta
(Hensbergen i sar., 2000), a najve¢i deo kadmijuma akumuliranog u telu larvi
Chaoborus (Diptera) pronaden je u frakciji HSP (engl. heat stable proteins) koja sadrZi
metalotioneine 1 metalotioneinima sli¢ne proteine (Rosabal 1 sar., 2012). Prema Roelofs
I saradnicima (2007) nivo ekspresije metalotioneina u korelaciji je sa efikasno$éu

ekskrecije kadmijuma.

NaSa studija pokazala je da je kod obe populacije nakon oba tretmana
kadmijumom koncentracija metala najvisa u fecesu i crevu larvi. Kako je nakon
primene nize doze kadmijuma eliminacija metala putem fecesa bila dva puta
intenzivnija kod larvi iz populacije sa kontaminirane lokacije u odnosu na populaciju sa
Kosmaja, a razlike u koncentraciji metalotioneina u crevu izmedu ovih grupa nije bilo,
efikasnija ekskrecija kadmijuma moze se objasniti alternativnim mehanizmima
sekvestracije 1 eliminacije kadmijuma koji ne ukljucuju metalotioneine. Poznati su 1
drugi kadmijum-vezujuéi ligandi koji u¢estvuju u detoksifikaciji - glutation (Meister i
Anderson, 1983) i makromolekuli poput glikoproteina koji su detektovani kod nekoliko
vrsta zglavkara (Dallinger, 1993; Martoja i sar., 1983). Dallinger (1993) navodi da su
medu kopnenim beski¢menjacima poznate vrste kod kojih metalotionein ¢ak uopste nije
prisutan. Osim toga, metali mogu da se akumuliraju u lizozomskim granulama,
endoplazmati¢nom retikulumu i mitohondrijama pre nego $to budu eliminisani fecesom
(Sokolova i sar., 2005; Van Straalen i Roelofs, 2005; Ahearn i sar., 2004). Primeceno je
da mehanizam akumulacije metala u organelama i granulama i mehanizam sekvestracije
putem metalotioneina mogu biti alternativno zastupljeni u razli¢itim tkivima (Ortega i

sar., 2017; Amiard i sar., 2006).

O potencijalnom znacaju mehanizama sekvestracije 1 eliminacije koji ne
ukljucuju metalotionein kod gubara svedodi i izostanak znacajnog rasta koncentracije
metalotioneina kod larvi sa Kosmaja nakon oba tretmana metalom (mada je tendencija

rasta vidljiva) iako nije bilo razlike izmedu ekvivalentnih grupa dveju populacija
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gubara. Kontrolna grupa iz te populacije imala je za 50% viSu ekspresiju metalotioneina
u odnosu na kontrolne larve sa kontaminirane lokacije i varijansa je bila znacajno veca
nakon izlaganja larvi visoj dozi kadmijuma u poredenju sa kontrolnom grupom (F test,
p < 0,0334). Povecanje varijabilnosti nakon izloZenosti stresu moze biti pokazatelj vece
osetljivosti populacije sa Kosmaja na kadmijum u odnosu na populaciju sa zagadene
lokacije, kao $to je prethodno objasnjeno na slucaju alkalnih fosfataza (Poglavlje

5.1.1.2).

Iako je indukcija sinteze metalotioneina uoc¢ena samo kod larvi sa kontaminirane
lokacije, tesko je zakljuciti u kojoj meri taj mehanizam doprinosi boljoj toleranciji te
populacije na teSke metale. Prema literaturnim podacima, u populacijama
beski¢menjaka koje naseljavaju staniSta zagadena metalima, najc¢esce je detektovana
visa ekspresija metalotioneina, kako konstitutivna tako i indukovana, u odnosu na
populacije sa Cistih lokacija (Mustonen 1 sar., 2014; Timmermans 1 sar., 2005; Klerks i
Bartholomew, 1991). Smatra se da je poviSena ekspresija metalotioneina jedna od
genetickih adaptacija u populacijama sa dugom istorijom izloZenosti metalima (Janssens
i sar., 2009). Medutim, studija na pauku Pardosa saltans pokazala je da se rast
metalotioneina nakon izloZenosti kadmijumu u laboratorijskim uslovima ne razlikuje
izmedu populacija poreklom sa lokacija kontaminiranih tokom dugih perioda, i
odgovarajucih referentnih populacija sa Cistih lokaliteta (Eraly i sar., 2010). Ortega i sar.
(2017) detektovali su ¢ak viSu ekspresiju metalotioneina i pre i posle aklimatizacije kod
jedinki krabe Ucides cordatus prikupljenih sa nezagadene lokacije u poredenju sa
organizmima sa zagadene lokacije. Pored detoksifikacije teSkih metala, metalotioneini
kod razli¢itih bioloskih vrsta mogu imati dodatne funkcije, pri cemu njihova ekspresija
zavisi i od fizioloSkog stanja jedinke i rasta (Lukan, 2009 i reference tamo navedene), i
moze varirati izmedu razliCitih organa (Ivanina i sar., 2008). Yang i sar. (2015) uocili su
da nakon indukcije metalotioneina u pocetnoj fazi izloZenosti kadmijumu sledi sniZzenje
ekspresije do nivoa u kontrolnoj grupi, najverovatnije usled iscrpljivanja energetskih
rezervi Celije. Uzimajuéi sve ove Cinjenice u obzir, jasno je da je koncentracija
metalotioneina u tretiranim grupama larvi gubara bila uslovljena brojnim faktorima, ali

da je on nesumnjivo jedan od klju¢nih faktora koji uti¢e na detoksifikaciju kadmijuma.
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5.5. Akumulacija kadmijuma u fecesu, glavi i integumentu larvi L.

dispar

Aktuelna studija je ukazala na nekoliko razlika u obrascu akumulacije
kadmijuma izmedu populacija sa razliitom istorijom izlozenosti metalima. Dok je
ekskrecija kadmijuma putem fecesa bila visoka kod obe populacije, kod larvi sa
kontaminirane lokacije koje su dobijale 50 ug Cd/g suve hrane bila je dva puta visa u
poredenju sa ekvivalentnom grupom iz druge populacije. Ovaj rezultat ukazuje na visi
nivo detoksifikacije. Osim toga, koli¢ina kadmijuma u fecesu je rasla proporcionalno
koncentraciji u hrani. Nakon ingestije 100 pug Cd/g suve hrane verovatno je
detoksifikacija putem fecesa dostigla maksimum s obzirom na to da je u obe populacije
koli¢ina kadmijuma bila priblizno ista. Znaci da kod gubara feces predstavlja glavno

mesto depozicije metala nakon dugotrajnog tretmana kadmijumom.

Najveca koli¢ina unetog kadmijuma detektovana je u fecesu razlicitih vrsta
insekata (Ding i sar., 2013; Pedersen i sar., 2008). Mrtve odbacene celije koje sadrze
velike koli¢ine metala oslobadaju se u lumen creva odakle dospevaju u feces. Pored
metalotioneina, koji je glavni Cinilac u detoksifikaciji kadmijuma, Hopkin (1989) je
opisao guste vezikule poreklom iz lizozomskog sistema, koje sadrze veliku koli¢inu
sumpora 1 metala, ukljucujuc¢i kadmijum. Osim toga, razliCiti joni metala mogu da budu
zarobljeni u depozitima kalcijum pirofosfata (zamenjujuéi jone kalcijuma) i ugradeni u
granule koje u€estvuju u eliminaciji metala (Masala i sar., 2002). Ovo moze biti razlog
slicne fekalne ekskrecije razlicitih metala, kao Sto je slucaj sa kadmijumom, gvozdem i

manganom u aktuelnom eksperimentu.

Cvrsti delovi kutikule insekata (mandibule, klesta, itd.) sadrze metale u tragu.
Zn, Mn i Fe prisutni su u relativno velikim koli¢inama i ¢ine 1% suve mase kutikule
(Chapman, 1998). Ustanovljeno je da kod tzv. “leaf-cutter” mrava Zn i Mn poveéavaju
tvrdo¢u mandibula (Schofield i sar., 2002). S obzirom da je najvisa akumulacija
kadmijuma, kao i Al, Cu, Ni i Zn, bila u glavama larvi (u obe populacije) koje su
dobijale nekontaminiranu hranu, moze se zakljuciti da je tkivo glave osnovno mesto za
akumulaciju metala. S obzirom na to da smo analizirali cele glave, ukljucujuci

egzoskelet, mozak, itd., moguce je da su sva tkiva glave podobna za aglomeraciju teskih
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metala. Ovi rezultati na insektima u potpunosti podrzavaju teoriju o afinitetu metala
prema mozgu gde se dugoro¢no zadrzavaju. Ipak, niza koncentracija kadmijuma u glavi
larvi sa kontaminirane lokacije posle izloZenosti kadmijumu u koncentraciji od 100 pg
Cd/g suve hrane ukazuje na taloZenje metala u drugim tkivima (npr. u fecesu), kao i na

povisen nivo specifi¢nih detoksifikacionih mehanizama (Hsp70).

Prema van Straalenu i Roelofsu (2005), samo 40% unetog kadmijuma eliminise
se u jednom ciklusu presvlacenja. Preostali kadmijum je uskladiSten u organima koji se
ne obnavljaju (Lindqvist i Block, 1995) i koji imaju potencijal za akumulaciju metala
bez letalnog ishoda. To je verovatno razlog S$to se eliminacija metala tokom
metamorfoze odvija preko integumenta. Najvazniji rezultat aktuelnog eksperimenta bio
je sli¢an nivo aglomeracije kadmijuma nakon tretmana sa 50 i 100 pg Cd/g suve hrane u
populaciji sa kontaminirane lokacije, koja se znacajno razlikovala od kontrolnog nivoa.
Dvostruka koli¢ina kadmijuma kod larvi sa nezagadenog lokaliteta koje su dobijale
hranu sa viSom koncentracijom metala u poredenju sa populacijom sa zagadene lokacije
primer je drugacijih odgovora populacija insekata poreklom iz razli€itih stanista, kao i
razli¢itih mehanizama akumulacije posle izloZenosti ekstremno visokim koli¢inama

kadmijuma.

Koncentracija esencijalnih metala, bakra i cinka, ostala je u integumentu na
priblizno istom nivou, nezavisno od tretmana kadmijumom i porekla populacije (Tabela
3). Bakar vezan za sumpor u metalotioneinima (Baghban i sar., 2014) i njegova
ekskrecija putem granula, fecesom, verovatno moze da objasni povecanje koncentracije
ovog metala u fecesu larvi iz obe populacije nakon obe koncentracije kadmijuma. Bakar
je esencijalni faktor u krucijalnom proteinu hemolimfe, hemocijaninu, koji je odgovoran
za transport kiseonika; cink se Cesto javlja u aktivnim centrima enzima ukljucujuci
DNK-vezujucée peptide (Van Straalen i Roelofs, 2005). lzgleda da su depoi ovih metala
u integumentu neophodni s obzirom na njihove fizioloSe uloge. Detoksifikacija
kadmijuma putem granula manje je energetski zahtevna za razliku od aktivne regulacije
internih koncentracija Ni i Al (Holmstrup i sar., 2011). Ovo moze biti razlog razli¢itih
modaliteta akumulacije izmedu kadmijuma i drugih prate¢ih elemenata u nasem

istrazivanju.
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Ovaj eksperiment pokazuje da se samo deo unetog kadmijuma zadrzava u
organizmu larvi gubara, ali dovoljno da prouzrokuje ostecenja na hemocitama (Mati¢ i
sar., 2016). Sposobnost gusenica za ekskreciju teSkih metala temelj je njihove otpornosti
prema ozbiljnom zagadenju zivotne sredine, kao i pokazatelj njihove velike
adaptabilnosti. Ocigledno je da su larve iz naSeg eksperimenta postigle visok nivo
detoksifikacije u prisustvu ekstremno visokih doza kadmijuma unetog putem hrane.
Neophodni su dalji eksperimenti u cilju objaSnjenja potencijalnih fizioloskih adaptacija,
kao i trade-offa izmedu parametara vitalnosti i procesa krucijalnih za prezivljavanje u

stresnim uslovima.

5.6. Efekti kadmijuma na hemocite larvi

5.6.1. Vijabilnost hemocita

Ovim eksperimentom su pokazane znacajne razlike u osetljivosti na hroni¢nu
izloZzenost kadmijumu izmedu populacija larvi gubara sa nekontaminirane i zagadene
lokacije. Dozno-zavisno snizenje vijabilnosti hemocita kod larvi sa nezagadene lokacije
bilo je ocekivano zbog akumulacije oStecenja indukovanih kadmijumom i loSeg
adaptivnog odgovora. AO/EB test celijske vijabilnosti ispituje integritet celijske
membrane. Kadmijum moze da dovede do oSte¢enja membrane direktno — inhibicijom
esencijalnih membranskih proteina ili uticajem na sastav membranskih lipida (Chen i
sar., 2014). Indirektni efekti su u najvec¢oj meri uzrokovani reaktivnim kiseoni¢nim
vrstama (engl. reactive oxygen species - ROS) koje dovode do peroksidacije lipida, ali i
oslobadanjem hidrolaza iz o$te¢enih lizozoma u citosol (Matozzo i sar., 2001). Osim
toga, ovaj metal direktno ograniCava energetske resurse inhibiraju¢i oksidativnu
fosforilaciju u mitohondrijama i redukuju¢i nivo ATP u citosolu. | drugi autori su nasli
da kadmijum in vivo i in vitro smanjuje vijabilnost hemocita na dozno-zavisan nacin
kod beski¢émenjaka (Kracun-Kolarevié i sar., 2015; Snyman i Odendaal, 2009; Sokolova
i sar., 2004).

Tolerancija na tretman niZzom koncentracijom kadmijuma (50 pg Cd/g suve
hrane) uocena kod larvi sa zagadene lokacije moze se objasniti adaptacijama u ovoj

populaciji - intenzivnim mehanizmima detoksifikacije. Sli¢no, Braeckman i sar. (1999b)
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primetili su “hormezi slicnu” devijaciju od obrasca sigmoidnog opadanja vijabilnosti
insekatskih ¢elija u odredenom opsegu koncentracija kadmijuma, dok je uobicajeni
obrazac snizenja vijabilnosti uofen pri najvisim koncentracijama kadmijuma. U
aktuelnom eksperimentu, vijabilnost je redukovana nakon tretmana sa 100 ug Cd/g suve
hrane, verovatno kao rezultat energetski zahtevne celijske odbrane na tako visokoj
koncentraciji i visokog nivoa nereparabilnih oSte¢enja. lako bi se moglo ocekivati da
larve tolerantne na metale mogu da sprece prelazak kadmijuma u cirkulaciju preko
creva, nasi nalazi govore da on ipak prolazi, samo u manjoj meri u odnosu na larve sa
nezagadene lokacije. Leonard i sar. (2009) takode su pokazali da crevo nije potpuna
barijera. Iznenadujuce, Kafel i sar. (2012a) pronasli su da je nakon izlozenosti
kadmijumu koncentracija ovog metala povisena u hemolimfi, a snizena u celim
organizmima larvi Spodoptera exiqua (Lepidoptera) tolerantnih na metale u poredenju
sa netolerantnim larvama. Akumulacija metala u hemolimfi verovatno je posledica
intenzivnog uklanjanja metala iz drugih tkiva i mogla bi da objasni opadanje vijabilnosti
hemocita koje smo detektovali kod larvi gubara sa zagadene lokacije nakon tretmana

visom dozom kadmijuma.

5.6.2. Nivo DNK oSte¢enja u hemocitama

Kao S§to je ocekivano, genotoksi¢ni efekat kadmijuma bio je ocigledan u
populaciji gubara sa nezagadenog lokaliteta. Nivo oste¢enja DNK bio je sli¢an nakon
primene manje i ve¢e doze kadmijuma. S obzirom na primenjene relativno visoke doze
kadmijuma, dostizanje platoa u nivou DNK ostecenja nije iznenadujuce. Sli¢ni rezultati
primeceni su i u prethodnim studijama na slatkovodnim $koljkama (Gaci¢ i sar., 2014) i
slatkovodnim oligohetama (Krac¢un-Kolarevi¢ i sar., 2015) izlozenim kadmijumu. S
obzirom na to da su Stetni efekti kadmijuma vidljivi na svim nivoima bioloske
organizacije kod larvi gubara sa nezagadene lokacije, najverovatnije je stres prevazisao
kapacitet odbrambenih mehanizama. PoviSen nivo oSteCenja DNK i naruSena
permeabilnost ¢elijske membrane hemocita mogu se sagledati u svetlu izrazitog
prooksidativnog delovanja kadmijuma. Prethodno smo pokazali smanjenje pula
glutationa i inhibiciju aktivnosti askorbat peroksidaze, indikatore oksidativnog stresa, u
tkivu srednjeg creva petog stupnja larvi gubara nakon izloZenosti kadmijumu

koncentracije 50 pg Cd/g suve hrane (Mir¢i¢ i sar., 2013). Povisena ukupna koli¢ina SH
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grupa ukazala je na ulogu proteinskih tiola u odbrambenom odgovoru na stres

kadmijumom.

Tolerancija koju smo registrovali u populaciji iz Bora mogla bi se objasniti
efikasnijom antioksidativnom odbranom, kao Sto je pokazano na drugoj vrsti iz reda
lepidoptera, Spodoptera exigua, nakon viSegeneracijske izloZenosti kadmijumu (Kafel i
sar., 2014, 2012a). Najsveobuhvatnija studija o toleranciji na metale kod insekata u
svetlu genetickih adaptacija odnosi se na populacije kolembole Orchesella cincta koje
nastanjuju lokalitete zagadene metalima. Autori su ustanovili da je fenomen tolerancije
na metale povezan sa prekomernom ekspresijom jedne kopije metalotioneinskog gena,
kao 1 sa promenama ekspresije nekoliko drugih gena ukljucenih u ¢elijsku signalizaciju,
¢elijski transport i apoptozu, te su sugerisali da bi regulacija transkripcije ovih gena
mogla biti meta prirodne selekcije (Janssens i sar., 2009; Roelofs i sar., 2007, 2006).
UocCeno je i nasledno uvecéanje efikasnosti ekskrecije kadmijuma kod O. cincta
(Posthuma i Van Straalen, 1993). Kontinuirana izloZenost metalnim polutantima tokom
viSe od jednog veka mogla je da dovede do selekcije uspesnijih genotipova u populaciji
gubara lociranoj u blizini rudnika. Ako dve populacije sa razli¢itom istorijom
izlozenosti teSkim metalima razli¢ito odgovore na hroni¢ni stres, moguce je da bi
tolerancija na metale mogla biti rezultat geneti¢kih adaptacija. Sa druge strane, odgovori
na stres legala gubara iz prirode koje smo ispitivali u laboratorijskim uslovima mogli bi
biti posledica epigenetickih efekata, poput maternalnih efekata, kao $to su sugerisali
pojedini autori u multigeneracijskim studijama tolerancije na metale kod insekata
(Augustyniak i sar., 2014; Lagisz i Laskowski, 2008).

5.7. Efekti kadmijuma na osobine povezane sa fithesom

Populacije koje naseljavaju kontaminirana staniSta tokom razviéa su pod
konstantnim pritiskom koji rezultira preraspodelom energije izmedu procesa
prezZivljavanja, detoksifikacije i reprodukcije (Calow i Sibly, 1990). Redukcija ukupnog
broja jaja, kao i veci procenat neoplodenih jaja, u leglima gubara koja smo prikupili sa
lokacije kod Ibarske magistrale u odnosu na legla sa Kosmaja, pokazatelji su deficita
energije uzrokovanog prisustvom polutanata. Sli¢no, negativnu korelaciju izmedu

dugotrajne izloZenosti polutantima i produkcije jaja uocili su i Lagisz i sar. (2002) kod
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Pterostichus oblongopunctatus (Coleoptera) duz gradijenta zagadenja metalima. Cena
tolerancije na teSke metale kod Anopheles gambiae (Diptera) placena je, izmedu
ostalog, smanjenim fekunditetom i sniZzenim procentom izlegnutih larvi (Mireji i sar.,
2010).

Kod larvi iz legala iz okoline Ibarske magistrale, odgajenih u kontrolnim
laboratorijskim uslovima, ustanovili smo da je energija preusmeravana na odbrambene
mehanizme poput povisene konstitutivne ekspresije Hsp70 i povisene aktivnosti SOD.
Interesantno, prezivljavanje larvi u toj grupi bilo je ¢ak 100%, Sto bi se moglo dovesti u
vezu sa delovanjem Hsp70 i SOD u odsustvu polutanata. Tretmani kadmijumom ni u
jednoj od populacija nisu snizili prezivljavanje ispod 90%. lako su neki autori uocili
negativan efekat kadmijuma na mortalitet kod populacija insekata koje ranije nisu bile
izloZene polutantima (Kafel i sar. 2014; Cervera i sar., 2004), Van Straalen i sar. (1989)
zakljucili su da samo veoma visoke koncentracije ovog metala mogu da uticu na
prezivljavanje u populacijama Orchesella cincta, kao i da kadmijum prvenstveno utice

na brzinu rasta jedinki i indirektno na reprodukciju.

Brojni Stetni efekti kadmijuma na nizim nivoima organizacije, kao i visoka cena
odbrambenog odgovora na stres, negativno se odrazavaju na energetski status (Sokolova
i sar., 2012; Maryanski i sar., 2002; Van Straalen i Hoffman, 2000). lako je za akutnu
izlozenost kadmijumu karakteristi¢no intenziviranje (energetskog) metabolizma, studije
pokazuju da produzeni stres redukuje proizvodnju ATP, prvenstveno zbog akumulacije
oste¢enja mitohondrija (Sokolova i sar., 2012), ali i maSinerije za sintezu proteina i
drugih ¢elijskih struktura, o ¢emu je bilo vise re¢i u poglavlju o digestivnim enzimima
(Poglavlje 5.1.1.1.).

Tako, smanjenje mase larvi koje smo registrovali kod populacija sa Kosmaja i iz
okoline Ibarske magistrale nakon tretmana kadmijumom u koncentraciji od 100 pg Cd/g
suve hrane, kao i kod populacije sa Homoljskih planina nakon tretmana obema dozama
metala, moze se, izmedu ostalog, posmatrati kao posledica energetskog deficita. Na
osobine fitnesa tokom dugotrajnih tretmana kadmijumom utice 1 inhibicija digestivnih
enzima u srednjem crevu larvi, koju smo uocili kako u aktuelnoj, tako i u prethodnim
studijama (Vlahovi¢ i sar., 2015, 2014, 2013, 2012, 2009). Znacajan nivo osSteenja
DNK, koji smo registrovali u hemocitama larvi sa Homoljskih planina nakon oba
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tretmana, jo$ je jedan primer kako se brojna osStecenja u razli¢itim organima i tkivima na
najnizim nivoima organizacije akumuliraju i reflektuju na nivou celog organizma.
Redukcija mase moze biti 1 posledica gladovanja ukljucujuci izbegavanje kontaminirane
hrane, kao §to je primec¢eno kod gusenica Deilephila elpenor sa zagadenih lokaliteta
(Nuorteva i sar., 1992). Osim toksi¢nih efekata metala, cena detoksifikacije visoke doze
kadmijuma od 100 pg Cd/g suve hrane verovatno je jedan od uzroka smanjenja mase
larvi. U obe populacije (sa Kosmaja i iz blizine Ibarske magistrale) u kojima smo merili
ekskreciju kadmijuma putem fecesa, koli¢ina eliminisanog metala bila je viSestruko
veca nakon tretmana ve¢om dozom kadmijuma u odnosu na tretman manjom dozom
ovog metala. Indukcija sinteze Hsp70 kod larvi sa Kosmaja i sinteze metalotioneina kod
larvi sa kontaminirane lokacije (a verovatno i drugih komponenti koje ucestvuju u
odbrambenom odgovoru ali nisu bile predmet ovog istrazivanja) morali su predstavljati
znacajno opterecenje za jedinke koje su trpele i velika ostecenja shodno visokoj dozi
kadmijuma. Sinteza proteina je najveéi potrosa¢ ATP, narocito u uslovima stresa, kada
se aktiviraju odbrambeni mehanizmi ¢elije (Yang i sar., 2015). Mouneyrac 1 sar. (2011)
takode su zakljucili da su mehanizmi detoksifikacije energetski skupi 1 da se mogu

negativno odraziti na osobine fitnesa insekata.

Obrazac promena RGR u sve Cetiri populacije pratio je promene u masi larvi —
registrovali smo ili snizenje oba parametra, ili izostanak promena oba parametra (kod
larvi iz okoline Bora). Jedini izuzetak predstavljali su gubari sa Homoljskih planina koji
se, nakon primene niZe doze kadmijuma, nisu razlikovali po relativnoj brzini rasta
uprkos snizenoj masi sva tri dana petog stupnja u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu. To
znaci da je redukovana masa ovih larvi na petom stupnju posledica sporijeg rasta na
ranijim stupnjevima razvi¢a, kada su manje larve bile osetljivije na kadmijum. Takode, i
kod Gintenreitera i sar. (1993b) rani larveni stupnjevi gubara bili su podloZniji

toksi¢nom dejstvu metala u odnosu na kasnije starije stupnjeve.

Najvazniji cilj organizama tokom intenzivnog stresa je dostizanje zrelosti uprkos
Stetnim efektima na osobine fitnesa (masu larvi, trajanje larvenih stupnjeva) (Mati¢ i
sar., 2016; Vlahovic¢ i sar., 2014). Smanjenje mase i1 produzenje larvenog razvica kod
razli¢itih populacija (kosmajske, ibarske i homoljske) nakon izlozenosti kadmijumu

podrzavaju hipotezu prema kojoj larve nekih insekata moraju da dostignu odredenu
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masu kako bi mogle da se presvuku u naredni stupanj, kao Sto je predlozeno za L. dispar
(Gintenreiter 1 sar., 1993b) i Oncopeltus fasciatus (Cervera i sar., 2004). Odnosno,
produzeno vreme razvica moze se sagledati kao kompenzacija za sporiju brzinu rasta
(Gintenreiter i sar., 1993b). Usporavanje razvica takode moze biti posledica Stetnih
efekata kadmijuma na neuroendokrini sistem insekata koje smo uocili u nasim

prethodnim studijama na gubaru (llijin i sar., 2010).

Produzeni Cetvrti stupanj i produzeno ukupno trajanje razvic¢a kontrolnih larvi iz
Bora u odnosu na kontrolnu grupu poreklom sa Homoljskih planina verovatno
predstavlja adaptaciju na polutante prisutne na lokaciji u blizini rudnika. Zanimljivo je
Sto su borske larve na tretmane kadmijumom pokazale vecu toleranciju u odnosu na
homoljsku populaciju, tj. nakon vise doze metala Cetvrti stupanj i ukupno trajanje

razviéa bili su znacajno kraéi.

| u drugim studijama na populacijama zglavkara izlozenih metalima tokom
duzih vremenskih perioda registrovani su sli¢ni efekti na nivou osobina fitnesa u odnosu
na populacije koje nisu imale kontakt sa polutantima. Kafel i sar. (2012a) su sproveli
eksperiment tokom kog su generacije Spodoptera exigua (Lepidoptera) odgajili u
prisustvu kadmijuma, i zakljucili da toleranciju na metale populacija stice vremenom.
Kod prve generacije insekata detektovali su produzeno ukupno razvice, a isti efekat su
nasli 1 nakon 33 tretirane generacije. Ipak, u 61. generaciji trajanje razvica nije se vise
razlikovalo u odnosu na kontrolu, dok je prezivljavanje bilo redukovano samo kod prve
generacije. Posthuma (1990) je nasao manju redukciju rasta u odgovoru Orchesella
cincta sa kontaminiranog lokaliteta na ovaj metal. Ipak, Jones i Hopkin (1998) su na dve
vrste rakova ustanovili da su jedinke sa lokacija zagadenih metalima bile manje mase u
odnosu na one sa nekontaminiranih, dok Stetnih efekata na reprodukciju nije bilo (Jones
I Hopkin, 1996).

Rezultati ove disertacije pokazali su da je poreklo populacije bitan faktor koji
uti¢e na odgovore osobina fitnesa i biohemijske parametre u toku hroni¢ne izloZenosti
kadmijumu. Ovu ¢injenicu moramo imati u vidu i pri izboru populacije u
(eko)toksikoloskim istraZzivanjima. Dok su kod populacije sa Kosmaja biohemijski
biomarkeri, za razliku od osobina fitnesa, bili osetljivi ve¢ na nizu dozu kadmijuma,

populacije iz blizine Ibarske magistrale i sa Homoljskih planina karakterisala je sli¢na
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osetljivost ove dve grupe pokazatelja. Ranije studije takode su sugerisale da biomarkeri
organizma (Jemec i sar., 2008; Day i Scott, 1990). Iako razli¢iti molekularni i
biohemijski biomarkeri mogu biti adekvatni pokazatelji izloZenosti jedinke toksikantu,
na osnovu njihovih odgovora tesSko se mogu predvideti posledice na nivou organizma ili
populacije (Mussali-Galante i sar., 2013; Hyne i Maher, 2003; Lagadic i sar., 1994).
Osobine fitnesa tako predstavljaju vezu izmedu nizih nivoa organizacije i nivoa
populacije i ekosistema. Zato im se pridaje veliki znacaj u ekotoksikoloskim studijama
uprkos komplikovanoj evaluaciji koja podrazumeva dug period do ispoljavanja efekata
polutanata na ovom nivou (Hyne i Maher, 2003).
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6. ZAKLJUCCI



Zakljucci

Utvrdeno je da populacije gubara Lymantria dispar koje poticu iz Sume na
Kosmaju i Homoljskim planinama (nezagadene populacije), kao i onih u blizini
Ibarske magistrale i borskog rudnika (zagadene populacije) karakteriSe razli¢ita

osetljivost na kadmijum.

Populacija gubara sa Kosmaja (nezagadena populacija) pokazuje redukciju
specificne aktivnosti digestivnih proteolitickih enzima 1 esteraza nakon
hroni¢nih tretmana kadmijumom uz rast aktivnosti ukupnih i nelizozomskih

kiselih fosfataza.

Niza doza kadmijuma od 50 pg Cd/g suve hrane uslovljava jedino rast aktivnosti
leucin aminopeptidaze creva kod larvi iz blizine Ibarske magistrale, sto ukazuje
na povecanu osetljivost ovog enzima. Ostali digestivni enzimi srednjeg creva:
ukupne proteaze, lizozomske i nelizozomske kisele fosfataze, menjaju aktivnost

samo u prisustvu vece koncentracije metala (100 ug Cd/g suve hrane).

Tripsin predstavlja potencijalno dobar biomarker zagadenja u populacijama koje
prethodno nisu bile izloZzene teSkim metalima zbog promene aktivnosti nakon

hroni¢nog tretmana obema dozama kadmijuma.

MoZemo pretpostaviti da, za razliku od tripsina, leucin aminopeptidaza ima
najverovatnije drugacije mehanizme odgovorne za regulaciju aktivnosti enzima

u prisustvu obe ispitivane koncentracije kadmijuma.

Specifi¢na aktivnost ukupnih proteaza ne pokazuje dovoljnu osetljivost na metal,
budu¢i da kod obe populacije samo izlaganje vec¢oj dozi kadmijuma dovodi do

promene ovog parametra.

Varijansa specificne aktivnosti alkalnih fosfataza raste nakon oba tretmana kod
larvi sa Kosmaja, Sto ukazuje na potencijalnu primenu u biomonitoringu
kadmijuma. Neophodni su dodatni eksperimenti kako bi dozna zavisnost

parametra bila detaljnije ispitana.

Specifi¢na aktivnost nelizozomskih Kiselih fosfataza mogla bi da bude podesan
biomarker kontaminacije kadmijumom. OgraniCavajuc¢i faktor mogla bi biti

manja osetljivost populacija iz zagadenih stanista.
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Zakljucci

Odgovor lizozomskih fosfataza zavisi od porekla populacije i ukazuje na nisku

osetljivost enzima na kadmijum.

Specifi¢na aktivnost esteraza larvi gubara predstavlja potencijalni osetljiv
biomarker zagadenja kadmijumom u populacijama koje prethodno nisu bile

izloZene polutantima.

Analiza izozima mogla bi biti korisna alatka u biomonitoringu s obzirom na to
da izloZenost kadmijumu dovodi do razlika u ekspresiji izoformi proteaza,

kiselih fosfataza, esteraza i superoksid dismutaze u crevu larvi iz obe populacije.

Efekti polutanata prisutnih u blizini Ibarske magistrale vidljivi su kod larvi
odgajenih na kontrolnoj hrani — snizena je aktivnost leucin aminopeptidaze,
alkalnih fosfataza i esteraza u odnosu na populaciju sa Kosmaja, dok su
aktivirani mehanizmi detoksifikacije: visoka specifi¢na aktivnost superoksid

dismutaze, kao i povecan nivo ekspresije Hsp70.

Superoksid dismutaza i katalaza reaguju isto na identi¢ne tretmane kadmijumom
- u populaciji sa Kosmaja redukcijom specificne aktivnosti nakon vise doze, a u

populaciji sa zagadenog lokaliteta redukcijom nakon obe doze metala.

Nivo konstitutivne ekspresije Hsp70 u crevu larvi sa Kosmaja izrazito je nizak, a
trend indukcije sinteze nakon izloZenosti kadmijumu ocigledan. Zbog malih
promena ekspresije u odgovoru na tretmane kod larvi poreklom iz blizine
Ibarske magistrale, potencijalna primena Hsp70 kao biomarkera ograni¢ena je na

populacije gubara koje nemaju istoriju izlozenosti toksikantima.

Kod obe populacije, nivo ekspresije Hsp70 u mozgu larvi se ne menja u skladu

sa povecanjem koncentracije kadmijuma.

Koncentracija metalotioneina bi mogla biti podesan parametar za pracenje nivoa
zagadenja kadmijumom na prethodno kontaminiranim lokacijama s obzirom na
to da indukcija sinteze ovih proteina nakon tretmana metalom predstavlja
znacajan odbrambeni mehanizam samo kod larvi poreklom sa lokaliteta iz

blizine magistralnog puta.
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Zakljucci

Kod obe populacije larvi koje su unosile kontrolnu hranu, najveéa koncentracija

kadmijuma registrovana je u glavi.

Nakon hroni¢ne intoksikacije najvisi nivo kadmijuma izmeren je u fecesu, dok je

integument pokazao najmanje promene.

Vijabilnost hemocita predstavlja potencijalno dobar biomarker jer daje
najevidentniji odgovor na prisustvo kadmijuma u hrani kod obe populacije
gubara, sa naglaskom na doznoj zavisnosti kod homoljske populacije (sa

nezagadene lokacije).

Izlaganje kadmijumu povecava nivo oStecenja DNK u hemocitama samo kod

larvi sa Homoljskih planina.

Stetni efekti polutanata na lokaciji kod Ibarske magistrale i visoka cena
detoksifikacionih mehanizama odrazavaju se i na nivou fitnesa u vidu snizenog
ukupnog broja jaja i povecanog procenta neoplodenih jaja u leglima gubara sa
tog lokaliteta.

Primenjene doze metala nisu znacajno uticale na prezivljavanje larvi iz ispitanih

populacija.

Nakon tretmana kadmijumom utvrdene su promene mase larvi, relativne brzine

rasta i (ili) parametara trajanja razvic¢a kod svih populacija.

Dozno-zavisne promene mase larvi petog stupnja, kao i trajanja Cetvrtog stupnja
i ukupnog razvica larvi sa Homoljskih planina sugeriSu da ovi parametri mogu

nisu prethodno bile izloZene polutantima.

IBR indeks takode je otkrio viSe nego jasne razlike izmedu populacija sa
Homoljskih planina i iz Bora. U nezagadenoj populaciji uoceno je dozno-
zavisno povecanje IBR indeksa. Primenjena baterija biomarkera (nivo oStecenja
DNK, vijabilnost hemocita, masa larvi na petom stupnju i ukupno trajanje
razvica) pokazala se kao moc¢na alatka za poredenje osetljivosti ovih populacija

na kadmijum.
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Zakljucci

» Na osnovu ustanovljenih ¢injenica o osetljivosti parametara sa razli¢itih nivoa
bioloSke organizacije larvi Lymantria dispar na dve koncentracije kadmijuma,
moze se zakljuciti da je ova vrsta potencijalni bioindikator u (eko)toksikoloSkim
istraZzivanjima. Primena ve¢ine biomarkera, medutim, ograni¢ena je na osetljive
populacije koje prethodno nisu bile izlozene polutantima, budu¢i da je u
populacijama sa zagadenih lokacija uocCena povecana tolerancija na metale,
naro¢ito u onoj koja naseljava lokaciju u blizini rudnika. Molekularni,
biohemijski 1 ¢elijski biomarkeri pokazali su generalno vecu osetljivost na nizu
dozu kadmijuma u odnosu na parametre fitnesa, izuzev u slucaju homoljske

populacije.
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