UNIVERZITET U BEOGRADU

BIOLOSKI FAKULTET

Marko D. Proki¢

PARAMETRI ANTIOKSIDACIONOG
SISTEMA U TKIVIMA ZABA Pelophylax
esculentus KOMPLEKSA KAO
BIOMARKERI IZLAGANJA METALIMA

doktorska disertacija

Beograd, 2016



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF BIOLOGY

Marko D. Prokié

PARAMETERS OF ANTIOXIDATIVE
DEFENSE SYSTEM IN TISSUES OF THE
FROGS FROM THE Pelophylax esculentus

COMPLEX EXPOSURE TO METALS

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2016



MENTORI:

CLANOVI
KOMISIJE:

Datum odbrane:

Dr Slavica Borkovi¢-Miti¢, naucni
saradnik, Institut za bioloSka istrazivanja
»oiniSa  Stankovi¢”,  Univerzitet u

Beogradu

Dr Nebojsa Jasni¢, docent, Bioloski

fakultet, Univerzitet u Beogradu

Dr Zorica S. Sai¢i¢, nau¢ni Savetnik,
Institut za bioloSka istrazivanja ,,Sinisa

Stankovi¢”, Univerzitet u Beogradu

Dr Sladan Pavlovié, naucni savetnik,
Institut za bioloSka istrazivanja ,,Sinisa

Stankovic¢®, Univerzitet u Beogradu

Dr Imre Krizmani¢, docent, Bioloski

fakultet, Univerzitet u Beogradu



Zahvalnica

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uraden je u Odeljenju za
fiziologiju Instituta za bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovi¢*“ Univerziteta u Beogradu
na projektu 173041 pod nazivom: “Molekularno fizioloSki biomonitoring aerobnih
organizama zasnovan na odredivanju biohemijskih biomarkera oksidacionog stresa*
finansiranog od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike
Srbije. Ovom prilikom Zelim da se zahvalim:

Dr Slavici Borkovi¢-Miti¢, nau¢nom saradniku Instituta za bioloska istrazivanja
»Sinisa Stankovi¢® Univerziteta u Beogradu, dragom mentoru, na neizmernoj pomoci U
kreiranju i realizaciji ideje, na svim savetima i uloZzenom trudu tokom svih faza izrade
ove doktorske disertacije. Posebno hvala na izuzetnom strpljenju, podrsci i prijateljstvu.

Dr Nebojsi Jasnicu, docentu Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,
mentoru, na smernicama i sugestijama tokom pisanja doktorske disertacije kao i na
kritickoj analizi.

Dr Zorici S. Saici¢, nau¢nom savetniku Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sinisa
Stankovi¢* Univerziteta u Beogradu, na ukazanoj prilici da budem deo njenog nau¢no
istrazivackog tima. Posebno hvala na podsticaju 1 optimizmu, kao i na ulozenom
vremenu i konstruktivnim diskusijama koje su mi pomogle tokom izrade ove doktorske
disertacije.

Dr Sladanu Pavlovi¢u, nau¢nom savetniku Instituta za bioloSka istraZzivanja
»oiniSa  Stankovi¢ Univerziteta u Beogradu, na strucnoj pomoc¢i tokom
eksperimentalnog rada, uloZzenom vremenu i korisnim sugestijama koje su doprinele
kvalitetu ovog rada.

Dr Imreu Krizmani¢u, docentu BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu, na
velikoj pomoci prilikom realizovanaja terenskih istrazivanja, kao i na sugestijama
tokom pregleda doktorske disertacije.

Dr Jeleni Muti¢, vanrednom profesoru Hemijskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, na pomoci tokom realizacije dela eksperimentalnog rada, kao i na svim
savetima.

Mojim dragim koleginicama iz Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa

Stankovi¢™ Univerziteta u Beogradu, dr Tijani Radovanovi¢, dr Branki Gavrilovi¢, dr



Svetlani Despotovi¢ i dr Jeleni Gavri¢ nau¢nim saradnicama i kolegi Mohammedu
Nasia na pozitivnoj atmosferi, drugarstvu i dosadasnjoj saradnji.

Zahvaljujem se i sestri Jeleni, roditeljima Zorici i Draganu na razumevanju i
podrsci kroz sve godine mog Skolovanja i rada. Posebnu zahvalnost dugujem mojoj

Tamari na neizmernoj pomoc¢i, ljubavi i strpljenju.

U Beogradu, 2016. godina

Istrazivac saradnik



PARAMETRI ANTIOKSIDACIONOG SISTEMA U TKIVIMA ZABA
Pelophylax esculentus KOMPLEKSA KAO BIOMARKERI IZLAGANJA
METALIMA

Rezime

Organizmi su u Zivotnoj sredini izloZeni razli¢itim zagadivacima i sredinskim
faktorima. Metali su obelezeni kao rastu¢i problem zbog svoje postojanosti i toksi¢nosti.
Oksidacioni stres je jedan od glavnih nacina delovanja metala na organizme. Redoks
aktivni (Cu, Co, Cr, Fe, Ni i Zn) metali izazivaju direktno oksidacioni stres kroz
Fentonovu i Haber-Vajsovu reakciju, dok redoks neaktivni metali (As, Cd, Hg i Pb)
indirektno dovode do oksidacionog stresa kroz promenu aktivnosti antioksidacionog
sistema (AOS).

Pelophylax esculentus hibridni kompleks se sastoji od tri vrste semiakvati¢nih
zaba (od roditeljskih vrsta Pelophylax ridibundus i Pelophylax lessonae i njihovog
hibrida Pelophylax kl. esculentus) koje koegzistiraju i mogu da stupaju u reproduktivne
odnose. Zabe su zbog svojih Zivotnih karakteristika (slozen Zivotni ciklus,
polupropustljiva koza, prisutnost u vodenoj i terestricnoj sredini) podlozne akumulaciji
metala preko vode i kroz lanac ishrane i zato predstavljaju potencijalno dobre
bioindikatore.

Ciljevi ove doktorske disertacije su bili utvrdivanje razlika u bioakumulaciji
metala, aktivnosti i koncentracijama parametara antioksidacionog sistema i aktivnosti
holinesteraze u tkivima jetre, koze i miSica vrsta P. esculentus kompleksa sa cetiri
razli¢ita lokaliteta, zatim promene parametara antioksidacionog sistema pod uticajem
razli¢itih koncentracija akumuliranih metala, i na kraju potencijalna upotreba ovih
parametara kao biomarkera efekata metala. Lokaliteti sa kojih su Zabe izlovljavane su:
jezero Popovica u okviru Nacionalnog parka “Fruska gora”, Specijalni rezervat prirode
“Obedska Bara”, Park prirode “Ponjavica” i Veliki Backi kanal kao deo kanala Dunav-
Tisa-Dunav. Parametri antioksidacionog sistema koji su analizirani u okviru enzimskih
komponenti su: superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation-peroksidaza
(GSH-Px), glutation-reduktaza (GR), enzim faze Il biotransformacije glutation-S-

transferaza (GST), a od neenzimskih komponenti: ukupni glutation (GSH) i slobodne



sulfhidrilne grupe (SH). Odredivana je i koncentracija metala (As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Hg, Mn, Ni, Pb, Zn) u tkivima i vodi.

Rezultati bioakumulacije metala u tkivu jetre, koze i miSi¢a vrste Pelophylax
esculentus kompleksa pokazali su da je vrsta P. ridibundus akumulirala najvece koli¢ine
metala, a zatim slede P. esculentus i P. lessonae. Razlike u bioakumulaciji metala mogu
se povezati sa zivotnim navikama, hibernacijom, izborom plena i veli¢inom tela ovih
vrsta. P. ridibundus je najkrupnija i uvek hibernira u vodi, dok ostale dve vrste imaju
sitnije telo, drugaciji diverzitet plena i/ili hiberniraju na kopnu.

Od svih ispitivanih parametara antioksidacionog sistema, enzimi SOD, GSH-Px
i koncentracija SH grupa pokazali su najve¢u varijabilnost kod vrsta Pelophylax
esculentus kompleksa. Dok je odnos enzima CAT i GSH-Px u jetri odvojio P.
esculentus od roditeljskih vrsta. P. esculentus je imala ve¢u aktivnost CAT i znacajno
manju aktivnost GSH-Px u odnosu na P. ridibundus i P. lessonae. Dobijeni rezultati
ukazuju na to da se pored razli¢itih interakcija sa spoljasnom sredinom (razlike u
akumulaciji metala) i fizioloskih razlika (u bazalnom metabolizmu) vrste ovog
kompleksa razlikuju i u parametrima antioksidacionog sistema.

Ispitivanje medutkivnih razlika u parametrima AOS, aktivnosti holinesteraze i
akumulaciji metala izmedu jetre, koze i misi¢a vrsta P. esculentus kompleksa pokazalo
je da jetra ima najvece vrednosti ispitivanih parametara, kao i da akumulira najveci broj
1 najvece koncentracije metala (posebno izraZzeno u koncentracijama Fe, Cu, Al, Cd, Hg,
i Ni). Zatim sledi koZa, dok su najniZe vrednosti AOS parametara i koncentracije metala
zabelezene u misi¢ima.

Efekti razli¢itih lokaliteta na vrste P. esculentus kompleksa pokazuju da se
koncentracije akumuliranih metala u tkivima razlikuju od koncetracija metala izmerenih
u vodi, $to ukazuje da postoji povremeno zagadenje, ili su metali u tkiva dospeli na neki
drugi nacin (npr., ishranom preko plena, ili su u nekom trenutku u toku svog zivotnog
ciklusa bile izlozene poveéanim koncentracijama metala). Opsti trend je da povecéanje
zagadenja prati 1 ve¢a akumulacija metala u tkivima Zaba, dok se kod parametara AOS
ne uocava jasan obrazac promene.

Odnos koncentracija metala i parametara AOS pokazuje da vrsta P. esculentus
ima najveéi broj Pirsonovih korelacija, zatim sledi P. ridibundus, dok je najmanji broj

korelacija zabeleZzen kod P. lessonae. Redoks aktivni metali koji pokazuju najveéi



efekat na ispitivane parametre kod zaba su: Cr, As, Ni, Fe i Cu, a redoks neaktivni: Hg i
Cd. Medu parametrima AOS najveci broj korelacija sa metalima pokazuju SH grupe,
zatim SOD i GR. Od svih parametara antioksidacionog sistema koji se koriste kao
biomarkeri, tri navedena (SH grupe, SOD i GR) se izdvajaju kao vrlo efikasni u
biomonitoringu efekta razli¢itih metala na tkiva zaba P. esculentus kompleksa.

Aktivnost holinesteraze kao parametar neurotoksic¢nosti pokazao je promene
koje su u direktnoj vezi sa promenama koncetracija akumuliranih metala, i to pozitivne
sa Al, Zn i Cu i negativne sa As i Hg. Ovo ukazuje da se i ChE moze koristiti kao
biomarker u studijama koje prate prisustvo i efekte metala kod zaba.

Istrazivanja sprovedena u ovoj doktorskoj disertaciji pokazala su da se vrste P.
esculentus kompleksa razlikuju u akumulaciji metala i parametrima antioksidacinog
sistema, kao i da se ispitivani parametri mogu koristiti kao biomarkeri izlaganja i
efekata metala. Na osnovu svega $to je zabelezeno moze se zakljuciti da su vrste P.

esculentus kompleksa pogodni bioindikatori prisustva i efekta metala u Zivotnoj sredini.
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Pelophylax esculetus kompleks; Pelophylax ridibundus; Pelophylax lessonae;
biomarker; biomonitoring.
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PARAMETERS OF ANTIOXIDATIVE DEFENSE SYSTEM IN TISSUES OF
THE FROGS FROM THE Pelophylax esculentus COMPLEX EXPOSURE TO
METALS

ABSTRACT

Organisms are exposed to different environmental factors and contaminants.
Metals are marked as a major problem due to their ubiquitous and toxicity. The
oxidative stress has been suggested as one of the main mechanisms of metal toxicity
effects on organisms. The redox active metals (Fe, Cu, Cr and Ni), induce oxidative
stress directly through the Fenton and Haber-Weiss reactions, while the redox inactive
metals (Cd, Pb, Zn, and Hg) act indirectly through alterations of the antioxidant defense
system (AQS).

The Pelophylax esculentus hydride complex is comprised of three semiaquatic
frog species (parent species Pelophylax lessonae and Pelophylax ridibundus and their
hybrid Pelophylax Kkl. esculentus) that coexist and can crossbreed. Frogs are
distinguished by a number of properties (biphasic life- aquatic and terrestrial, complex
life cycle and semipermeable skin) that make them highly susceptible to metal
accumulation trough water and food chain and are therefore potentially useful
bioindicator species.

The aims of this doctoral dissertation were to determine: differences in metals
bioaccumulation, activities and concentration of antioxidative defense system
parameters and activity of cholinesterases in the liver, skin and muscle tissues of P.
esculentus complex species from four localities; the changes in antioxidative defense
system parameters and activity of cholinesterases induced by different metals
concentration, and in the end potential usefulness of examined parameters as biomarkers
of metals effects. Frogs were caught from next localities: Lake Popovica as a part of
National Park “Fruska Gora”, Special Nature Reserve "Obedska Bara", Nature Park
"Ponjavica" and the Grand Canal as part of the Danube-Tisa-Danube canal. Analyzed
parameters of antioxidative defense system included enzymatic components: activities
of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px),
glutathione reductase (GR), enzyme of phase Il biotransformation glutathione-S-

transferase (GST), and non-enzymatic components: the concentration of glutathione



(GSH) and free sulfhydryl groups (SH). The concentrations of metals (As, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Zn) were measured in the water and tissues.

The results of metals accumulation in liver, skin and muscle of P. esculentus
complex frogs showed that P. ridibundus accumulated highest concentrations of metals,
then P. esculentus and P. lessonae. Differences in metals accumulation of examined
frogs could be related with some interspecies differences in life history, hibernation,
prey diversity and body size. P. ridibundus is the largest and always hibernate in water,
while other two have smaller body, different prey diversity and/or hibernate on land.

Among the all examined AOS parameters, enzymes SOD, GSH-Px and
concentration of SH groups displayed the highest level of variability. Relationship
between activities of CAT and GSH-Px in liver denoted of hydride P. esculentus from
its parental species. P. esculentus had higher activity of CAT and lower activity of
GSH-Px in comparison to P. ridibundus and P. lessonae. The results indicate that
beside differences in interaction with environment and in some physiological processes
the species of this complex also differ in parameters of AOS.

Intertissue differences in AQS, cholinesterase activity and metals accumulation
between liver, skin and muscle of P. esculentus frogs point out liver as tissue with
highest values of all parameters and highest number and concentration of metals, then
followed by skin and the lowest were for muscle.

The effects of different localities on P. esculentus comlpex species revealed that
the concentrations of metals in tissues and water differ, this can be the result of the
exposure of frogs to elevated concentrations of metals in the past, and/or to indirect
accumulation of these elements via food intake. The general trend showed that the
increased locality pollution is in compliance with increased metal accumulation, this
trend was not observed for changes in AOS.

Relationship between concentration of metals and AOS parameters showed that
P. esculentus exhibited the highest number of correlations, this was followed by P.
ridibundus and by P. lessonae which exhibited the lowest number of correlations. The
highest effects on frogs antioxidative defense system had next redox active metals: Cr,
As, Ni, Fe i Cu, and redox inactive metals: Hg i Cd. The highest number of correlations
were determined for the following biomarkers: SH groups, SOD and GR. This



parameters (SH groups, SOD and GR) can be used as biomarkers of metal pollution-
induced oxidative stress in frogs tissues.

Cholinesterase activity correlated with concentration of metals, positively with
Al, Zn and Cu and negatively with As and Hg, this indicate that cholinesterase could be
included in biomonitoring studies of metals effects.

Research conducted in this doctoral dissertation showed: that the species of P.
esculentus complex differ in concentration of accumulated metals and antioxidative
defense system parameters; and that used parameters can be good biomarkers of
exposure and effects of metals. In the light of these findings we can suggest the use of
P. esculentus complex species as a biomonitoring species in studies of metal

accumulation and metal-induced oxidative stress.

Key words: antioxidative defense system; oxidative stress; cholinesterase; metals; frog;
Pelophylax esculentus complex, Pelophylax ridibundus; Pelophylax lessonae;

biomarkers, biomonitoring.

Scientific field: Biology
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UDC number: 77.152.1:597.851(497.11)(043.3)
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1. Uvod

Brzim razvojem industrije covek je sebi u mnogome olakSao zivot, ali je u tom
procesu istovremeno naruSio ravnoteZzu Zivotne sredine koja je u prirodi postojala
vekovima. Tesko je zamisliti moderan zivot bez razlic¢itih hemijskih proizvoda i
hemijske industrije. Farmaceutska, agronemijska, petrohemijska, metalna industrija kao
1 brojni hemijski proizvodi su sastavni deo naseg nacina zivota. Prekomerna upotreba
ovih proizvoda dovodi do njihovog povecanog prisustva u Zivotnoj sredini i rizika po
zdravlje ljudi i drugih organizama (Shafi, 2005). Medutim, ne smatraju se sve prisutne
hemikalije zagadivac¢ima. Pod zagadiva¢ima se podrazumevaju samo one hemikalije
koje pokazuju neke toksicne efekte. Opsta podela hemijskih zagadivaca je na dve velike
kategorije: organske i neorganske. Pod organskim zagadivadima se smatraju sve
hemijske supstance organskog porekla koje u nekoj koncentraciji pokazuju toksicne
efekte i kao najceS¢e se navode razliite vrste pesticida (dibenzo-p-dioksini (PCD) i
polihlorinovani dibenzofurani (PCDF), polihlorinovani bifenoli (PCB), policikli¢ni
aromati¢ni ugljovodonici (PAH), polibrominovani bifenoli (PBB), polihlorinovani
terfenoli (PCT), organohlorni i piretroidni pesticidi i biocidi), deterdzenti, farmaceutski
proizvodi (antibiotici, lekovi) i drugi. Neorganski zagadivaci su supstance mineralnog
(neorganskog) porekla i dele se na: metale, metaloide i nemetale (Singer, 1970). Jedan
od mehanizama preko kojeg zagadivati dovode do promena u normalnom
funkcionisanju organizma povezani su sa oksidacionim stresom (Stolyar i Lushchak,
2012).

1.1. Oksidacioni stres

Tokom evolucije, prelaskom sa anaerobnog nacina zivota na aerobni nacin, Zivi
organizmi se sre¢u sa problemom izlaganja potencijalno opasnim oksidacionim
procesima (Droge, 2002). Slobodan kiseonik je omogucio aerobnim ¢elijama kori$¢enje
znatno vecih koli¢ina energije u odnosu na anaerobne. Ovakvu energetsku ugodnost
aerobni organizmi su morali da plate nizom poremecaja i oSte¢enja nastalih delovanjem

slobodnih radikala (reaktivnih vrsta kiseonika eng. Reactive Oxygen Species- ROS i



reaktivnih vrsta azota eng. Reactive Nitric Speciess RNS) koji nastaju kao produkt
metabolizma (Stajn i sar., 2007).

Slobodni radikali poseduju jedan ili viSe nesparenih elektrona u spoljasnjoj
orbitali. Ovaj elektron ili elektroni su odgovorni za nestabilnost i reaktivnost svih
slobodnih radikala. Slobodni radiklali se produkuju iz neradikala koji su po prirodi
slabo reaktivni. Neradikal se moze prevesti u oblik slobodnog radikala primanjem ili
gubitkom elektrona, pri ¢emu se menjaju njegova fizi¢ka i hemijska svojstva (Halliwell
i Gutteridge, 1999b). Stetno delovanje slobodnih radikala potiée iz potrebe da postignu
elektronsku stabilnost i zato reaguju sa prvim susednim stabilnim molekulom uzimaju¢i
njegov elektron i zapoc€injuéi na taj nacin lancanu reakciju koja dovodi do biohemijskih,
strukturnih i funkcionalnih promena biomolekula. Slobodni radikali mogu nastati kao
posledica delovanja razlicitih faktora iz spoljasnje sredine: visokoenergetska zraCenja,
prisustvo teSkih metala, neke otpadne materije, pesticidi, hiperoksija, dim cigarete,
alkohol, anestetici, citostatici i uopSte aromati¢na ugljovodoni¢na jedinjenja koja
izazivaju oSteCenja cCelija (Droge, 2002). Slobodni radikali mogu nastati i u procesima
koji se odvijaju u samim organizmima, na primer u procesu aerobne respiracije koja se
odvija u mitohondrijama, pri cemu nepotpunom redukcijom O, nastaju slobodni radikali
kiseonika. U organizmu se produkuju i slobodni radikali azota, a u metabolizmu
ksenobiotika mogu da nastanu i slobodni radikali ugljenika i sumpora. Pored toga Sto
nastaju u procesu oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, slobodni radikali se
produkuju i u procesu fagocitoze, biotransformacije egzogenih i endogenih supstrata u
endoplazmaticnom retikulumu, metabolizmu etanola, u reakcijama koje katalizuju
oksidaze, sintezi eikosanoida i u reakcijama oksidoredukcije u prisustvu metala sa
promenljivom valencom (Halliwell i Gutteridge, 2007).

Oksidacioni stres prema Halliwell i Guttridge (1999b) predstavlja ozbiljno
narusen balans izmedu produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i reaktivnih vrsta
azota (RNS) sa jedne strane i antioksidacionog sistema sa druge strane. Dok Sies (1991)
definise oksidacioni stres kao poremecaj prooksidaciono-antioksidacione ravnoteze u

pravcu prve Sto dovodi do potencijanih oStecenja.



1.1.1. Reaktivne vrste kiseonika i azota

Slobodni radikali ili druge vrste aktiviranog kiseonika prema Halliwell-u i
Guttridge-u (1989) nazivaju se reaktivne vrste kiseonika (ROS) (Tabela 1). Kod
aerobnih organizama u procesu respiracije koji se odigrava na unutrasnjoj membrani
mitohondrija, najve¢i deo molekulskog kiseonika se redukuje do vode. Svaki molekul
kiseonika za sebe vezuje Cetiri elektrona, u ovaj proces je uklju¢en kompleksa citohrom-

oksidaze. Jednacina redukcije kiseonika do vode je:

O+€+H ' €<—> HO, <—> H"'+0,"
HO; +€ + H'<——> H,0;
Hs0,+ € + HY<—> H30,<—> H,0 + OH'
OH +€ +H"<——> H,0

O, +4€ + 4H™—> 2H,0
Prilikom redukcije molekulskog kiseonika manjim brojem elektrona u oko 2-5%
slu¢ajeva nastaju delimi¢no redukovani i toksi¢ni meduproizvodi nazvani reaktivne

vrste kiseonika (Halliwell i Gutteridge, 1999b).

Tabelal. Reaktivne vrste kiseonika (Halliwell i Gutteridge, 1999b)

Reakcije Produkti
0, + 1le'— O,” Superoksid anjon radikal
0, +H" — HO, Hidroperoksil radikal

02 + 2 — HQOZ
202'_ +2H — O, + HZOZ
0,+3e — OH
H,0, + Fe*" — Fe** + OH + OH’
H,0, + Cu®* — Cu®* + ‘OH + OH"

Ozl_ + H202—> O, + ‘OH + OH’
_ . .- 1. | Oksidacija masnih kiselina ili
OH' +RHIli LH — H,0, + Rl L drugih organskih molekula

R iliL + O, — LOy ili ROy Peroksil radikal
LO, + LH —-LOOH + L Organski hidroperoksid
Ozl_ + 02'_ +2H — 102 + HZOZ
02'_ + HZOZ +H" — 102 + Hzo + 'OH
O, Ozon

Vodonik preoksid

Hidroksil radikal

Singlet kiseonik




Superoksid anjon radikal nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskog
kiseonika ili jednoelktronskom oksidacijom vodonik peroksida u respiratornom lancu
mitohondrija, hloroplasta i u endoplazmaticnom retikulumu (Halliwell i Gutteridge,
1999b).

O,+e — 0y

Superoksid anjon radikal stvara se u nefagocitnim i fagocitnim ¢elijama
aerobnih organizama delovanjem enzima NAD(P)H oksidaze i ksantin oksidaze, ali i
neenzimski, delovanjem redoks reaktivnih jedinjenja. Aktivnos¢u enzima superoksid
dismutaze konvertuje se u H,O,, sa kojim u prisustvu jona redoks aktivnih metala kroz
Fenton-ovu odnosno Haber-Weiss-ovu reakciju daje visokoreaktivni hidroksil radikal
(OH) (Liu i Hotchkiss, 1995; Gebicki, 1997).

Vodonik peroksid nema nesparenih elektrona pa je zato jedan od najstabilnijih
meduproizvoda redukcije kiseonika. On i1 nije u pravom smislu slobodan radikal.
Nastaje direktno dvoelektronskom redukcijom kiseonika, jednoelektronskom
redukcijom superoksid anjon radikala ili njegovom konverzijom u reakciji katalizovanoj

enzimom superoksid dismutazom (SOD) (Halliwell, 2000; Droge, 2002).

O,+2€e — H0,
202'_+2H+—>02+H202

H,0, se produkuje u ¢elijama u peroksizomima, mikrozomima, mitohondrijama,
endoplazmati¢cnom retikulumu i ¢elijskim membranama. Obzirom da peroksizomi
produkuju najveée koli¢ine H,O; karakteriSu se i visokom aktivnos¢u katalaze, enzima
koji stiti ¢eliju od njegovih toksi¢nih efekata (Halliwell, 2000).

Halliwell i Gutteridge (2007) su NO svrstali u posebnu grupu reaktivnih vrsta

azota, a smatra se da je NO glavni izvor svih drugih RNS (Tabela 2). Azot-monoksid

N
moze da nitroziliSe tiol grupe, pri ¢emuse konvertuje u nitrozonijum jon (NO ). Ovaj jon

zatim reaguje sa tiol grupama, stvarajuci nitrozo-tiole (Hogg, 2000), koji mogu da

prenose NO grupu na druge sulfhidrilne grupe ciljanih proteina, formirajuéi stabilnije



kovalentne veze. Metali sa promenljivom valencom su takode bioloske “mete” za NO,
pri ¢emu nastaju NO-metal kompleksi. Jedan od takvih metala je gvozde, ugradeno u

molekule hema.

Tabela 2. Reaktivne vrste azota (Halliwell i Whiteman, 2004).

Slobodni radikali Neradikalske reaktivne vrste

Azot monoksid NO* | Azotna kiselina HNO,

Azot dioksid NO," | Nitrozil katjon NO*

Nitroksil anjon NO

Dinitro tetraoksid N,O,

Dinitro trioksid N,Os
Peroksinitrit ONOO"
Peroksinitritna kiselina ONOOH
Nitronium (nitril) katjon NO,"
Alkil peroksinitrit ROONO
Nitril (nitronium) hlorid NO,CI

U ostvarivanju bioloskih uloga NO, vaznu ulogu imaju i njegovi derivati: azot-
dioksid (NO2), peroksi-nitritna kiselina (ONOOH), peroksinitrit (ONOQO") i azot-
trioksid (N,O,) (Pacher i sar., 2007). U bioloskim sistemima azot monoksid medutim,
pre reaguje sa superoksid anjon radikalom (O7), stvaraju¢i snaznan oksidant,

peroksinitritni radikal (ONOO):

02"+ NO— ONOO™ — NO3

Brzina ove reakcije je tri puta veéa od one kojom superoksid dismutaza
katalizuje dismutaciju O," u vodonik-peroksid. Stvoreni peroksinitrit reaguje sa brojnim
biomolekulima, deluju¢i kao selektivni oksidant i nitriSu¢i agens. On vrsi nitrovanje

tirozina i tirozinskih ostataka, stvarajuci nitrotirozin.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Halliwell%20B%22%5BAuthor%5D�

1.1.2. Oksidaciona oStecenja

Oksidacioni stres remeti aktivnosti antioksidacionih enzima i dovodi do
oste¢enja DNK, stvaranja produkata oksidacije proteina i lipidne peroksidacije. Koji ¢e
deo ¢elije (proteini, nukleinske kiseline, membranski lipidi ili citosolni molekuli), ili
koja vancelijska komponenta (hijaluronska kiselina i kolagen) reagovati sa slobodnim
radikalima zavisi od prirode radikala, kao i mesta i izvora njegovog stvaranja (npr.
citosolne komponente, mitohondrije, endoplazmati¢ni retikulum, peroksizomi, ¢elijska
membrana) (Sies i sar., 1985).

Lipidna peroksidacija predstavlja oksidaciono oste¢enje koje je izazvano
delovanjem reaktivnih vrsta kiseonika na celijske membrane, lipide (fosfolipide,
glukolipide i holesterol), lipoproteine i druge molekule koji sadrze lipide. Proces
lipidne peroksidacije ukljucuje stvaranje lipidnih peroksil radikala (LOO") i lipidnih
hidroperoksida (LOOH) koji nastaju u interakciji bioloskih makromolekula sa ROS,
na prvom mestu dejstvom ON. Ovo ima za posledicu modifikacije propustljivosti
¢elijske membrane 1 promenu metabolizma membranskih proteina i lipida. Lipidni
peroksidi u reakcijama koje su katalizovane metalima stvaraju alkoksi radikale (LO),
holesterol hidroperokside, epokside holesterola i masnih kiselina i druge aldehide
(Radi i sar., 1991). U procesu lipidne peroksidacije mozemo izdvojiti tri faze:

- Prva faza je faza inicijacije koja podrazumeva izdvajanje vodonika iz
polinezasi¢enih masnih kiselina koje se nalaze u sastavu membrana i nastanak lipidnih
radikala (L).

- U drugoj fazi, fazi propagacije dolazi do stvaranja velikih koli¢ina peroksil
radikala i organskih hidroperoksida koji nastaju usled lan¢anih slobodno-radikalskih
reakcija.

- Trec¢a faza, faza terminacije lipidnih hidroperoksida, podrazumeva isecanje
oksidaciono-modifikovanih nezasi¢enih masnih kiselina ili alkohola nastalog
redukcijom LPO. Enzimi koji ucestvuju u ovoj fazi su: glutation-peroksidaza,
fosfolipid hidroperoksid, glutation-peroksidaza i selen nezavisna glutation-S-
transferaza (Stajn i sar., 2007).

Posledice lipidne peroksidacije su strukturno-funkcionalne promene celijske

membrane. Oste¢enjem membranskih lipida smanjuje se hidrofobnost lipidnog dvosloja



I menja se afinitet i interakcija proteina i lipida. Usled naruSene lipo-proteinske
interakcije remeti se homeostaza ¢elije, Sto dovodi do disfunkcije celijskih procesa
(deljenje, diferencijacija, endocitoza, egzocitoza, fagocitoza, transport jona, prijem i
prenos signala, meducelijski kontakt) (Halliwell i Gutteridge, 2007). LPO dovodi do
promena u fluidnosti bioloskih membrana, opadanja vrednosti membranskog
potencijala, poveéanja propustljivosti prema jonima H* i drugim jonima (Gutteridge i
Halliwell, 1999D).

Proteini su vazni Celijski konstituenti i znacajni ciljni molekuli ROS. Relativno
male strukturne modifikacije proteina mogu da dovedu do znacajnih promena u njihovoj
¢elijskoj aktivnosti. Aminokiselinski ostaci proteina razlikuju se po stepenu osetljivosti
na ROS, a aminokiseline koje su najosetljivije na oksidaciju su cistein i metionin
(Bounous i Gold, 1991). Sli¢no lipidnoj peroksidaciji, OH" predstavlja najreaktivniji
ROS koji uzrokuje oksidaciona ostecenja proteina. Proces oksidacije proteina najcesce
dovodi do nastanka novih funkcionalnih grupa, kao Sto su hidroksilne i karbonilne
grupe (Kruidenier i Verspaget, 2002). Karbonilacija proteina je ireverzibilan proces i
koristi se kao biomarker oksidacionog stresa (Valko i sar., 2007). Sekundarni efekti
oksidacije proteina ukljucuju nastanak alkil, alkoksil i alkil-peroksil radikala, zatim
fragmentaciju polipeptidnog lanca, promenu naelektrisanja proteina, povecanu
osetljivost na proteolizu, protein-protein interakcije i agregaciju nastalih produkata.
Narusavanje tercijarne strukture i funkcije razliCitih proteina (promene u aktivnosti
enzima, receptornih i transportnih proteina) moze da dovede do smrti ¢elije (Almroth 1
sar., 2008).

ROS mogu da reaguju sa svim komponentama DNK molekula (purinske i
pirimidinske baze, dezoksiribozna osnova) i dovedu do razli¢itih oStecenja DNK, kao
Sto su jednolancani i1 dvolancani prekidi molekula DNK, modifikacije purinskih i
pirimidinskih baza i dezoksiriboze, delecije, mutacije i translokacije DNK, unakrsna
povezivanja u okviru jednog ili oba lanca DNK, kao i unakrsna povezivanja DNK i
proteina. NajviSe proucavana lezija DNK je modifikacija purinske baze guanozina i
formiranje 8-hidroksiguanozina (8-OH-G), koji je dobar biomarker oksidacionog stresa.
Rezultat ovog procesa je zamena guanozin-citozin (GC) baznog para u timin-adenin
(TA) bazni par nakon dva replikaciona ciklusa. OSte¢enja DNK pod dejstvom razli¢itih

ROS dovode do spre¢avanja indukcije transkripcije, greSaka u replikaciji i genomske



nestabilnosti, Sto predstavlja prvi korak uklju¢en u mutagenezu, karcinogenezu i
starenje (Halliwell i Gutteridge, 1999b; Kryston i sar., 2011).

1.2. Antioksidacioni sistem (AOS)

Antioskidaciona zastita je fizioloski proces koji u zdravom organizmu
funkcioniSe neprekidno i ima za cilj da spreci Stetno delovanje prooksidativnih faktora
(Halliwell i Gutteridge, 1989). Antioksidaciona zaStita se ostvaruje antioksidacionim
sistemom (AOS) koji se razvio kod aerobnih organizama u toku evolucije sa ciljem da
spreci, ogranici ili popravi oste¢enja nastala delovanjem slobodnih radikala (Halliwell i
Gutteridge, 1999b). Osnovu ovog sistema ¢ine antioksidansi, odnosno svaka supstanca
koja moze, kada je prisutna u malim koncentracijama u odnosu na oksidovani supstrat,
da spreci ili smanji oksidaciju supstrata (Halliwell i Gutteridge, 2007).

Prema prirodi i nacinu delovanja razlikuje se primarna i sekundarna
antioksidaciona zaStita. Primarna antioksidaciona zaStita se ostvaruje delovanjem
neenzimskih i enzimskih komponenti AOS (Drége, 2002). U enzimske komponente
spadaju slede¢i enzimi: superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation-
peroksidaza (GSH-Px), glutation-reduktaza (GR) i glutation-S-transferaza (GST). Van
Der Oost i sar. (2003) su predlozili koncept prema kome se enzim glutation-S-
transferaza (GST) svrstava u grupu enzima faze Il biotransformacije i tako izdvaja iz
sistema zastite od oksidacionih o$te¢enja. Neenzimsku antioksidacionu zaStitu ostvaruju
supstance male molekulske mase, koje se prema rastvorljivosti dele na: supstance
rastvorljive u vodi (vitamin C, glutation, metionin, cistein, albumin, bilirubin,
biliverdin, mokrac¢na kiselina, transferin, ceruloplazmin, histidin, feritin), i supstance
rastvorljive u mastima (vitamin E, vitamin A, B-karoten, koenzim Q) (Cadenas i sar.,
1989).

Sekundarnu antioksidacionu zastitu Cine protein-specificne oksido-reduktaze
(tiol-transferaze), protein-ADP-ribozil-transferaze i ATP i Ca’* nezavisne proteaze
(Cadenas i sar., 1989). U antioksidanse ubrajaju joS i melatonin, metalotioneini,
poliamini, urati, flavonoidi, polifenoli, fitoestrogeni, estrogeni, rezveratrol, piruvat, o-
ketoglutarat, melanin, dihidrolipoinska i lipoinska kiselina, karnozin, homokarnozin,
taurin i anserin (Mates, 2000; Halliwell i Gutteridge, 2007).


http://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%B8%D0%B7%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%98%D0%B0�

1.2.1. Enzimi antioksidacionog sistema

1.2.1.1. Superoksid-dismutaza (SOD)

Superoksid-dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) predstavlja prvu liniju odbrane od
ROS i ima klju¢nu ulogu u zastiti celije od oksidacionih oStec¢enja. Superoksid-
dismutaza katalizuje dismutaciju superoksid anjon radikala u kiseonik i vodonik

peroksid, prema sledecoj jednac¢ini (McCord i Fridovich, 1988):

20, + 2H" — H,0, + O,
20," + 2H'—> H»0,+ 05

Tokom evolucije nastalo je viSe klasa enzima SOD, Sto je povezano sa
dostupnoséu odgovarajuc¢ih metala u biosferi u razli¢itim geoloSkim erama (Alscher i
sar., 2002). Na osnovu metala koji je prisutan u aktivnom centru enzima, kao i lokacije
u Celiji, opisano je pet izoenzimskih formi SOD u Zivom svetu:

% gvozde sadrzavajuca superoksid-dismutaza (Fe SOD),
% nikal sadrzavajuca superoksid-dismutaza (Ni SOD),
% mangan sadrzavajuca superoksid-dismutaza (Mn SOD),

¢ bakar cink sadrzavajuca superoksid-dismutaza (CuzZn SOD) i

+«» ekstracelularna superoksid-dismutaza (EC SOD).

Kod ljudi, svih sisara i skoro svih hordata prisutne su tri izoforme ovog enzima:
bakar-cink zavisna (CuZnSOD), mangan zavisna (MnSOD) i ekstracelularna (ECSOD).

1.2.1.2. Katalaza (CAT)

Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) je jedan od najefikasnijih enzima u zivom svetu,
prisutan kod skoro svih eukariotskih i prokariotskih organizama izloZenih molekulskom
kiseoniku. Ovaj enzim ima ulogu u katalizi procesa razgradnje vodonik-peroksida do
vode i kiseonika (Chelikani i sar., 2004). Katalaza u zavisnosti od koncentracije
supstrata moze da pokaze reakciju po katalaznom (brzom) ili peroksidaznom (sporom)



tipu (Sichak i Dounce, 1986). U katalaznom tipu reakcije, kao donor vodonika koristi se
drugi molekul H,O,, pri ¢emu nastaju H,O i O».

2H-,0,—2H,0 + O,

Ovaj tip reakcije se odvija pri ve¢im koncentracijama vodonik-peroksida.
U peroksidaznom tipu reakcije donori vodonika su razliCita organska i

neorganska jedinjenja, a krajnji produkti su nativni enzim, oksidovani kosupstrat i voda.

AH> + H,O,— A + 2H,0

Reakcija se odvija kada su prisutne manje koncentracije H,O, (Sichak i Dounce, 1986).
U eukariotskim ¢elijama CAT se predominantno nalazi u peroksizomima, a
prisutna je i u citosolu i mitohondrijama. Mnogi peroksizomalni enzimi, kao Sto je
enzimski sistem za B-oksidaciju masnih kiselina, dovode do produkcije velike koli¢ine
H,0,. Zbog toga je uloga katalaze u ovim organelama od presudnog znacaja za zastitu

¢elije od oksidacionih oStecenja (Fidaleo, 2010).

1.2.1.3. Glutation-peroksidaza (GSH-Px)

Glutation-peroksidaza (GSH-Px, EC 1.11.1.9) ima Siroku distribuciju u biljnom i
zivotinjskom svetu, dok je prisustvo ovog enzima u prokariotskim ¢elijama detektovano
samo kod nekoliko vrsta (HaluSkova i sar., 2009; Arenas i sar., 2010). Kod eukariotskih
organizama nalazi se u razli¢itim celijskim kompartmentima, kao $to su citosol,
mitohondrije, peroksizomi i intermembranski prostor i prisutna je u gotovo svim
¢elijama. GSH-Px katalizuje redukciju H,O; u H,O i organskih hidroperoksida (ROOH)
u alkohole (ROH), pri ¢emu kao kofaktor koristi glutation (GSH):

2GSH + H,O,—> GSSG + H,0
2GSH + ROOH —> GSSG +ROH
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GSH-Px ima ve¢i afinitet za H,O, u odnosu na katalazu, tako da ima vaznu
ulogu u primarnoj odbrani pri niskim koncentracijama H,0,, dok je katalaza znacajniji
enzim u uslovima izrazitog oksidacionog stresa (Kruidenier i Verspaget, 2002).

Opisane su tri forme ovog enzima: selen-zavisna glutation-peroksidaza (Se
GSH-Px), selen-nezavisna glutation-peroksidaza (non-Se GSH-Px) 1 fosfolipid
hidroperoksid glutation-peroksidaza (PH GSH-Px) (Halliwell i Gutteridge, 1999a).

1.2.1.4. Glutation-reduktaza (GR)

Glutation-reduktaza (GR, EC 1.6.4.2) je detektovana u svim grupama Zivog
sveta. Prisutna je u prokariotskim ¢elijama i u citosolu i mitohondrijama eukariotskih
¢elija. Ovaj enzim Katalizuje reakciju redukcije oksidovanog glutationa (GSSG) u
redukovani glutation (GSH) uz uces¢e NADPH kao redukujuceg kofaktora (Heffner i
Repine, 1989):

GSSG + NADPH + HF———> 2GSH + NADP'

Enzim GR je homodimerni flavoprotein koji u aktivnom centru ima redoks
aktivan disulfid. Svaka subjedinica sadrzi prosteti¢ku grupu flavin adenin dinukleotid
(FAD). Dimerna priroda enzima neophodna je za njegovu funkciju, jer obe subjedinice
ucestvuju u formiranju aktivnog centra enzima. Kataliticki ciklus GR ima dve faze, prvo
NADPH redukuje FAD, pri ¢emu se redukujuéi ekvivalent prenosi na redoks aktivan
disulfid, a zatim dolazi do redukcije GSSG u aktivnom centru enzima (Tandogan i
Ulusu, 2006).

Povecanje aktivnosti GR u odgovoru na oksidacioni stres rezultat je indukcije
sinteze specificne GR mRNK kao i uspostavljanja ravnoteze sa ostalim komponentama
antioksidacionog zastitnog sistema. GR je znaCajan enzim u sistemu antioksidacione
odbrane celije zato Sto ucCestvuje u odrzavanju visokog odnosa GSH/GSSG 1 redoks
ravnoteze u celiji. Pored toga, svojim delovanjem obezbeduje potrebnu koli¢inu GSH

kao kosupstrata za GSH-Px i GST (Mullineaux i Creissen, 1997).
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1.2.1.5. Enzim faze |l biotransformacije glutation-S-transferaza (GST)

Glutation-S-transferaza (GST, EC 2.5.1.18) je vaZan deo detoksikacionog
sistema Celije. Najvazniji je enzim faze Il detoksikacije i ima centralnu ulogu u odbrani
protiv razli€itih sredinskih zagadivaa. GST ima vaznu ulogu u detoksikaciji jakih
elektrofila koji imaju toksi¢ne, mutagene i karcinogene osobine. Ovaj enzim je prisutan
u gotovo svim zivim sistemima. Detektovan je u prokariotskim ¢elijama i u citoplazmi,
mitohondrijama i mikrozomima eukariotskih ¢elija. Ve¢ina GST izoenzima su solubilni
proteini, dok su u manjoj meri zastupljene forme koje su vezane za razli¢ite membrane
u ¢eliji (Hayes i sar., 2005). Najznacajnija reakcija enzima GST je konjugacija GSH sa
razli¢itim elektrofilnim supstratima (R-X), pri ¢emu se smanjuje njihova potencijalna

reaktivnost sa ¢elijskim makromolekulima:

GSH +R-X —m/—> G-SR + HX

GST ispoljava visSe razli¢itih funkcija: detoksikacionu, transportnu i sinteticku.

Svaka subjedinica enzima GST poseduje dva funkcionalna regiona u aktivnom
centru, hidrofilni G-region koji vezuje GSH i hidrofobni H-region koji vezuje strukturno
razlicite elektrofilne supstrate. G-region enzima ima visoku evolutivnu ocuvanost, dok
se H-region razlikuje kod razli¢itih izoformi u zavisnosti od supstrata koje vezuje.
Nakon vezivanja GSH i elektrofilnog supstrata u aktivnom centru proteina, aktivira se
sulfhidrilna grupa GSH, §to omoguc¢ava nukleofilni "napad" na atom ugljenika, azota ili
sumpora elektrofilnog jedinjenja. Formacija tioetarske veze izmedu GSH 1 elektrofila,
odnosno nastanak GSH konjugata rezultuje u manjoj reaktivnosti i vecoj rastvorljivosti
supstrata u vodi, tako da je ova reakcija uglavnom detoksikacione prirode. Medutim,
kod jedinjenja kao Sto su halogeni alkeni i alkani, GSH konjugati su naj¢es¢e nestabilni
1 mogu da formiraju razliCite izrazito reaktivne intermedijarne strukture (Eaton i
Bammler, 1999).

Osim detoksikacije razli¢itih egzogenih jedinjenja, konjugacione reakcije sa
GSH su kljutne i za metabolizam endogenih reaktivnih meduprodukata. Svojom
aktivno$éu GST moze da detoksikuje Stetne produkte lipidne peroksidacije kao Sto je

HNE, tako da ovaj enzim ima vaznu fiziolosku ulogu u zastiti ¢elije od oksidacionog
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stresa koji je indukovan endogenim lipidnim peroksidima. GST takode uklanja i
jedinjenja koja nastaju oksidacionom degradacijom DNK (Wang i Ballatori, 1998).
Pojedine izoforme enzima pokazuju GSH-Px aktivnost i katalizuju redukciju organskih
hidroperoksida do odgovarajucih alkohola.

Do sada je identifikovano 15 klasa GST izoenzima: alfa, kapa, mi, pi, omega,
sigma, teta i zeta koje su pronadene kod sisara, dok su beta, delta, epsilon, lambda, fi,
tau i ro detektovane kod razli¢itih nesisarskih vrsta (bakterije, gljive, biljke, mekusci,

zglavkari, ribe, vodozemci, ptice) (Park i sar., 2009).

1.2.2. Neenzimske komponente antioksidacionog sistema

1.2.2.1. Glutation (GSH)

Tripeptid glutation (L-glutamicil-cisteinil-glicin) je niskomolekulsko tiolno
jedinjenje koje ¢ini 90% ukupnih neproteinskih sulthidrilnih jedinjenja ¢elije. Glutation
se sintetie iz aminokiselina (cisteina, glutamata i glicina) reakcijom koju Kkatalizuju
enzimi glutamilcistein-sintetaza i GSH- sintetaza (Griffith, 1999). Glutation predstavlja
najzastupljeniji neproteinski, odnosno niskomolekulski tiol u éelijama. Siroko je
rasprostranjen u zivotinjama, biljkama i mikroorganizmima i kao hidrofilno jedinjenje
nalazi se u celijskom citosolu i drugim vodenim fazama Zivih sistema. On je
antioksidans koji spreCava o$tec¢enja celijskih komponenti koja mogu da uzrokuju
formiranje reaktivnih vrsta kiseonika i azota, poput slobodnih radikala i peroksida
(Pompella i sar., 2003). Prisutan je u svim ¢elijama u citosolu, mitohondrijama, jedru i
endoplazmati¢nom retikulumu (Forman i sar., 2009). GSH reaguje brzo sa reaktivnim
vrstama kiseonika i azota. Njegova zastitna uloga se zasniva na sposobnosti sulfhidrilne
grupe (-SH) cisteina da se reverzibilno oksiduje (Meister, 1992). Indirektno dejstvo
moze da ostvaruje kao kofaktor glutation-peroksidaze i glutation-S-transferaze u
reakcijama detoksikacije vodoni¢nih i lipidnih peroksida (Mates, 2000).

Glutation moZe da postoji u dva oblika, redukovanom (GSH) ili oksidovanom
(GSSH). U redukovanom obliku koji je bioloski aktivan, tiol grupe cisteina su sposobne
da doniraju redukujuéi ekvivalent (H", €) drugim nestabilnim molekulima, kao $to su

reaktivne vrste kiseonika ili azota. Doniranjem elektrona, GSH postaje i sam reaktivan,
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ali brzo reaguje sa drugim reaktivnim glutationom grade¢i glutation disulfid (GSSG),
odnosno oksidovani glutation. Oksidovani glutation je potencijalno toksic¢an, zato se
jednim delom ekskretuje iz Celije, dok se ostatak redukuje dejstvom enzima glutation
reduktaze (GR) uz uceS¢e NADPH kao redukujuc¢eg faktora do GSH, slede¢om
reakcijom (Huang i Huang, 2002):

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP

Glutationski redoks par (GSSH/GSH) je jedan od redoks sistema celije. U
normalnim uslovima vise od 90% glutationa je u redukovanom obliku u ¢elijama. U
uslovima oksidacionog stresa odnos GSH/GSSG se smanjuje u smislu favorizovanja
GSSG (Griffith, 1980). GSH u antioksidacionoj zastiti funkcioniSe na vise nivoa. Pored
toga Sto je kofaktor pojedinih antioksidacionih enzima, GSH direktno uklanja slobodne
radikalske vrste O,", OH i ONOOQO, kao i lipidne radikale i hidroperokside, regeneriSe
vazne neenzimske antioksidante (askorbinska kiselina, a-tokoferol) do njihovih aktivnih
formi, ukljuen je u direktnu popravku oksidacionih oste¢enja molekula DNK 1
sprecava apoptozu izazvanu ROS i citokinima (Kruidenier i Verspaget, 2002).

GSH moze da ucestvuje u antioksidacionoj zastiti u neenzimskim reakcijama,
zahvaljuju¢i sposobnosti da reaguje sa organskim radikalima (R’ i tako zajedno sa

enzimom SOD funkcioniSe u prevenciji oksidacionih ostecenja:

R+GSH —> RH+GS
GS +GS —> GSSG~
GSSG™+0; ——> GSSG + 05"
20, +2H" —> H,0,+ 0,

GSH takode moze neenzimski da formira metalne komplekse. GSH je jedan od
znaCajnih liganada koji vezuju metale, tako da ima vaznu ulogu u transportu,
deponovanju i metabolizmu metala. GSH funkcioniSe u mobilizaciji i transportu metala
izmedu liganada, kao i kroz ¢elijske membrane, izvor je cisteina za vezivanje metala i
sluzi kao reduktant ili kofaktor u redoks reakcijama koje ukljucuju metale. Sulthidrilna

grupa cisteina u molekulu GSH ima visok afinitet za metale i formira merkaptide sa
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nekoliko endogenih metala, kao Sto su ziva, kadmijum, bakar, selen, hrom, olovo i cink
(Mates, 2000).
Jedna od vaznih uloga GSH je skladiStenje i transport cisteina. Aminokiselina
cistein brzo autooksiduje u cistin i tako dolazi do proizvodnje toksi¢nih radikala
kiseonika. Da bi se spreCila toksi¢nost ove autooksidacione reakcije, veéina
neproteinskog cisteina se nalazi u formi GSH (Wang i Ballatori, 1998).
Pored toga Sto je jedan od znacajnijih endogenih antioksidansa, GSH prema
Dickinson-u i Forman-u (2002) ima i ulogu u:
¢+ odrzavanju u redukovanju egzogenih antioksidanasa kao sto su vitamin E i C,
¢ regulaciji ciklusa azot-monoksida,

< metabolickim i biohemijskim reakcijama sinteze 1 reparacije DNK,

% U metabolizma gvozda u organizmu,

¢ regulaciji sinteze i degradacije proteina i

% regulaciji ¢elijskog ciklusa i genskoj ekspresiji.

1.2.2.2. Sulfhidrilne (SH) grupe

Svako organsko jedinjenje koje sadrzi sulfhidrilnu (SH) grupu vezanu za
ugljenik naziva se tiol (R-SH). Funkcionalna SH grupa aminokiseline cistein ima
najvazniju ulogu u Zivim sistemima. Osim najzastupljenijeg niskomolekulskog tiola u
¢eliji GSH, veliki broj proteina sadrzi aminokiselinu cistein koja zbog postojanja
funkcionalne SH grupe moze da bude modifikovana kroz razli¢ite redoks reakcije
(Kemp 1 sar., 2008). Koncentracija tiolnih grupa u ¢elijama veca je od koncentracije
GSH. Dve SH grupe mogu se oksidovati i formirati disulfidnu vezu. Ove veze u
¢elijama mogu se formirati izmedu proteina (PS-SP), glutationa (glutation disulfid,
GSSG) ili mogu nastati mesSani disulfidi izmedu proteina i glutationa (PS-SG) (Hansen i
sar., 2009).

Redoks modifikacija SH grupa proteina obuhvata razliCite reakcije, kao $to su
nitrozilacija (S-NO), hidroksilacija (S-OH), glutationilacija (S-SG) i formiranje
proteinskih disulfida (S-S). Nitrozilacija SH grupa ima vaznu ulogu u procesu prenosa
signala sa povrsine Celije u unutarcelijske kompartmente, kao Sto su jedro i

mitohondrije. Hidroksilacija proteina moZe da dovede do dalje oksidacije u Stetne
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sulfinske (SO,H) i sulfonske (SOsH) kiseline. Glutationilacija predstavlja zastitni
mehanizam koji u€estvuje u prevenciji formiranja ovih kiselina, ali ima i regulatornu
funkciju u aktivnosti proteina. Intraproteinski disulfidni mostovi imaju vaznu ulogu u
odredivanju tercijarne strukture proteina, a samim tim i njegove funkcije (Janssen-
Heininger i sar., 2008).

Mnogi proteini su aktivni kada su SH grupe koje su klju¢ne za njihovo
funkcionisanje u redukovanoj, tiolnoj formi, dok je za druge potrebno da budu u
oksidovanoj, disulfidnoj formi. Tiol-disulfidne promene su bidirekcione, tako da je
njihova ravnoteza odredena celijskim redoks statusom (Schafer i Buettner, 2001). U
velikom broju studija se dosSlo do zakljucka da izlaganje metalima izaziva znacajne
promene tiolnih jedinjenja u Zivim organizmima, pa su predloZeni za efektivne
biomarkere zagadenosti voda (Espin 1 sar., 2014). Jo$ jedna vaZna osobina sulthidrilnih
grupa je da njihova koli¢ina predstavlja marker proteinske oksidacije (Labieniec i
Gabryelak, 2007).

1.3. Parametri neurotoksi¢nosti- Holinester aze

Holinesteraze (ChE) su §iroko rasprostranjeni enzimi prisutni u holinergickim 1
neholinergickim tkivima kao i1 u plazmi i drugim telesnim te¢nostima. ChE se smatraju
biomarkerima neurotoksi¢nosti. Na osnovu specifi¢nosti vezivanja za supstrat podeljene
su u dve klase: acetilholinesteraze (AChE) (AChE, EC 3.1.1.7) ili prave holinesteraze i
butirilholinesteraze (BChE) (BChE, EC 3.1.1.8) poznate i kao pseudoholinesteraze ili
nespecificne holinesteraze (Cokugras, 2003). AChE hidrolizuje neurotransmiter
acetilholin u sinaptiCkom prostoru na acetat i holin. Oslobodeni holin se preuzima i
koristi za sintezu acetilholina. Mnogi zagadivaci na prvom mestu organski pesticidi,
inhibiraju aktivnost ovog enzima, otezavaju¢i neurotransmisiju. Fizioloska funkcija
enzima BChE jo$ uvek nije jasno definisana, mada se smatra da je ukljuen u
detoksikacione procese, odnosno da je sposoban da hidrolizuje Sirok spektar
ksenobiotika (Taylor, 1991). Poslednjih godina, promene aktivnosti ChE se sve vise

povezuju sa toksi¢nim delovanjem razli¢itih metala (Triquet-Amiard i sar., 2012).
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1.4. Biomonitoring, bioindikatori i biomarkeri

Sveprisutnost razli¢itih zagadivaca u Zivotnoj sredini zahteva kontinuirano
pracenje njenog stanja. Monitoring predstavlja svako ponovljeno merenje jednog ili vise
hemijskih ili bioloskih parametara tokom duzeg ili kra¢eg vremenskog perioda u
odredenom prostoru, kori$¢enjem uporedivih i standardizovanih metoda (definicija
Programa za Zivotnu sredinu Ujedinjenih nacija (United Nations Environmental
Program, UNEP). Monitoring se na osnovu ove definicije moze podeliti na hemijski i
bioloski monitoring (De Zwart, 1995).

Hemijski  monitoring  podrazumeva procenu izlozenosti organizama
zagadivaCima na osnovu merenja nivoa odredenog seta hemijskih parametara u zivotnoj
sredini. Bioloski monitoring ili biomonitoring prati specifiéne bioloSke odgovore
organizama, koje predstavljaju posledice promena u kvalitetu Zzivotne sredine.
Monitoring se moze dalje podeliti u Cetiri grupe:

< Bioakumulacioni monitoring — vrSi procenu izloZenosti merenjem koncentracija
zagadivaca u zivim bi¢ima i njihovim zivotnim sredinama.

% Monitoring bioloskog efekta — podrazumeva procenu izlozenosti i efekta na
osnovu ranog utvrdivanja nepovoljnog efekta u bioloSkim sistemima koji je
delimicno ili potpuno reverzibilan.

%+ Zdravstveni monitoring — procena stanja organizma prac¢enjem nepovratnih
oStecenja 1 bolesti.

% Monitoring ekosistema — procenjivanje stanja ekosistema kroz posmatranje
biodiverziteta, gustine i veli¢ine populacije.

Za razliku od hemijskog monitoringa koji pruza informacije kojima se
karakterizuju zagadivaci, bioloski monitoring ukazuje na efekat zagadivaca na neki od
aspekata ekosistema. Bioloski monitoring meri efekat jedinjenja koji je povezan sa
njegovom koncentracijom u organizmu 1 toksi¢noS¢u. Ipak, mana bioloskog
monitoringa je teSko povezivanje zapaZzenih efekata sa specifiénim aspektima zagadenja
zato Sto su organizmi u prirodi izloZeni Sirokom spektru zagadivac¢a. Najpouzdanije
informacije pruza nam integrativni monitoring, koji se sastoji od kombinovane primene
hemijskog i bioloskog monitoringa (Van der Oost i sar., 2003). Zagadivaci kroz

interakciju Zivotne sredine i Zivih organizama dospevaju u Zive sisteme gde remete
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homeostazu i prouzrokuju razli¢ite promene. Bioindikator se definiSe kao organizam
koji svojim prisustvom, odsustvom ili ponaSanjem pruza informacije o uslovima u
Zivotnoj sredini koju nastanjuje, a ekoloski indikator je ekosistemski parametar Kkoji
opisuje strukturu i funkcionisanje ekosistema. Prema Zhou i sar., (2008) idealni
bioindikator bi trebalo da ima sledece karakteristike:
+«»+ sposobnost akumulacije visokih koncentracija zagadivaca i odsustvo Stetnog
dejstva zagadivaca na sam organizam;
¢+ Zivot u sesilnoj zajednici i reprezentativnost za celu populaciju;
% brojnu i prostornu zastupljenost koja omogucava ponavljanje uzorkovanja i
poredenje dobijenih rezultata;
s dovoljno dugacak zivot, Sto omogucava poredenje efekata zagadivaca na
bioindikator u razli¢itim dobima;
%+ pogodan za lako uzorkovanje i uzgajanje u laboratoriji;
% znacajno mesto u lancu ishrane;
*  mogucénost lakog uocavanja odnosa izmedu zagadujuce supstance i efekta koji
ona ima;

¢ lako prepoznavanje organizma od strane nestrucnih lica.

Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (World Health Organization- WHO,
1993) biomarker podrazumeva svako merenje koje oslikava interakciju izmedu
bioloSkog sistema i potencijalne hemijske, fizicke ili bioloSke opasnosti. Prema Peakall-
u (1994) biomarker se definiSe kao promena u bioloskom odgovoru (od molekularnog,
preko celijskog i fizioloSkog odgovora, pa do promena u ponasanju), koja moze biti
povezana sa izlozeno$¢u zagadivaCima u Zivotnoj sredini ili nastalim toksi¢nim
efektima usled prisustva tih zagadivaca. Biomarkeri se mogu podeliti u tri grupe (WHO,
1993):

« Biomarkeri izlozenosti podrazumevaju detektovanje i merenje egzogenih
supstanci ili njihovih metabolita ili produkata interakcije izmedu ksenobiotika i
ciljnog molekula ili ¢elije, koji se mere unutar organizma. Biomarkeri
izloZzenosti mogu da se koriste za potvrdu ili procenu izlozenosti jedinke ili

populacije odredenoj supstanci, obezbedujuéi vezu izmedu spoljasnje izlozenosti
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1 unutrasnjeg merenja. Bioakumulacija odredenih kontaminanata u zivotinjskim

tkivima spada u biomarkere izlozenosti.

+ Biomarkeri efekta uklju¢uju merljive biohemijske, fizioloske ili druge promene
u tkivima ili telesnim teCnostima organizma, koje mogu biti povezane sa
utvrdenim ili moguéim pogorSanjem zdravlja ili boleS¢u. Biomarkeri efekta
imaju upotrebu u potvrdivanju preklinickih promena ili razli¢itih efekta na
zdravlje na osnovu izloZenosti i apsorpcije hemijskih supstanci.

< Biomarkeri osetljivosti ukazuju na nasledenu ili steCenu sposobnost organizma
da odgovori na izloZenost specifiénim ksenobioticima, ukljucujuéi geneticke
faktore i promene u receptorima koji menjaju osetljivost organizma na tu
izloZzenost. Biomarkeri osetljivosti pomaZzu u rasvetljavanju variranja stepena
odgovora na izloZzenost zagadiva¢ima kod razlicitih jedinki.

Za razliku od hemijskog monitoringa koji kvantifikuje nivo zagadivaca u
zivotnoj sredini, biomarkeri daju informacije o biolosSkom efektu tih zagadivaca. Stres u
organizmu koji nastaje usled prisustva zagadivaca deluje kao okida¢ za kaskadu
bioloskih odgovora, od kojih svaki teorijski moze da bude bioindikator (Mc Carthy i
sar., 1991). Promene u biomarkerima pruzaju rani upozoravajuci signal i mogu se
manifestovati na svim nivoima bioloske organizacije. Za uspesno koris¢enje nekog
biomarkera, neophodno je utvrditi izvesne informacije, odnosno ispuniti sledece
kriterijume, po Viarengu i sar. (2007), biomarkeri moraju ispuniti sledece uslove:

+«» biomarkeri treba da budu osetljivi na stres na molekularnom i ¢elijskom nivou

(da mogu brzo da se aktiviraju i da daju rane upozoravajuce signale efekata

toksi¢nih supstanci na zivotinje);

¢+ biomarkeri mogu da pokazu oStecenje nastalo od zagadivaca i na nivou tkiva;

¢ biomarkeri mogu da budu osetljivi na stres na nivou organizma, dajuéi podatke o
potencijalnom kapacitetu prezivljavanja zivotinja, kao i njihove reproduktivne
sposobnosti. Ovi biomarkeri su esencijalni za procenjivanje efekta zagadenja na

pojedinca, kao i moguée promene na nivou populacije.
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1.5. Metali u zivotnoj sredini

U Zivotnoj sredini uocen je porast koncentracije i distribucije metala. Od svih
poznatih elemenata preko 80% njih pripadaju grupi metala, dok su ostali nemetali i
metaloidi. Metali predstavljaju posebnu grupu toksi¢nih supstanci s obzirom da se u
prirodi ne mogu razgraditi do netoksi¢nih formi. Jednom kada je ekosistem
kontaminiran metalima, oni postaju potencijalna pretnja za Zive organizme tokom niza
godina. Metali i metaloidi grade veliki broj minerala i prirodno su zastupljeni u
zivotnom okruzenju. Eksploatacijom ovih minerala i njihovom daljom preradom dobija
se Sirok spektar jedinjenja i kompleksa koji se koriste u razli¢ite svrhe. Veliki broj
metala ima negativno dejstvo na Zive organizme, pa se stoga njihovo oslobadanje u
zivotnu sredinu mora redukovati, a ukoliko to nije moguée neophodno je efikasno

lokalizovanje kontaminacije (Shafi, 2005).

1.5.1. Metali u vodenoj sredini

Poslednjih godina problem zagadenja metalima je u ZiZi mnogih
ekotoksikoloskih i toksikoloskih studija, zato S$to povecane koncentracije metala u
vodenim ekosistemima predstavljaju problem na globalnom nivou. VVodeni ekosistemi
su najvise pogodeni povecanim zagadenjem jer pored direktnog izlaganja kroz razliCite
zagadivace koji se ispuStaju u njih, trpe i indirektan uticaj supstanci koje spiranjem iz
vazduha i zemljista zavrSavaju u njima (Triquet-Amiard i sar., 2012). Metali su opasni
jer su postojani, teSko razgradivi i imaju tendenciju da se akumuliraju u Zivim sistemima
gde u povecanim koncentracijama prouzrokoju razliite toksi¢ne efekte. Metali u
vodenu sredinu dospevaju prirodnim aktivnostima (ispiranjem zemljiSta, stena) i/ili
razli¢itim ljudskim aktivnostima kao S$to su rudarstvo, poljoprivreda, metalna i
farmaceutska industrija, saobracaj, hemijska sredstva i otpad. U vodi se metali mogu
naci u tri stanja: rastvorenom, koloidnom, i suspendovanom (vezanom). Stanje metala
zavisi od karekteristika samog metala ali i u velikoj meri od fizicko-hemijskih
karakteristika vodene sredine (Vicente-Martorell i sar., 2009). Parametri vode Koji
najviSe utiCu na stanje u kome ¢e se na¢i metali su: pH, redoks stanje, koli¢ina

kiseonika, helantni agensi i koncentracija liganada. Niske vrednosti pH uz dobru

20



aerisanost vode povecavaju rastvorljivost metala, dok povecanje pH dovodi do njihovog
prelaska u nerastvorljiva ili manje rastvorljiva stanja. Redoks stanje vodene sredine
moZe dovesti do promene aktivnosti redoks aktivnih metala. Helanti i ligandi vezuju
metale i inaktiviraju njihovu aktivnost. U vodama se metali vezuju i za sediment u
obliku tesko rastvorljivih karbonata, sulfata ili sulfida, medutim taj proces je
reverzibilan. Postoji dnevna, mesec¢na, sezonska i1 godiSnja dinamika promena
koncentracije vezanih i slobodnih metala koja prati dinamiku promene karakteristika
vode. Zivi organizmi mogu da usvajaju metale samo u rastvorenom obliku (Sharma,
2014).

1.5.2. Metali u Zivim sistemima

Kada govorimo o zagadenju metalima, uobicajan termin koji se primenjuje je
teSki metali, medutim jo$ uvek ne postoji jedinstvena definicija teskih metala. Po
jednima su to svi metali koji imaju specifi¢nu gustinu veéu od 5 g/em®, dok se kod
drugih odnosi na metale i metaloide zajedno sa njihovim jedinjenjima koja su toksi¢na
ili ekotoksi¢na i smatra se da zagaduju zivotnu sredinu (Krenkel, 2013). Medutim,
mnogi metali su vazni za normalno funkcionisanje organizama. Vazni su delovi mnogih
enzima i ucestvuju u procesima oksido-redukciji. Neki od najbitnijih tzv. esencijalnih
metala za zive organizme su gvozde (Fe), selen (Se), bakar (Cu), cink (Zn), mangan
(Mn), magnezijum (Mg) i molibden (Mo). Bakar je esencijalni metal za vise biljke i
zivotinje. Obzirom da bakar u svom elektronskom omotacu moze lako primiti ili dati
elektron, kofaktor je oksidaza i enzima koji su ukljuceni u eliminaciju slobodnih
radikala. Nekoliko enzima sadrzi Zn (alkohol-dehidrogenaza, RNK polimeraza,
superoksid-dismutaza), a Zn je takode neophodan i za odrzavanje ribozoma. Nikl je
komponenta enzima ureaze, koja je esencijalna za normalan zZivot Zivotinja. Mn ima
vaznu ulogu u reakciji enzima kao Sto je npr. oksalosukcinat-dekarboksilaza. Takode i
Fe je deo mnogih znacajnih proteina (hemoglobin, mioglobin) (Nagajyoti i sar., 2010).
Ovi metali su do odredene koncentracije potrebni organizmu za normalno
funkcionisanje, dok vece koncentracije izazivaju razli¢ite toksi¢ne efekte. Postoje i
metali koji pokazuju iskljuc¢ivo toksi¢ne efekte kad se nadu u organizmu. U ovu grupu

se ubrajaju: aluminijum (Al), arsen (As), kadmijum (Cd), kobalt (Co), olovo (Pb), Ziva
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(Hg), nikl (Ni) i kalaj (Sn). Tre¢a grupa metala je ona koja se intezivno koristi u
medicini u terapijama razli¢itih bolesti: bizmut (Bi), fluor (F), zlato (Au), galijum (Ga),
litijum (Li) i platina (Pt) (Valko i sar., 2005).

Brojne studije su pokazale da metali u organizmu mogu dovesti do brojnih
neurodegenerativnih i endokrinih promena, kancerogeneze, poremec¢aja u metabolizmu,
teratogenih i mutagenih efekata. Ta¢ni mehanizmi dejstva metala nisu u potpunosti
istrazeni, ali se kao jedan od glavnih mehanizama navodi njihova sposobnost da izazovu
oksidacioni stres u ¢elijama (Tchounwou i sar., 2012).

Metali mogu izazvati oksidacioni stres direktno ili indirektno u zavisnosti od
njihove redoks aktivnosti. Redoks aktivni (Cu, Co, Cr, Fe, Ni i Zn) metali direktno
izazivaju oksidacioni stres. Oni imaju promenljive valence i stupaju u Fentonovu i
Haber-Vajsovu reakciju, tokom kojih se produkuju slobodni radikali kiseonika (M-
metal) (Slika 1.) (Valko i sar., 2005).

M (n+D)* 4 0, -»>M "4 O,
Oz._ + 2H +—)H20 + O,
Fentonova reakcija
M™ + H,0,»M ™V +OH *+ OH"
Haber-Vajsova reakcija
O +H;0,—» O, +°0OH + OH™
Redoks neaktivni metali (As, Cd, Hg i Pb) indirektno dovode do oksidacionog

stresa kroz promenu aktivnosti antioksidacionog sistema (AOS) ili dovode do poveéanja

koncentracije metala koji su direktni uzro¢nici oksidacionog stresa (Ercal i sar., 2001).

22



. FevCrCdr |
! Pb2* Zn2* ng+ Konjugovani

produkli

jyju—

\/ .............................................. ]

Oksidaciono
oStecenje
proteina

Oksidaciono
ostecenje DNK

Slika 1. Efekti metala na produkciju ROS i aktivnost antioksidacionog sistema (modifikovano
od Valko i sar., 2005).

Gvozde (Fe) se u bioloskim sistemima moZe na¢i u tri oblika Fe®*, Fe** i Fe*,
pri ¢emu su prva dva oblika najceS¢a. U povecanoj koncentraciji gvozde izaziva
oStecenje jetre, srca, ucestvuje u procesu kancerogeneze, neurodegenerativnih bolesti 1
dijabetesa. Gvozde je jedan od najproucavanijih metala, kao redoks aktivni metal

dovodi do produkcije hidroksil radikala kroz Fentonovu reakciju (Fraga i Oteiza, 2002):

Fe¥*+ Oz._—)F92++ o2
Fe&*'+ H,0,—>Fe*+ 'OH + OH

Hidroksil radikal kao jedan od najreaktivnijih oblika slobodnih radikala moze da

oste¢uje DNK, proteine i lipide. Rekacija sa organskim jedinjenima:

‘OH + H,0O,—»H,0 + HY + Oz._
"OH + Fe"'—>Fe* + OH~
LOOH + Fe®"—»Fe* + LO™ + "OH
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Joni gvozda mogu takode da redukuju molekulski kiseonik i dovedu do nastanka

superoksid anjon radikala (Valko i sar., 2004):

F92++ O,— Fe3++ Oz._

Bakar (Cu) je aktivno ukljucen u oksido-redukcione procese u organizmu i
moZe se naéi u dva oblika Cu® nestabilan i Cu®*stabilan. Cu* u reakciji sa vodonik-

peroksidom produkuje hidroksil radikal (Fentonova reakcija):

Cu®+ H,0,—»Cu® +°OH + OH"

Bakar je i integralni deo proteina neophodnih za neuroloSke funkcije i njegova
toksi¢nost se povezuje najéeS¢e sa neurodegenerativnim oSteéenjima izazvanih
oksidacionim stresom. Oba oblika bakra dovode do raskidanja veza u DNK strukturi, a
njihova reaktivnost je znatno veca od drugih redoks aktivnih metala (Fe, Cr, Zn)
(Buettner i Jurkiewicz, 1996).

Hrom (Cr) je metal koji se moze naci u seriji razli¢itih oblika od 2- do 6+, ali se
u biologkim sistemima nalazi kao 3+ i 6+. Cr®" spada u biolemente i neophodan je za
normalano funkcionisanje insulina i regulacije metabolizma glukoze, dok je Cr®*
najtoksi¢nije valentno stanje hroma. Hrom se najcesc¢e talozi u jetri, kostima, plu¢ima i
limfnim ¢vorovima (Stearns i Wetterhahn, 1997). U ovim organima pokazuje najveéi
toksi¢ni efekat i na prvom mestu se povezuje sa kancerogenezom. Cr®* moZe da ulazi u
seriju oksido-redukcionih procesa koji za rezultat imaju produkciju hidroksil radikala
(Slika 2):

1. redukciju Cr® jona favorizuju prvenstveno GSH, askorbat i NADPH

flavoenzimi (reakcija 1),

2. nastali dugoZive¢i Cr°* joni zatim reagiju sa H,O, u Fentonovoj reakciji, gradeci
veoma reaktivne OH®, &ime bi se mogla objasniti i citotoksi¢nost Cr®* (reakcija

2),

3. redukovani oblik glutationa GS®, osim $to i sam moze izazvati osteCenje Celije,

moze dalje da reaguje sa tiolnim grupama pri ¢emu nastaje O," (reakcija 3).

4. superoksidni radikal moZe dalje da redukuje Cr®* do Cr** (reakcija 4) koji zatim

u reakciji sa H,O ponovo daje OH®,
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5.

petovalentni Cr se takode moze redukovati u prisustvu ¢elijskih reduktanata
(reakcija 5) pri &emu nastaje Cr** koji zatim ulazi u Fentonovu reakciju (reakcija
6),

iako se do nedavno smatralo da je Cr** netoksi¢an, novija istraZivanja ukazuju
da u prisustvu bioloskih reduktanata moze doéi do njegove redukcije do Cr®*

koji takode u Fentonovoj reakciji daje OH® (reakcija 7).

rRSSR + = - .

soo

RSH ........... ol
C,D\b

celijski reduktanti

O;* 0,
i A -
Cr¢+ + HyO, T Crs*+ QH+ + OH
c"":/*@ﬂ <> Cr
H,O
+ OH N

Slika 2. Mehanizam kojim hrom indukuje oksidacioni stres u ¢eliji (modifikovano od Valko i

sar., 2005)

Kobalt (Co) je element koji je u malim koli¢inama prisutan kao sastavni deo

zemljista. U Zivotnu sredinu dospeva rastvaranjem iz zemljista ili antropogenim

aktivnostima koje su najée$ée povezane sa proizvodnjom uglja. Moze biti u 2+ i 3+

obliku u organskim i neorganskim jedinjenjima. Co** je oblik koji ulazi u Fentonovu

reakciju, medutim Co moZe u organskim sistemima da nagradi Co"™-OO" kompleks kao

meduproizvod u produkciji slobodnih radikala (Kubrak i sar., 2011).

Co+0,— Co" + 0, —>Co"™-00°

Dalje u prisustvu SOD se katalizuje Co™-0O0

Co'-0O0'»H 205 + Co"
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Co" dalje moze da stupi u Fentonovu reakciju
Co" + Hy02—> Co** + OH" + OH~

Nikl (Ni) je metal sa promenljivom valencom (od 1- do 4+) ali u bioloSkim
sistemima je prisutan kao 2+. Njegova redistribucija u Zivotnoj sredini zavisi od fizi¢ko-
hemijskih procesa. Pokazano je da je na pH < 6.5 nikl jako solubilan, rastvara se u
mastima i prolazi ¢elijske membrane, a takode se transportuje i kroz kalcijumske kanale.
Nikl u povecanoj koncentraciji uti¢e na metabolizam kalcijuma smanjuju¢i njegovu
koli¢inu u c¢elijama. Izbacivanje nikla se vrSi preko urina i fecesa. Nikl produkuje
hidroksil radikal kroz Fentonovu reakciju (Chen i sar. 2003).

Kadmijum (Cd) spada u grupu najispitivanijih metala i oznac¢en je kao jedan od
efekata u organizmu posebno u tkivima bubrega, pluca i skeletnog sistema, a moze biti i
uzro¢nik razli¢itih karcinoma. Indirektno uti¢e na nastank slobodnih radikala kroz uticaj
na enzimske i neenzimske komponente antioksidacionog sistema organizma i povecanje
sadrZzaja redoks aktivnih metala (Fe i Cu) pri trovanju kadmijumom. Kadmijum moze
stupati u kompeticiju sa metalima koji su sastavni deo samih enzima i na taj nacin
inhibirati aktivnost enzima, dok istiskuju¢i druge metale kadmijum povecava njihovu

koncentraciju u ¢éeliji (Slika 3) (Cuypers i sar., 2010).

Oksidaciono
ostecenje lipida

Oksidaciono
ostecenje proteina

Oksidaciono
oste¢enje DNK

Slika 3. Mehanizam indukcije oksidacionog stresa kadmijumom (modifikovano od Valko i sar.,
2005)
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Ziva (Hg) je u prirodi jako postojana i nalazi se u brojnim hemijskim i fizickim
oblicima: elementarna (metalna Ziva i zZivine pare), u obliku neorganskih jedinjenja koja
mogu biti 1+ 1 2+ 1 u obliku organskih jedinjenjna zive od kojih je najznacajnija metil
Ziva (nastaje prvenstveno metilacijom neorganskih jedinjenja mikroorganizmima u
zemljiStu 1 vodi). Svi oblici zive izazivaju brojne Stetne efekte ukljucujuéi
nefrotoksi¢nost, neurotoksicnost i poremecaje gastrointestinalnog trakta tako Sto
neorganska jedinjenja koja dominantno oste¢uju bubrege dok organska nervni sistem
(Ercal i sar., 2001). lako se efekti neorganskih i organskih jedinjenja Zive na organizam
razlikuju, obe grupe jedinjenja mogu uzrokovati oksidacioni stres. Neorganska
jedinjenja Zive izazivaju smanjenje nivoa slobodnih sulfhidrilnih (SH) grupa i tako
indukuju pojavu oksidacionih oStecenja tkiva, takode, ona deluje i na homeostazu
kalcijuma. Za organska jedinjenja zive, karakteristi¢no je da oSte¢uju nervni sistem, $to
se objasnjava interakcijom sa gvozdem i drugim metalima koji katalizuju produkciju
slobodnih radikala (Tan i sar., 1993).

Arsen (As) kao i ziva, moze se na¢i u neorganskim i organskim jedinjenjima. U
neorganskim jedinjenjima je prisutan kao arsenit (As**) i arsenat (As>*), dok su
organska jedinjenja metil-arsenova kiselina (MMA) i dimeti-arsenova kiselina (DMA).
U zivotnoj sredini As je najprisutniji u vodenim sredinama, jako je toksiCan i
kancerogen. Kancerogenezu izaziva kroz produkciju slobodnih radikala koji oStec¢uju
strukturu DNK. Arsen uti¢e na produkciju superoksid anjona (O,™), singlet kiseonika
(*0,), peroksil radikal (ROO"), azot monoksida (NO°), vodonik peroksida (H,0,),
dimetilarsenik peroksil radikala ([(CH3).AsOQ) i dimetilarsenik radikala [(CH3),As’].
Produkcija vodonik peroksida:

H3ASOs+ H,0 + O,— H3ASO4+ H,0O-

Pored direktne produkcije slobodnih radikala, As indirektno uti¢e na aktivnost
AOS (Huang i sar., 2002).

Olovo (Pb) pored Zzive i kadmijuma spada u grupu najznaajnih zagadivaca
zivotne sredine. Olovo je opSte prisutno u zivotnoj sredini kao rezultat prirodnih procesa
ali u znacajnijoj meri i kao rezultat antropogenih aktivnosti (sagorevanje fosilnih goriva,

rudarstvo, proizvodnja baterija, cevi i kablova). Prisustvo olova u Zivim sistemima
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uzrokuje oksidacioni stres, medutim tatan mehanizam produkcije nije jasan, a

pretpostavlja se da inhibira aktivnost AOS (Lushchak, 2011).

1.6. Zabe kao bioindikatori

Tokom poslednjih 30 godina brojnost zaba znacajno opada na globalnom nivou.
Kao najces¢i uzroci za takvo stanje navode se: uniStena staniSta, zagadenje, predatori,
Klimatske promene, bolesti i njihova upotreba kao izvor hrane i kuénih ljubimaca
(Blaustein i Wake, 1995). Hemijski stresori su doveli do sve intezivnijeg koris¢enja i
ispitivanja Zaba u ekotoksikoloskim studijama. Zabe su prepoznate kao jednistveni
organizmi medu ki¢menjacima zato $to su prisutni 1 u vodenoj i kopnenoj sredini. Prema
Loumbourdis-u i Wray-u (1998) karakteristike koje izdvajaju Zabe su:

¢+ slozen zivotni ciklus (jaja i larve koje su vezane za vodenu sredinu, metamorfoza
iz larve u juvenilni stadijum i fizioloSki zahtevi povezani sa metamorfozom,
stadijum adulta koji je prisutan u akvati¢noj i teresti¢noj sredini),
+» nacin ishrane,
¢+ polupropustljiva koza,
¢ lako gajenje u laboratorijskim uslovima,
+ Jednostavna manipulacija,
% ogranicCen areal kretanja
s dugovecnost, velika brojnost populacija i Siroka distribucija.

Zabe ispunjavaju skoro sve kriterijume za dobre bioindikatore koje su predloZili
Zhou i sar. (2008). Zbog svih navedenih karakteristika zabe su na razliCite nacdine
izlozene zagadivacCima. Postoje tri osnovna puta unosa ksenobiotika:

s+ preko vode, odnosno koze i kapsule jaja,
¢+ preko hrane odnosno gastrointestinalnog trakta (GIT) i
% preko vazduha, odnosno pluca.

Organske 1 neorganske supstance iz vode kroz kozu koja je ukljuCena u procese
razmene gasova i jona dospevaju u organizam adulta, dok u jaja dospevaju kroz zastitnu
kapsulu. Kod vrsta koje se ukopavaju u zemlju zabelezeno je usvajanje ksenobiotika
preko koze iz zemljista ali u minimalnom stepenu. Ishranom se usvajaju supstance

preko GIT, adulti se hrane terestri¢nim i akvaticnim beski¢menjacima dok su larve
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iskljucivi herbivori. DeSava se i slu¢ajno gutanje dela zemlje, pa se i ovaj nain navodi
u literaturi. Gasovi se usvajaju preko pluca. Usvajanje 1 akumulacija supstanci zavisi od
brojnih faktora: temperature, pH, vlaznosti, oblika u kom su supstance, nacina unosa,

duzine izlaganja, sinergistickih i antagonistickih efekata (Sparling i sar., 2010).

1.6.1. Pelophylax esculentus (Rana esculentus) kompleks

Zelene Zabe roda Pelophylax/Rana naseljavaju skoro celu Evropu, izuzev njenih
krajnjih severnih delova. Ima ih i u severnoj Africi i delovima jugozapadne Azije do
Pakistana i Tadzikistana. Ove Zabe su od prvog opisa vrsta svrstane u rod Rana
Linnaeus, 1758 (Glnther i Plotner, 1994) zajedno sa vrstama poznatim kao ,mrke
Zabe”. Od Dubois i Ohler (1994) postoji trend svrstavanja grupe zelenih Zaba u novi
podrod u okviru roda Rana, pod nazivom Pelophylax. Sve do danas, postoje nesuglasice
oko uvodenja novog imena i samog taksonomskog statusa ove grupe iako znacajan broj
danadnjih autora, u novom filogenetskom pristupu reSavanja taksonomskih i
sistematskih pitanja zelenih Zaba, usvaja i novu nomenklaturu i izdvaja ovu grupu Zaba
u novi rod Pelophylax Fitzinger, 1843. U okviru zapadno palearktickih zelenih zaba,
shodno svom jedinstvenom reproduktivnom modelu izdvajaju se zelene Zzabe
Pelophylax esculentus kompleks. Kompleks se sastoji od tri morfoloske forme koje
koegzistiraju, od kojih dve — Pelophylax ridibundus (Rana ridibunda) Pallas, 1771 i
Pelophylax lessonae (Rana lessonae) Camerano, 1882 predstavljaju roditeljske “dobre”
vrste a treca sa intermedijernim karakteristikama — Pelophylax kl. esculentus (Rana K.
esculenta) Linneus, 1758 predstavlja njihov hibrid (Berger, 1968). Znac¢ajno je naglasiti
da su u literaturi prihvaceni termini ,.kompleks® i ,,sistem*. Termin ,,kompleks* (eng.
complex) koristi se prvenstveno radi sumiranja i zajednickog oznacavanja razliCitih
evropskih zelenih zaba sensu stricto. Uzell i Berger (1975) prvi uvode termin kompleks
kojim oznacavaju populaciju sa razli¢itom genetickom strukturom, odnosno razlike
populacija u pogledu prisustva roditeljskih vrsta (P. ridibundus i P. lessonae) i njihovog
prirodnog hibridogenetskog hibrida (P. kl. esculentus). Termin ,,klepton® (skraéenica
kl.) uvode Dubois i Giinther (1982) da bi oznacili taksone klonalne ili hemiklonalne

reprodukcije u rangu vrste, koji se od tzv. ,,dobrih* vrsta razlikuju po specificnom tipu
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reprodukcije. Pri tome opstanak ovih taksona je uslovljen prisustvom roditeljskih vrsta,
¢iji genetski metarijal bez rekombinacije preuzimaju tokom mejoze.
Kod Pelophylax esculentus kompleks vrsta u reprodukciji izostaje rekombinacija
I razmnoZavanje se odvija hibridogenezom (Slika 4). Tokom mejoze kod hibrida ne
dolazi do nezavisne segregacije hromozoma tako se samo jedan set hromozoma prenosi
u gamete. Hibridogeni mogu, stoga, biti oznaceni i kao ,,seksualni paraziti” jer poseduju
klonalni genom nasleden od jednog hibridnog roditelja i jedan seksualni genom koji
»pozajmljuju” od roditeljske vrste samo u jednoj generaciji (Vorburger, 2001).
Regulatorni mehanizmi hibridogenetskog nacina nasledivanja nisu do kraja poznati.
Narocito podaci koji ukazuju na uceS¢e rekombinacija izmedu parentalnih genoma
(Pl6tner i sar., 1994) ne idu u prilog definisanju hibridogeneze sensu stricto.
Tri alternativna mehanizma hibridogenetskog sistema nasledivanja (Uzzell i sar.
1976) i danas predstavljaju osnov istrazivanja:
% Ovakav sistem nasledivanja je rezultat gubitka jednog ili drugog hromozomskog
seta roditelja tokom mejoze.
* Produkcija veceg broja rekombinovanih gameta 1 zigota koji mogu biti
eliminisani gametskom selekcijom ili selektivnim mortalitetom.

% Gametociti u kojima se odvija rekombinacija ne formiraju funkcionalne gamete.

P. lessonae P. kl. esculentus P. ridibundus P. kl. esculentus P. ridibundus P. kl. esculenus

L € RR) € RR) €
LL) L) L L)
\LL) L or ) R -/ R R .
e @ o *Q ) ';;g

L

Y Y Y

@ © ' @

P. kl. esculentus P. kl. esculentus P. ridibundus

L-E sistem R-E sistem
Slika 4. Hibridogeneza Zaba Pelophylax esculentus kompleksa (modifikovano od Vorburger i
Reyer, 2003).

Zelene Zzabe, usled specificnog nacina zivota kao i reprodukcije, odnosno
vezanosti za odredeni tip staniSta, organizovane su po principu metapopulacionog
sistema. Lokalna staniSta koja pruzaju optimalne uslove za zivot ovih zivotinja

predstavljaju diskretne reproduktivne jedinice odnosno deme. Nekoliko dema, izmedu
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kojih postoji razmena jedinki putem disperzije i samim tim ogranicen protok gena, ¢ine
metapopulaciju (Levins, 1969).

Vrsta Pelophylax ridibundus- velika zelena Zaba (Slika 5) naseljava meSovite i
listopadne Sume, Sumostepe, stepe, poluaridne 1 aridne predele. Kao semiakvati¢na vrsta
naseljava 1 veoma raznolike tekucée i stajae vode od plitkih bara, lokvi, svih vrsta
vestackih vodenih ekosistema do velikih reka i jezera. Tolerantna je i na relativno visok
salinitet (Katz, 1975) i na nekim mestima razmnoZava se i u blizini zapadnih obala
Kaspijskog mora. U osnovi velika zelena zaba preferira otvorena, dobro osuncana
staniSta sa obiljem vegetacije. Izuzetke Cine delovi velikih reka sa manje vegetacije u
priobalju, ali i u tim sluajevima ne udaljava se previSe od mirnijih i zaklonjenijih

delova toka (meandri, limani).

| o S 3 3 “ X] e < 7'__ 3 Che A .
o . - _ g .( N‘? -

Slika 5. Velika zelena Zaba (Pelophylax ridibundus)

(preuzeto sa https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pelophylax_ridibundus_qtl3.jpg).

Ova Zaba, generalno, spada u vodozemce koji imaju veoma brojne populacije. U
rekama srednje i juzne Evrope njihova populaciona gustina moze biti od viSe stotina do
viSe od hiljadu jedinki na kilometru obale (Kuzmin, 1999).

Hibernacijski period je od septembra — oktobra do pocetka juna (severni delovi
areala) ili novembra i decembra do januara ili februara (juzni delovi areala). U delovima
areala u Srbiji postoje mikrostanita u kojima je ova vrsta registrovana i tokom cele
zime u nezaledenim vodenim basenima, §to je inace redovna pojava u juznim delovima

areala. Po pravilu hibernacija se odvija u vodi ali na nekim mestima deSava se i u
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rupama 1 jamama na re¢nim i jezerskim obalama i nasipima. Parenje, u odnosu na
delove areala i vremenske okolnosti, poc¢inje u periodu od nekoliko dana do mesec dana
nakon zavrSetka hibernacijskog perioda. MuZjaci i Zenke provode nekoliko dana u
ampleksusu a broj polozenih jaja varira od nekoliko stotina do vise hiljada (Krizmani¢ 1
Ivanovi¢, 2010).

Vreme metamorfoze zavisi od vremenskih uslova, karakteristika staniSta i
geografske $irine, ali se obi¢no desava u periodu april — novembar. U nekim delovima
areala u Eropi i Aziji registrovana su prezimljavanja punoglavaca (i do nekoliko hiljada
jedinki po lokalitetu). U takvim sluc¢ajevima registrovani su i punoglavci velikih duzina
(Kuzmin, 1999) koji metamorfoziraju sledeceg proleca. Dostizanje polne zrelosti za P.
ridibundus se krece u proseku od prve do Cetvrte godine zivota, dok je ukupni Zivotni
vek od pet do jedanaest godina (Yilmaz i sar., 2005).

Punoglavci se hrane detritusom, algama, visim biljkama kao i beski¢cmenjacima i
njihovim leSevima. Adulti se hrane pretezno kopnenim i akvati¢nim insektima. Ishrana
se ne prekida u reproduktivnom periodu a jedinke ove vrste su veoma prozdrljive i
napadaju i sve pokretne predmete u svom vidokrugu (liS¢e, grane ili neki drugi objekt
koji se pomera na vetru). Hrane se i sitnim ribama, gmizavcima, pticama, sisarima kao i
drugim vrstama vodozemaca ukljucujuci i pripadnike svoje vrste (Krizmani¢ i Ivanovi¢,
2010).

Pelophylax lessonae- mala zelena Zaba (Slika 6) generalno naseljava vodene
ekosisteme u listopadnim i meSovitim Sumama. Naseljava i stepe unutar Sumskih
kompleksa i zbunovitih podru¢ja. Primarno se registruje u staja¢im vodama (jezera,
ribnjaci, moc¢vare, bare, kanali i sl.) obraslim vodenom vegetacijom. Vodena stanista
mogu biti unutar ili na ivicama Sumskih ekosistema, na proplancima, poljima i
poplavnim livadama. Povremeno moZze se nac¢i 1 u manjim barama pored vodenih
tokova. Prisustvo stalnih vodenih biotopa je neophodno za opstanak ove vrste. lako su
jedinke prvenstveno slabo migratorne (Holenweg 1 sar., 2001), u Sumskim
ekosistemima, pri visokoj vlaznosti vazduha, mogu se naci i na kopnu daleko od

vodenih staniSta. Smatra se da mogu migrirati i do 8 kilometara (Kuzmin, 1999).
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Slika 6. Mala zelena Zaba (Pel ophylax lessonae)

(preuzeto sa https://commons.wikimedia.org/wiki/ pelophylax-lessonae.jpg)

Na mnogim mestima ova vrsta predstavlja uobiCajenog predstavnika
batrahofaune, ¢ije gustine populacija mogu biti znacajne. Hibernacioni period je, u
zavisnosti od lokalnih uslova, od septembra — novembra do marta — maja meseca. Sirom
areala hiberniraju 1 u vodi 1 na kopnu. Reproduktivni period je ogranic¢en na period mart
—jun. Zenke polazu jaja u grupama od nekoliko stotina do nekoliko hiljada.
Metamorfoza se deSava od juna do oktobra. Juvenilne forme ponekad prezimljuju.
Polnu zrelost dostizu u drugoj odnosno tre¢oj godini Zivota. Zivotni vek jedinki je oko
12 godina (Pruvost i sar., 2013).

Punoglavci se najces¢e hrane algama. Juvenilne jedinke jedu velike koliCine
muva i lete¢ih insekata. Ishrana adulta je pretezno sastavljena od teresti¢nih i vodenih
beski¢menjaka (shodno svojim telesnim dimenzijama, ova Zaba je manje prozdrljiva od
ekoloski sli¢cne vrste P. ridibundus). Pored navedenog, u ishrani Kkoriste i manje
primerke razli¢itih vodozemaca i gmizavaca (Kuzmin, 1999).

Pelophylax Kkl. esculentus- zelena Zaba (Slika 7) je hibrid izmedu vrsta P.
ridibundus i P. lessonae (Berger, 1968). U prethodnom periodu smatrana je validnom
vrstom ili podvrstom (Graf i Polls-Pelaz, 1989; Ogiclska, 1994). Saglasno prihva¢enom
shvatanju, predstavlja sistematsku kategoriju “klepton” (Dubois i Gunther, 1982), koja
podrazumeva specifian tip reprodukcije koji je uslovljen prisustvom roditeljskih vrsta,
¢iji genetski materijal se nasleduje bez rekombinacija. Pokazuje izrazenu morfolosku

intermedijarnost u odnosu na roditeljske vrste P. ridibundus i P. lessonae. Na
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celokupnom arealu nalazi se u razli¢itim kvantitativnim i reproduktivnim odnosima sa
roditeljskim vrstama. U okviru hibridnih populacija, pored diploidnih jedinki javljaju se

i triploidi, kao i populacije sa razli¢itom polnom strukturom (Pruvost i sar., 2013).

Slika 7. Zelena Zaba (Pelophylax kl. esculentus)
(preuzeto sa https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pelophylax_esculentus.jpg).

Hibridni takson, uzimajuéi u obzir generalno rasprostranjenje, naseljava stanista
obe roditeljske vrste: poplavna podru¢ja uz vodotokove, reke, kanale, jarkove, bare 1
mocvare, kao i1 vestacke vodene biotope, s tim da je preferenca stanista sli¢nija vrsti P.
lessonae. Naseljava i antropogeno znacajno izmenjena stanista (Krizmani¢ i Ivanovié,
2010).

Hibernacioni period je od septembra — oktobra do marta odnosno maja meseca
(Holenweg 1 Reyer, 2000). Ishrana je sli¢na kao i kod roditeljskih vrsta, i u sluc¢aju
juvenilnih i adultnih oblika. Punoglavci provode viSe vremena u ishrani, uzimaju znatno
viSe hrane i ispoljavaju viSu stopu rasta od juvenilnih oblika obe roditeljske vrste (Rist i
sar., 1997).
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2. Cilj istrazivanja

Organizmi su u Zivotnoj sredini izlozeni razli¢itim zagadivac¢ima i sredinskim
faktorima. Metali su obelezeni kao rastu¢i problem zbog postojanosti 1 visoke
toksi¢nosti. Postoji puno podataka o toksi¢nim efektima metala ali i dalje se ne zna kako
sve metali mogu da deluju na organizam a naroCito kakav je efekat izlaganja
kombinacijama razli¢itth metala. Vecina danaSnjih studija je ograniena na
laboratorijske uslove i ispitivanje efektata samo jednog metala. Nasuprot njima,
terenske studije pruzaju podatke o mogucim interaktivnim efektima na Zive organizme.
Jedan od nacina delovanja metala na organizme je kroz sposobnost da izazovu
oksidacioni stres. Zato se parametri antioksidacionog sistema koriste kao biomarkeri
izlaganja metalima u biomonitoringu i ekotoksikolodkim studijama. Zabe su zbog svojih
zivotnih  karakteristika (slozen zivotni ciklus, polupropustljiva koza) podlozne
akumulaciji metala preko vode i kroz lanac ishrane. U literaturi nema mnogo podataka o
hroni¢nim efektima metala u tkivima zaba iz prirodnih sredina. Radi proucavanja
organizacije i funkcionisanja antioksidacionog sistema, odabrane su vrste Zaba
Pelophylax esculentus kompleksa (Pelophylax ridibundus, Pelophylax lessonae,
Pelophylax kl. esculentus). Zivotinje su sakupljane na &etiri lokaliteta: jezero Popovica
u okviru Nacionalnog parka “Fruska gora”, lokalitet Krstonosi¢a okno u okviru
specijalnog rezervata prirode “Obedska Bara”, Park prirode “Ponjavica” i Veliki Backi
kanal kod Beceja kao deo kanalske mreze Dunav-Tisa-Dunav. Za analizu su odabrana

sledeca tkiva: jetra, misi¢ i koza. Odredivani su slede¢i parametri:

1. Enzimi antioksidacionog sistema: superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT),
glutation-peroksidaza (GSH-Px), glutation-reduktaza (GR),

2. enzim faze Il biotransformacije glutation-S-transferaze (GST),

3. neenzimske komponente antioksidacionog sistema: ukupni glutation (GSH) i
slobodne sulfhidrilne grupe (SH),

4. parametar neurotoksic¢nosti: holinesteraza (ChE) i

5. koncentracije metala (As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Zn) u vodi i

ispitivanim tkivima.
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Ciljevi ove doktorske disertacije su:

X/
L X4

X/
L X4

utvrdivanje mogucih razlika u bioakumulaciji metala u tkivima ispitivanih vrsta

sa razli¢itih lokaliteta,

odredivanje parametara antioksidacionog sistema i aktivnosti holinesteraze

izmedu tri ispitivane vrste zaba na ispitivanim lokalitetima,

utvrdivanje promena parametara antioksidacionog sistema 1 aktivnosti

holinesteraze pod uticajem razli¢itih koncentracija akumuliranih metala na

ispitivanim lokalitetima;

ispitivanje potencijalne upotrebe parametara antioksidacionog sistema i
holinesteraze u biomonitoringu kao pouzdanih biomarkera koji jasno odreduju
uticaj razliCitih koncentracija metala na ispitivane vrste zaba, kao i moguca

upotreba vrsta P. esculentus kompleksa u bioindikaciji.
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3. Materijal i metode

3.1. Karakteristikeispitivanih lokaliteta i sakupljanje uzoraka

Adultne Zabe Pelophylax esculentus kompleksa (P. ridibundus, P. lessonae i P.
kl. esculentus) su izlovljavane u prolece (posthibernacija) tokom maja 2013. i 2014.
godine i u jesen (prehibernacija) tokom oktobra 2014. godine. Sakupljane su na Cetiri
razlicita lokaliteta: jezero Popovica u okviru Nacionalnog parka “Fruska gora”,
Specijalni rezervat prirode “Obedska Bara”, Park prirode “Ponjavica” i Veliki Backi
kanal kao deo kanalske mreze Dunav-Tisa-Dunav (Slika 8). Izlovljavanje ovih vrsta
Zaba odobreno od Ministarstva eneretike, razvoja i ZaStite Zivotne sredine kao i
Pokrajinskog zavoda za zastitu prirode (br. dozvola za 2013. godinu 353-01-446/2013-
08 i 03-539/2; br. dozvola za 2014. godinu 353-01-364/2014-08 i 03-299/2). Sve
jedinke su lovljene ruénim mreZama u jutarnjim ¢asovima i transportovane u plasticnim
kantama sa nativnom vodom do laboratorije. U laboratoriji su proverene zbog
eventualnih povreda ili znakova bolesti, a samo zdrave jedinke su Zrtvovane
dekapitacijom. lzolovana je jetra, misi¢i zadnjih nogu i koza sa ventralnog dela tela.
Merene su duzina jedinki (SVL- snout vent lenght- od njuske do kloake) i tezina tela
(body mass- BM). Mereni su i fizicko-hemijski parametri vode u in situ uslovima:
temperatura, pH, koncentracija kiseonika i elektroprovodljivost koris¢enjem pokretnog
uredaja WTW Multi 340i.

Jezero Popovica ili Popovicko jezero (45°11'1.95" N 1 19°49'11.07" E) nalazi se u
okviru Nacionalnog parka ,,Fruska gora“. NP Fruska gora je osnovan 1960. godine, na
povrsini od 25,393 ha, nalazi se na juznom obodu Panonske nizije, uz samu desnu obalu
Dunava. ZaSti¢en prostor zauzima najviSe grebenske delove brdskog masiva Fruske
gore, sa najviSim vrhom od 539 m nadmorske visine. Fruska gora je dugacka 78 km, a
Siroka 15 km 1 u geoloskom smislu predstavlja jedinstveni prirodni fenomen. Izgradena
je od stena iz skoro svih geoloskih perioda, pocev od najstarijeg paleozoika (perioda pre
500 miliona godina), preko mezozoika, neogena pa do kvartara. Jezero Popovica je
zasti¢eno i nema direktnog antropogenog uticaja. Formirano je kao zastita od poplava i

spiranja zemljista. Danas je mrestiliSte Sarana, i raznih vrsta vodozemaca koji su tu
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stalno prisutni ili samo tokom sezone parenja. Fizicko-hemijski sastav vode jezera
zavisi od prirodnih procesa spiranja tla (Popovi¢ i sar., 2009).

Specijalni rezervat prirode “Obedska Bara” (44°44'8.89" N i 19°59'15.67" E) je
najstarije zasti¢eno podruc¢je u nasoj zemlji, a takode 1 jedno od najstarijih prirodnih
dobara na svetu. Pod zastitiom je od 1874. godine i predstavlja najvece plavno podrucje
u Srbiji sa autenti¢anim spletom mrtvaja, bara, okana, mocvarne vegetacije, vlaznih
livada i Suma koje se odlikuje izuzetnim bogatstvom bioloSke raznovrsnosti sa
znaCajnim prisustvom retkih i ugrozenih vrsta od nacionalnog i medunarodnog znacaja.
U njemu se nalaze brojni osetljivi ekosistemi, posebno vlazna staniSta, prastare Sume
hrasta luznjaka i slatine. Obedska Bara ima poseban znacaj za reku Savu zbog mresta
riba, reprodukcije vodozemaca i gmizavaca, kao i za opstanak retkih i ugroZenih
vodenih vrsta biljaka. Obedska Bara je povezana sa rekom Savom preko Reveni¢kog
kanala. Zbog svog znacaja upisana je na Ramsarsku listu od 1977. godine. Osnovne
vrednosti flore i faune Obedske Bare su lokvanji, testerica, barska paprat, barske
kornjace, zabe, mrmoljci i zmije, kolonije Caplji, gnezda orla belorepana, crnih roda,
crnih lunja. Takode ovo podrucje predstavlja centar reprodukcije slepih miSeva, divlje
macke, kune i mnogih drugih biljnih i Zivotinjskih vrsta. Prostrano plavno podrucje
rezervata je prirodno mrestiliSte za veliki broj vrsta riba i njihova je hranidbena baza
(Ljeti¢ i sar., 2008).

Park prirode “Ponjavica” (44°44'56.03" N i 20'44'22.44" E) je zasti¢eno prirodno
dobro u juznom Banatu, na teritoriji opStine Panéevo. Nalazi se izmedu Omoljice i
Banatskog Brestovca, na levoj obali donjeg toka reke Dunav. U zakonskim propisima
kategorisan je kao park prirodei pod zastitom drzave je od 1995. godine. Ambijentalnu
odliku Ponjavice karakteriSe jedinstvenost stalne vodene povrsine i kontrast strme leve i
niske desne obale koje omeduje korito reke sa mozai¢nim rasporedom biljnih zajednica
vodenog, barsko-mocévarnog i Sumskog tipa vegetacije. Poseban kvalitet ovom tipu
ekosistema daje prostorna smena Sumskog zelenila, zbunastih drveca i grmlja, stabala
voca, kao i neposredna blizina dva naselja i postojece zone vikend naselja. U geoloSkom
pogledu radi se o viSim poloZajima i odsecima lesne terase Banata, odnosno
zaravnjenim terenima aluvijalne ravni Dunava. Reka Ponjavica te¢e u okviru parka
prirode Ponjavica, kao sporotekuéa ravniCarska reka ¢iji je donji tok skoro potpuno

usporen (Karadzi¢ i sar., 2013).
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Veliki backi kanal ili KiSov kanal (45°36'11.95" N i 20°3'7.42" E) je deo
kanalskog sistema Dunav-Tisa-Dunav. Dugacak je 118 km i povezuje Dunav (kod
Bezdana) sa Tisom (kod Beceja). Kanal se koristi za plovidbu i vodosnabdevanje dela
Backe u doba suse. Korito Velikog backog kanala je Siroko 17 m, a pri vrhu kanal je
Sirok oko 25 m. Prosecna dubina kanala je 3 m. Na obalama kanala se nalaze naselja
Vrbas, Kula i Crvenka. Zbog zagadenja i taloZzenja mulja, kanal je danas suvise plitak za
recna plovila i brodove, a i opasan je za kupanje. Ministarstvo zastite zivotne sredine
Srbije ga je svrstalo medu tri ,,crne tacke* Srbije. Do zagadenja kanala doSlo je u drugoj
polovini XX veka zbog naglog razvoja industrije i neodgovarajueg tretmana
industrijskih voda koje su se izlivale u kanal. Veliki backi kanal se smatra
najzagadenijim vodotokom u Evropi i predstavlja zdravstveni rizik po ljude koji zive u
blizini kanala. Smatra se da se u kanalu nalazi preko 400.000 m*® mulja koji je zagaden
teSkim metalima, derivatima nafte i patogenim bakterijama koji poti¢u iz fabrika za
preradu mesa i1 koze, farmi svinja, Seéerane, komunalnih voda, metalne industrije i
rafinerije suncokretovog ulja. Kanal, takode, predstavlja problem i za reke Dunav i Tisu

zbog toga Sto deo zagadenja iz kanala otic¢e u ove dve reke (NIVA, 2006).

PP- Ponjavica

SRP-Obedska bara-

Slika 8. Mapa lokaliteta sa kojih su izlovljene Zabe.
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3.2. Priprema tkiva za biohemijske analize

Za odredivanje koncentracije ukupnih proteina, aktivnosti enzima SOD, CAT,
GSH-Px, GR, GST, ChE 1 koncentracije GSH 1 SH grupa, tkiva jetre, koze 1 miSi¢a su
najpre macerirana i homogenizovana na ledu u saharoznom puferu (0,25 M saharoza,
0,05 M Tris, 0,1 M EDTA, pH 7,4) u odnosu 1:5 (Lionetto i sar., 2003), 3 x 15 sekundi
pri brzini 20000 rpm (De Waziers i Albrecht, 1987). Dobijeni homogenati su zatim
sonifikovani na frekvenciji od 20 KHz, u intervalu 3 x 10 sekundi sa pauzama od po 10
sekundi izmedu svakog sonifikovanja (Takada i sar., 1982). Od sonifikata je odvojen
deo za odredivanje koncentracije ukupnog GSH a ostatak sonifikata je dalje
centrifugiran 90 minuta na 37000 rpm (100000 x g) na 4 °C (Okado-Matsumoto i
Fridovich, 2001). Dobijeni supernatanti prebaceni su u epruvete za mikrocentrifugiranje
1 do daljih analiza ¢uvani na temperaturi od -80 °C.

Priprema sonifikata za odredivanje koli¢ine ukupnog glutationa: pomesa se 250
uL sonifikata tkiva i 125 pL 10% sulfosalicilne kiseline (da bi se proteini istalozili),
centrifugira se 10 minuta na 5000 rpm. Dobijeni supernatant se ¢uva na -80 °C i koristi
za dalju analizu odredivanja koncentracije GSH.

Oko 1 g tkiva odvojen je za hemijske analize utvrdivanja koncentracije metala i
¢uvan na -20 °C do dalje analize.

Instrumenti i aparati koji su kori$¢eni za pripremu tkiva:

% Homogenizer (Ultra-Turrax, IKA-Werk, Janke & Kunkel, Staufen, Nemacka),

¢ Sonifikator (Vibra Cell, Sonics and Materials Inc., SAD),

¢ Ultra-Centrifuga (L7-55, Beckman, SAD),

¢ Centrifuga za ependof epruvete (Mini Spin, Eppendorf, Nemacka).
Instrumenti koji su koriS¢eni za biohemijske analize:

< Analiti¢ka vaga (Mettler, Svajcarska),

% Tehnitka vaga (Precisa, Svajcarska),

s pH-metar (WTW, Nemacka),

¢+ Elektrovibrator (Heidolf Reax Top, Nemacka) i

«»  Spektrofotometar (Shimadzu UV 160, Japan).
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3.3. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Koncentracija ukupnih proteina odredivana je metodom Lowry-ja i sar. (1951).
Standard za odredivanje koncentracije proteina je govedi serum albumin (Bovine Serum
Albumin — BSA) od koga je pripremana serija razblazenja za standardnu krivu raspona
finalnih koncentracija od 100-600 pl. Postupak se zasniva na biuretskoj reakciji kupri
(Cu**) jona sa peptidnim vezama proteina u alkalnoj sredini i reakciji
fosfomolibdensko-fosfovolframskog reagensa (Folin-Ciocalteu reagens) sa aromati¢nim
amino kiselinama tirozinom i triptofanom, koje su gradivne jedinice ispitivanih
proteina. Nakon vezivanja za peptidne veze, joni Cu®* redukuju se u kupro jone (Cu*) i
formira se kompleks Cu*-protein, koji reaguje sa dodatim Folin-Ciocalteu reagensom
pri ¢emu se stvara plavo obojen kompleks. Intenzitet boje proporcionalan je sadrzaju

proteina i meri se spektrofotometrijski na 500 nm.

Rastvori:
< 0,2 M NaOH,
% Reagens I (2 % Na,CO3; + 0,2 M NaOH),
% 0,13 M CuSO4 x 5H,0,
% 0,13 M K, Na-tartarat,
+ Reagens Il (1 mL 0,13 M CuSO,4 x 5H,0 + 1 mL 0,13 M K, Na-tartarat,
dopuni se do 100 mL Reagensom 1) i
% Folin-Ciocalteu reagens razblazen u odnosu 1:2 sa destilovanom vodom.

Eksperimentalni postupak:

U staklenu epruvetu sipano je 3 mL Reagensa II, 0,1 mL 0,2 M NaOH i 0,1 mL
razblazenog uzorka (R=11) i sadrzaj je promuckan. Za blankove, umesto uzoraka
pipetirano je 0,1 mL dejonizovane vode. Posle inkubacije od 15 minuta, na sobnoj
temperaturi, dodano je 0,6 mL Folin-Ciocalteu reagensa, promuc¢kano i inkubirano jo$
30 minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbanca je merena spektrofotometrijski na talasnoj

duzini od 500 nm.
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3.4. Odredivanje aktivnosti enzimskih komponenti antioksidacionog sistema
3.4.1. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD)

Aktivnost SOD je odredivana adrenalinskom metodom (Misra i Fridovich,
1972), koja se zasniva na sposobnosti SOD da inhibira spontanu autooksidaciju
adrenalina u adrenohrom u alkalnoj sredini. Autooksidacija adrenalina zavisna je od
prisustva O,", a SOD prisutna u uzorku uklanja O, i tako inhibira reakciju
autooksidacije. Smanjenje brzine autooksidacije adrenalina meri se spektrofotometrijski
na talasnoj duzini od 480 nm i na temperaturi od 25 °C, a promena apsorbance poti¢e od

roze obojenog adrenohroma.

Rastvori:
% 3x10™ M adrenalin u 0,1 M HClI,
< Karbonatni pufer (0,05 M Na,CO3 + 10* M EDTA, pH 10,2 sa HCI) i
< 8 mM KCN.

Eksperimentalni postupak:

U staklenu kivetu sipa se 3 mL karbonatnog pufera, odgovaraju¢a zapremina
prethodno podesenog adrenalina 1 ona koli¢ina uzorka koja izaziva inhibiciju
autooksidacije adrenalina u opsegu od 16,66% do 66,66%. Za izraCunavanje aktivnosti
SOD koristi se vrednost promene apsorbance uzorka prema slepoj probi (pufer i
podesSen adrenalin).

Jedinica aktivnosti SOD definiSe se kao koli¢ina enzima koja dovodi do 50%
inhibicije autooksidacije adrenalina u linearnom delu promene apsorbance u minuti.
Aktivnost SOD, u ispitivanim uzorcima izrazena je u jedinicama po miligramu proteina

(Jed/mg proteina).
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3.4.2. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost CAT u ispitivanim uzorcima odredivana je metodom koju je opisao
Claiborne (1984). Mectoda se zasniva na pracenju brzine razgradnje H,O, do H,O i O,
pod dejstvom enzima CAT. Smanjenje apsorbance usled potrosnje H,O, detektuje se
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 240 nm.

Rastvori:
s 0,05 M fosfatni pufer (pH 7,0) i
& 30% HZOZ.

Eksperimentalni postupak:

Rastvor H,0, u fosfatnom puferu podeSava se tako da apsorbanca slepe probe na
talasnoj duzini od 240 nm bude izmedu 0,525 1 0,550. U kvarcnu kivetu sipa se 1,5 mL
podeSenog rastvora H,O; u fosfatnom puferu, a zatim dodaje ona koli¢ina uzorka koja
dovodi do srednje vrednosti promene apsorbance u opsegu od 0,03 do 0,06.
Dodavanjem uzorka zapocinje reakcija razgradnje H,O, usled prisustva CAT u uzorku,
a smanjenje apsorbance prati se spektrofotometrijski na 240 nm svakih 30 sekundi u
toku 3 minute na temperaturi od 25 °C. Za izracunavanje aktivnosti CAT Koristi se
molarni ekstinkcioni koeficijent za H,O, na talasnoj duzini od 240 nm Koji iznosi 43.6
M*em™,

Jedinica aktivnosti CAT definiSe se kao broj milimolova H,0, redukovanih u
minuti (mmol H;O,/min). Aktivnost enzima u ispitivanim uzorcima izrazena je u

jedinicama po miligramu proteina (Jed/mg proteina).
3.4.3. Odredivanje aktivnosti glutation-per oksidaze (GSH-Px)
Aktivnost GSH-Px odredivana je metodom koju su razvili Tamura i sar. (1982).
Princip metode zasniva se na spregnutoj aktivnosti GSH-Px (katalizuje oksidaciju GSH

u GSSG uz redukciju organskih hidroperoksida) i GR (katalizuje redukciju GSSG u
GSH uz oksidaciju NADPH kao koenzima). U reakcionu smeSu dodaju se organski
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peroksid terc-butil hidroperoksid, NADPH i GR, a aktivnost enzima GSH-Px detektuje
se spektrofotometrijski praéenjem oksidacije NADPH u NADP™ na 340 nm.

Rastvori:
% 1mM GSH,
s 0,2 mM NADPH u 1% NaHCOg3,
< 1 mM NaNs,
% 1mMEDTA,
s 0,03 M terc-butil hidroperoksid,
% 0,5 M fosfatni pufer (pH 7,0) i
% GR.

Eksperimentalni postupak:

U kvarcnu Kivetu sipa se 1,6 mL H,O (ili manja zapremina u zavisnosti od
koli¢ine dodatog uzorka), 0,3 mL ImM GSH, 0,6 mL 0,2 mM NADPH, 0,1 mL 1mM
NaN3; (kojim se inaktivira CAT), 0,1 mL 1 mM EDTA, 0,3 mL 0,5M fosfatnog pufera
(pH 7,0), 0,1 mL 0,03 M terc-butil hidroperoksida, odgovarajuc¢a koli¢ina uzorka i 1L
GR. Smanjenje apsorbance prati se spektrofotometrijski na 340 nm svakih 30 sekundi u
toku 3 minute na temperaturi od 25°C. Aktivnost GSH-Px odreduje se prema slepoj
probi (svi rastvori osim uzorka), uz koriS¢enje molarnog ekstinkcionog koeficijenta za
NADPH na 340 nm od 6,22 x 10° M™cm™,

Jedinica enzimske aktivnosti GSH-Px definise se kao broj nanomolova
oksidovanog NADPH u minuti (nmol NADPH/min), a aktivnost GSH-Px u ispitivanim

tkivima izraZzena je u jedinicama po miligramu proteina (Jed/mg proteina).

3.4.4. Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze (GR)

Za odredivanje aktivnosti GR u ispitivanim uzorcima koristili smo metodu po
Glatzle i sar. (1974), koja se zasniva na sposobnosti GR da katalizuje reakciju redukcije
GSSG u GSH uz oksidaciju koenzima NADPH do NADP”. U reakcionu smesu dodaju
se GSSG i NADPH, a aktivnost GR se meri spektrofotometrijski preko smanjenja

koncentracije NADPH, odnosno opadanja apsorbance na talasnoj duzini od 340 nm.
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Rastvori:
% 0,5 M fosfatni pufer (pH 7,4),
s 2mM GSSG,
% 05mMEDTAI
s 0,1 mM NADPH u 1% NaHCO3.

Eksperimentalni postupak:

U kvarcnu kivetu dodaje se 0,6 mL 0,5 M fosfatnog pufera (pH 7,4), 0,1 mL
2mM GSSG, 0,1 mL 0,5 mM EDTA i 2 mL H,O (ili manja zapremina u zavisnosti od
zapremine uzorka koji se dodaje) i 0,1 mL 0,1 mM NADPH, a zatim se sipa
odgovarajuca koli¢ina uzorka. Za slepu probu koriste se isti rastvori samo bez uzorka.
Spektrofotometrijski se apsorbanca meri na talasnoj duzini od 340 nm na svakih 30
sekundi u toku 3 minute na temperaturi od 25 °C. Za izracunavanje aktivnosti GR
koristi se molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH na 340 nm od 6,22 x 10° M™cm™.

Jedinica aktivnosti enzima GR definiSe se kao broj nanomolova oksidovanog
NADPH u minuti (nmol NADPH). Aktivnost ovog enzima u ispitivanim uzorcima

predstavljena je u jedinicama po miligramu proteina (Jed/mg proteina).

3.4.5. Odredivanje aktivnosti enzima faze II biotransformacije glutation-S-

transferaze (GST)

Aktivnost enzima faze Il biotransformacije GST odredivana je metodom koju su
opisali Habig i sar. (1974). Princip metode zasniva se na sposobnosti enzima GST da
katalizuje reakciju vezivanja 1-hloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) za sulfhidrilnu grupu
cisteina koji ulazi u sastav tripeptida GSH, pri ¢emu se formira CDNB-GSH konjugat.
Stopa porasta apsorbance usled nastalog CDNB-GSH konjugata direktno je
proporcionalna aktivnosti biotransformacionog enzima GST u uzorku i detektuje se
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 340 nm.

Rastvori:

% 0,5 M fosfatni pufer (pH 6,5),

% 25 mM CDNB u 95% etanolu i

% 20 mM GSH.
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Eksperimentalni postupak:

U kvarcnu kivetu za analizu sipa se 2 mL H,O (ili manja zapremina u zavisnosti
od koli¢ine uzorka koji se dodaje), 0,1 mL 25 mM CDNB u 95% etanolu, 0,6 mL 0,5 M
fosfatnog pufera (pH 6,5), 0,3 mL 20 mM GSH i odredena koli¢ina uzorka. Povecanje
apsorbance prati se spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 340 nm na svakih 30
sekundi u toku 3 minute na temperaturi od 25 °C. Aktivnost GST odreduje se prema
slepoj probi (isti rastvori samo bez uzorka), uz koris¢enje molarnog ekstinkcionog
koeficijenta za CDNB-GSH konjugat na 340 nm od 9,6 x 10° M cm™.

Jedinica aktivnosti enzima faze Il biotransformacije GST izrazava se kao broj
nanomolova CDNB-GSH konjugata nastalog u minuti (nmol CDNB-GSH/min).

Aktivnost GST izraZena je u jedinicama po miligramu proteina (Jed/mg proteina).

3.5. Odredivanje koncentracije neenzimskih komponenti antioksidacionog sistema

3.5.1. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa (GSH)

Metoda koju je opisao Griffith (1980) kori$¢ena je za odredivanje koncentracije
ukupnog GSH u ispitivanim uzorcima. Princip ove metode zasniva se na ciklicnom
enzimskom procesu: 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoi¢na kiselina) (DTNB) oksiduje GSH,
pri ¢emu nastaju GSSG i 2-nitro-5-tiobenzoi¢na kiselina (TNB), a zatim enzim GR
redukuje GSSG u GSH uz oksidaciju koenzima NADPH. Stopa formiranja Zuto
obojenog jedinjenja TNB prati se spektrofotometrijski na 412 nm i proporcionalna je
koncentraciji ukupnog GSH u uzorku.

Rastvori:
% Standard GSH,
% 10% sulfosalicilna kiselina,
< 0,3mM NADPH,
s 6mM DTNB,
% GRi
s Pufer (125 mM NaH,PO, + 6mM EDTA, pH 7,5 sa NaOH).
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Eksperimentalni postupak:

U kvarcnu kivetu dodaje se 0,7 mL 0,3 mM NADPH, 0,1 mL 6 mM DTNB,
uzorak, H,O do 1 mL reakcione smeSe i 5ul. GR. Za slepu probu koriste se isti rastvori
samo bez uzorka, a za standarde umesto uzorka se sipaju odgovarajue zapremine
standardnih rastvora sa poznatom koncentracijom GSH. Povecanje apsorbance prati se
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 412 nm na svakih 30 sekundi u toku 3 minute
na temperaturi od 25 °C.

Koncentracija ukupnog GSH u uzorku izrazena je u nanomolima GSH po gramu
tkiva (nmol GSH/g tkiva).

3.5.2. Odredivanje koncentracije slobodnih sulfhidrilnih (SH) grupa

Koncentracija slobodnih SH grupa u ispitivanim uzorcima odredivana je
metodom koju je opisao Ellman (1959). DTNB oksiduje slobodne SH grupe prisutne u
uzorku, pri ¢emu nastaju mesani disulfidi 1 Zuto obojeni TNB, ¢ija se apsorbanca meri

spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 412 nm.

Rastvori:
% 0,1 M fosfatni pufer (pH 7,3) i
< 3mM DTNB u 0,1 M fosfatnom puferu (pH 7,3).

Eksperimentalni postupak:

U epruvetu se dodaje 0,5 mL uzorka, 0,5 mL 0,1 M fosfatnog pufera (pH 7,3) i
0,2 mL DTNB. Posle inkubacije od 10 minuta na sobnoj temperaturi oCitava se
apsorbanca na talasnoj duzini od 412 nm. Za izracunavanje koncentracije slobodnih SH
grupa Kkoristi se molarni ekstinkcioni koeficijent od 14150 M™*cm™. Koncentracija
slobodnih SH grupa u uzorku odreduje se prema slepoj probi i proporcionalna je
koncentraciji nastalog TNB.

Koncentracija slobodnih SH grupa u uzorku izrazena je u mikromolima SH

grupa po gramu tkiva (umol SH/g tkiva).
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3.6. Odredivanje aktivnosti holinesteraze (ChE)

Aktivnost holinesteraze u tkivima odredena je metodom po Ellmanu i sar.
(1961). Metoda se zasniva na hidrolizi acetil-tioholina pri ¢emu oslobodeni tiol reaguje
sa DTNB i nastaje zuto obojeni TNB. Aktivnost je merena spektrofotometrijski na
talasnoj duzini od 406 nm.

Rastvori:
s 0,05 M fosfatnog pufera (pH 7,9) sa 0,25 mM DTNB i
s 0,156 M acetil-tioholin jodid.

Eksperimentalni postupak:

U kvarcnu kivetu sipano je 3 mL 0,05 M fosfatnog pufera (pH 7,9), 0,1 mL
acetil-tioholina jodida i odredena zapemina uzorka. Promena apsorbance se prati
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 406 nm na svakih 15 sekundi u toku 1 minuta
sa odlaganjem od 1 minut na temperaturi od 25 °C. Aktivnost je odredena prema slepoj

probi i proporcionalna je koncentraciji nastalog TNB, a izrazena je pumol/min/g tkiva.

3.7. Odredivanje koncentracije metala u vodi i tkivima

3.7.1. Hemikalije

Sve hemikalije i reagensi koriS¢eni za odredivanje koncentracija metala u vodi i
tkivima bile su analiticke Cistoc¢e. Posude je pre upotrebe potopljeno u 10% HNO3
tokom 12 Casova a potom isparano destilovanom vodom. Za mikrotalasno rastvaranje
uzoraka koriS¢ena je 65% azotna kiselina i 30% vodonik peroksid. Za pripremanje
standardnih rastvora, kor§¢en je multi-elementalni rastvor (ICP multi-element standard
solution 1V, Merck) koncentracije 1,000 g¢g/L kao i1 multi-elementalni rastvor

(Semiquantitative Standard 1, Specture) koncentracije 0,010 g/L.
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3.7.2. Instrumenti

Mikrotalasna digestija je uradena na aparatu Ethos 1 (Advanced Microwave
Digestion System, Milestone, Italy), koji je opremljen rotorom koji moze da primi 10
teflonskih (PTFE) kiveta.

Za odredivanje sadrzaja metala u uzorcima koris¢en je Indukovano-Kuplovan
Plazma Atomski Emisioni Spektrometar, ICP-OES (Thermo Scientific, United
Kingdom), model 6500 Duo, opremljen sa CID86 chip detektorom. Ovaj instrument
simultano koristi 1 radijalni i aksijalni pogled na plamenik. Ceo sistem kontroliSe Iteva

software. Uslovi rada instrumenta i uslovi snimanja dati su u tabeli 3.

Tabela 3. Uslovi rada instrumenta prilikom odredivanja.

Spektrormetar ICAP 6500 Thermo scientific
Nebulajzer Concentric

Sprej komora Cyclonic

Snaga RF generatora (W) 1150

Brzina protoka gasa za hladenje (L/min) 12

Brzina protoka aksijalnog gasa (L/min) 0,5

Brzina protoka nebulajzer gasa (L/min) 0,5

Brzina unoSenja uzorka 1,0

Detektor CID86

3.7.3. Priprema uzoraka

Uzorci su, nakon odmeravanja (0,5 g), preneti u teflonske kivete u koje je dodato
7 ml 65% azotne kiseline (HNO3) i 1 ml 30% vodonik peroksida (H.O,). Digestija je
vrSena prema sledeCem programu: postizanje temeprature od 180°C tokom 10 min,
odrZzavanje temeprature od 180°C tokom 15 min, ventilacija sistema tokom 10 min.
Primenjena snaga iznosila je 1100 W. Nakon perioda hladenja uzorci su preneti u

normalne sudove od 25 ml i razblazeni destilovanom vodom.

3.7.4. Analizauzorka

Odredivanje sadrzaja metala u uzorcima je vrSeno pomocu ICP-OES metode.

Izabrane talasne duzine Zeljenih elemenata su date u tabeli 4.
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Tabela 4. Odredivani elementi sa odgovaraju¢im A spektralnih linija.

Element Talasna duzina A Element Talasna duzina A
Al 167,0 Ga 294,3
As 193,7 Hg 184,9
Ba 455,4 In 230,6
Ca 393,3 Li 670,7
Cd 2144 Mn 259,3
Co 228,6 Ni 231,6
Cr 267,7 Pb 220,3
Cu 2247 Sr 407,7
Fe 259,9 Zn 213,8

Standardni rastvori su pripremani razblaZzivanjem osnovnog multielementog
rastvora i zakiSeljavani dodatkom azotne kiseline tako da je njena koncentracija bila
2%.

3.8. Statisticka obrada rezultata

Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji su predstavljeni kao srednja
vrednost sa standardnom greSkom (Xsr = SG). Za sve rezultate proverena je normalnost
raspodele koriS¢enjem Kolmogorov-Smirnov testa, a za utvrdivanje ekstrema primenjen
je Grabov test. Nakon Sto su uklonjeni potencijalni ekstremi i utvrdeno da je prisutna
normalna raspodela podataka, primenjeni su standardni parametrijski testovi. One-way
Anova koriS¢ena je prilikom poredenja AOS parametara kao i prilikom poredenja
koncentracija metala u tkivu. Kako bi se utvrdila veza izmedu AOS parametara i
akumuliranih metala primenjena je linerana regresija i Pirsonove korelacije. Za
uocavanje razlika izmedu ispitivanih vrsta kao 1 tkivnih razlika primenjena je
kanonijska diskriminaciona analiza, takode koris¢enjem klaster analize svi ispitivani
parametri grupisani su u homogene grupe, a rezultati su prikazani graficki u vidu
dendrograma. Kao najmanji stepen znacajnosti uzeta je vrednost p<0,05. Svi testovi su

uradeni u programu za obradu podataka STATISTICA 8.0.
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4. Rezultati

4.1. Fizi¢ko-hemijski parametri i koncentracije metala u vodi

Fizicko-hemijski parametri vode (temperatura, pH, koncentracija kiseonika i
provodljivost) i koncentracije metala (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Zn)
merene su u vodi na lokalitetima DTD, Ponjavica, Fruska Gora i Obedska Bara tokom
sezona prolece 2013., prolece 2014. 1 jesen 2014. (Tabela 5 i Tabela 6).

Tokom sezone 2013. temperatura vode bila je slicna na lokalitetima DTD i
Fruska Gora dok je na lokalitetu Ponjavica bila nesto niza. Voda na svim lokalitetima
bila je baznog karaktera i najve¢u vrednost je imala na Ponjavici. Najveca koncentracija
kiseonika bila je u vodi iz kanala DTD a najniza na reci Ponjavica. Najvecu
provodljivost imala je voda iz Ponjavice a najmanju iz jezera Popovica sa Fruske Gore
(Tabela 5).

Fizicko-hemijski parametri vode sa lokaliteta iz prole¢a 2014. nisu se znacajno
razlikovali od istih iz sezone 2013. Temperatura je bila najvisa na kanalu DTD, zatim
sledi Ponjavica i Obedska Bara. VVoda je isto baznog karaktera i najvisa vrednost je bila
na Ponjavici, dok je najniza na Obedskoj Bari. Rastvoren kiseonik u vodi imao je
najvise vrednosti na lokalitetu DTD a najnizu na Ponjavici. Provodiljivost je bila
najveca na Ponjavici dok su ostala dva lokaliteta imala sli¢ne vrednosti (Tabela 5).

Tokom sezone jesen 2014. meren je kvalitet vode sa lokaliteta DTD i Ponjavica.
Poredenje izmedu ova dva lokaliteta pokazala su da voda sa kanala DTD ima viSe
vrednosti za pH i O,, dok je voda iz Ponjavice imala visu temperaturu i provodljivost
(Tabela 5). Poredenje parametara vode sa parametrima sa istih lokalitetima tokom
drugih sezona (prole¢e 2013. i 2014.) pokazalo je da koncentracija rastvorenog

kiseonika opada tokom sezone jesen 2014.
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Tabela 5. Temperatura (°C), pH, koncentracija kiseonika (mg/L) i provodljivost (uS/cm) u vodi. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +

standardna greSka.T- temperatura; P- provodljivost.

Prolece 2013 Prolece 2014 Jesen 2014
DTD Ponjavica Fruska Gora DTD Ponjavica | Obedska Bara DTD Ponjavica
T |20,00+0,12 | 18,06+0,09 | 20,26+0,03 | 20,3+0,17 | 18,31+0,08 | 16,77 0,15 20,8+0,1 21,3+0,2
pH | 882+0,02 | 9,05+0,02 | 842+0,01 | 862+0,04 | 884+0,02 | 769+010 | 8,73+0,06 | 838+0,04
O, | 841+0,04 | 6,00£0,04 | 7,83£002 | 811+0,04 | 651+£004 | 694+0,23 | 453+0,05 | 444+0,07
P | 7415+11,2 | 13953+283 | 432,1+6,5 | 763,4+13,4 | 940,3+17,1 | 783,2+13,1 | 821,1+13,4 | 980,4+26,1

Tabela 6. Koncentracije metala (mg/L) u vodi sa razli¢itih lokaliteta i iz razli¢itih sezona. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna

greska.

Prolece 2013 Prole¢e 2014 Jesen 2014

DTD Ponjavica Fruska Gora DTD Ponjavica | Obedska Bara DTD Ponjavica
Al | 2342+16 | 2286+03 |271,75+0,07 | 982,1+2,7 | 1654+0,1 1209+25 | 581,6+3,1 | 40,25+1,01
As | 2,21+0,82 246+0,2 32+0,6 6,3+1,2 13,5+0,3 1,7+1,3 7,107 148+18
Cd / 0,012 + 0,001 / 0,80+0,11 | 1,20+0,04 | 0,20+0,02 0,36 +£0,01 | 0,048 + 0,004
Co / / / 0,406 + 0,106 / / / /
Cr / / / 1,78+0,27 | 0,24+0,03 | 0,479+0,037 | 2,39+0,51 | 0,238 +0,032
Cu | 10,9%0,2 12,1+0,3 9,3+0,2 18,83+0,64 | 22,00+0,57 | 445+04 442 +272 219+14
Fe | 1257+43 | 256,0+13 2275+16 | 12983+8,2 | 1679+23 95,6 +1,2 1140,2+6,3 | 197,2+3,4
Hg / / / / / / / /
Mn | 60,2+0,3 959+0,3 120,5+04 119,8+0,5 53,4+0,5 14,42 +0,12 | 107,3+5,7 494+19
Ni / / / / / / / 0,460 + 0,083
Pb / / / 3,45+1,05 / / 4,98+0,74 | 0,217 £ 0,053
Zn | 19,57+0,06 | 16,03+0,05 | 16,07 +0,03 | 17,16 £0,10 | 4,39+0,08 | 18,75+ 0,04 18,8+ 0,5 6,31+0,32
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Uporedivanje koncentracija metala u vodi sa ispitivanih lokaliteta tokom sezone
prolec¢e 2013. pokazalo je da je koncentracija Zn bila najvec¢a na lokalitetu DTD, zatim
da je u vodi iz Ponjavice najveca koncentracija bila za As, Cd, Cu i Fe, a ostali metali
(Al, Mn) su imali najve¢u koncentraciju u vodi jezera Popovica sa Fruske Gore.

Merenja koncentracije metala u vodi tokom sezone prolece 2014. pokazala su da
lokalitet DTD karakteri$e najveéa koncentracija: Al, Co, Cr, Fe, Mn i Pb; dok vodu sa
Ponjavice karakterisu: As i Cd; najvece koncentracije Cu i Zn uocene su u vodi iz
Obedske Bare.

Koncetracija metala u vodi sa lokaliteta DTD i Ponjavica u jesen 2014. pokazale
su razlike koje su se ogledale u ve¢im koncentracijama sledecih metala: Al, Cd, Cr, Cu,
Fe, Mn, Pb i Zn u vodi sa lokaliteta DTD dok je samo koncentracija As bila povecana u

vodi iz Ponjavice.

4.2. Prikaz rezultata dobijenih u tkivima vrsta Pelophylax esculentus kompleksa

4.2.1. Koncentracije metala u tkivima vr sta Pelophylax esculentus kompleksa

Koncentracije metala u vrstama Pelophylax esculentus kompleksa prikazane su
tabelarno po lokalitetima i sezonama.

Na lokalitetu DTD tokom prole¢a 2013. 1 2014. godine, merene su koncentracije
metala u kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus (Tabela 7 i Tabela 8).
Rezultati za 2013. godinu pokazuju da su koncentracije Cd, Fe i Hg u kozi bile znacajno
vece kod P. ridibundus u odnosu na P. esculentus. Takode su i u misi¢ima P. ridibundus
zabeleZene vece koncentracije Cd i Hg. Metali koji su prisutni samo kod jedne od vrsta
su: As u misi¢ima P. ridibundus i Co u misi¢ima P. esculentus. Olovo nije detektovano

u miSi¢ima vrste P. ridibundus.
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Tabela 7. Koncentracije metala (mg/kg) u kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundusi P. esculentus na

lokalitetu DTD tokom sezone prolece 2013. godine. “a” u odnosu na P. ridibundus, “b” u

odnosu P. esculentus. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

koza misic¢

P. ridibundus P. esculentus | P.ridibundus | P. esculentus
Al 126+£21 14,34 £ 1,96 27,33+11,64 | 10,13+ 3,02
As / / 0,32 £ 0,08 /
Cd | 0,097 +0,011° | 0,060 + 0,009 | 0,033 +0,004° | 0,013 + 0,005
Co / / / 0,019 + 0,004
Cr 0,65 = 0,05 0,742 £ 0,052 | 0,297 £0,004 | 0,407 £ 0,056
Cu 2,19+0,16 2,06 £0,14 1,29 + 0,08 1,12 + 0,07
Fe | 65,15+ 14,37° | 3558 +2,22 2449+258 | 22,17+1,37
Hg | 0,178 + 0,063° | 0,021+ 0,006 | 0,102+ 0,023° | 0,043 + 0,010
Mn | 15,41+1,46 13,36 £ 1,98 0,78 £ 0,06 0,74 £ 0,08
Ni 0,483 +0,079 | 0,384 +0,073 | 0,269 + 0,024 | 0,255 + 0,032
Pb | 0,463+0,095 | 0,363+ 0,037 / 0,047 + 0,017
Zn | 141,83 +20,16 | 168,00+ 15,94 | 22,18+0,86 | 23,81+1,74

Tokom proleca 2014. godine u kozi jedinki P. ridibundus koncentracije Fe i Mn

bile su veée od onih u kozi jedinki P. esculentus, dok je koncentracija Cr bila veca u

kozi P. esculentus. Rezultati merenja u miSi¢ima pokazali su povecane koncetracije Al i

Cr kod vrste P. esculentus. As je detektovan samo u misi¢ima P. ridibundus. Kod ove

vrste je uoceno prisustvo Pb i odsustvo Hg u kozi.
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Tabela 8. Koncentracije metala (mg/kg) u kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundusi P. esculentus na
lokalitetu DTD tokom prole¢a 2014. godine. “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu P.
esculentus. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

koza misié

P. ridibundus | P. esculentus | P.ridibundus | P. esculentus
Al 49,1+7,3 72,3+17,3 10,8+2,2 24,4 +2,7°
As / / 0,361 + 0,047 /
Cd | 0,090 +0,013 | 0,094 + 0,027 | 0,402 + 0,190° | 0,033 + 0,010
Co / / / /
Cr | 0,859+0,087 | 1,74+0,40° | 0,307 +0,059 | 1,11+0,33"
Cu| 212+0,22 3,67+155 2,64 +1,29 1,39+0,15
Fe | 49847 31,6 +4,1 26,9+ 6,4 20,4+2,8
Hg / 0,137 £ 0,028 | 0,080+ 0,017 | 0,102 +0,028
Mn | 30,6 +3,6" 19,95+2,55 | 0,693+0,113 | 0,910 0,197
Ni | 0,775+0,191 | 169+0,66 | 0,323+0,040 | 0,485+ 0,083
Pb | 0,417 £0,117 / / /
Zn | 188,4+21,9 | 149,9+252 215+19 252+32

U jesen 2014. godine na lokalitetu DTD koncentracije metala izmerene su u
jetri, kozi i miSi¢ima jedinki P. ridibundus i P. esculentus (Tabela 9). U jetri jedinki P.
ridibundus zabelezene su vece koncentracije Cr, Hg i Mn nego u jetri P. esculentus.
Veca koncentracija metala Cd, Cu, Fe, i Ni izmerena je i u kozi P. ridibundus u odnosu
P. esculentus. U misi¢ima nije bilo znacajnih razlika u akumulaciji izmedu ispitivanih
vrsta, jedino su koncentracije Mn bile znacajno vece kod P. ridibundus. Arsen je
detektovan samo u miSi¢ima jedinki P. ridibundus. Metali koji nisu detektovani u nekim
od tkiva su: Cd u miSi¢ima P. ridibundus, Co u kozi i miSi¢ima P. esculentus, takode

kod vrste P. esculentus Pb nije detektovan u jetri i kozi.
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Tabela 9. Koncentracije metala (mg/kg) u tkivima (jetra, koza, misi¢) vrsta P. ridibundus i P.

esculentus na lokalitetu DTD u jesen 2014. godine. “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu

P. esculentus. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

jetra koza misic

P. ridibundus | P. esculentus | P.ridibundus | P. esculentus | P.ridibundus | P. esculentus
Al 39,7+3/4 20,7+ 4,6 5,04 £ 0,59 5,68 £ 0,57 792+1,14 3,568 + 0,27
As / / / / 0,048 + 0,010 /
Cd | 0,443+0,076 | 0,336+ 0,071 | 0,20 +0,04° | 0,073 + 0,009 / 0,034 + 0,007
Co | 0,391+£0,089 | 0,197 +0,046 | 0,029 + 0,013 / 0,157 + 0,023 /
Cr | 0,742+0,063" | 0,425+ 0,066 | 1,05+0,12 | 0,880+ 0,123 | 0,647 + 0,078 | 0,446 + 0,070
Cu 88,5+9,0 125,1+17,8 | 3,00+0,12° 2,28 £0,16 1,68 £ 0,23 1,20+ 0,14
Fe | 618,4+885 | 410,2+92,7 41,3+32° 332+19 31,7+10,6 12,4+0,7
Hg | 0,281 + 0,054° | 0,081 + 0,014 | 0,064 + 0,008 | 0,071 + 0,017 | 0,138 + 0,016 | 0,057 + 0,010
Mn | 6,80 +0,68° 3,11+0,39 29,0+4,0 19,1 +3,3 0,62 +0,04° | 0,213 + 0,053
Ni | 0,794+0,178 | 0,164+0,11 | 1,09+0,27° | 0,258 + 0,066 | 0,422 + 0,065 | 0,231 + 0,044
Pb | 0,414+0,134 / 1,47 £ 0,39 / 0,294 + 0,076 | 0,300 + 0,044
Zn 64,3+5,6 71,1+6,4 160,2 + 15,8 | 182,0+235 | 28,14 +3,31 | 43,87 £ 22,74

Na lokalitetu Ponjavica

tokom prole¢a 2013. 1 2014. godine merene Su

koncentracije metala u koZi i miSi¢ima vrste P. ridibundus i njenog hibirda P.

esculentus. Rezultati su predstavljeni u tabeli 10 i tabeli 11. Tokom 2013. godine

znacajne razlike su uocene samo za koncentracije Cu i Ni u kozi. Koncentracije ovih

metala bile su vece kod jedniki P. ridibundus. U koZzi P. ridibundus su detektovani Ziva

i olovo, dok su njihove koncentracije kod P. esculentus bile ispod limita detekcije. U

misi¢ima P. esculentus nije zabelezeno prisustvo As, dok Cd nije detektovan kod P.

ridibundus. Koncentracija ostalih metala u oba tkiva nije se znacajno razlikovala.

Tokom 2014. zabelezene su znacajne razlike izmedu ispitivanih vrsta, u pogledu

akumulacije metala. U koZi jedinki P. esculentus bile su vece koncentracije Cr i Hg u

odnosu na P. ridibundus. Vecée koncentracije metala detektovane su i u misi¢ima P.

esculentus, i to za: Al, Cr, Hg i Mn. Jedino je koncentracija Ni bila veca u misi¢ima P.

ridibundus. Cd i Co nisu detektovani u miSi¢ima, dok Ni nije detektovan u kozi P.

ridibundus. Kod P. esculentus nije zabeleZzen As u kozi.
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Tabela 10. Koncentracije metala (mg/kg) u kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus

na lokalitetu Ponjavica lovljenih u prole¢e 2013. godine. “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u

odnosu P. esculentus. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

koza misié¢

P. ridibundus | P. esculentus | P.ridibundus | P. esculentus
Al 120+1,2 248+70 116+1,8 167,3+79,2
As | 0,104 +0,034 | 0,136 +£0,043 | 0,312 + 0,137 /
Cd | 0,018 +0,003 | 0,012 + 0,002 / 0,032 + 0,005
Cr | 0,567 +0,027 | 0,638 +0,103 | 0,432 + 0,059 | 0,413 + 0,042
Cu | 2,00+0,14° 1,42 £ 0,08 1,20 £ 0,07 1,23 +£0,081
Fe 43,8+27 419+6,1 294+21 255+18
Hg | 0,083 0,007 / 0,092 £0,016 | 0,91+0,86
Mn 172+24 15,92+ 2,02 | 1,030 +0,104 | 0,987 £ 0,094
Ni | 0,470+ 0,057° | 0,306 + 0,042 | 0,219 + 0,034 | 0,174 + 0,028
Pb | 0,796 + 0,201 / / /
Zn | 1245+159 | 106,0+ 12,1 247 +17 222+16

Tabela 11. Koncentracije metala (mg/kg) u kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus
na lokalitetu Ponjavica izlovljenih u prole¢e 2014. godine. “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u
odnosu P. esculentus. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

koza misic¢

P. ridibundus | P. esculentus | P.ridibundus | P. esculentus
Al 80,5 + 23,6 68,8 £ 14,9 158+1,7 31,4+6,3
As | 0,140 + 0,030 / 0,325+ 0,081 | 0,286 +0,083
Cd | 0,021 +£0,005 | 0,019 + 0,004 / 0,147 + 0,057
Co | 0,101 £0,071 | 0,145+ 0,061 / 0,215 + 0,091
Cr | 0,723+0,045 | 2,21+0,63* | 0,347 +0,053 | 1,05+0,16°
Cu| 2,30+0,38 2,49+0,26 1,83 +0,29 1,20+ 0,15
Fe 86,3+19,1 68,5+13,1 142+22 42,7+15.2
Hg | 0,030+ 0,006 | 0,122 + 0,027* | 0,046 + 0,008 | 0,136 + 0,041°
Mn 15,8+1,5 18,1+£21 0,373+0,064 | 1,21 +0,184°
Ni / 1,42 +0,34 2,35+0,711° | 0,725 + 0,147
Zn | 179,1+£19,0 183,6 £ 16,9 193+2,6 259+1,8

U jedinkama ulovljenim tokom jeseni 2014., metali su izmereni u jetri, koZi i

misi¢ima P. ridibundus i P. esculentus (Tabela 12). U jetri P. ridibundus je izmerena

zna€ajno veca koncentracija Al, dok su u kozi i miSiéma ove vrste zabelezene vece
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koncentracije Cd, Cu, Fe i Mn u odnosu na ista tkiva vrste P. esculentus. Medutim, u
misi¢ima P. esculentus je bila znacajno veca koncentracija aluminijuma u poredenju sa
P. ridibundus. Nikl nije uocen u jetri, kao ni Cr i Hg u kozi i miSi¢ima P. ridibundus,

dok kod P. esculentus As nije zabelezen u kozi i miSi¢ima.

Tabela 12. Koncentracije metala (mg/kg) u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P.
esculentus na lokalitetu Ponjavica izlovljenih tokom jeseni 2014. “a” u odnosu na P. ridibundus;
“b” u odnosu P. esculentus. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

jetra koza misi¢

P.ridibundus | P.esculentus | P.ridibundus | P.esculentus | P.ridibundus | P. esculentus
Al 12,7+22° 7,39 £1,01 3,13+ 0,63 4,07+0,663 | 1,20+0,170 3,80 £ 0,35%
As / / 1,04 +£0,16 1,04 £ 0,143
Cd | 0,757 +0,173 | 0,464 +0,038 | 0,138 +0,008° | 0,076+ 0,01 | 0,146 +0,019° | 0,027 + 0,008
Co | 0,446 +0,114 | 0,396 + 0,037 / / / /
Cr | 0,200 +£0,039 | 0,217 +0,025 / 0,523 + 0,042 / 0,320 + 0,029
Cu | 93,7+141 |107,22+20,41 | 249+0,13b | 2,07+0,131 | 1,39+0,085" | 0,970 + 0,057
Fe | 425,1+80,2 | 408,3+60,4 40,4+ 4,8° 244+15 234+1,9° 133+15
Hg | 0,230+ 0,058 | 0,223 +0,023 / 0,124 + 0,061 0,121 +£ 0,024
Mn | 3,20+0,566 | 2,64 +0,241 23,20+3,14° | 11,35+1,71 | 1,73+0574° | 0,142 + 0,022
Ni / 0,167 +0,058 | 0,188+ 0,062 | 0,179+0,035 | 0,397 +0,126 | 0,187 + 0,066
Pb / / 0,406 + 0,198 / / /
Zn 58,0+ 8,8 46,6 £1,8 1649+ 18,7 | 146,2+19,3 212+1,2 19,1+0,7

Na lokalitetu Obedska Bara tokom prole¢a 2014. izlovljene su sve tri vrste
Pelophylax esculentus kompleksa. Prisustvo metala ispitivano je u koZzi i misi¢ima sve
tri vrste, a dok su koncentracije u jetri merene kod P. ridibundus i P. esculentus.
Rezultati za jetru, kozu i misice su prikazani u tabeli 13. Jetra P. esculentus se odlikuje
ve¢om koncentracijom Cr i Ni, dok je kod P. ridibundus to bio slu¢aj sa koncentracijom
Fe. Mn nije detektovan u jetri P. esculentus, dok Pb nije bilo prisutno u jetri P.
ridibundus. Sto se ti¢e razlika u koncentracijama metala u koZi, rezultati su pokazali da
su zabe P. esculentus imale najvece koncentracije Cd, Cr i Pb. P. esculentus je imala
vecée koncentracije Ni u odnosu na roditeljsku vrstu P. lessonae. Koncentracije Hg su
bile najvece kod jedinki P. ridibundus, dok je Cu u najvecoj koncentraciji bio prisutan
kod jedinki P. lessonae. P. lessonae je akumulirala vece koncentracije Zn u odnosu na

P. ridibundus. Kod misi¢nog tkiva zabe P. ridibundus nadene su vece koncentracije Cr i
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Mn u odnosu na P. esculentus. P. ridibundus je imala i najvecu koncentraciju Zn u
odnosu na druge dve vrste, dok su za Hg najnize koncentracije detektovane kod P.
lessonae. Mn nije detektovan kod P. lessonae u misi¢ima.

Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza su primenjene kako bi se ispitale
razlike i sli¢nosti u akumulaciji metala izmedu vrsta P. esculentus kompleksa sa
lokaliteta Obedska Bara (Grafikon 1). Za akumulaciju u tkivu koze, prva kanonijska
funkcija (Root 1) pokazala je 55,1 % od ukupne heterogenosti, dok je druga kanonijska
funkcija (Root 2) pokazala 44,9 % (Grafikon 1A). Po prvoj funkciji hibrid P. esculentus
se odvajao od roditeljskih vrsta (P. ridibundus i P. esculentus), a po drugoj funkciji
doslo je do razdvajanja izmedu roditeljskih vrsta. Metali koji su najviSe doprineli
razdvajanju po prvoj i drugoj osi su Cd, Pb i Cu. Klaster analiza je pokazala da P.
lessonae.

Kanonijska diskriminaciona analiza metala u misi¢ima ispitivanih vrsta pokazala
je izvesno preklapanje (Grafikon 1B). Generalno odvajanje je uoceno po prvoj funkciji
(84,6%) za P. esculentus i P. lessonae sa jedne strane i P. ridibundus sa druge. Metali
koji su doprineli razdvajanju su Zn, As i Fe. Druga funkcija pokazala je manji procenat
heterogenosti, svega 15,4 % i po ovoj funkciji P. esculentus se odvojio od P. lessonae.
Metali koji su najvise doveli do tog razdvajanja su Cr, Ni i As. Klaster analizom je
potvrdena veca sli¢nost u akumulaciji metala izmedu P. esculentus i P. lessonae u

odnosu na P. ridibundus.
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Tabela 13. Koncentracije metala (mg/kg) u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus, P. esculentus i P. lessonae sa lokaliteta Obedska Bara- prolece

2014. “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P. esculentus; “c” u odnosu na P. lessonae. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu

razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

jetra koza misic

P.ridibundus | P.esculentus | P.ridibundus P. esculentus P. lessonae P. ridibundus | P. esculentus P. lessonae
Al | 19,43 +3,82 19,1+34 203+2,4 205+43 276+4,1 15,7+24 129,9 + 38,8 18,5+2,6
As | 1,07+0,25 1,14+ 0,23 0,449 £ 0,056 | 0,604 +0,208 | 0,389+0,050 | 1,12+0,27 1,49 +0,26 1,45+ 0,27
Cd | 0,532+0,092 | 0,350+0,04 | 0,021+0,002 | 0,138 + 0,010 | 0,016 +0,006 / / /
Co | 0,587 +0,092 | 0,461+0,05 | 0,106 + 0,034 / / 0,019 £ 0,007 | 0,007 +0,001 | 0,015+ 0,005
Cr | 0,233+0,016 | 0,345 +0,041* | 0,891+0,113 1,35+ 0,14 | 0,843 0,156 | 0,671 +0,152° | 0,213 + 0,016 | 0,406 + 0,069
Cu| 925+£137 845+245 2,15+0,12 2,25+0,16 3,04 +0,38% 1,52+0,12 1,39+ 0,04 1,32+0,11
Fe | 306,9+26,0° | 2352+11,9 33,0+15 29,1+27 29,1+38 18,6 +1,6 18,5+0,9 226+3,1
Hg | 1,09+0,18 1,15+ 0,26 | 0,168 + 0,015 | 0,105+ 0,009 | 0,030+ 0,018 | 0,334 + 0,045° | 0,238 + 0,041° | 0,063 + 0,012
Mn | 4,14+0,24 / 153+1,9 17,1+0,9 17,6 £4,0 0,671+ 0,085° | 0,473 + 0,024 /
Ni 0,67 +0,18 5,10 £ 0,48% 0,707 +0,091 | 0,998 +0,180° | 0,513 + 0,096 | 0,586 + 0,074 | 0,452+ 0,072 | 0,739 + 0,135"
Pb / 1,69 +0,69 0,555 + 0,098 1,12 +0,21* | 0,026 £+ 0,006 / / /
Zn 62,1+ 3,6 63,4+39 120,2 + 11,7 859+6,8 1576 +30,3° | 27,6 +1,.8™ 20,3+13 18,1+0,4

60



Root 1 vs. Root 2

Root 2

o P.ridibundus
o0 P. esculentus
< P.lessonae

ity biocx (Marfasnan) astances

P. ridibundus

L@ N O b AN o 2NwA e N

45
40
3.5

3.0 /

25
20
1.5
1.0
05
0.0
-0.5
-1.0
4%
-2.0
-25
-3.0

Root 2

P. esculentus —

Root 1 vs. Root 2

P. ridibundus

/_\ P. esculentus

P. lessonae

-4 -3 2 -1 0 1 2 3

5 6

o P. ridibundus
O P. esculentus
o P. lessonae

Grafikon 1. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza za akumulirane metale A) u koZi i B)

u misi¢ima vrsta P. esculentus kompleksa sa lokaliteta Obedska Bara (prolece 2014. godine).
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4.2.2. Parametri antioksidacionog sistema, enzim faze || biotransformacije (GST) i
aktivnost holinester aze (ChE) u tkivima vrsta Pelophylax esculentus kompleksa

Svi rezultati parametara AOS i holinesteraze predstavljeni su po tkivima,
sezonama i lokalitetima, tabelarno 1 graficki.

Za jedinke sa lokaliteta DTD (sezona prolece 2013.) rezultati su dati u tabeli 14.

Tabela 14. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i
aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus na

lokalitetu DTD- prole¢e 2013. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna

greska.
jetra koza misi¢

P. ridibundus P. esculentus P. ridibundus | P. esculentus | P.ridibundus | P. esculentus

SOD 12,09 +1,15 7,94 +0,57 849+032 | 750+£0,45 | 3,54+0,27 | 4,44+0,25
CAT 2066,6 +367,7 | 1865,4 +160,3 | 9,15+0,75 | 7,87+0,67 | 1,30+0,13 | 1,19+0,15
GSH-Px 28,0+3,3 182+2,4 109+04 |11,42+0,76 | 3,64+0,36 | 3,35+0,24
GR 12,22 +1,14 9,05+0,72 11,8+1,0 9,98+0,72 | 0,58+0,05 | 0,81+0,09

GST 2136 +31,1 125,8 + 8,2 2816+184 | 230,2+239 | 284+24 33,626
GSH 897,3+119,3 | 11355+64,8 | 137,3+14,7 | 113,7+15,2 | 96,3+12,1 | 104,6 + 10,1
SH 90,8+11,1 73,1+3,2 66,4+14 73,3+2,2 1145+23 | 118,8+4,9
ChE 3,27+0,17 3,51+0,25 0,50+0,02 | 054+0,02 | 0,79+0,02 | 0,65+0,07

Aktivnosti SOD, GSH-Px i GR u jetri bile su statisticki znac¢ajno vece kod vrste

P. ridibundus (Grafikoni 2, 4 i 5). Od parametara u kozi, samo je koncentracija SH
grupa bila veca kod jedinki P. esculentus (Grafikon 8), dok su u misi¢ima ove vrste
zabelezene vece aktivnosti SOD 1 GR (Grafikon 2 1 5).

Medutkivna razlika kod vrsta P. ridibundus i P. esculentus je pokazala da su
aktivnosti SOD, GSH-Px, GR i GST manje u misi¢ima u poredenju sa aktivnostima u
jetri i kozi (Grafikon 2, 4, 51 6). Aktivnosti CAT, GSH-Px i ChE kao i koncentracije
GSH bile su zna¢ajno manje u kozi ispitivanih vrsta u poredenju sa jetrom (Grafikoni 3,
4, 91 7). Jedino su koncentracije SH grupa bile znac¢ajno manje u jetri i kozZi kada se

uporede sa koncentracijama u miSi¢ima (Grafikon 8).
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Grafikon 2. Aktivnost SOD u jetri, kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona proleée 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu nha jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 3. Aktivnost CAT u jetri, kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona prole¢e 2013.). “*” u odnosu na jetru; p<0,05 je uzeto kao kriterijum za
statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greSka.

Napomena: vrednosti katalaze u jetri podeljene su sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 4. Aktivnost GSH-Px u jetri, koZi i misi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona proleée 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 5. Aktivnost GR u jetri, kozi i mi§i¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona proleée 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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lokaliteta DTD (sezona prole¢e 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu nha jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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lokaliteta DTD (sezona prolece 2013.). “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao Kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 8. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i mi$i¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus
sa lokaliteta DTD (sezona prolec¢e 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “+” u odnosu na misi¢. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 9. Aktivnost ChE u jetri, kozi i mi$i¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona prolece 2013.). “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Parametri AOS i aktivnost holinesteraze u tkivima jedinki P. ridibundus i P.

esculentus sa DTD (sezona prolece 2014.) prikazani su u tabeli 15.

Tabela 15. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i
aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus na

lokalitetu DTD u proleée 2014.

jetra koza misic
P. ridibundus P. esculentus | P.ridibundus | P.esculentus | P.ridibundus | P. esculentus
SOD 15,39 + 1,00 1472+0,75 | 3,80+£0,21 | 2,33£0,23 | 509+£054 | 483%£0,35
CAT 1060,2 +97,3 | 825,8+£202,2 | 761+044 | 562+042 | 6,92+£085 | 7,28%+1,25
GSH-Px | 19,69 2,74 2623+1,11 | 752+£0,74 | 525+0,34 | 6,82+0,28 | 4,95+0,45
GR 10,96 + 1,08 1395+1,02 | 818+047 | 701£048 | 2,01£0,24 | 1,28+0,08
GST 364,2 £ 37,0 373,5+£356 | 118,1+6,0 94,0+4,8 92,6 + 8,6 60,8 + 3,6
GSH 1301,7+151,6 | 757,4+£52,1 | 129,2+11,7 | 1165+124 | 528+4,1 58,0+ 6,0
SH 822,0£2,6 822,9+3,9 8220+£26 | 622,4+21,0 | 649,2+16,6 | 602,1 +12,1
ChE 2,43 +£0,13 2,99 £ 0,22 0,62+0,08 | 0,35+£0,01 | 0,68+0,11 | 0,445 0,05

Jetra vrste P. esculentus je imala znacajno vece aktivnosti GSH-Px, GR i ChE u
poredenju sa jetrom P. ridibundus (Grafikoni 12, 13 i 17). Nasuprot tome, koncentracije
GSH bile su znacajno vece kod P. ridibundus (Grafikon 15). U kozi P. ridibundus su
uocene vece aktivnosti SOD, CAT, GSH-Px i ChE, kao i ve¢e koncentracije SH grupa,
u odnosu na P. esculentus (Grafikoni 10, 11, 12, 17 i 16). Sli¢na situacija je zabelezena
u misi¢ima, i to za aktivnosti GSH-Px, GR i GST i koncentracije SH grupa koje su bile
znacajno vece kod P. ridibundus (Grafikoni 12, 13, 14 i 16).

Poredenje parametara AOS izmedu tkiva obe vrste pokazalo je da jetra ima
najvise vrednosti za sve parametre, sa izuzetkom SH grupa u jetri P. ridibundus koja se
nije znacajnije razlikovala od koZe (Grafikon 16). KoZa obe vrste imala je znacajno
vecu aktivnost GR od misica, kao i vecu koncentraciju SH grupa kod P. esculentus
(Grafikoni 13 i 16). U miSi¢ima P. esculentus zabelezena je znacajno veca aktivnost

SOD u odnosu na kozu (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Aktivnost SOD u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona prole¢e 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “+” u odnosu na misi¢. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 11. Aktivnost CAT u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona prole¢e 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greSka. Napomena: vrednosti
katalaze u jetri podeljene su sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 12. Aktivnost GSH-Px u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona proleée 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 13. Aktivnost GR u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona prolece 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus, “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu nha jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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lokaliteta DTD (sezona proleée 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

GSH
160 - b

140 -

nmol/g tkiva
[0}
o
Ly

P. ridibundus P. esculentus |P. ridibundus P. esculentus | P. ridibundus P. esculentus

jetrax 10 ‘ koZa ‘ misié ‘

Grafikon 15. Koncentracija GSH u jetri, kozi i mi$i¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona prolece 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus, “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greSka. Napomena: vrednosti

glutationa u jetri podeljene su sa 10 radi jasnhijeg prikaza.
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Grafikon 16. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundusi P. esculentus
sa lokaliteta DTD (sezona prolec¢e 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 17. Aktivnost ChE u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona proleée 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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U tabeli 16 su prikazani parametri AOS i aktivnost ChE koji su izmereni za
jedinke izlovljene u jesen 2014. na lokalitetu DTD. Parametri su mereni u tkivima (jetra,

koza i miSi¢) vrsta P. ridibundus i P. esculentus.

Tabela 16. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze 1l biotransformacije (GST), kao i
aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, koZi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus na

lokalitetu DTD u jesen 2014. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna

greska.
jetra koza misi¢
P. ridibundus P. esculentus P. ridibundus | P. esculentus | P. ridibundus | P. esculentus
SOD 18,05 + 0,98 11,3+0,3 3,84+0,24 42+0,2 2,28 +0,15 36+0,3
CAT 1644,7 £115,7 | 2901,7 £290,2 7505 59+04 79+11 25+0,2
GSH-Px | 33,68+2,54 49+04 10,5+0,8 5,72 +0,62 44+0,2 49+04
GR 17,66 £ 2,21 192+15 432 +0,27 50+0,3 0,86 +0,10 | 0,75+0,11
GST 436,0 + 53,8 4275+ 53,3 73,4+4,.2 744 +49 265+11 60,9+ 3,6
GSH 933,0 +109,3 | 1038,2 +59,6 469+25 53,7+8,8 | 157,3+17,9 | 189,1+16,1
SH 258,2+ 3,1 3416 +5,1 222,7+81 | 2451+8,1 | 271,0+1,2 300,2+ 2,0
ChE 2,02+0,15 29+0,2 0,45+005 | 051+0,04 | 0,77+0,07 | 0,42+0,03
Aktivnosti SOD i GSH-Px u ispitivanoj sezoni bile su znacajno vece u jetri

jedinki P. ridibundus (Grafikoni 18 i 20), dok su u jetri P. esculentus bile vece
aktivnosti CAT i ChE i koncentracija SH grupa (Grafikoni 19, 25 i 24). Koza P.
ridibundus i P. esculentus se razlikovala na osnovu aktivnosti CAT i GSH-Px, pri ¢emu
je veca aktivnost zabelezena kod P. ridibundus (Grafikoni 19 i 20). U miSi¢ima su
uocene vece aktivnosti SOD i koncentracije SH grupa kod P. esculentus (Grafikoni 18 i
24), dok je u misi¢ima P. ridibundus bila veca aktivnost CAT (Grafikon 19).

Razlike izmedu tkiva pokazale su da jetra ima najvecu aktivnost SOD, CAT,
GR, GST, GSH i ChE kod obe ispitivane vrste (Grafikoni 18, 19, 22, 23 i 25). U jetri P.
esculentus su pored ovih parametara dobijene i visoke vrednosti koncentracije SH
grupa, a kod P. ridibundus je izmerena i poveéana aktivnost GSH-Px (Grafikoni 24 i
20). Koza je imala vece aktivnosti GR kod obe vrste i vecu aktivnost SOD kod P.
ridibundus u poredenju sa istim parametrima u miSi¢ima (Grafikoni 21 i 18). U misi¢u
su zabelezene vece koncentracije SH grupa u odnosu na kozu kod obe vrste, kao i u

odnosu na jetru P. ridibundus (Grafikon 24).
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Grafikon 18. Aktivnost SOD u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu nha jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 19. Aktivnost CAT u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greSka. Napomena: vrednosti

katalaze u jetri podeljene su sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 20. Aktivnost GSH-Px u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znac¢ajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 21. Aktivnost GR u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona jesen 2014.). “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na koZu. p<0,05 je
uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja

vrednost + standardna greska.
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lokaliteta DTD (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 23. Koncentracija GSH u jetri, kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona jesen 2014.). “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za
statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
Napomena: vrednosti glutationa u jetri podeljene su sa 10 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 24. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundusi P. esculentus
sa lokaliteta DTD (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “+” u odnosu na misi¢. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 25. Aktivnost ChE u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta DTD (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*”” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Rezultati parametara antioksidacionog sistema i holinesteraze Zzaba P.
ridibundus i P. esculentus iz parka prirode Ponjavica izlovljenih tokom proleca 2013.

predstavljeni su u Tabeli 17.

Tabela 17. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze 1l biotransformacije (GST), kao i
aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, koZi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus na
lokalitetu Ponjavica u prole¢e 2013. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost *

standardna greska.

jetra koza misi¢

P. ridibundus P. esculentus P.ridibundus | P.esculentus | P.ridibundus | P.esculentus

SOD 9,37+0,31 19,63 + 0,96 9,80 + 0,87 9,29 + 0,43 4,75+ 0,28 5,42+ 0,34
CAT 1219,3 £162,3 | 1911,3+£195,2 | 11,01 +1,58 | 9,87 £0,58 1,67+0,12 2,41+0,44
GSH-Px | 18,12+0,83 30,50+2,78 | 13,03+1,05 | 13,02+0,94 | 4,32+0,25 4,14+0,14
GR 10,42 £ 0,74 1347+1,15 | 12,17+1,74 | 12,86 0,90 | 0,95+ 0,06 0,86 + 0,08
GST 132,4+6,1 166,4+10,0 | 2479+255|2122+11,2 | 36,38+2,25 | 31,43+14

GSH 765,9+£90,9 907,0+66,3 | 144,0+25,8 | 104,3+16,8 90,8+9,3 72,4+8,1
SH 70,6 +1,96 80,52 +4,07 |5385+2,17 | 60,33+3,34 | 70,64 1,75 | 64,19+1,92
ChE 3,52+0,22 3,49 +0,25 0,51+0,026 | 0,46+0,03 | 0,594 +0,029 | 0,56+0,01

Uporedivanjem ispitivanih parametara u jetri P. ridibundus i P. esculentus
utvrdeno je da su aktivnosti SOD, CAT, GSH-Px, GST i koncentracija SH grupa imale
viSe vrednosti kod vrste P. esculentus (Grafikoni 26, 27, 28, 30 i 32). U kozi nisu
uocene znacajne razlike izmedu parametara na ispitivanom lokalitetu, dok su u misi¢ima
koncentracije SH grupa bile vece kod vrste P. ridibundus (Grafikon 32).

Analiza medutkivnih razlika pokazala je da jetra ispitivanih vrsta ima zna¢ajno
vece aktivnosti CAT, GSH-Px, GST, ChE i vece koncentracije GSH u odnosu na ostala
dva tkiva (Grafikoni 27, 28, 30, 33 i 32). Aktivnosti GR, GST i GSH-Px su bile
znacajno vece u kozi u odnosu na misi¢e (Grafikoni 28, 29 i 30), a koncentracije SH
grupa u miSi¢ima i jetri P. ridibundus u odnosu na koncentraciju SH grupa u koZi
(Grafikon 32).
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Grafikon 26. Aktivnost SOD u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona prole¢e 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu nha jetru; “#” u odnosu na koZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 27. Aktivnost CAT u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona prole¢e 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greSka. Napomena: vrednosti

katalaze u jetri podeljene su sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 28. Aktivnost GSH-Px u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa

lokaliteta Ponjavica (sezona prolec¢e 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.

esculentus; “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na koZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 29. Aktivnost GR u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa

lokaliteta Ponjavica (sezona prolece 2013.). “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na kozu.

p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao

srednja vrednost + standardna greska.
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lokaliteta Ponjavica (sezona prole¢e 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 31. Koncentracija GSH u jetri, kozi i mi$i¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona prole¢e 2013.).“*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao
kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +
standardna greSka. Napomena: vrednosti glutationa u jetri podeljene su sa 10 radi jasnhijeg

prikaza.
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Grafikon 32. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundusi P. esculentus
sa lokaliteta Ponjavica (sezona proleée 2013.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na
P. esculentus; “*” u odnosu na jetru; “+” u odnosu na misi¢. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 33. Aktivnost ChE u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona prole¢e 2013.). “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao
kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +
standardna greska.
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U prolece 2014. na lokalitetu Ponjavica mereni su parametri AOS i holinesteraze

u tkivima zaba P. ridibundus i P. esculentus, a rezultati su predstavljeni u tabeli 18.

Tabela 18. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i

aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus na

lokalitetu Ponjavica u prole¢e 2014. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost *

standardna greska.

jetra koza misi¢
P. ridibundus P. esculentus P. ridibundus P. esculentus | P.ridibundus | P. esculentus
SOD 19,0+ 3,2 24,59 + 2,25 6,82 +£0,38 6,65+ 0,53 8,60+£0,89 | 7,19+0,43
CAT 1125+ 146 | 1032,0+101,1 | 8,80+0,41 5,91 +0,50 8,09+£0,84 12427
GSH-Px | 19,86 + 1,20 26,5+ 3,0 5,47+ 0,41 6,01+0,41 8,77+0,71 11,2+15
GR 1485+1,02 | 26,48 +2,24 9,73+0,82 7,93+0,61 2,34+0,23 | 3,08+0,38
GST 351,7+25,2 | 389,8+ 33,3 132,0+9,7 96,0+6,8 87,779 98,6 £8,9
GSH 831,5+629 | 614,6+60,9 128,1+14,3 | 2275+16,8 | 1057+ 3,2 94,3+8,5
SH 822,9+3,1 816,8+2,4 674,4+17,3 | 565,7+29,8 | 563,1+22,1 | 542,7+24,1
ChE 3,40 £ 0,15 3,45+ 0,23 0,562 + 0,016 | 0,562 +0,009 | 0,52+0,01 | 0,41+0,03

Enzimi GSH-Px i GR imali su vece aktivnosti u jetri P. esculentus (Grafkoni 36
i 37), dok je veca koncentracija GSH zabeleZena u jetri P. ridibundus (Grafikon 39).
Razlike u kozi uoene su za CAT, GST i SH grupe, ovi parametri su imali vise
vrednosti bile kod jedinki P. ridibundus (Grafikoni 35, 38 i 40), dok je koncentracija
GSH bila veca u kozi P. esculentus (Grafikon 39). U miSi¢ima je aktivnost ChE, bila
vecéa kod P. ridibundus (Grafikon 40).

Ispitivane razlike izmedu jetre, miSi¢a i1 koze pokazale su da jetra ima najvece
vrednosti svih parametrima u poredenju sa ostalim (Grafikoni 34-41). Koza je imala
vecu aktivnost GR kod obe vrste u odnosu na misi¢e (Grafikoni 36 i 37). Dok je
koncetracija SH grupa bila ve¢a samo kod P. ridibundus u kozi u poredenju sa misi¢ima
(Grafikon 40).
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Grafikon 34. Aktivnost SOD u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona prole¢e 2014.). “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao
kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +

standardna greska.
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Grafikon 35. Aktivnost CAT u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona proleé¢e 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greSka. Napomena: vrednosti

katalaze u jetri podeljene su sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 36. Aktivnost GSH-Px u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona proleé¢e 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 37. Aktivnost GR u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona prolec¢e 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu nha jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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lokaliteta Ponjavica (sezona prolec¢e 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.

GSH
300 -

250 -

nmol/g tkiva
= )
a1 o
o o

=
o
o
1
Ly

[8)]
o
1

P. ridibundus P. esculentus |P. ridibundus P. esculentus|P. ridibundus P. esculentus

jetra x 10 koza misi¢

Grafikon 39. Koncentracija GSH u jetri, kozi i mi$i¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona prolec¢e 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na kozZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za
statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greSka.

Napomena: vrednosti glutationa u jetri podeljene su sa 10 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 40. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundusi P. esculentus
sa lokaliteta Ponjavica (sezona proleée 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na
P. esculentus; “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na koZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 41. Aktivnost ChE u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona prolec¢e 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Svi ispitivani biohemijski parametri u tkivma vrsta P. ridibundus i P. esculentus

iz sezone jesen 2014. na lokalitetu Ponjavica prikazani su u tabeli 19.

Tabela 19. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i
aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus na

lokalitetu Ponjavica u jesen 2014. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna

greSka.

jetra koza misi¢
P. ridibundus P. esculentus P. ridibundus | P.esculentus | P.ridibundus | P. esculentus
SOD 13,30 + 1,45 22,46 + 1,25 3,77+045 | 298+0,36 | 2,16 +0,12 | 2,71+0,22
CAT 2495,8 +162,2 | 1754,2 £152,2 | 545+054 | 6,38+0,91 | 2,14+0,41 | 2,08 +0,33
GSH-Px | 32,49+ 3,23 2538+2,02 | 11,03+0,98 | 11,53+1,27 | 5,03+0,27 | 4,91+0,45
GR 13,40 + 1,46 8,70+ 0,63 3,64+024 | 3,33+0,21 | 0,80+0,05 | 0,74+0,04
GST 377,0+ 35,8 2855+228 | 72,32+3,73 | 63,81 +5,84 | 91,45+7,82 | 98,67 + 7,99
GSH 950,2 + 144,3 710,3+62,2 | 4519+565 | 492+54 152,2+6,3 | 119,8+ 11,6
SH 324,3+11,0 377,3+24,0 | 227,3+143 | 2496+55 | 273,1+14 | 307,0+1,3
ChE 2,01+0,17 1,70+ 0,10 0,42+0,02 | 0,45+0,02 | 0,513+0,03 | 0,51+0,03

Primenom ANOVA testa dobijene su znacajne razlike izmedu parametara u jetri,

pri ¢emu su vece aktivnosti CAT, GR i GST bile kod P. ridibundus, a za SOD kod P.
esculentus (Grafikoni 43, 45, 46 i 42). Parametri u koZi se nisu razlikovali znacajno

izmedu vrsta. U miSi¢ima su koncentracije slobodnih SH grupa bile znac¢ajno veée kod

P. ridibundus (Grafikon 48).

Vrednosti svih merenih parametara u jetri su bile ve¢e u poredenju sa kozom i

misi¢ima. U kozi su veée aktivnosti GSH-Px i GR u odnosu na misice, dok je

koncentracija SH grupa bila veca u miSi¢u (Grafikoni 44, 45 1 48).
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Grafikoni 42. Aktivnost SOD u jetri, kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na koZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 43. Aktivnost CAT u jetri, koZi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*”” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greSka. Napomena: vrednosti

katalaze u jetri podeljene su sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 44. Aktivnost GSH-Px u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona jesen 2014.). “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na koZu. p<0,05
je uzeto kao kriterijum za statistiCcki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja

vrednost + standardna greska.
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Grafikon 45. Aktivnost GR u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “#” u odnosu na koZu. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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lokaliteta Ponjavica (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*”” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 47. Koncentracija GSH u jetri, kozi i mi$i¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica- sezona jesen 2014. “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*”” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za statisticki znacajnu razliku.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna greSka. Napomena: vrednosti

glutationa u jetri podeljene su sa 10 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 48. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i misi¢ima vrsta P. ridibundusi P. esculentus
sa lokaliteta Ponjavica (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na P. ridibundus; “b” u odnosu na P.
esculentus; “*” u odnosu na jetru; “+” u odnosu na misice. p<0,05 je uzeto kao kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 49. Aktivnost ChE u jetri, kozi i miSi¢ima vrsta P. ridibundus i P. esculentus sa
lokaliteta Ponjavica (sezona jesen 2014.). “*” u odnosu na jetru. p<0,05 je uzeto kao kriterijum
za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
greska.
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Tabela 20. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, koZi i miSi¢ima

vrsta P. ridibundus, P. lessonae i P. esculentus na lokalitetu Obeska Bara u prolec¢e 2014.

jetra koza misic
P. ridibundus | P. esculentus | P.lessonae | P.ridibundus | P.esculentus | P.lessonae | P.ridibundus | P. esculentus | P.lessonae
SOD 998+0,86 | 17,15+3,74 | 1754+239 | 6,95+0,45 4,23+0,13 562+0,38 | 10,38+0,87 | 9,94+044 | 955+1,12
CAT 26,60 +1,27 | 44,06 +4,38 | 26,83 +3,94 | 9,27 +0,23 10,17 £ 0,72 9,30 £+ 0,83 2,84 +0,23 2,80+0,29 | 4,14+0,65
GSH-Px | 17,95+2,70 | 13,07+1,35 | 18,03+1,17 | 10,66 + 0,51 9,98 £0,43 9,04 £1,30 9,97 £0,92 8,51+0,84 | 11,88+1,96
GR 18,52+1,39 | 22,59+2,30 | 16,13+1,42 | 10,03+0,52 1153+1,04 | 13,10+1,08| 2,14+0,15 2,14+£0,15 | 2,23+£0,20
GST 4359+379 | 528,7+48,8 | 439,3+454 | 1258+7,2 121,5+8,1 151,5+10,8 | 74,17+6,82 | 72,60+ 3,41 | 82,64 + 9,67
GSH 672,4+755 | 616,6 +75,0 | 638,6+94,4 | 1257+8,4 | 187,98+14,41 | 191,3+11,6 | 138,2+11,4 | 152,3+11,2 | 228,4+ 28,6
SH 800,8 £ 3,9 8005+0,8 | 810,1+56 | 6199+21,8 | 572,2+26,3 |591,0+£27,2 | 615,7+219 | 6455+16,0 | 690,9 £ 25,6
ChE 1,68+0,18 2,06+£0,20 | 2,52+0,38 | 0,487+0,019 | 0,633+0,035 | 0,54+0,05 | 0,359+0,273 | 0,585+ 0,05 | 0,58+0,03
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Na lokalitetu Obedska Bara tokom prole¢a 2014. izlovljene su sve tri vrste P.
esculentus kompleksa (P. ridibundus, P. lessonae i P. esculentus). U tabeli 20 prikazani
su parametri AOS i holinesteraze u jetri, kozi i miSi¢ima.

U jetri jedinki P. esculentus kompleksa uocene su razlike u aktivnosti SOD,
CAT, GSH-Px, GR i koncentracijama SH grupa (Grafikoni 50, 51, 53 i 56). Aktivnost
SOD bila je najmanja kod P. ridibundus, dok je aktivnost CAT bila najvec¢a kod hibrida
P. esculentus (Grafikoni 50 i 51). Nasuprot aktivnosti CAT, aktivnost GSH-Px bila je
najmanja kod P. esculentus (Grafikoni 51 i 52), dok je aktivnost GR bila veca kod P.
esculentus u odnosu na roditelja P. lessonae (Grafikon53). Koncentracija SH grupa u
jetri vrste P. lessonae bila je veca u odnosu na ostale dve ispitivane vrste (Grafikon56).
Aktivnost SOD u kozi bila je najniZza kod vrste P. esculentus. U isto vreme, aktivnost
SOD bila je znacajno veca u kozi P. ridibundus u poredenju sa P. lessonae (Grafikon
50). Nasuprot tome, GR je imala vece aktivnosti kod vrste P. lessonae (Grafikon 53).
Vecée aktivnosti GST zabelezene su u kozi vrste P. lessonae u poredenju sa P.
esculentus (Grafikon 54). Koncentracije GSH bile su najnize u kozi P. ridibundus u
poredenju sa istim tkivom druge dve ispitivane vrste (Grafikon 55).Veca aktivnost ChE
zabelezena je u kozi jedinki P. esculentus u poredenju sa P. ridibundus (Grafikon 57). U
naSim eksperimentima, najvise vrednosti aktivnosti CAT i koncentracije ukupnog GSH
u misi¢u dobijene su kod vrste P. lessonae (Grafikoni 51 i1 55). P. lessonae je takode
imala vece koncentracije SH grupa u odnosu na jedinke vrste P. ridibundus (Grafikon
56). Znacajno vece aktivnosti ChE u miSi¢u zabelezene su kod P. esculentus i P.
lessonae u odnosu na P. ridibundus (Grafikon 57).

Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza je primenjena radi utvrdivanja
razlika i/ili sli¢nosti izmedu parametara AOS i aktivnosti holinesteraze u jetri, koZzi i
misi¢ima vrsta P. esculentus kompleksa sa lokaliteta Obedska Bara izlovljenih u prolece
2014. (Grafikon 58 A, B i C).

Kanonijska diskriminaciona analiza za parametre u jetri pokazala je razdvajanje
hibridne vrste P. esculentus od roditeljskih vrsta P. ridibundus i P. lessonae po prvoj
kanonijskoj funkciji koja nosi 73,8 % heterogenosti (Grafikon 58A). Enzimi koji su
doveli do ovakve razlike su GSH-Px, CAT i GR. Roditeljske vrste su se razdvojile po

drugoj funkciji (26,2 %) i to na osnovu parametara GR, ChE i SH grupe. Klaster analiza
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je pokazala, kao i kod prve funkcije, da roditeljske vrste pokazuju vecu slicnost za
ispitivane parametre u jetri (Grafikon 58A).

Za ispitivane biomarkere u koZzi, prva kanonijska funkcija pokazala je 82,2 % od
ukupne heterogenosti dok je za drugu funkciju uoceno 17,8 %. Prva funkcija odvojila je
P. esculentus od P. ridibundus i to na osnovu aktivnosti SOD, GSH-Px i ChE. P.
lessonae se odvojila od druge dve vrste po drugoj kanonijskoj funkciji. Razdvajanju su
najvisSe doprinele vrednosti CAT, GR i1 ChE. Ve¢i stepen sli¢nosti u ispitivanim
parametrima na osnovu Klaster analize dobijen je za P. esculentus i P. lessonae
(Grafikon 58B).

Kanonijska diskriminaciona analiza za vrednosti u misi¢ima pokazala je
preklapanje izmedu nekih jedinki ispitivanih vrsta. Razdvajanje je izvrSeno po prvoj
funciji (57,6 %) gde se izdvojila vrsta P. lessonae, i po drugoj funkciji (42,4 %) koja je
razdvojila P. esculentus od P. ridibundus. GSH, SOD i GSH-Px su doveli do
razdvajanja po prvoj osi, a GSH-Px, ChE i SOD po drugoj. Klaster analiza je na osnovu
kanonijskih vrednosti pokazala veéu sli¢nost izmedu P. esculentus i P. ridibundus
(Grafikon 58C).

Kao $to je uoceno za prethodne lokalitete, jetra je tkivo koje ima najviSe
vrednosti svih ispitivanih parametara (Grafikoni 50-57), sa nekim izuzecima za
aktivnost SOD u kozi P. ridibundus, GSH-Px u kozi P. esculentus i GR kod P. lessonae
(Grafikoni 50, 52 1 53). CAT 1 GR su imali vecu aktivnost u kozi nego u misi¢ima kod
svih ispitivanih vrsta. Koncentracije SH grupa imale su najvece vrednosti u misi¢ima P.

esculentus i P. lessonae u poredenju sa kozom istih vrsta (Grafikoni 51, 53 i 56).
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Grafikon 50. Aktivnost SOD u tkivima vrsta P. ridibundus, P. lessonae i P. esculentus,

Obedska Bara (prolec¢e 2014.). “a”- P. ridibundus; “b”- P. esculentus; “c”- P. lessonae; “*”-

kao srednja vrednost + standardna greska.
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Grafikon 51. Aktivnost CAT u tkivima vrsta P. ridibundus, P. lessonae i P. esculentus,
Obedska Bara (prole¢e 2014.). “a”- P. ridibundus; “b”- P. esculentus; “c”- P. lessonae; “*”-
jetra; “#7”- koZa. p<0,05 kriterijum za statisticki zna¢ajnu razliku. Napomena: vrednosti katalaze

u jetri podeljene su sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 52. Aktivnost GSH-Px u tkivima vrsta P. ridibundus, P. lessonae i P. esculentus,
Obedska Bara (prolec¢e 2014.). “a”- P. ridibundus; “b”- P. esculentus; “c”- P. lessonae; “*”-
jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja

vrednost + standardna greska.
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Grafikon 53. Aktivnost GR u tkivima vrsta P. ridibundus, P. lessonae i P. esculentus, Obedska
Bara (prolece 2014.). “a”- P. ridibundus; “b”- P. esculentus, “c”- P. lessonae; “*”- jetra; “#” -
koZa. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja

vrednost + standardna greska.
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Grafikon 54. Aktivnost GST u tkivima vrsta P. ridibundus, P. lessonae i P. esculentus,
Obedska Bara (prolece 2014.). a”- P. ridibundus, “b”- P. esculentus; “c”- P. lessonae; “*”-
jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna greska.
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Grafikon 55. Koncentracija GSH u tkivima vrsta P. ridibundus, P. lessonae i P. esculentus,
Obedska Bara (prolece 2014.). a”- P. ridibundus, “b”- P. esculentus; “c”- P. lessonae; “*”-
jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja

vrednost * standardna greSka.
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Grafikon 56. Koncentracija SH grupa u tkivima vrsta P. ridibundus, P. lessonae i P.
esculentus, Obedska Bara (prolece 2014.). a”- P. ridibundus; “b”- P. esculentus;, “c”- P.
lessonae; “*”- jetra; “+”- misici. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greSka.
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Grafikon 57. Aktivnost ChE u tkivima vrsta P. ridibundus, P. lessonae i P. esculentus,
Obedska Bara (prolece 2014.). a”- P. ridibundus, “b”- P. esculentus; “c”- P. lessonae; “*”-
jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna greska.
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Grafikon 58. Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza za parametre antioksidacionog
sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i aktivnost holinesteraze (ChE) A) u jetri,
B) u koZi i C) u miSi¢ima vrsta P. esculentus kompleksa sa lokaliteta Obedska Bara (prolece
2014.)
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4.3. Efekti razlic¢itih lokaliteta na ispitivane parametre kod vrsta Pelophylax
esculentus kompleksa

Koncentracija metala, parametri antioksidacionog sistema i aktivnost
holinesteraze u tkivima zaba Pelophylax esculentus kompleksa u ovom delu rezultata
bice predstavljeni po vrstama (P. ridibundusi P. esculentus) na svim lokalitetima tokom
sezona izlovljavanja (prole¢e 2013. proleée 2014. i jesen 2014.). Ovakav nacina
prikazivanja omogucava bolje uoCavanja ecfekata razli¢itih lokaliteta na svaku

pojedinacnu vrstu ovog kompleksa.

4.3.1.1. Akumulacija metala u tkivima vrste P. ridibundus na ispitivanim

lokalitetima

U prolece 2013. godine izmerene su koncentracije metala u tkivu jetre i dobijene
su statisticki ve¢e koncentracije Cd, Fe, Hg 1 Mn u jedinkama sa lokaliteta Fruska Gora
u poredenju sa jedinkama iz kanala DTD, dok je samo Cu akumuliran u vecoj
koncentraciji u jetri jedinki sa kanala DTD (Tabela 21). U jetri zaba iz Fruske Gore nije
zabelezeno prisustvo As, Ni i Pb.

Koncentracije metala su odredivane u kozi i miSi¢ima tokom prole¢a 2013. na
slede¢im lokalitetima: DTD, Ponjavica 1 FruSka Gora (Tabela 21). Rezultati dobijeni na
uzorcima koZe pokazuju da je koncentracija Al veca u kozi jedinki sa FruSke Gore u
odnosu na jedinke sa lokaliteta Ponjavica, kao i da je koncentracija Cr bila najveca kod
jedinki sa lokaliteta Fruska Gora. Koncentracija Cd je bila najveca u kozi zaba sa kanala
DTD, dok su dobijene veée koncentracije Zn u jedinkama sa DTD, u odnosu na jedinke
izlovljene na Fruskoj Gori. Metali koji nisu detektovani u koZi Zaba na lokalitetu DTD

su As i Co, dok Co nije detektovan ni kod jedinki sa lokaliteta Ponjavica.
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Tabela 21. Koncentracija akumuliranih metala u jetri, kozi i misi¢ima vrste P. ridibundus sa kanala DTD, Ponjavice i Fruske Gore u prole¢e 2013. “a”

u odnosu na DTD; “b” u odnosu na Ponjavicu; “c” u odnosu na FruSka Gora. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni

kao srednja vrednost + standardna greska.

jetra koza misic

DTD Frudka Gora DTD Ponjavica FruSka Gora DTD Ponjavica FruSka Gora
Al | 33342 48,147 126+2,1 120+1,1 208+4,3 | 27,3+116° 11618 6,1+0,7
As | 0,568 £0,176 / / 0,104 +0,034 | 0,110+0,021 | 0,326 + 0,114 | 0,312+ 0,137 | 0,109 + 0,044
Cd | 0437+007 | 0,848+0,108" | 0,097 +0,01° | 0,018 +0,003 | 0,052 + 0,004 | 0,033 + 0,004 / 0,0297 + 0,004
Co | 0,454 +0,094 | 0,322+0,046 / / 0,068 + 0,016 / / 0,0188 + 0,004
Cr | 0944+0,207 | 1,16+0,133 | 0,654+ 0,053 | 0,567 +0,027 | 0,96 + 0,14™ | 0,297 + 0,004 | 0,432 + 0,059° | 0,365 + 0,044°
Cu | 227,0+14,0° | 1558+236 | 2,19+0,163 | 2,000,136 | 2,35+0,198 | 1,29+0,085 | 1,20+0,068 | 1,66+ 0,17%
Fe | 3260298 | 6360+663 | 651143 43,8+2,7 63,1+89 245+26 29,5+21 26,3+ 1,5
Hg | 0,175+0,028 | 0,389 +0,041% | 0,178+ 0,063 | 0,083 0,007 | 0,124 + 0,025 | 0,102 + 0,023 | 0,092+ 0,016 | 0,101 + 0,022
Mn | 602+053 | 904+126" 154+14 172+24 195+15 |0,783+0,064 | 1,03+0,104 1,16 +0,15°
Ni | 457+111 / 0,483 £ 0,079 | 0,470 +£0,057 | 0,596 +£ 0,029 | 0,269+ 0,024 | 0,219 +0,034 | 0,286 +0,044
Pb | 0,921 0,459 / 0,463 £ 0,095 | 0,796 + 0,201 | 0,455+ 0,072 / / /
Zn | 746+£28 66,6 + 3,5 141,8+20,1° | 1245+ 15,9 79,6 8,0 22,2+0,8 24,7+18 25117
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Diskriminaciona kanonijska analiza za ispitivane metale u kozi zaba za prvu
funkciju pokazala je 71,8 % od ukupne heterogenosti dok je preostala heterogenost na
drugoj funkciji (28,2%). Prva funkcija odvojila je jedinke sa lokaliteta DTD od ostalih i
to na osnovu koncentracija Cd, Cr i Fe. Jedinke sa FruSke Gore odvajaju se od jedinki sa
lokaliteta Ponjavica po drugoj diskriminacionoj funkciji; ovom razdvajanju najvise su
doprinele vrednosti koncentracija Zn i Cr (Grafikon 59A).

Kada se uporede koncentracije metala u miSi¢ima, statisticki znacajno veca
koncentracija Cr i Mn je uocena kod jedniki sa lokaliteta Fruska Gora u odnosu na
jedinke sa kanala DTD. Koncentracija Cr bila je veéa u jedinkama sa lokaliteta
Ponjavica u poredenju sa koncentracijom ovog metala kod jedinki sa kanala DTD. Vece
koncentracije Al zabelezene su u misi¢u jedinki sa kanala DTD, u odnosu na one sa
FruSke Gore. Najvise koncentracije bakra detektovane su u misicu jedinki izlovljenih na
Fruskoj Gori. Kobalt nije detektovan u misi¢ima zaba sa kanala DTD, kao ni sa
Ponjavice, dok Cd nije detektovan samo u misicu zaba izlovljenih na Ponjavici (Tabela
21).

Diskriminaciona kanonijska analiza primenjena na rezultatima dobijenim u
miSi¢ima, pokazala je ve¢i stepen preklapanja izmedu jedinki sa razli¢itih lokaliteta.
Razdvajanje je izvrseno po prvoj diskriminacionoj funkciji (63,0 %), gde se razdvajaju
jedinke sa Fruske Gore i Ponjavice, dok po drugoj diskriminacionoj funkciji nije doslo
do jasnog odvajanja (47,0 %). Razdvajanju po prvoj funkciji, najvise su doprineli Cu i
Fe (Grafikon 59B).
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Grafikon 59. Kanonijska diskriminaciona analiza za akumulirane metale A) u koZi i B) u

.....

godine).

U sezoni prole¢e 2014. koncentracije metala merene su u jetri jedinki sa
lokaliteta DTD i Obedska Bara, dok su za miSi¢e i kozu merene jo$ i u jedinkama sa
lokaliteta Ponjavica. Rezultati u jetri P. ridibundus za metale pokazali su da jedinke sa
kanala DTD imaju veée koncentracije Al, Cr, Fe i Mn. Ziva je vi$e akumulirana u jetri

zaba sa lokaliteta Obedska Bara (Tabela 22).
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Za kozu jedinki sa kanala DTD karakteristicne su najve¢e koncentracije Cd 1
Mn, dok su koncentracije Fe bile najveée kod jedinki iz Ponjavice. Ziva i arsen su
akumulirani u ve¢im koncentracijama u kozi jedinki iz Obedske Bare u poredenju sa
istim iz Ponjavice. Suprotno je uoceno za koncentraciju Al. Jedinke iz DTD i Ponjavice
su imale veée koncentracije Zn nego jedinke iz Obedske Bare (Tabela 22).

Akumulirani metali u miSi¢ima koji su doveli do razlika izmedu jedinki sa
ispitivanih lokaliteta su As, Cr, Fe, Hg, Ni i Zn. Prva tri metala (As, Cr i Hg) su se
najviSe akumulirala kod jedinki iz Obedske Bare, dok se Ni ima najviSe akumulirao u
miSi¢ima Zaba sa lokaliteta Ponjavica. Vrednost Zn je bila veca kod jedinki sa Ponjavice
u odnosu na one iz Obedske Bare, dok je Fe imalo vece koncentracije kod jedinki sa
Ponjavice u odnosu na iste sa kanala DTD. Co je detektovan samo u miSi¢ima jedinki iz
Obedske Bare, a Cd sa kanala DTD (Tabela 22).

Kanonijska diskriminaciona analiza za metale u kozi jedinki sa razlicitih
lokaliteta je pokazala razdvajanje po prvoj funciji (76,7 %) izmedu jedinki sa DTD i
druga dva lokaliteta, dok se po drugoj (23,3 %) odvajaju Obedska Bara i Ponjavica. Cd,
Mn i Fe su najviSe doprineli razdvajanju po prvoj funkciji dok su Cr, Fe i Ni
najzasluzniji za odvajanje po drugoj (Grafikon 60A).

Kanonijska diskriminaciona analiza za miSi¢e pokazala je jasno razdvajanje po
obe funkcije. Po prvoj (86,0 %) funkciji su se izdvojile jedinke iz Obedske Bare i to na
osnovu koncentracije Hg, As i Cr, dok se po drugoj funkciji (14,0 %) razdvajaju jedinke

sa DTD i Ponjavice i to na osnovu koncentracije Al i Fe (Grafikon 60B).
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Tabela 22. Koncentracija akumuliranih metala u jetri, kozi i mi§i¢ima vrste P. ridibundus sa DTD, Ponjavice i Obedske Bare (u prolece 2014.). “a” u

odnosu na DTD; “b” u odnosu na Ponjavicu; “c” u odnosu na Obedska Bara. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni

kao srednja vrednost + standardna greska.

jetra koZza misi¢

DTD Obedska Bara DTD Ponjavica Obedska Bara DTD Ponjavica Obedska Bara
Al 32,0 +3,4° 19,4+£3,8 49073 80,5 + 23,6° 20,3+24 10,8+ 2,2 159+18 157+24
As | 0,237 £0,021 | 1,07+0,251 / 0,140 + 0,030 | 0,449 + 0,056° | 0,36 0,047 | 0,325+0,081 | 1,12 +0,27%®
Cd | 0,836+0,119 | 0,532+ 0,092 | 0,090 + 0,013™ | 0,021 + 0,005 | 0,021 +0,002 | 0,40 + 0,19 / /
Co | 0,392 £0,031 | 0,587 + 0,092 / 0,101 +0,071 | 0,106 £ 0,034 / / 0,019 + 0,007
Cr | 0,699 +0,151° | 0,233+0,016 | 0,859 + 0,087 | 0,723 +0,045 | 0,891 +0,113 | 0,307+0,059 | 0,347 +0,053 | 0,671 % 0,152%
Cu | 171,0+38,4 92,6 +13,8 2,12+0,22 2,30+0,38 2,15+0,125 2,64+1,29 1,83 +£0,29 1,52 +0,12
Fe | 739,4+59,3° | 306,9+26,0 498+ 4,7 86,3 + 19,0% 33,015 26,9+ 6,4° 14,26 +2,21 18,68 + 1,63
Hg | 0,193+0,028 | 1,09 + 0,188" / 0,030 + 0,006 | 0,168 + 0,015° | 0,080+0,017 | 0,046 +0,008 | 0,334 + 0,045%®
Mn | 8,04+0,73° 4,14 +0,24 30,6 + 3,6™ 158+15 153+£19 0,693+0,113 | 0,373 +0,064 | 0,671+ 0,085
Ni | 0,683+0,151 | 0,670+ 0,187 0,77 +£0,19 / 0,707 +£0,091 | 0,32 0,04 2,35+0,71* | 0,586 + 0,074
Pb / / 0,417 £ 0,117 / 0,555 + 0,098 / / /
Zn 716+29 62,1+3,6 188,4 £21,9° | 179,1+19,0° | 120,2+11,7 215+19 19,4+ 27 276+138°
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Tokom jeseni 2014. Zabe vrste P. ridibundus su ulovljene na lokalitetima DTD i
Ponjavica. Merenja akumuliranih metala pokazala su da jedinke sa kanala DTD imaju
vecée vrednosti Cr i Mn u jetri i Al i Cu u miSi¢ima. U kozi jedinki sa oba lokaliteta nisu

uocene znacajne razlike. Manji broj detektovanih metala uocen je za sva tkiva kod

107



jedinki sa Ponjavice, u jetri nisu detektovani Ni i Pb, zatim u miSi¢ima i kozi Co, Cu i
Hg, dok u kozi nije detektovano olovo. U isto vreme, u misi¢ima jedinki sa DTD nije
bio prisutan Cd (Tabela 23).

.....

lokaliteta DTD i Ponjavica (sezona jesen 2014.). “a” u odnosu na DTD; “b” u odnosu na
Ponjavicu. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni kao

srednja vrednost + standardna greska.

jetra koza misi¢

DTD Ponjavica DTD Ponjavica DTD Ponjavica
Al 39,734 127+22 5,04 + 0,59 3,13+0,63 79+11° 1,20+ 0,17
As / / / 1,04+£0,16 | 0,048+£0,021 | 1,04+0,14
Cd | 0,443+0,076 | 0,757 £ 0,173 | 0,199 + 0,040 | 0,138 + 0,008 / 0,146 + 0,019
Co | 0,391+0,089 | 0,44+0,11 | 0,029 £0,013 / 0,157 + 0,023 /
Cr | 0,74+0,06" |0,200+0,039 | 1,05+0,11 / 0,647 + 0,078 /
Cu | 8854+9,06 | 93,7+141 3,00+0,11 2,49+0,13 1,68 + 0,22 1,39 + 0,08
Fe | 618,4+885 | 4251+80,2 41,3+3.2 40,448 31,7+10,6 23419
Hg | 0,281+ 0,054 | 0,230 + 0,058 | 0,064 + 0,008 / 0,138 + 0,016 /
Mn | 6,80+0,67° 3,200,556 | 29,02+4,03 | 23,20+3,14 | 0,627 +£0,045 | 1,73+0,57
Ni | 0,794 +0,178 / 1,09+0,27 | 0,188+ 0,062 | 0,422 + 0,065 | 0,397 + 0,126
Pb | 0,414 +0,134 / 1,47+0,39 | 0,406+ 0,198 | 0,294 + 0,076 /
Zn 64,3+5,6 58,3+8,8 160,2+15,8 | 164,9+18,7 28,1+3,3 212+1.2
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4.3.1.2. Parametri AOSi aktivnost holinesteraze kod vrste P. ridibundus sa

razlic¢itih lokaliteta

Tokom 2013. godine jedinke P. ridibundus su izlovljene sa lokaliteta DTD,
Ponjavica i Fruska Gora. Parametri AOS i aktivnost holinesteraze mereni su u jetri, kozi
1 miSi¢ima (Tabela 24).

Uporedivanjem vrednosti AOS 1 holinesteraze u jetri primecene su razlike
izmedu Zaba sa razlicitih lokaliteta. Jedinke sa DTD imale su najvece vrednosti GSH-PX
I GSH u odnosu na jedinke sa ostala dva lokaliteta (Grafikoni 63 i 66), a takode i vecée
vrednosti aktivnosti CAT, GST i koncentracije SH grupa u odnosu na jedinke sa
Ponjavice (Grafikoni 62, 65 i 67). Enzim SOD je imao najvecu aktivnost kod jedinki sa
Fruske Gore (Grafikon 61), a veca je bila i aktivnost enzima GST u odnosu na jedinke
sa Ponjavice (Grafikon 65). Nasuprot tome, enzim GSH-Px je imao vec¢u aktivnost kod
jedinki sa Ponjavice u odnosu na one sa Fruske Gore (Grafikon 63). Najmanja aktivnost
GR i ChE bila je u jetri jedinki sa Fruske Gore (Grafikoni 64 i 68).

U koZi je uofen znatno manji broj znaCajnih razlika u antioksidacionim
parametrima nego u jetri. Aktivnost enzima SOD bila je veca u kozi jedinki sa
Ponjavice u poredenju sa aktivnos¢u enzima kod jedinki sa Fruske Gore (Grafikon 61).
CAT je imala vecu aktivnost kod jedinki sa Fruske Gore u odnosu na jedinke sa kanala
DTD (Grafikon 62). Koncentracija SH grupa bila je najveca kod jedinki sa Fruske Gore.
Takode u kozi zaba sa DTD veca je koncentracija SH grupa u odnosu na iste sa
Ponjavice (Grafikon 67).

U miSi¢nom tkivu jedinki sa lokaliteta Ponjavica najvecesu bile aktivnosti SOD,
GR i GST (Grafikoni 61, 64 i 65). Jedike sa FruSke Gore imale su najvecu aktivnost
ChE (Grafikon 68), kao i vec¢u aktivnost CAT u odnosu na jedinke sa kanala DTD
(Grafikon 62). Aktivnost ChE bila je veca i kod jedniki sa DTD u odnosu na aktivnost u
misiéima jedinki sa Ponjavice (Grafikon 68). Sto se ti¢e koncentracije SH grupa, ona je
bila veca kod jedinki na lokalitetima DTD i Fruska Gora u odnosu na iste sa lokaliteta

Ponjavica (Grafikon 67).
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Tabela 24. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima

jedinki vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD, Ponjavica i Fruska Gora (sezona prolece 2013.). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +

standardna greska.

jetra koza misi¢

DTD Ponjavica Fruska Gora DTD Ponjavica Fruska Gora DTD Ponjavica Fruska Gora

SOD 12,09 +1,15 9,37+0,31 14,69 + 1,17 8,49+0,32 | 9,80+0,87 | 8,00+0,41 3,54 +0,27 4,75+0,28 | 3,66+0,13
CAT | 2066,6 +367,7 | 1219,3+162,3 | 1509,4 £159,7 | 9,15+0,75 | 11,01+158 | 1454+146 | 1,30%0,13 167+0,12 | 1,80%0,16
GSH-Px | 28,09 + 3,36 18,12 £ 0,83 109+13 109+04 |13,03+1,05| 11,24+1,01 | 3,64%0,36 432+0,25 | 3,67+0,35
GR 12,22 +1,14 10,42 £ 0,74 7,17+0,71 11,87+1,05 | 12,17+1,74 | 10,66+1,03 | 0,58+0,05 0,95+0,06 | 0,69+0,07

GST 2136+31,1 132,4+6,11 197,3+19,1 | 281,6+18,4 | 2479+255 | 232,8+ 16,9 28,4+24 36,3+2,2 27,0+1,2
GSH 897,3+119,3 | 765,9+90,9 680,7+86,5 | 137,3+14,7 | 1440+258 | 1299+116 | 963+12,1 90,8+9,3 123,9+6,3
SH 90,8+11,1 70619 88,7+1,6 66,5+1,5 538+22 | 8187+4,75 | 1145+23 706 £1,7 120,2+3,0
ChE 3,27 0,17 3,52+0,22 2,29+0,15 | 0,509+0,022 | 0,51+0,02 | 0,491+0,019 | 0,793 +0,025 | 0,594 + 0,029 | 1,034 £ 0,09
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Medutkivna razlika je pokazala da jetra jedinki sa svih lokaliteta ima vecu
aktivnost CAT, GSH i1 ChE u odnosu na kozu i mis$i¢, veca aktivnost je 1 za SOD, GSH-
Px 1 GR u odnosu na one u miSi¢ima. Koza je pokazala vecu aktivnost u poredenju sa
miSi¢cima za enzime SOD, GSH-Px, GR i GST i ChE. Misi¢i su imali najveéu
koncentraciju slobodnih SH grupa.

Kanonijska diskriminaciona analiza za jetru pokazala je razdvajanje jedinki sa
lokaliteta FruSka Gora od jedinki sa DTD i Ponjavice po prvoj kanonijskoj funkciji koja
nosi 87,5 % heterogenosti (Grafikon 69A). Enzimi ¢ije aktivnosti su najvise dovele do
ovakve razlike su GSH-Px i SOD. Izmedu jedinki sa DTD i Ponjavice doSlo je do
razdvajanja po drugoj funkciji (12,5 %) i to na osnovu vrednosti GST, GSH-Px i ChE.
Medutim, uoceno je i delimi¢no preklapanje nekih jedinki sa ova dva lokaliteta
(Grafikon 69A).

Kanonijska analiza diskriminaciona za biohemijske parametre u kozi jedinki sa
razli¢itih lokaliteta odvojila je po prvoj funkciji (63,6 %) jedinke sa Ponjavice, dok se
po drugoj funkciji (36,4 %) odvajaju jedinke sa Fruske Gore i DTD. Vrednosti SOD,
GST i SH grupe su najvise doprinele razdvajanju po prvoj funkciji dok su SOD, CAT i
GST najzasluzniji za odvajanje po drugoj (Grafikon 69B).

Kanonijska diskriminaciona analiza za miSi¢no tkivo pokazala je jasno
razdvajanje po obe funkcije kod jedinki sa razlicitih lokaliteta. Prva (94,0 %) funkcija je
izdvojila jedinke sa Ponjavice i to na osnovu koncentracije GSH i SH grupa. Po drugoj
funkciji, koja je nosila svega 6,0 % heterogenosti, razdvojile su se jedinke sa kanala
DTD od jedinki sa Fruske Gore i to na osnovu aktivnosti enzima CAT, GR, GST i ChE
(Grafikon 69C).
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Grafikon 61 Aktivnost SOD u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i FruSka Gora tokom sezone prolece 2013. “a”- DTD; “b- Ponjavica; *

¢”- Fruska

Gora; “*”- jetru; “#”- kozu. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni kao Xsr + SG.
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Grafikon 62. Aktivnost CAT u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,
Ponjavica i FruSka Gora tokom sezone prole¢e 2013. a”- DTD; “b- Ponjavica; “c”- FruSka Gora;
**7 jetru; “#7- kozu. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni

Xsr + SG. Napomena: vrednosti za jetru su podeljenje sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 63. Aktivnost GSH-Px u jetri, kozi i misi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i FruSka Gora tokom sezone prole¢e 2013. a”- DTD; “b- Ponjavica; “c”- FruSka Gora;

“*7_ jetru; “#”- kozu. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni
Xsr + SG.
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Grafikon 64. Aktivnost GR u jetri, kozi i misi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i FruSka Gora tokom sezone prole¢e 2013. a”- DTD; “b- Ponjavica; “c”- FruSka Gora;

“*7_ jetru; “#”- kozu. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni
Xsr + SG.

113



GST
350 -
300 -
250 - b #
© b #
=
2 200 -
<4
o
2150 - #
100 -
*
50 - * 4 ac*# * 4
. m N
DTD  Ponjavica Fruska Ponjavica  Fruska DTD  Ponjavica Fruska
Gora Gora Gora
jetra koZa misi¢
Grafikon 65. Aktivnost GST u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i FruSka Gora tokom sezone prole¢e 2013. a”- DTD; “b- Ponjavica; “c”- FruSka Gora;
“*7_ jetru; “#”- kozu. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni
Xsr + SG.
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Grafikon 66. Koncentracija GSH u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i FruSka Gora tokom sezone prolec¢e 2013. a”- DTD; “b- Ponjavica; “c”- Fruska Gora;
“*7_ jetru;. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.

Napomena: vrednosti za jetru su podeljene sa 10 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 67. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta
DTD, Ponjavica i Fruska Gora tokom sezone prolece 2013. a”- DTD; “b- Ponjavica; “c”- Fruska
Gora; “*”- jetru; “+”- miSi¢. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni Xsr £ SG.
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Grafikon 68. Aktivnost ChE u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i FruSka Gora tokom sezone prolec¢e 2013. a”- DTD; “b- Ponjavica; “c”- FruSka Gora;

“x7ojetra; “47- misic.

predstavljeni Xsr £ SG.

p<0,05 kriterijum za statisticki znaajnu razliku. Rezultati su
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Grafikon 69. Kanonijska diskriminaciona analiza za parametre AOS i aktivnost holinesteraze

.....

Gora (prolece 2013. godine).

Parametri AOS i aktivnost holinesteraze mereni su u jetri, kozi i miSi¢ima Zaba
vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD, Ponjavica i Obedska Bara tokom prolec¢a 2014.
Svi rezultati su predstavljeni u tabeli 25.

U jetri jedinki sa Ponjavice zabeleZena je najveca aktivnost enzima SOD i ChE,
dok je za iste enzime veca aktivnost bila kod jedinki sa DTD u odnosu na jedinke iz
Obedske Bare (Grafikoni 70 1 77). Koncentracija SH grupa bila je veca kod jedniki sa
kanala DTD i Ponjavica nego koncentracija kod jedinki iz Obedske Bare (Grafikon 76).
Najveca koncentracija GSH zabelezena je u jetri jedinki ulovljenih na kanalu DTD
(Grafikon 75). Aktivnost enzima GR je bila veca u jetri zaba iz Obedske Bare u odnosu
na iste sa kanala DTD (Grafikon 73). Ono §to je karakteristi¢no za jedinke iz Obedske
Bare je i najmanja aktivnost enzima CAT (Grafikon 71).

Kanonijska diskriminaciona analiza za tkivo jetre jedinki sa lokaliteta DTD,
Ponjavica i Obedska bara pokazala je razdvajanje jedinki sa lokaliteta Obedska Bara od
druga dva lokaliteta po prvoj kanonijskoj funkciji (87,1 %) i to najviSe na osnovu
aktivnosti CAT 1 ChE. Izmedu jedinki sa DTD i Ponjavice doslo je do razdvajanja po
drugoj funkciji (12,9 %) i to na osnovu vrednosti GR i GSH (Grafikon 78A).
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Tabela 25. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima

jedinki vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD, Ponjavice i Obedske Bare sezona prolece 2014. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +

standardna greska.

jetra koza misi¢
DTD Ponjavica Obedska Bara DTD Ponjavica Obedska Bara DTD Ponjavica Obedska Bara
SOD 15,39 + 1,00 19,0+ 3,2 9,98 + 0,86 3,8+0,.2 6,8+04 6,904 5,09 £ 0,54 8,609 10,4+0,9
CAT 1060,2+97,3 | 11259+ 1469 | 26,612 76+04 88+04 9,2+0,2 6,9+0,8 8,09 0,84 2802
GSH-Px 19,727 198+£12 179+27 7507 55+04 10,6 £0,5 6,8+0,3 8,7+0,7 10,0+ 0,9
GR 10,9+1,0 14,85 + 1,02 185+1,3 8,18 + 0,47 9,7+0,8 10,0+ 0,5 2,01+0,24 2,3+0,2 2,1+01
GST 364,2+37,1 351,8+253 | 4359+37,9 118,2+6,0 132,0+9,7 125,8+7,3 92,6 +8,6 87,7+79 74,1+6,8
GSH | 1301,7+151,6 | 831,5+629 | 6724+756 | 1292+117 | 128,1+14;3 125,7 + 8,4 52,8+41 105,7 +3,2 138,2+ 11,4
SH 822,0+2,6 822,9+31 800,9+3,9 8220+26 | 6744+173 | 6199+21,8 | 6492+16,6 | 563,1+221 | 6157+219
ChE 2,43+0,13 3,40+0,15 1,68+0,18 | 0,626 +0,081 | 0,562 + 0,016 | 0,487 £0,019 | 0,683 £ 0,112 | 0,527 + 0,017 | 0,359 £ 0,273
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U koZi je najveca aktivnost enzima GSH-Px uocene kod jedinki sa Obedske
Bare, zatim kod jedinki sa kanala DTD (Grafikon 72). Jedinke sa kanala DTD imale su
najvecu koncentraciju SH grupa, dok su jednike sa Ponjavice imale ve¢u koncentraciju
od onih sa Obedske Bare (Grafikon 76). Aktivnost SOD i1 CAT bila je veca kod Zaba sa
Ponjavice i Obedske Bare u odnosu na zabe sa DTD-a (Grafikoni 70 i 71).

Na osnovu kanonijske analize za parametre AOS i holinesteraze u kozi po prvoj
funkciji (76,5%) su se odvojile jedinke iz Obedske Bare od jedinki sa DTD, dok se po
drugoj (23,5 %) izdvajaju jedinke sa Ponjavice. Parametri GSH-Px, GSH i SH grupe su
najviSe doprineli razdvajanju po prvoj funkciji dok su SOD, GSH-Px i ChE
najzasluzniji za odvajanje po drugoj (Grafikon 78B).

U miSi¢nom tkivu, aktivnost SOD je bila veca kod jedinki sa Ponjavice i
Obedske Bare nego kod jedinki sa kanala DTD (Grafikon 70). Aktivnost CAT kod
jedinki sa lokaliteta DTD i Ponjavice je bila veca nego aktivnost kod jedinki iz Obedske
Bare (Grafikon 71). Enzim GR je imao je vecu aktivnost u misi¢ima zaba iz Obedske
Bare nego kod Zaba sa kanala DTD (Grafikon 73). Najveca koncentracija GSH
zabelezZena je kod jedinki iz Obedske Bare, a zatim kod jedinki iz Ponjavice (Grafikon
75). Vrednost koncentracije SH grupa i aktivnost ChE bile su najvece kod jedinki sa
lokaliteta DTD (Grafikoni 76 i 77).

Kanonijska diskriminaciona analiza za biohemijske parametre u miSi¢ima
pokazala je razdvajanje po obe funkcije za jedinke sa razli¢itih lokaliteta. Jedinke iz
Obedska Bare i one sa lokaliteta DTD razdvojile su se po prvoj (82,5 %) osi na osnovu
koncentracije GSH i aktivnosti SOD, a po drugoj osi (27,5 %) su se razdvojile jedinke
sa kanala DTD i Obedske Bare od jedinki sa Ponjavice i to na osnovu vrednosti CAT,
GST i SH grupa (Grafikon 78C).

Uporedivanje parametara AOS i holinesteraze izmedu tkiva ponovo istice jetru u
prvi plan, kao tkivo koje ima najvecu vrednost svih merenih parametera. Izuzetak su
vrednosti SOD i CAT kod jedinki iz Obedske Bare kao i vrednosti GR i SH grupa u
kozi jedinki sa lokaliteta DTD (Grafikoni 70, 71, 73 1 76). Aktivnost GR je bila veca u
kozi nego u miSi¢ima na svim lokalitetima, kao i koncentracija SH grupa za Zabe iz

kanala DTD i Ponjavice (Grafikoni 76).
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Grafikon 70. Aktivnost SOD u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki zna¢ajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr

+ SG.
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Grafikon 71. Aktivnost CAT u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr

+ SG. Napomena: vrednosti za jetru su podeljene sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 72. Aktivnost GSH-Px u jetri, kozi i mi§i¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki zna¢ajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr

+ SG.
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Grafikon 73. Aktivnost GR u jetri, kozi i misi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prole¢e 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra; “#”- koza. p<0,05 kriterijum za statistiCki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni Xsr + SG.
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Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr

+ SG. Napomena: vrednosti za jetru su podeljene sa 10 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 76. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta
DTD, Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prole¢e 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”-
Obedska Bara; “*”- jetra; “#”- koZa. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati
su predstavljeni Xsr + SG.

ChE
40 -

3.0 -

pmol/min/g

2.5
2.0 1
15 ~
1.0 -
0.5 -
0.0 -

. . *

Ponjavica Obedska
Bara

jetra

Ponjavica Obedska
Bara

koza

Ponjavica Obedska
Bara

misié

Grafikon

77. Aktivnost ChE u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr

+ SG.
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Grafikon 78. Kanonijska diskriminaciona analiza za parametre AOS i aktivnost holinesteraze

A) u jetri, B) u kozi i C) u misi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD, Ponjavica i Obedska

Bara (prolece 2014. godine).

P. ridibundus vrsta je u toku jeseni 2014. ulovljena na lokalitetima DTD i

Ponjavica. U jetri, kozi i miSi¢ima su mereni parametri antioksidacinog sistema i

aktivnost holinesteraze. Svi rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki.

Tabela 26. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i

aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima jedinki vrste P. ridibundus sa lokaliteta

DTD i Ponjavica (sezona jesen 2014. godine).

jetra koza misic

DTD Ponjavica DTD Ponjavica DTD Ponjavica

SOD 18,05 £ 0,98 13,30+145 |384+£024| 3,7+04 2,28+0,15 | 2,16+0,12
CAT | 1644,7+1157 | 24958+162,2 | 75+05 | 545%0,54 79+11 2,14+041
GSH-Px 336+25 32,4+3.2 105+0,8 | 11,03+0,98 | 4,48+0,29 | 5,03+0,27
GR 176+22 134+14 4,32+0,27 | 364+0,24 | 0,86+0,10 | 0,80 % 0,05

GST 436,0 £ 53,8 3770358 | 734+42 | 723+37 265+1,1 91478
GSH 933,0+£109,3 | 950,2+1443 | 469+25 | 452+56 |1573+179 | 152,2+6,3
SH 258,2+3,1 3243+110 | 222,7+81|227,3+143 | 271,0+12 | 273114
ChE 2,02+£0,15 2,01+017 |045+0,05| 0,42+0,02 | 0,77+0,07 | 0,513 +0,03

Sto se ti¢e rezultata merenih parametara u jetri veéa aktivnost dobijena je za

aktivnost SOD kod jedinki sa DTD, a aktivnosti CAT i koncentracija SH grupa bile su

veée kod jedinki sa lokaliteta Ponjavica (Grafikoni 79, 80 i 85). U koZi su izmerene
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vecée aktivnosti GR kod jedinki sa kanala DTD. CAT je takode imala vecu aktivnost i u

misi¢ima jedinki sa istog lokaliteta (Grafikoni 80 i 82). Aktivnost enzima GST u

misi¢ima bila je veca kod Zaba iz kanala DTD (Grafikon 83).

Medutkivna razlika pokazala je da su svi parametri imali viSe vrednosti u jetri u

odnosu na kozu i miSice. Izuzetak je koncetracija SH grupa koja se nije razlikovala

znacajno u poredenju sa misi¢ima (Grafikon 85). Koza je imala veée vrednosti za

enzime GSH-Px i GR u odnosu na misic¢e, dok su mi$i¢i imali ve¢u koncentraciju SH

grupa (Grafikoni 81, 82 i 85).
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Grafikon 79. Aktivnost SOD u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD i

Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 80. Aktivnost CAT u jetri, kozi i mi§i¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD i
Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za
statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG. Napomena: vrednosti za jetru

su podeljene sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “*”- jetra; “#”- koza. p<0,05 kriterijum za statisticki

znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 82. Aktivnost GR u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD i
Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “#”- koZa. p<0,05

kriterijum za statisticki znac¢ajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 83. Aktivnost GST u jetri, kozi i mi$i¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD i
Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za

statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr £ SG.
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Grafikon 84. Koncentracija GSH u jetri, koZi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta DTD i

Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku.

Rezultati su predstavljeni Xsr £
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Grafikon 85. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. ridibundus sa lokaliteta

DTD i Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “+”- miSi¢.

p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu razliku.
Rezultati su predstavljeni Xsr = SG.
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4.3.2.1. Akumulacija metala u tkivima vrste P. esculentus

Tokom 2013. godine koncentracije metala merene su u kozi i miSi¢ima jedinki
sa lokaliteta DTD i Ponjavica. Rezultati pokazuju da je koncentracija Cd, Cu i Zn u kozZi
veca kod jedinki na lokalitetu DTD, dok kod istih jedinki As nije bio uocen. U kozi zaba
sa Ponjavice nije detektovano prisustvo Hg 1 Pb. Za miSice, jedina razlika je bila veca
koncentracija Cd kod jedinki sa Ponjavice. Co 1 Pb nisu bili prisutni u misi¢ima zZaba sa

Ponjavice (Tabela 27).

.....

lokaliteta DTD i Ponjavica, sezona prole¢e 2013. “a”- DTD; “b”- Ponjavica. Rezultati su

predstavljeni Xsr + SG.

koZa misi¢

DTD Ponjavica DTD Ponjavica
Al 143+19 248+7,0 10,1+ 3,0 167,3+79,2
As / 0,136 + 0,043 / /
Cd | 0,060 +0,009° | 0,012 + 0,002 | 0,013 + 0,005 | 0,032 + 0,005
Co / / 0,019 + 0,004 /
Cr | 0,742 +0,052 | 0,638 +0,103 | 0,407 + 0,056 | 0,413 + 0,042
Cu | 2,06+0,143" | 1,42+0,083 | 1,12+0,069 | 1,23+ 0,081
Fe 355+2,.2 42,0+£6,0 22,17+ 1,37 255+1,8
Hg | 0,021 + 0,006 / 0,043+0,010 | 0,911+0,86
Mn 133+19 159+2,0 | 0,738+0,081 | 0,987 + 0,094
Ni | 0,384 +0,073 | 0,306 + 0,042 | 0,255+ 0,032 | 0,174 + 0,028
Pb | 0,363+ 0,037 / 0,047 £ 0,017 /
Zn | 168,0+15,9° | 106,0+ 12,1 238+1,7 22,2+1,7

Tokom sezone prole¢e 2014. akumulirani metali su mereni u kozi i misi¢ima
jedinki sa lokaliteta DTD, Ponjavice i Obedske Bare (Tabela 28). Kadmijum je bio
najvise akumuliran u koZi jedinki iz Obedske Bare. Isto vaZi i za koncentraciju Fe kod
jedinki sa Ponjavice. Koncentracija Zn je bila najniZa kod Zaba iz Obedske Bare. Koza
zaba iz Obedske Bare je akumulirala As i Pb, dok ovi metali nisu bili prisutni u kozi
zaba sa drugih lokaliteta. Takode je Co detektovan samo kod Zaba sa Ponjavice.

Kanonijska diskriminaciona analiza za metale u kozi jedinki sa razli¢itih
lokaliteta je pokazala razdvajanje po prvoj funciji (85,0 %) izmedu jedinki sa Ponjavice

i Obedske Bare, dok po drugoj (15,0 %) nema jasnog razdvajanja zbog meSanja jedinki

131



sa DTD i Obedske Bare. Koncentracije Cd, Al i Fe su najviSe doprinele razdvajanju po
prvoj funkciji (Grafikon 87A).

U misi¢ima zaba P. esculentus sa ispitivanih lokaliteta, ve¢e koncentracije Cr i
Mn zabeleZenesu kod jedinki sa kanala DTD i Ponjavice u odnosu na jedinke sa
Obedske Bare. Veca koncentracija je uoCene za As kod jedinki iz Obedske Bare u
poredenju sa misi¢ima jedinki sa Ponjavice i za Hg u odnosu na jedinke sa kanala DTD.
Poredenje akumuliranih metala u miSi¢ima zaba sa DTD i Ponjavice, pokazalo je
znacajno vecu koncentraciju Cd kod onih sa Ponjavice. Arsen i kobalt nisu detektovani
u miSi¢nom tkivu Zaba sa kanala DTD, dok Cd nije detektovan kod zaba iz Obedske
Bare (Tabela 28).

Prva funkcija kanonijske diskriminacione analize sa 81,9 % od ukupne
heterogenosti za miSi¢e pokazala je jasno razdvajanje jedinki iz Obedske Bare od
jedinki sa druga dva lokaliteta. Razdvajanje po prvoj funkciji je najviSe rezultat
koncentracija Cr i Cu. Po drugoj funkciji (18,1 %) su se razdvojili lokaliteti DTD i
Ponjavica i to na osnovu koncentracija Cr i Mn. Takode, tokom ove anlize uoceno je da

su tri jedinke sa kanala DTD bile pomeSane sa jedinkama sa Ponjavice (Grafikon 87B).

A Root 1 vs. Root 2

Root 2
(=]

DTD
O Ponjavica
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5o Obedska bara
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Grafikon 87. Kanonijska diskriminaciona analiza za akumulirane metale A) u koZi i B) u

ove
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oy

,e

lokaliteta DTD, Ponjavica i Obedska Bara (sezona prole¢e 2014. godine). “a”- DTD; “b”-

Ponjavica; “c”- Obedska Bara. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.

koZa misic

DTD Ponjavica Obedska Bara DTD Ponjavica Obedska Bara
Al | 723+17,3 68,8 + 14,9 20,50 + 4,35 24,45+270 | 31,48+6,36 12,96 + 3,88
As / / 0,604 + 0,208 / 0,286+0,083 | 1,49+0,26"
Cd | 0,09+0,02 |0,019+0,004 | 0,138 +0,010® | 0,033+ 0,010 | 0,147 + 0,057 /
Co / 0,14 + 0,06 / / 0,215+ 0,091 | 0,007 + 0,001
Cr | 1,74+0,40 2,21 +0,63 1,35+0,14 1,11+0,33° 1,05+0,16° | 0,213+0,016
Cu | 3,67+155 2,49 + 0,26 2,25+0,16 1,39+0,15 1,20+ 0,15 1,39 + 0,04
Fe | 31,69+4,10 | 68,5+13,1* | 29,11+2,79 20,45+2,85 | 42,71+1527 | 18,52+0,92
Hg | 0,13+0,02 | 0,122+0,027 | 0,105+0,009 | 0,102 +0,028 | 0,136 + 0,041 | 0,238 + 0,041°
Mn | 19,95+255 | 18,14 +216 17,13+0,97 | 0,910+0,197° | 1,21+£0,184° | 0,473 £ 0,024
Ni | 1,69+0,66 1,42+0,34 | 0,998+0,180 | 0,485+0,083 | 0,725+ 0,147 | 0,452 + 0,072
Pb / / 1,12+0,21 / / /
Zn | 149,9+25,2° | 183,6 + 16,9° 85,9+6,8 2525+322 | 2593+1,84 | 20,31+1,37

U tabeli 29 prikazane su koncentracije metala izmerene u jetri, kozi 1 misi¢ima

kod jedinki sa lokaliteta DTD i Ponjavica iz sezone jesen 2014. Rezultati su pokazali da

jedinke sa lokaliteta Ponjavica imaju vecu koncentraciju Co i Hg u jetri i Fe u kozi u
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poredenju sa istim tkivima kod zaba sa kanala DTD. Nasuprot tome, veca vrednost Al,

CriZnu jetri, Mn u kozi 1 Cr u mi$i¢ima bila je karakteristicna za jedinke sa DTD-a.

.....

lokaliteta DTD i Ponjavica (sezona jesen 2014. godine). “a”- DTD; “b”- Ponjavica. Rezultati su

predstavljeni Xsr + SG.

jetra koza misic

DTD Ponjavica DTD Ponjavica DTD Ponjavica
Al | 20,7+46" 7,39£1,01 57+0,6 4,07 + 0,66 3,58+ 0,27 3,80£0,35
Cd | 0,33+0,07 0,46 +0,04 | 0,073+0,009 | 0,076 + 0,015 | 0,0335 = 0,007 | 0,027 + 0,008
Co | 0,19+0,04 | 0,396 +0,037% / / / /
Cr | 0,42+0,06° | 0,217 +0,025 | 0,880 + 0,123 | 0,523 + 0,042 | 0,446 +0,070 | 0,32 +0,03"
Cu | 1251+17,8 | 107,2+20/4 2,28+0,16 2,07+0,13 1,20 £ 0,14 0,97 £ 0,05
Fe | 410,2+92,7 | 408,3+60,4 332+19 245+15 12,49+ 0,76 133+15°
Hg | 0,08+0,01 | 0,22+0,02° |0,071+0,017 | 0,124 +0,061 | 0,057 +0,010 | 0,12 +0,02
Mn | 3,11+0,396 | 2,64 +0,24 19,1+34° 11,3+17 0,213+0,053 | 0,14+0,02
Ni | 0,164+0,11 | 0,17 +0,06 0,25+0,06 | 0,179+0,035 | 0,23+0,04 0,19 + 0,06
Pb / / / / 0,30 £ 0,04 /
Zn | 71,1+65° 46,6 +£19 182,0+23,4 | 146,3+19,3 43,9+ 22,7 19,18 £ 0,76

4.3.2.2. Parametri AOSi aktivnost holinesteraze kod vr ste P. esculentus sa

razli¢itih lokaliteta

Kod vrste P. esculentus vrednosti parametara AOS i aktivnost holinesteraze u

prolece 2013. prikazane su po lokalitetima u tabeli 30.

Tabela 30. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze 1l biotransformacije (GST), kao i

aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima jedinki vrste P. esculentus sa lokaliteta

DTD i Ponjavica (sezona prolece 2013. godine). Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.

jetra koza misi¢

DTD Ponjavica DTD Ponjavica DTD Ponjavica

SOD 79+05 19,6 £0,9 7504 93+04 4,4+0,.2 54+0,3
CAT | 1865,4+160,3 | 1911,3+195,2 | 7,87+0,67 | 987+0,58 | 1,19+0,15 | 2,41+0,44
GSH-Px 182+25 30,5+2,7 11,42 +0,76 | 13,02+0,94 | 3,35+0,24 | 414+0,14
GR 9,05+0,72 1347+1,15 | 9,98+0,72 | 128+09 | 0,81+0,09 | 0,86+0,08
GST 125,8 +8,2 166,4+10,0 | 2302+239|2122+112| 33,6+26 | 31,4+14
GSH 11355+64,8 | 907,0+66,3 | 113,7+15,2 | 104,3+16,8 | 1046 +10,1 | 72,4+8,1
SH 73,1+32 80,5+4,0 733+272 60,3+3,3 | 118849 | 64119
ChE 3,51+0,25 3,49+0,25 054+0,02 | 046+0,03 | 0,65+0,07 | 0,56+0,01

134




Vrednosti ispitivanih parametara u tkivima pokazali su sli¢an trend izmedu
lokaliteta. Aktivnost SOD je bila veca za sva tkiva kod jedinki sa Ponjavice; a isto vazi i
jetri (Grafikoni 88, 89, 90, 91 i1 92). Nasuprot tome, veca koncentracija GSH u jetri 1
misi¢ima, i SH grupa u kozi i miSi¢ima zabelezena je kod jedinki sa kanala DTD
(Grafikoni 93 i 94).

U jetri je veca aktivnost u odnosu na kozu i misi¢ za slede¢e parametre: CAT,
GSH-Px, GSH i ChE (Grafikoni 89, 93 i 95). Enzimi SOD, GSH-Px i GR imali su

znacajno vece aktivnosti u jetri i kozi u odnosu na misice (Grafikoni 88, 90 i 91).
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Grafikon 88. Aktivnost SOD u jetri, koZi i mi§i¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD, i
Ponjavica tokom sezone prole¢e 2013. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “#”- koZa. p<0,05

kriterijum za statisti¢ki znaGajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 89. Aktivnost CAT u jetri, koZi i mi$i¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD, i

Ponjavica tokom sezone prolec¢e 2013. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum

za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr £ SG. Napomena: vrednosti za

jetru su podeljene sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 90. Aktivnost GSH-Px u jetri, koZi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD, i

Ponjavica tokom sezone prole¢e 2013. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “#”- koza. p<0,05

kriterijum za statisti¢ki znac¢ajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Ponjavica tokom sezone prole¢e 2013. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “#”- koza. p<0,05

kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 92. Aktivnost GST u jetri, koZi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD, i

Ponjavica tokom sezone prole¢e 2013. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “#”- koza. p<0,05

kriterijum za statisticki znac¢ajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 93. Koncentracija GSH u jetri, koZi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD,
i Ponjavica tokom sezone proleée 2013. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum
za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr £ SG. Napomena: vrednosti za
jetru su podeljene sa 10 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 94. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i misi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta
DTD, i Ponjavica tokom sezone prolece 2013. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “+”- misic.

p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Ponjavica tokom sezone prolece 2013. “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znacajnu

razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.

Vrednosti parametara AOS 1 aktivnosti holinesteraze tokom prole¢a 2014.
mereni su kod sva tri tkiva vrste P. esculentus na lokalitetima DTD, Ponjavica i
Obedska Bara. Tabelarni prikaz rezultata za jetru, kozu i misice je dat u tabeli 31.

Uporedivanjem parametara AOS i aktivnosti ChE medu Zabama sa ispitanih
lokaliteta za jetru dobijeni su sledec¢i rezultati: veéa aktivnost SOD na lokalitetu
Ponjavica nego na DTD (Grafikon 96); najnize vrednosti parametera CAT, GSH-Px, SH
i ChE na Obedskoj Bari (Grafikoni 97, 98, 102 i 103); kao i najveca aktivnost GST kod
jedinki iz Obedske Bare (Grafikon 100); aktivnost enzima GR bila je veca kod jedinki
sa Ponjavice i Obedske Bare u odnosu na jedinke sa kanala DTD (Grafikon 99).
Rezultati koji su se odnosili na kozu jedinki sa razlicitih lokaliteta pokazali su da je
najveca aktivnost SOD kod jedinki sa Ponjavice, zatim kod jedinki iz Obedske Bare u
odnosu na iste sa DTD (Grafikon 96). Enzimi CAT, GSH-Px, GR i GST su imali
najvece aktivnosti u kozi jedinki iz Obedske Bare (Grafikoni 97, 98, 99 i 100).
Koncentracija GSH i aktivnost ChE bile su najnize kod jedinki sa DTD u odnosu na
ostala dva lokaliteta (Grafikoni 101 i 103). Aktivnost SOD i koncentracija GSH bila je
najve¢a u miSi¢ima kod jedniki iz Obedske Bare, takode isti parametri imali su veéu

vrednost kod jedinki sa Ponjavice nego kod onih sa kanala DTD (Grafikoni 96 i 101).
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Znacajno veca aktivnost u miSi¢ima ispitivanih Zaba zabelezena je za CAT, GSH-PX,
GR 1 GST kod jedinki sa Ponjavice u poredenju sa ostala dva lokaliteta (Grafikoni 97,
98, 99 1 100). Dalje poredenje izmedu lokaliteta DTD i1 Obedska Bara za iste enzime
pokazalo je vecu aktivnost za GSH-Px i GR u koZi jedinki iz Obedske bare (Grafikoni
98 199). Koncentracija SH grupa bila je najniza u miSi¢ima zaba sa Ponjavice (Grafikon
102), jedinke sa Ponjavice su u misi¢ima imale i nizu vrednost ChE u poredenju sa istim
iz Obedske Bare (Grafikon 103).

Kanonijska diskriminaciona analiza biomarkera u jetri pokazala je razdvajanje
zaba iz Obedske Bare od zaba sa lokaliteta DTD i Ponjavica po prvoj kanonijskoj
funkciji koja nosi 68,4 % heterogenosti (Grafikon 104A). Aktivnost enzimaGSH-Px i
GST je dovela do ovakve slike. Lokaliteti DTD i Ponjavica su se odvojili po drugoj
funkeiji (31,6 %) 1 to na osnovu slede¢ih parametara GR, GST 1 SH grupe (Grafikon
104A).

Za ispitivane parametre u kozi prva funcija pokazala je 68,9 % od ukupne
heterogenosti dok je ostalo uo¢eno za drugu funkciju (31,1%). Prva funkcija je odvojila
jedinke iz Obedske Bare od druga dva lokaliteta i to na osnovu aktivnosti CAT i GSH-
Px i koncentracije GSH. Dok su se jedinke sa Ponjavice odvojile od jedinki sa ostalih
lokaliteta po drugoj funkciji. Razdvajanju su najvise doprinele vrednosti SOD i ChE
(Grafikon 104B).

Kanonijska diskriminaciona analiza za miSi¢e pokazala je isto razdvajanje kao
kod parametara u koZi. Prva osa nosi 85,8 % heterogenosti i to najvise zbog SOD, GSH-
Px 1 GR. Druga osa (14,2 %), a GR i SH grupe su oznaceni kao glavni nosioci

razdvajanja (Grafikon 104C).
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Tabela 31. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze Il biotransformacije (GST), kao i aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima

vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD, Ponjavica i Obedska Bara (sezona prole¢e 2014. godine).

jetra koza misi¢
DTD Ponjavica Obedska Bara DTD Ponjavica Obedska Bara DTD Ponjavica | Obedska Bara
SOD 14,7+£0,8 24622 17,1£37 2,33+0,23 6,65+ 0,53 423+0,13 | 483+035 | 7,19+0,43 | 9,94+0,44
CAT |8258+202,3|1032,0+101,2 | 44044 5,62+0,42 5,91 +0,50 10,17+0,72 | 7,28+1,25 | 12,40+2,72 | 2,80+0,29
GSH-Px | 26,23+1,11 26,5+3,0 13,0+£13 5,25+0,34 6,01 +0,41 9,98+043 | 495+045 | 11,25+155| 8,51+0,84
GR 139+1,0 26,422 225+23 7,01+0,48 7,93+0,61 115+1,0 1,28+0,08 | 3,08+0,38 | 2,14+0,15
GST 373,5+356 | 389,8+333 528,7 + 48,8 94,0+48 96,0+ 6,8 1215+8,1 60,8 + 3,6 98,6 +8,9 726+34
GSH 757,5+52,1 | 614,6+60,9 6166 +75,0 | 116,5+12,4 | 2275+16,8 | 1879+14,4 | 58,0£6,0 94,3+8,5 152,3+11,2
SH 822,9+3,9 816,8+2,4 800,5+0,8 | 622,4+21,0 | 565,7+29,8 | 572,2+26,3 | 602,1+12,1 | 542,7+£24,1 | 6455+ 16,0
ChE 3,0+0,.2 3,45+0,22 2,06+0,20 | 0,352+0,019 | 0,562 + 0,009 | 0,633 +0,035 | 0,445+ 0,05 | 0,410 £ 0,03 | 0,585+ 0,05
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Grafikon 96. Aktivnost SOD u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki zna¢ajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr

+ SG.
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Grafikon 97. Aktivnost CAT u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr

+ SG. Napomena: vrednosti za jetru su podeljene sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska
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Grafikon 99. Aktivnost GR u jetri, kozi i mi$i¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra; “#”- koza. p<0,05 kriterijum za statistiCki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 100. Aktivnost GST u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr

+ SG.
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Grafikon 101. Koncentracija GSH u jetri, kozi i mi$i¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra; “#”- koza. p<0,05 kriterijum za statistiCki znacajnu razliku. Rezultati su

predstavljeni Xsr + SG. Napomena: vrednosti za jetru su podeljene sa 10 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 102. Koncentracija SH grupa u jetri, koZi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta

DTD, Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prole¢e 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”-

Obedska Bara; “*”- jetra; “+”- misi¢. p<0,05 kriterijum za statisti¢ki znac¢ajnu razliku. Rezultati

su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 103. Aktivnost ChE u jetri, kozi i mi$i¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD,

Ponjavica i Obedska Bara tokom sezone prolece 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “c”- Obedska

Bara; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr

+ SG.
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Grafikon 104. Kanonijska diskriminaciona analiza za parametre AOS i aktivnost holinesteraze

A) u jetri, B) u kozi i C) u misi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD, Ponjavica i Obedska

Bara (prolece 2014. godine).

U jesen 2014. godine Zabe P. esculentus su izlovljene sa lokaliteta DTD i

Ponjavica. U njihovim tkivima (jetra, koza i misi¢) mereni su parametri AOS i aktivnost

holinesteraze (Tabela 32).

Tabela 32. Parametri antioksidacionog sistema, enzima faze 1l biotransformacije (GST), kao i

aktivnost holinesteraze (ChE) u jetri, kozi i miSi¢ima jedinki vrste P. esculentus sa lokaliteta

DTD i Ponjavica (sezona jesen 2014. godine).

jetra koza misi¢
DTD Ponjavica DTD Ponjavica DTD Ponjavica

SOD 11,3+0,3 224+1.2 421+0,24 | 2,98+0,36 | 3,66+0,25 | 2,71+0,22
CAT | 2901,7+290,2 | 1754,2+1522 | 59+04 6,3+0,9 | 255+0,18 | 2,08+0,33
GSH-Px 49+0/4 254+20 57+0,6 115413 | 495+045 | 4,91+0,45
GR 19,2+15 8,7+0,6 50+0,3 33+0,2 | 0,75+0,11 | 0,74+0,04
GST 4275+ 53,3 2855+228 | 744+49 | 638+58 | 60,8+36 | 98,6+7,99
GSH 1038,2+59,6 | 710,3+62,2 | 53,7+88 | 492+54 | 189,1+16,1 | 1198+ 11,6
SH 3416+51 377,3+24,0 | 2451+8,1 | 249655 | 300,2+2,0 | 307,0+1,3
ChE 2,90+ 0,26 1,7+0,1 0,51+0,04 | 045+£0,02 | 0,42+0,03 | 0,51+0,03

U jetri jedinki sa kanala DTD zabelezene su vece aktivnosti CAT, GR, GST,
GSH 1 ChE (Grafikoni 106, 108, 109, 110 1 112), dok su vece vrednosti dobijene za
SOD i GSH-Px u jetri jedinki sa Ponjavice (Grafikoni 105 i 107). U koZi su vece
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aktivnosti SOD i GR bile u jedinkama sa DTD (Grafikoni 105 i 108), dok je GSH-Px

imao vecu aktivnost u jedinkama sa Ponjavice (Grafikon 107). Aktivnost SOD bila je

veca u miSi¢ima jedinki sa kanala DTD (Grafikon 105), a isto je uoCeno i za

koncentraciju GSH (Grafikon 110), dok je aktivnost GST i koncentracija SH grupa bila

veca kod zaba sa Ponjavice (Grafikoni 1091 111).

Jetra je imala vecu vrednost merenih parametara u odnosu na kozu i misice za
SOD, CAT, GR, GST, SH grupe i ChE (Grafikoni 105, 106, 108, 109, 111 i 112). Koza

je imala vecu aktivnost GR u odnosu na misi¢e (Grafikon 108), dok su misi¢i imali vecu

koncentraciju SH grupa (Grafikon 111).
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Grafikon 105. Aktivnost SOD u jetri, koZi i mi$i¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD i

Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za

statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 106. Aktivnost CAT u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD i
Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za
statisti¢ki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr £ SG. Napomena: vrednosti za jetru

su podeljene sa 100 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 107. Aktivnost GSH-Px u jetri, koZi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD
i Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “#”- koZa. p<0,05

kriterijum za statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 108. Aktivnost GR u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD i
Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “#”- koZa. p<0,05

kriterijum za statisticki znac¢ajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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Grafikon 109. Aktivnost GST u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta DTD i
Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “#”- koZa. p<0,05

kriterijum za statisticki znac¢ajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.
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vrednosti za jetru su podeljene sa 10 radi jasnijeg prikaza.
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Grafikon 111. Koncentracija SH grupa u jetri, kozi i miSi¢ima vrste P. esculentus sa lokaliteta

DTD i Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”-

p<0,05 kriterijum za statisticki znac¢ajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr = SG.

DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra; “+”- miSi¢.
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Ponjavica tokom sezone jesen 2014. “a”- DTD; “b”- Ponjavica; “*”- jetra. p<0,05 kriterijum za

statisticki znacajnu razliku. Rezultati su predstavljeni Xsr + SG.

4.4.3. Odnos izmedu parametara AOS, holinesteraze i koncentracije metala

Radi utvrdivanja odnosa biomarkera i metala izracunate su Pirsonove korelacije,
a znacajne korelacije za svaku vrstu P. esculentus kompleksa prikazane su u tabelama
33,341 35.

Pirsonove korelacije i linerana regresija su pokazale korelacije u jedinkama P.
ridibundus za jetru, kozu i misi¢e (Tabela 33). Pozitivne korelacije u jetri su uocene
izmedu SOD-Fe; CAT-Cr i Ni; GR-Co; GSH-Fe i Mn; SH-Hg i ChE-Ni, dok su
negativne korelacije bile prisutne izmedu slede¢ih parametara i metala: CAT-Hg i Al;
GSH-Px-Al; GR-Cr, Cu i Mn; GST-Ni; GSH-Hg; SH-Cr i Ni; ChE-Co i Hg. Koza je
pokazala pozitivne korelacije samo izmedu SH grupa i Al i Zn. Negativne korelacije su
pokazane izmedu SOD i metala Cd, Mn, Zn i As; CAT i Zn i As; GSH-Px i Al; GR i
Cd, Mn 1 As; GST 1 Cd, Zn, As; koncentracija GSH 1 Cd, As i Pb. U miSi¢ima,
pozitivno su korelirali SOD-Ni i Hg, GSH-Px-Ni i Hg, GR-Ni kao i SH-Cd. Negativne
korelacije u mi$i¢ima su bile za SOD i Mn; CAT i Mn; GSH-Px i Fe i Mn; GR i Fe i
Mn; SH i Mn; ChE i As i Hg.
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Korelacije izmedu biomarkera i metala u tkivima vrste P. esculentus
predstavljene su u tabeli 34. Za jetru su bile karakteristicne sledece pozitivne korelacije:
GSH-Px sa metalima Co, Cu i Mn; SH grupe sa Hg; ChE sa Al, Cr, Cu, Fe, Zn i Mn.
Negativne korelacije zabelezene su izmedu CAT-Hg i Ni; GST-Cr, Cu, Fe, Mn; SH-AI,
Cr, Cu, Fe, Hg, Mn. U kozi zaba P. esculentus prisutne su pozitivne i negativne
korelacije ispitivanih parametara sa koncentracijama metala, od pozitivnih to su SOD-
Fe; GSH-AI, Cr, Fe, Hg, Ni; SH-Al, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni i Pb dok su negativne izmedu
SOD-Cd i Cu; GSH-Px-Cr, Cu, Hg, Mn, Ni; GST-Cu i Hg. Parametri AOS i
holinesteraza su u misi¢ima pozitivno korelirali sa koncentracijama metala, jedina
negativna korelacija bila je izmedu GSH i1 Mn. Pozitivne korelacije su bile izmedu
SOD-Cr, Fe, Mn, Ni; CAT i GR su korelirali sa istim metalima Cd, Cr, Cu, Hg, Mn i
Ni; GSH-Px-Cd, Fe i Ni; GST-Cd i Hg; SH-Cr, Hg i Ni.

Kod vrste P. lessonae statisticki znacajne korelacije date su u tabeli 35. Za jetru
su uocene sledece pozitivne korelacije SOD i Zn; CAT i As, Cd i Fe; GSH-Px i As, dok
su negativne korelacije bile izmedu GSH 1 Fe kao 1 SH 1 Ni. U kozi je zabelezen veci
broj korelacija nego u jetri, od pozitivnih korelacija to su: GSH-Px-Zn; GR-Al i Zn;
GST-Al; GSH-AIl, SH-Al i Zn; ChE-Al i Zn. Negativna korelacija prisutna je za GR i
Cd; GSH 1 Cd; SH i ChE i As i Cd. U miSi¢ima su uo¢ene samo pozitivne korelacije i to
za Al sa SOD, CAT, GR, GST i SH. SH grupe su pozitivno korelirale i sa Cd.
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Tabela 33. Pirsonove korelacije izmedu parametara AOS, holinesteraze i koncentracije
akumuliranih metala u tkivima jetre, koze i misi¢a vrste P. ridibundus. B- biomarker, M- metal,

r- stepen korelacije, p- statisticka znacajnost. Debljim slovima su oznacene negativne korelacije.

Pelophylax ridibundus

jetra koza misic
B M r p B M r p B M r p

SOD Fe | 0,57 | 0,00006 SOD Cd | -0,48 | 0,000008 SOD Mn | -0,36 | 0,001105
CAT Cr | 0,45 | 0,00268 SOD Mn | -0,40 | 0,000276 SOD Ni | 0,29 | 0,009386
CAT Hg | -0,59 | 0,00268 SOD Zn | -0,34 | 0,002204 SOD Hg | 0,44 | 0,000154
CAT Ni | 0,44 | 0,00332 SOD As | -0,54 | 0,000315 CAT Mn | -0,39 | 0,000352
GSH-Px | Al | -0,40 | 0,00757 CAT Zn | -0,37 | 0,000927 | GHS-Px | Fe | -0,23 | 0,043952
GR Co | 0,45 | 0,00235 CAT As | -0,44 | 0,004456 | GHS-Px | Mn | -0,29 | 0,009743
GR Cr | -0,48 | 0,00114 | GSH-Px | Al | -0,46 | 0,000032 | GHS-Px | Ni | 0,32 | 0,004299
GR Cu | -0,44 | 0,00326 GR Cd | -0,47 | 0,000019 | GHS-Px | Hg | 0,41 | 0,000400
GR Mn | -0,46 | 0,00178 GR Mn | -0,32 | 0,005058 GR Fe | -0,29 | 0,009172
GST Ni | -0,39 | 0,00882 GR As | -0,51 | 0,000752 GR Mn | -0,39 | 0,000407
GSH Fe | 0,45 | 0,00265 GST Cd | -0,33 | 0,003322 GR Ni | 0,33 | 0,002966
GSH Hg | -0,41 | 0,00673 GST Mn | -0,30 | 0,007214 SH Mn | -0,34 | 0,002260
GSH Mn | 0,44 | 0,00342 GST Zn | -0,32 | 0,004491 SH Cd | 0,43 | 0,002988
SH Cr | -0,52 | 0,00030 GST As | -0,55 | 0,000209 ChE As | -0,39 | 0,005238
SH Hg | 0,39 | 0,01074 GSH Cd | -0,46 | 0,000031 ChE Hg | -0,33 | 0,005549
SH Ni | -0,56 | 0,00010 GSH As | -0,51 | 0,000852
ChE Co | -0,47 | 0,00162 GSH Pb | -0,35 | 0,006761
ChE Hg | -0,59 | 0,00003 SH Al | 0,48 | 0,000009
ChE Ni | 0,55 | 0,00012 SH Zn | 0,35 | 0,002055
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Tabela 34. Pirsonove korelacije izmedu parametara AOS, holinesteraze i koncentracije

akumuliranih metala u tkivima jetre, koze i miSi¢a vrste P. esculentus. B- biomarker, M- metal,

r- stepen korelacije, p- statisticka znacajnost. Debljim slovima su oznacene negativne korelacije.

Pelophylax esculentus
jetra koza misi¢
B M r p B M r p B M r p
CAT Hg | -0,59 | 0,000079 SOD Cd | -0,51 | 0,000012 SOD Cr | 0,46 | 0,000307
CAT Ni | -0,57 | 0,000134 SOD Cu | -0,35 | 0,004095 SOD Fe | 0,56 | 0,000005
GSH-Px | Co | 0,54 | 0,000364 SOD Fe | 0,35 | 0,003302 SOD Mn | 0,69 | 0,000000
GSH-Px | Cu | 0,46 | 0,003398 | GSH-Px | Cr | -0,34 | 0,004602 SOD Ni | 0,49 | 0,000091
GSH-Px | Mn | 0,50 | 0,005273 | GSH-Px | Cu | -0,31 | 0,010940 CAT Cd | 0,51 | 0,000060
GST Cr | -0,42 | 0,007050 | GSH-Px | Hg | -0,39 | 0,000981 CAT Cr | 0,64 | 0,000000
GST Cu | -0,59 | 0,000077 | GSH-Px | Mn | -0,36 | 0,002405 CAT Cu | 0,34 | 0,009608
GST Fe | -0,50 | 0,001314 | GSH-Px | Ni | -0,29 | 0,017734 CAT Hg | 0,34 | 0,009949
GST Mn | -0,59 | 0,000823 GST Cu | -0,31 | 0,011853 CAT Mn | 0,50 | 0,000069
SH Al | -0,54 | 0,000405 GST Hg | -0,32 | 0,007435 CAT Ni | 0,67 | 0,000000
SH Cr | -0,63 | 0,000019 GSH Al | 0,40 | 0,000772 | GSH-Px | Cd | 0,44 | 0,000594
SH Cu | -0,69 | 0,000001 GSH Cr | 0,38 | 0,001646 | GSH-Px | Fe | 0,43 | 0,000815
SH Fe | -0,69 | 0,000001 GSH Fe | 0,37 | 0,001923 | GSH-Px | NI | 0,45 | 0,000426
SH Hg | 0,55 | 0,000256 GSH Hg | 0,32 | 0,009243 GR Cd | 0,38 | 0,003575
SH Mn | -0,93 | 0,000000 GSH Ni | 0,42 | 0,000371 GR Cr | 0,44 | 0,000651
ChE Al | 0,59 | 0,000089 SH Al | 0,42 | 0,000478 GR Fe | 0,48 | 0,000149
ChE Cr | 0,64 | 0,000010 SH Cd | 0,40 | 0,000866 GR Hg | 0,35 | 0,007049
ChE Cu | 0,49 | 0,001367 SH Cr | 0,51 | 0,000012 GR Mn | 0,50 | 0,000089
ChE Fe | 0,46 | 0,003606 SH Cu | 0,45 | 0,000161 GR Ni | 0,64 | 0,000000
ChE Zn | 0,49 | 0,001358 SH Hg | 0,58 | 0,000000 GST Cd | 0,34 | 0,009857
ChE Mn | 0,55 | 0,001962 SH Ni | 0,55 | 0,000001 GST Hg | 0,48 | 0,000161
SH Pb | 0,48 | 0,000293 GSH Mn | -0,43 | 0,000939
SH Cr | 0,50 | 0,000086
SH Hg | 0,45 | 0,000430
SH Ni | 0,49 | 0,000120
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Tabela 35. Pirsonove korelacije izmedu parametara AOS, holinesteraze i koncentracije

akumuliranih metala u tkivima jetre, koze i miSica vrste P. lessonae. B- biomarker, M- metal, r-

stepen korelacije, p- statisticka znacajnost. Debljim slovima su oznacene negativne korelacije.

Pelophylax lessonae

jetra koZza misi¢

B M r p B M r p B | M| r p
SOD Zn | 0,72 | 0,018513 | GSH-Px | Zzn | 0,62 | 0,012775 | SOD | Al | 0,70 | 0,005430
CAT As | 0,81 | 0,004261 GR Al | 0,74 | 0,001609 | CAT | Al | 0,87 | 0,000063
CAT Cd | 0,80 | 0,005656 GR Cd | -0,72 | 0,002240 | GR | Al | 0,87 | 0,000053
CAT Fe | 0,77 | 0,009523 GR Zn | 0,61 | 0,015444 | GST | Al | 0,80 | 0,000648
GSH-Px | As | 0,75 | 0,012010 GST Al | 0,66 | 0,007707 | SH | Al | 0,82 | 0,000342
GSH Fe | -0,78 | 0,007398 GSH Al | 0,80 | 0,000381 | SH | Cd | 0,76 | 0,017607
SH Ni | -0,85 | 0,014577 GSH Cd | -0,74 | 0,001650

SH Al | 0,86 | 0,000034

SH As | -0,74 | 0,001493

SH Cd | -0,83 | 0,000118

SH Zn | 0,67 | 0,006658

ChE Al | 0,72 | 0,002381

ChE As | -0,65 | 0,008403

ChE Cd | -0,64 | 0,010317

ChE Zn | 0,69 | 0,004477
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5. Diskusija

Pelophylax esculentus kompleks ¢ine roditeljske vrste P. ridibundus i P.
lessonae i njihov hibrid P. kl. esculentus. Vrste iz ovog kompleksa zanimljive su sa
genetickog aspekta i veliki broj studija posveéen je proucavanju geneticke strukture i
distribucije populacija ovih zaba. Danas su sve brojnije i ekoloske i fiziloSke studije,
posvecene ispitivanju razlika u preferenciji stanista i pojedinac¢nih spoljasnjih faktora,
kao i razlikama u hibernaciji i metabolizmu. EkoloSke studije pokazuju da je ovaj
kompleks Siroko zastupljen po celoj Evropi. Na najveéem broju lokaliteta mozemo
govoriti o populacijama sastavljenim samo od jedne od roditeljskih vrsta i hibrida,
odnosno o P. ridibundus- esculentus (RE) ili P. lessonae- esculentus (LE) populacijama,
dok su lokaliteti na kojima su prisutne sve tri vrste relativno retki (RLE) (Berger, 1990;
Borkin i sar., 2002).

Prvi deo ove doktorske disertacije bavi se ispitivanjem potencijalnih razlika u
koncentracijama akumuliranih metala i parametrima antioksidacionog sistema i
holinesteraze izmedu vrsta P. esculentus kompleksa. Drugi deo se odnosi na ispitivanje
akumulacije metala i promene AOS parametara i holinesteraze u tkivima svake vrste
pojedinacno, u zavisnosti od lokaliteta (stepena zagadenja). U ovom delu analizirane su
veze izmedu akumuliranih metala i ovih parametara, kako bi se odredile posledice

hroni¢nog izlaganja metalima.

5.1. Razlike izmedu vrsta Pelophylax esculentus kompleksa

Sveprisutnost hibridne vrste na arealima obe roditeljske vrste navelo je mnoge
naucnike na pretpostavku da je hibrid P. kI esculentus na neki nac¢in otporniji od svojih
roditelja, odnosno na hipotezu o heterozigotnoj superiornosti (eng. general purpose
genotypes- heterozygote superiority). Ova hipoteza se zasniva na heterotickom efektu-
pozitivnom heterozisu po kojem je potomak (hibrid) bolji od svojih roditelja za neku
osobinu (ima vecu fenotipsku plasti¢nost) (Van Doninck i sar., 2002; Voituron i sar.,
Hibrid moze da produkuje viSe razlicitih fenotipova i na taj nacin se bolje uklopi u

spektar razli¢itih sredina (Scheiner, 1993). Ispituju¢i ovu hipotezu, razlicite studije su
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pokazale da je P. esculentus vrsta zaista superiornija od roditelja i to kada su u pitanju
vijabilnost i fekunditet (Hotz i sar., 1999). Takode, hibrid pokazuje vecu tolerantnost na
promene u spoljasnjoj sredini kao Sto su variranje koncentracije kiseonika u vodi
(Boutilier i1 sar. 1992), isuSivanje staniSta, ograni¢en izvor hrane i interspecijska
kompeticija (Semlitsch i sar., 1997). P. kl esculentus je manje osetljiva na prisustvo
pesticida trifenitina u vodi (Fioramonti i sar., 1997).

Nasuprot hipotezi o superiornosti hibrida, jedan deo nau¢nika smatra da je uspeh
hibrida zasnovan na intermedijernosti, odnosno da je hibrid po osobinama izmedu
roditeljskih vrsta (Rist i sar., 1997; Plenet i sar., 2000a, 2000b). Prema hipotezi o
intermedijernosti u niSama, koju je postavio Moor (1984), hibridi zauzimaju niSu koja je
izmedu roditelja 1 na taj naCin izbegavaju direktnu kompeticiju, a sa druge strane mogu
da budu prisutni i u roditeljskim niSama. Intermedijernost je prisutna u rastu
punoglavaca, u veli€ini tela adultnih zaba, kao i u tolerantnosti na niske temperature i
hipoksiju (Rist i sar., 1997; Plenet i sar., 2000a, 2000b). Plenet i sar. (2000a) kao i
Voituron i sar. (2005) ispitivali su otpornost ovih vrsta na zamrzavanje i anoksiju, pri
¢emu su pokazali da je hibrid P. esculentus po ispitivanim karakteristikama izmedu
roditelja. P. lessonae je bila najosetljivija na hipoksi¢ne uslove, ali je zato
najtolerantnija na smrzavanje, dok je za P. ridibundus zabelezen suprotan obrazac.
Ovakve fizioloske prilagodenosti povezane su sa izborom staniSta i navikama za
prezimljavanje (hibernaciju), pa zbog toga P. lessonae uvek hibernira na kopnu, dok je
P. ridibundus uvek u vodi. P. esculentus pokazuje intermedijernost i u zavisnosti od

spoljasnjih uslova moze da prezimi ili na kopnu ili u vodi.

5.1.1. Razlike u bioakumulaciji vrsta P. esculentus kompleksa

Kod semiakvati¢nih zaba kojima pripadaju i vrste P. esculentus kompleksa
postoje dva glavna nac¢ina unosa metala. Prvi na¢in unosa je preko koze, i podrazumeva
usvajanje metala iz vode. Drugi nafin unosa je putem ishrane, o0dnosno
gastrointesitnalnim sistemom (Papadimitriou i Loumbourdis, 2002). Zabe najveéi deo
dana provode u vodi, a preko polupropustljive koze vrSe razmenu gasova, jona i
usvajaju potrebnu vodu. Ono Sto bi moglo da dovede do razlika u bioakumulaciji metala

izmedu ovih vrsta su razlike u hibernaciji. Kao §to je ve¢ pomenuto, P. lessonae
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hibernira na kopnu, P. ridibundus u vodi, a P. esculentus pokazuje oba obrazca.
Hibernacija kod Zaba pocinje kada temperatura u spoljasnjoj sredini odredeni period
bude ispod +6 °C. U naSim krajevima period hibernacije p&inje od pocetka novembra i
traje do marta (Krizmani¢ 1 Ivanovi¢, 2010). Tako je tokom hibernacije metabolizam
sveden na minimum, ipak je period od 4 meseca sasvim dovoljan da uti¢e na razlike u
akumulaciji metala. Fagotti i sar. (2005) su uocili da je glavni razlog za razlike u
koncentraciji akumuliranih organohlornih pesticida izmedu P. esculentus i P. lessonae
posledica navika povezanih sa hibernacijom i nekim dnevnim aktivnostima. Jedinke P.
esculentus su imale vece koncentracije pesticida u mozgu, jetri i ovarijumima u odnosu
na ista tkiva kod jedinki P. lessonae. Takode, autori su uocili da je P. lessonae tokom
leta viSe vremena provodila van vode.

Akumulacija metala moZe da se poveZe i sa tipom ishrane (Loumbourdis i Wray,
1998). Zabe P. ecsulentus kompleksa hrane se razli¢itim vrstama invertebrata, pa metali
mogu i kroz lanac ishrane da dospeju u njihov organizam. Veli¢ina tela kao i taktika
lova uslovljava 1 razlike u izboru plena svake od vrsta iz ovog kompleksa. Paunovi¢ 1
sar. (2010) analizirali su diverzitet plena vrsta iz P. esculentus kompleksa sa lokaliteta
Petrovaradinski rit. Njihovi rezultati su pokazali da su kod vrste P. ridibundus primaran
plen vrste iz reda Coleoptera, zatim vrste Diptera i Gastropoda. Kod P. lessonae to su
bile vrste Gastropoda, onda Coleoptera i Hymenoptera. Za ishranu zaba P. esculentus
karakteristi¢an je plen iz grupe Coleoptera, zatim Gastropoda i Aranea. Velina vrsta
kojima se hrane zabe ovog kompleksa pripadaju terestricnim invertebratama, a manji
procenat su akvati¢ne vrste. Na taj nacin ove zabe su uklju¢ene u oba troficka sistema
(teresti¢ni 1 akvati¢ni) (Mollov i sar., 2010). Drugaciji nacini ishrane mogu da dovedu
do razli¢itog stepena akumulacije metala u tkivima, jer se 1 same grupe plena odlikuju
razlikama u koncentraciji nekih metala. Pored gore pomentih mogucih razloga za
razlike u akumulaciji metala, treba uzeti u obzir i joS jedan niSta manje bitan a to je
veli¢ina tela (Wang i sar., 1997). Prema ovim razlikama P. ridibundus kao najveca i P.
esculentus kao neSto manja vrsta bi trebale da akumuliraju vise metala od najsitnije
vrste P. lessonae. Vece telo podrazumeva i ve¢u apsorbcionu povrSinu koze, unos vece
koli¢ine hrane i krupnijeg plena.

Obedska Bara je bila jedini lokalitet gde su sve tri vrste P. esculentus kompleksa

istovremeno izlovljene, dok su na ostalim lokalitetima bile prisutne samo P. ridibundus
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I P. esculentus. Zato ovaj lokalitet moze da nam pruzi najdetaljniji i najkompletniji uvid
u razlike 1 sliCnosti ispitivanih vrsta. Merene su koncentracije dvanaest odabranih
metala (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Zn) u kozi i miSi¢ima za sve tri
vrste P. esculentus kompleksa i u jetri za P. ridibundus i P. esculentus. Koncetracije
akumuliranh metala pokazale su sli¢an obrazac kod sve tri vrste, u jetri su se razlikovale
koncentracije Fe, Cr i Ni. U kozi metali koji su najviSe doprineli razlikama bili su Cd,
Pb, Cu i Hg. Kadmijum i Pb su bili karakteristi¢ni za P. esculentus, Cu za P. lessonae a
Hg za P. ridibundus. U misi¢ima metali koji su se najviSe razlikovali izmedu vrsta bili
su As i Hg. Arsen je karakterisao P. ridibundus a Hg drugu roditeljsku vrstu P.
lessonae. Sve tri vrste bile su izlozene istim uslovima sredine i istoj koncentraciji metala
u vodi.

Razlike u akumulaciji metala pracene su i na drugim lokalitetima, ali su tamo
bile prisutne samo vrste P. esculentus i P. ridibundus. Na lokalitetu DTD tokom svih
sezona jedinke P. ridibundus su imale vece koncentracije nekih metala u svim tkivima.
Metali koji su doveli do razlika bili su Cd, Hg i Fe. Analiza koncentracije metala na
lokalitetu Ponjavica pokazala je manje razlike izmedu vrsta i neSto drugacije sezonske
razlike. Tokom 2013. godine i u jesen 2014. godine, vrsta P. ridibundus je imala nesto
vece koncentracije metala u tkivima i to 2013. za Cu i Ni, a 2014. za Cd, Cu, Fe i Mn.
Zabe vrste P. esculentus su jedino u proleée 2014. imale znadajnije veée koncentracije i
to Cr i Hg u kozi, i Al, Cr, Hg i Mn umis$i¢ima. Rezultati koncetracija akumuliranih
metala kod vrsta P. esculentus kompleksa pokazuju da postoje razlike u akumulaciji
nekih metala a te razlike su najverovatnije posledica razli¢itih zivotnih navika
(hibernacije i1 dnevnih razlika), razli¢itog izbora plena i razlicite veli¢ine tela. Takode,
do nekih manjih 1 finijih razlika mogle su da dovedu 1 moguce razlike u starosti jedinki
mada smo se trudili da uzorak bude $to ujednaceniji (veli¢ina tela jedinke je usko

povezana sa njenom staroScu).

5.1.2. Parametri antioksidacionig sistema i aktivnost holinesteraze u tkivima vrsta

P. esculentus kompleksa

Antioksidacioni sistem predstavlja sistem za odbranu organizma od produkcije

slobodnih radikala i oksidacionog stresa. Oksidacioni stres se povezuje sa preko 200
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razli¢itih poremecaja, promena i oste¢enja DNK, lipida i proteina (Winston i Di Giulio,
1991). Razlike u AOS parametrima izmedu P. esculentus vrsta ukazale bi na razli¢itu
otpornost ili razli¢itu strategiju u odbrani ovih Zaba od oksidacionog stresa. Prema
hipotezi o hibridnoj superiornosti P. esculentus bi trebala da se izdvoji od roditeljskih
vrsta.

Kanonijska diskriminaciona i klaster analiza uradene su za tkiva sve tri vrste
Zaba na lokalitetu Obedska Bara. Rezultati su pokazali da se vrsta P. esculentus
izdvojila od oba roditelja po prvoj funkciji koja nosi najveci procenat heterogenosti 1 to
najvise na osnovu aktivnosti GSH-Px, CAT i GR u jetri. P. esculentus se odvojila od P.
ridibundus po prvoj funkciji i na osnovu aktivnosti enzima u kozi, a enzimi koji su
doveli do toga su SOD, GSH-Px i ChE. Isti enzimi bili su zasluzni i za razdvajanje ove
dve vrste u miSi¢ima ali je ovo razdvajanje bilo po drugoj funkciji. Razlike su bile
prisutne u parametrima AOS i aktivnost holinesteraza i na druga dva lokaliteta- DTD i
Ponjavica. Na ovim lokalitetima su uporedivane samo vrste P. ridibundus i P.
esculentus a parametri koji su pokazali najvecu varijabilnost bili su GSH-Px, SOD i SH
grupe. Razlike u koncentracijama slobodnih SH grupa mogu da se dovedu u direktnu
vezu sa razlikama u koncetracijama akumuliranih metala, ¢iji su biomarker. Ono §to
povezuje SOD i GSH-Px je funkcija, jer SOD konvertuje superoksid anjon radikal, koji
je prvi proizvod Fentonove reakcije, do vodonik peroksida koji se daljim delovanjem
GSH-Px prevodi do vode i kiseonika (Halliwell i Gutteridge, 1999b).

Jos§ jedan obrazac koji se uocava kada su razlike u pitanju je odnos enzima CAT
I GSH-Px u jetri. Ova dva enzima imaju funkciju u neutralisanju H,O,. Njihove
aktivnosti se mogu menjati sinhrono (oba pokazuju povecanu ili smanjenu aktivnost) ili
da imaju suprotan trend (jedan enzim pokazuje, porast a drugi smanjenje aktivnosti)
(Chattopadhyay i sar., 2007). U jetri jedinki P. esculentus sa lokaliteta DTD i Obedska
Bara zapaZena je znacajno veca aktivnost CAT u odnosu na roditeljske vrste i znacajno
manja aktivnost GSH-Px. Ovo moze da ukaze da hibrid P. esculentus viSe preferira
CAT u eliminaciji vodonik peroksida dok roditeljske vrste viSe koriste GSH-PX,
odnosno da ove vrste imaju razlicite strategije za uklanjanje vodonik peroksida. Takode
se smatra da je CAT ukljucena u eliminaciju vecih koncentacija H,O,, dok se pri
manjim aktivira GSH-Px zbog svog visokog afiniteta prema H,0, (Kruidenier i
Verspaget, 2002). Jedan od razloga za razlike u aktivnostima CAT i GSH-Px

161



roditeljskih vrsta i P. esculentus vrste moze biti i razlika u koncentraciji produkovanog
vodonik peroksida.

Uocene razlike u aktivnosti AOS parametara izmedu vrsta P. esculentus
kompleksa na prvom mestu P. esculentus i P. ridibundus, mogu biti rezultat razli¢ite
interakcije sa spoljaSnom sredinom (razlike u akumulaciji metala i organskih
jedinjenja), ali i posledica nekih fizioloskih razlika. Hochachka (1980) je pokazala da
pored razlika u otpornosti na uslove anoksije, izmedu vrsta ovog kompleksa postoje i
razlike u metabolizmu koje su prisutne u normoksiji. Naime, vrste P. esculentus i P.
lessonae se odlikuju ve¢im koncentracijama glikogena i nizim bazalnim metabolizmom
u odnosu na P. ridibundus. Razlike u metabolizmu mogu dovesti do razlicite produkcije
slobodnih radikala, direktno ili indirektno, a samim tim i do razlika u AOS (Sohal i
Weindruch, 1996).

5.2. Razlike u koncentraciji metala u tkivima vrsta P. esculentus kompleksa na

razli¢itim lokalitetima

Kao Sto je u uvodnom delu napisano, koncentracije metala u vodi zavise od
prirodnih odlika samog lokaliteta, sezonske dinamike, fizicko-hemijskih parametara
vode i antropogenih faktora. Najve¢i uticaj na kvalitet vode i na Zive organizme imaju
ljudske aktivnosti (Shafi, 2005). U ovoj disertaciji pracen je fizicko-hemijski sastav i
koncentracije metala u vode na cetiri lokaliteta: DTD, Ponjavica, Fruska Gora 1
Obedska Bara.

Na lokalitetu DTD voda je uzorkovana kod u$¢a ovog kanala u reku Tisu. Ovaj
kanal se smatra jednim od najzagadenijih vodotokova u Srbiji ali i u Evropi a do ovih
rezultata se doSlo na osnovu studija koje su sproveli Norveski institut za istraZivanje
voda (NIVA, 2006) i Dekonta projekta 2004. godine. Kao najveci zagadivaci obelezeni
su: fabrika Sec¢era "Crvenka", fabrika alkohola "Panon" i fabrika biskvita "Jafa" u
Crvenki, fabrika Stofova "Sloboda", fabrika koze "Eterna”,fabrika sanitarnih armatura
"Istra" u Kuli, fabrika Secera "Backa", mesna industrija "Carnex", svinjogojska farma
"Farmacoop™ i "Vital" u Vrbasu, kao i komunalne otpadne vode naselja Crvenka, Kula i
Vrbas. Svi navedeni zagadivaci u svom proizvodnom procesu oslobadaju razlicite

koli¢ine zagaduju¢ih materija medu kojima su i metali Cije su koncentracije merene
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(Dekonta, 2005; NIVA, 2006). Visoke koncentracije Al, As, Cd i Cu u vodi bile su
karakteristi¢ne za ovaj lokalitet.

Lokalitet Ponjavica se odlikuje visokim stepenom eutrofikacije, velikim
koli¢inama mulja i usporenim tokom. Sve ovo moze da uti¢e na koncentraciju metala u
vodi i1 sedimentu, iako nema vecih industrijskih zagadivaca, metali koji dospevaju sa
obliznjih njiva i naselja u reku Ponjavicu, dugo se u njoj zadrzavaju (Karadzi¢ i sar.,
2013). U vodi Ponjavice je izmerena najveca koncentracija As tokom svih sezona u
odnosu na ostale lokalitete. Obzirom da je arsen jedan od glavnih sastojaka brojnih
pesticida, njegovo prisustvo na ovakvom lokalitetu je ocekivano.

Obedska Bara je zbog svoje blizine i povezanosti sa rekom Savom preko
Revenickog kanala, ali i tokom poplava pod velikim uticajem ove reke. Pokazano je da
sezonska dinamika u Obedskoj Bari prati promene koje se deSavaju u reci Savi (Ljeti¢ i
sar., 2008). Sa druge strane, voda u Obedskoj Bari se ne krece ili se jako sporo krece §to
uti¢e na koncentrisanje metala u vodi, ali na prvom mestu u sedimentu. Republicki
hidrometeoroloski zavod meri jednom mesecno kvalitet vode u reci Savi na lokaciji koja
je nesSto uzvodno od same Obedske Bare i njihovi rezultati pokazuju sli¢ne
koncentracije u reci Savi sa onim u samoj Obedskoj Bari (RHMZ, 2014). Prema
koncentraciji metala u vodi, Obedska Bara se moze smatrati najcistijim od sva tri
ispitivana lokaliteta. Jedino je koncentracija bakra na ovom lokalitetu bila veca u
odnosu na druga dva. Povecane koncentracije bakra u Obedskoj Bari se mogu dovesti u
vezu sa intenzivnom primenom pesticida plavi kamen u tretiranju bolesti Sumske
vegetacije u tom podrucju (Vasin i sar., 2004).

Lokalitet Fruska Gora podrazumeva jezero Popovicu koje se nalazi u okviru
Nacionalnog parka FruSka Gora. Ovaj lokalitet je van direktnog antropogenog uticaja i
kvalitet vode u najvecoj meri zavisi od prirodnih faktora (sastava zemljiSta 1 stena,
koli¢ine vode). Samo jezero je jako podlozno sezonskim promenama zbog svoje male
veli¢ine, tako da usled visokih temperatura nivo jezera znacajno opada. Smanjenje
koli¢ine vode u jezeru uti¢e na koncetrisanje metala u vodi. Obzirom da nema ni pritoka
ni otoka, opstanak jezera zavisi od vode koja dospeva kiSom i topljenjem snega, a koja
nosi rastvorene metale iz vazduha i zemljista (Popovic i sar., 2009). U jezeru Popovica
izmerene su vece koncentracije metala koji su sastavni deo stena i zemljista (Mn, Fe i
Al).
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Koncentracije metala u vodi pokazuju sezonsku dinamiku. Analizom vode su
utvrdene visoke koncentracije arsena i bakra na svim lokalitetima, kao i prisustvo
kadmijuma. Nasuprot prisustvu u tkivima P. esculentus Zaba, metali Co, Hg, Pb, nisu
zabeleZeni u vodi. Ovakvi rezultati navode na zakljuak da je prisutno povremeno
zagadenje, ili da su metali dodatno akumulirani iz nekih drugih izvora (ishranom).
Stolyar i sar. (2008) su ispitivali bioakumulaciju metala u tkivima vrste P. ridibundus na
dva razlicita lokaliteta, i dobili povisene koncentracije nekih metala u tkivima i pored
toga Sto su isti bili ispod limita detekcije u vodi. Ovo nam ukazuje na znacaj
biomonitoringa i njegovu prednost u odnosu na hemijske analize.

Bioakumulacija metala u tkivima i ¢elijama zivih organizama moze dovesti do
poremecaja normalne funkcije 1 na kraju do smrti. Ono Sto predstavlja najveci problem
kod unosa metala je Cinjenica da se akumuliraju tokom celog Zivota, ne eliminiSu se ili
se eliminiSu u jako malim koli¢inama preko telesnih izlu¢evina (Van der Oost i sar.,
2003). Stepen akumulacije metala u organizmu zavisi od spoljasnjih faktora, kao 5to su
koli¢ina rastvorenih metala, fizicko-hemijske karakteristike, interakcija izmedu metala,
koli¢ine metala u hrani, godisnji sezonski efekti i unutrasnji faktori kao Sto su
individualna varijabilnost, starost, faza razvoja, veli¢ina i pol (Olgunoglu i sar., 2015).

Prvo §to se uocava prilikom posmatranja rezultata akumuliranih metala u
tkivima vrsta P. esculetus kompleksa jeste prisustvo toksi¢nih metala (Cd, Hg, Cr, Pb,
Cu i As), kao i da je na svim lokalitetima prisutan odredeni stepen zagadenja metalima.

Razli¢iti toksi¢ni efekti, bolesti i poremecaji se povezuju sa povecanim
koncentracijama metala u organizmu. Kadmijum i olovo nemaju poznate bioloske
funkcije i pokazuju toksi¢ne efekte ¢ak i ako su prisutni samo u tragovima (Duruibe i
sar., 2007). Kadmijum je veoma toksi¢an neesencijalni element koji oStecuje celijske
membrane, dovodi do biohemijskih promena, §to moze rezultirati ¢elijskom smréu, a
izaziva i anemiju (Al-Kahtani, 2009). Olovo je sveprisutno u zivotnoj sredini, a glavni
uzrok za to je njegova Siroka upotreba u industriji. Duza izlozenost olovu dovodi do
reproduktivnih poremecaja i poremecaja funkcije bubrega, izaziva se usporavanje
provodenja nervnih impulsa i menja homeostaza kalcijuma, dolazi do inhibicije enzima
i indukcije sinteze vezujuéih proteina (Bolck i sar., 2014). Ziva je prisutna u razli¢itim
elektricnim uradajima u termometrima, barometrima, koristila se i u stomatoloskoj i

farmaceutskoj industriji i sastojak je nekih pesticida. Ziva se povezuje najvise sa
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poremecajima u funkcionisanju nervnog sistema, prenosu nervnog impulsa i
oste¢enjima nervnih c¢elija (Shanker i sar., 2003). Vodeni organizmi pokazuju visok
stepen akumulacije bakra iz Zivotne sredine. Visoke koncentracije ovog metala
povezuju se sa brojnim morfoloskim i biohemijskim promenama (Al-Kahtani, 2009).
Arsen je prisutan u mnogim proizvodima, aktivan je sastojak pesticida, koristi se u
faramceutskoj industriji i u zastititi drveca. Siroka upotreba je uzrok povecanja njegove
koncentracije u zivotnoj sredini, a posebno su pogodene vodene sredine. Hroni¢no
izlaganje arsenu izaziva razliCite neuro 1 genotoksicne efekte, dovodi do poremecaja
funkcije bubrega i kancerogeneze (Rodrigez i sar., 2003). Hrom je sastavni deo
metalnih proizvoda, koristi se za ojaavanje, poliranje i presvlacenje metalnih povrSina.
Intoksikacija hromom se najviSe povezuje sa poremecajima u reproduktivnom sistemu
(Ernst, 1990).

Pelophylax ridibundus ili velika zelena zaba je najispitivanija vrsta ovog
kompleksa u kontekstu bioakumulacije metala. Brojne studije su ovu vrstu oznacile kao
potencijalno dobru za ispitivanje bioakumulacije metala (Vogiatzis i Loumbourdis,
1998; Papadimitriou i Loumbourdis, 2002; Stolyar i sar., 2008). Vogiatzis i
Loumbourdis i sar. (1998) su pokazali da P. ridibundus ispunjava sledece kriterijume
dobrog bioindikatora koje su definisali Lower i Kendall (1990): ima Siroku geografsku i
ekolosku distiribuciju; ograni¢en areal kretanja u okviru staniSta; prisutnost na
lokalitetima sa razliitim stepenom zagadenja; laku i jednostavnu identifikaciju;
mogucénost koriS¢enja u laboratorijskim uslovima. Medutim, sve ove studije pratile su
akumulaciju jednog ili dva metala u laboratorijskim uslovima ili akumulaciju manjeg
broja metala na jednom ili dva lokaliteta. U ovoj studiji se po prvi put prati akumulacija
12 razli¢itih metala u tkivima P. ridibundus (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni,
Pb, Zn) na Cetiri lokaliteta tokom tri uzorkovana perioda.

Analiza metala u tkivima za sezonu 2013. pokazala je, na prvi pogled
neocekivane rezultate kad su u pitanju jedinke sa lokaliteta Fruska Gora koje su imale
vece koncentracije Cd, Fe, 1 Hg u jetri od jedinki sa DTD kanala. Takode, primecene su
vece koncentracije Cr u kozi i Cu u misi¢ima. Ono S$to je karakteristicno za jezero
Popovica na Fruskoj Gori je mala koli¢ina vode, veliko spiranje zemljiSta i variranje
temperature. Svi ovi faktori pogoduju akumulaciji metala u vodi i sedimentu direktno, a

indirektno na akumululaciju u tkivima Zaba. Takode se ne sme isklju¢iti mogucnost
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nekog antropogenog zagadenja. Popovi¢ i sar. (2009) analizirali su sastav zemljiSta na
Fruskoj Gori kako bi utvrdili povecane koncentracije metala kao i stepen zagadenja
nastalog usled bombardovanja 1999. godine. Ono §to su uocili jesu visoke koncentracije
Cd i Cu u obliku koji je lako mobilan, a bile su prisutne i visoke koncentracije Fe koji je
glavni supstrat za vezivanje metala kao Sto su Ni i Cr. U kozi jedinki sa lokaliteta DTD
bili su prisutni Cd i Cr, na Fruskoj Gori i Fe, dok su u miSi¢ima jedinki sa razlicitih
lokaliteta koncentracije metala bile viSe ujednacene.

Koncentracije metala za sezonu prole¢e 2014. kod zaba P. ridibundus pokazale
su da jedinke iz Obedske Bare imaju generalno nize koncentracije metala u odnosu na
DTD, dok su koncentracije bile priblizne onima sa Ponjavice. Obedsku Baru je
koncentracije As su takode zabeleZzene u tkivima zmija N. natrix i N. tesselata sa
Obedske Bare tokom 2012. godine (Gavri¢ i sar., 2015). Ove zmije se hrane zabama iz
P. esculentus kompleksa, Sto ukazuje i na akumulaciju metala kroz lanac ishrane. Arsen
je stalno prisutan i u reci Savi sa kojom je ovaj lokalitet usko povezan (RHMZ, 2014).
Za jedinke sa lokaliteta DTD karakteristi¢ne su povecane koncentracije Cd, a ono §to je
2013. 1 2014. godine izdvajalo jedinke sa Ponjavice jesu visoke koncentracije gvozda u
tkivima.

Tokom jeseni 2014. merene su koncentracije metala na lokalitetima DTD i
Ponjavica. Znacajnije razlike su prime¢ene samo za koncentracije Cr i Mn u jetri i za Al
1 Cu u miSi¢ima. Jedinke sa lokaliteta DTD su imale vece vrednosti akumuliranih
metala.

Hibridna vrsta P. esculentus je za razliku od svoje roditeljske vrste, znatno
manje zastupljena u studijama koje se bave bioakumulacijom metala. Samo dve studije
su proucavale akumulaciju razlicitih metala kod zelenih zaba, Oyeleke 1 sar. (2012) u
miSi¢ima 1 u kontekstu njihove upotrebe u ishrani i Shaapera i1 sar. (2013) u cilju
biomonitoringa reke Guma u Nigeriji.

Rezultati u ovoj disertaciji su pokazali da P. esculentus ima manje variranje u
akumulaciji ispitivanih metala izmedu razli¢itih lokaliteta u odnosu na P. ridibundus.
Ono $to je uoceno je da se svaki lokalitet izdvaja po koncentracijama nekog metala.
Jedinke P. esculentus iz Ponjavice su imale visoke koncentracije gvozda, dok je u tkivu

jedinki iz Obedske Bare izmerena visoka koncentracija arsena. Jedinke sa kanala DTD
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imale su visoke koncentracije bakra i kadmijuma. Po sezonama, jedinke P. esculentus iz
Ponjavice su kao i kod P. ridibundus imale nize koncentracije metala u tkivima nego
jedinke sa kanala DTD za sezonu 2013. i jesen 2014. godine. Tokom sezone prolece
2014. jedinke iz Obedske Bare su se izdvajale od ostala dva lokaliteta.

Akumulacija metala pokazuje i medutkivne razlike, a rezultati ovih poredenja
nam pruzaju informacije o sposobnosti tkiva da bioakumulira neki metal, i o stepenu
oStecenja koje moze da se oCekuje. Akumulacija zavisi od nacina izlaganja (preko koze,
pluca ili ishranom), duzine izlaganja, od fiziolokih i biohemijskih karakteristika metala
I tkiva, funkcije i prokrvljenosti tkiva (Vogiatzis i Loumbourdis, 1998). Ono Sto je jasno
uocljivo, jeste da se jetra zaba P. esculentus kompleksa izdvaja po bioakumulaciji
metala, zatim sledi koZa, dok su najnize koncentracije prisutne u misi¢ima. Metali koji
su imali najvece koncentracije u jetri su Fe, Cu, Al, Cd, Hg, i Ni u poredenju sa ostala
dva proucavana tkiva. Jetra zaba je Cesto ispitivano tkivo u kontekstu bioakumulacije.
Loumbourdis i Wray (1998) su ispitivali akumulaciju metala u jetri i trupu jedinki P.
ridibundus iz reke Tafros u severnoj Grckoj. Ustanovili su da jetra akumulira i do 100
vecée koncentracije Cu, a uo¢eno je i da su koncentracije Cu bile 5-50 puta vece nego
kod drugih akvati¢nih vrsta (Stolyar i sar., 2008). Visoke koncentracije Cu u jetri iste
vrste zabelezili su Stolyar i sar. (2008) ispitujuéi bioakumulaciju na urbanom i ruralnom
lokalitetu u Ukrajini. Oni su ustanovili slede¢i redosled akumuliranih metala u jetri
Fe>Cu~Zn>Mn>Cd. Shaapera i1 sar. (2013) su uporedivali akumulaciju metala u
razli¢itim tkivima vrste P. esculentus i ustanovili da najviSe akumulira jetra, zatim koZa
a najmanji stepen bioakumulacije registrovan je u crevima. Koncentracija metala u
tkivima (jetra, bubrezi, kosti, miSi¢i i koza) srodne vrste P. perezi analiziranih iz
deaktiviranog rudnika uranijuma u Portugalu pokazale su da jetra akumulira najvece
koncentracije metala, zatim slede bubrezi, koza, mi$i¢i, a najmanje se akumulira u
kostima (Marques i sar., 2011). Jetra se izdvajala po koncentracijama Fe, Cu, As i Cd.
Rezultati svih navedenih autora su u saglasnosti sa rezultatima ove studije. Jetra je zbog
svoje funkcije u detoksikaciji razli¢itih ksenobiotika i dobre prokrvljenosti najizloZenija
metalima. Povezanost sa gastrointestinalnim sistemom, uti¢e na to da metali iz hrane
dospevaju direktno u jetru, a takode jetra predstavlja i mesto produkcije metaloenzima.

Koza i misi¢i kao periferni organi manje su izlozeni metalima. Ono Sto je bilo

karakteristi¢no za tkivo koZe su visoke konentracije Mn i Zn, a takode je i koncentracija
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Cr je na nekim lokalitetima bila najveca u kozi. Shaapera i sar. (2013) su takode uocili
visoke koncentracije Mn i Zn u kozi vrste P. esculentus. Sli¢ni rezultati za kozu su
dobijeni kod vrste P. perezi (Marques i sar., 2011). Koza zaba akumulira najve¢i deo
metala iz vode, zbog direktog kontakta i zato Sto se preko nje vrSi razmena gasova.
Respiracija koja se obavlja delom preko koze pracena je i ve¢om prokrvljenoscu koze,
tako da se usvojeni metali dalje redistribuiraju do ostalih organa. Medutim metali iz
drugih delova tela mogu preko cirkulacije da dospevaju do koze.

Misi¢i generalno ne predstavljaju dobro tkivo za proucavanje akumulacije
metala, ali su za nas zanimljivi sa aspetka upotrebe u ishrani. MiSi¢i zadnjih
ekstremiteta se smatraju delikatesom u nekim kulturama. Zemlje Evropske unije
(Francuska, Belgija, Holandija 1 Italija) su oznacene kao najveci korisnici i uvoznici
Zabljih bataka (Schlaepfer i sar., 2005). Podaci opsezne studije sprovedene od 1996-
2006 pokazali su da je iskoris¢eno vise od 100,000 metrickih tona zabljih nogu, a
jedinke su bile izlovljene iz prirode i/ili sa farmi za uzgoj (Gratwicke i sar., 2010).
Medu vrstama ¢ije se meso koristi su i vrste iz P. esculentus kompleksa. UN su u svom
izvestaju iz 2007. obelezile 1 nasu zemlju kao jednu iz koje se krijumcari zablje meso.
Prisustvo jako toksi¢nih metala (As, Cd, Co i Hg) u miSi¢ima predstavlja problem za
zdravlje ljudi koji ih konzumiraju. Moriarty i sar. (2013) su ispitivali akumulaciju
arsena u miSi¢ima zaba i1 pokazali da mi$i¢i imaju tendenciju da ga akumuliraju u

visokim koncentracijama.

5.2.1. AOSi aktivnost holinesteraze kod vrsta P. esculentus kompleksa

Antioksidacioni sistem, prisutan u svim aerobnim ¢elijama, neutralizuje hemijski
reaktivne intermedijere proizvedene u endogenim putevima i/ili metabolizmu
ksenobiotika (Winston i Di Giulio, 1991). Aktivnost antioksidacionih enzima i
koncentracije neenzimskih komponenti se mogu povecavati ili inhibirati pod uticajem
nekog hemijskog stresa. Ova dva razli¢ita odgovora zavise od intenziteta 1 trajanja
stresa sa jedne i osetljivosti Zivih organizama sa druge strane. Indukcija moze
podrazumevati adaptaciju organizama na promenjenu i zagadenu sredinu. Deficijencija
u aktivnosti je stanje koje karakteriSe visoka osetljivost prema sredinskom stresu i moze

se ocekivati potencijalni negativan efekat (Lushchak, 2011). Promene u AOS i
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oksidaciona oSte¢enja biomolekula veoma su korisni biomarkeri (Livingstone, 2001), a
toksi¢ni efekti mnogh zagadivaca i njihovih metabolita povezani su sa oksidacionim
stresom (Regoli i Principato, 1995). Biomarkeri AOS daju nespecifican odgovor na
odredeni zagadivac, pa zato predstavljaju biomarkere izlaganja (Cossu i sar., 1997).

Oksidacioni stres moze biti izazvan brojnim unutrasnjim i spoljasnjim
faktorima, te je i odgovor antioksidacionog sistema povezan sa njima. Brojne studije su
pokazale da pored brojnih ksenobitika variranje faktora spoljasnje sredine (temperatura,
koncentracija kiseonika), dostupnost hrane i mnogi drugi faktori mogu znacajno da
utic¢u na sam AOS (Filho i sar., 2000; Vidal i sar., 2002). Najveci broj studija posveéen
je ispitivanju oksidacionog stresa kod vodenih beski¢menjaka i riba (Pavlovi¢ i sar.,
2010; Borkovi¢-Miti¢ i sar., 2013; Gavrilovi¢ 1 sar., 2014; Radovanovi¢ i sar., 2015),
dok su zabe mnogo manje proucene u ovom kontekstu (Falfushinska i sar., 2008;
Marques i sar., 2011; Taiwo 1 sar., 2014; Borkovié¢-Miti¢ i sar., 2016; Proki¢ i sar.,
2016a; Proki¢ i sar., 2016b)

Falfushinska i sar. (2008) pratili su nivo oksidacionog stresa i odgovor
antioksidacionog sistema u jetri vrste P. ridibundus na dva lokaliteta sa razli¢itim
stepenom zagadenja tokom sezona prolece, leto i jesen. Njihovi rezultati su pokazali da
se aktivnost AOS drugacije menja kod jedinki sa nezagadenog u poredenju sa
jedinkama sa zagadenog lokaliteta u zavisnosti od sezone, kao i da na zagadenom
lokalitetu SOD 1 CAT pokazuju najvecu varijabilnost sa promenom sezona. Tokom
proleca kod Zaba sa zagadenog lokaliteta zabelezen je pad aktivnosti SOD 1 CAT kao i
pad koncentracije GSH i povecanje koncentracije LPO.

Parametari AOS i holinesteraza pokazali su veliku varijabilnost kod zaba P.
ridibundus u ovoj studiji, a zbog velike varijabilnosti nije se izdvojio nijedan jedinstven
obrazac koji bi karakterisao neki lokalitet ili neku sezonu. Za razliku od P. ridibundus
kod hibridne vrste P. esculentus je uocena veca konzistentnost u odgovoru
antioksidacionog sistema. Jedinke sa lokaliteta Ponjavica su tokom prolec¢a 2013. imale
generalno vece aktivnosti enzimskih komponenti antioksidacionog sistema (SOD, CAT,
GSH-Px i GR) u odnosu na jedinke sa DTD koje je karakterisala ve¢a koncentracija
neenzimskih komponenti (GSH 1 SH grupe). Tokom jeseni 2014. je uo€en drugaciji
obrazac u poredenju jedinki sa lokaliteta Ponjavica i DTD. Jedinke sa DTD su imale
znacajno vece koncentracije skoro svih parametara (SOD, CAT, GSH-Px, GR i GSH), a

169



odgovor je posebno bio izrazen u jetri. Prema rezultatima za prolec¢e 2014. izdvojile su
se jedinke iz Obedske Bare i to na osnovu parametara AOS u jetri, gde su imale
najmanju aktivnost CAT, GSH-Px i koncentraciju SH, dok su u kozi pokazale najveéu
aktivnost CAT, GSH-Px, GR i GST. Misi¢i jedinki sa Ponjavice izdvojili su se na
osnovu najvecih vrednosti CAT, GSH-Px, GR i GST. Zbog kompleksnosti same zivotne
sredine, promene aktivnosti AOS je teSko povezati samo sa jednim faktorom i tesko je
predvideti ta¢nu promenu kod jedinki iz prirodnih populacija. Sa druge strane,
ispitivanja u laboratorijskim uslovima nikada ne mogu dati dovoljno realistican odgovor

(Van der Oost i sar., 2003).

5.2.2. Odnosi izmedu koncentracije metalai parametara AOSi aktivnosti

holinesteraze

Prirodne populacije Zaba izloZene su razli¢itim koncentracijama i vrstama
metala, a jedan od glavnih mehanizama preko kojeg metali Stetno deluju na organizam
je kroz sposobnost da izazovu oksidacioni stres. Zato je jako vazno utvrditi odnos
izmedu koncentracije metala i aktivnosti antioksidacionog sistema. Parametri AOS i
holinesteraze oznaceni su kao nespecificni biomarkeri i reaguju i na druge faktore, zbog
¢ega su primenjene linearna regresija i Pirsonove korelacije kako bi se ogranicili samo
na dejstvo metala. Ove analize prate promenu ispitivanih biomakera u zavisnosti od
promene koncentracije akumuliranih metala, daju¢i uvid u snagu i1 znacajnost te
promene. Takode, one nam daju slobodu da spojimo jedinke sa razli¢itih lokaliteta i
sezona formirajuci reprezentativan uzorak od po najmanje 60 jedinki po tkivu i vrsti.

Antioksidacioni sistem 1 njegovi parametri imaju klju¢nu ulogu u procesu
otklanjanja Stetnog delovanja redoks aktivnih i neaktivnin metala. Kao glavne
komponente u ovom sistemu oznacene su slobodne SH grupe i glutation, jer imaju
ulogu u odrzavanju homeostaze metala, antioksidacionoj odbrani kao i u signalizaciji
metal indukovanog stresa (Hall, 2002). Tiol (SH) grupe su sastavni deo aminokiseline
cistein i pokazuju visok stepen interakcije sa metalima. Kompleks metal-SH grupa
inaktivira toksi¢no dejstvo metala. Medutim, kada se formira ovaj kompleks sa redoks
aktivnim metalima, moze do¢i do Fentonove reakcije i oksidacionog stresa, pri cemu

glutation ima ulogu da stabilizuje ovaj kompleks vezivanjem glutamata i/ili glicina. Na
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ovaj nacin se odrzava koncentracija slobodnih SH grupa i koncentracije slobodnih
metala (Jozefczak i sar.,, 2012). Glutation ima i antioksidacionu ulogu, donirajuéi
elektron i redukujué¢i slobodne radikale. Prilikom ovog procesa glutation prelazi iz
redukovane u oksidovanu formu (GSSG). Da bi GSH normalno funkcionisao, odnosno
da bi se vracao iz oksidovane u redukovanu formu, najbitnija je aktivnost enzima GR
(Kovatova i Svobodova, 2009). Cesto se defava da metal nije slobodan veé je vezan za
neku organsku supstancu ili za drugi metal. Da bi GSH mogao da spreci $tetno dejstvo
ovog kompleksa potrebna je funkcija enzima GST. GST vrsi konjugaciju GSH sa ovim
jedinjenjima (Oliva i sar., 2012). Redoks aktivni metali koji se nisu vezali za SH grupe i
GSH dovode do produkcije radikala kiseonika koji se uklanjaju najpre dejstvom SOD, a
dalje CAT i GSH-Px. Dok redoks aktivni metali povecavaju aktivnost enzima, redoks
neaktivni inhibiraju aktivnost tako $to se vezuju za aktivne centre enzima (Miller i sar.,
1993).

Od ukupnog broja znacajnih korelacija u diskusiji ¢e fokus biti samo na onim
metalima 1 biomarkerima koji pokazuju najve¢i broj korelacija. U jetri vrste P.
ridibundus od 19 korelacija parametri koji pokazuju najviSe veza sa metalima su GR,
CAT, GSH i SH, dok su medu metalima to Hg, Cr i Ni. Katalaza je bitna za uklanjanje
vodonik peroksida koji je jedan od proizvoda Fentonove i Haber-Vajsove reakcije.
Korelacija GSH i SH sa metalima potvrduje vaznu ulogu ovih komponenti u
eliminsanju metala, dok je aktivnost GR povezana sa glutationom. U koZi Zaba je
zabeleZen isti broj korelacija kao i u jetri. Parametri sa najviSe korelacija u koZi su nesto
drugaciji: pored GSH i GR tu su i SOD i GST. Prilikom delovanja redoks aktivnih
metala prvi slobodni radikal koji nastaje je superoksid anjon radikal, koji se neutraliSe
delovanjem SOD. GST je ukljucen u uklanjanje metala sa GSH. Metali koji u kozi
najvise koreliraju sa AOS su As, Cd i Zn. U miSi¢ima je uocen znatno manji broj
korelacija u odnosu na ostala dva tkiva i iznosi 14 korelacija. Enzimi koji su se izdvojili
su SOD, GSH-Px i GR. SOD i GSH-Px su aktivno ukljuceni u otklanjanje radikala
kiseonika. Od metala najvise korelacija pokazuju Mn, zatim Hg i Ni.

Hibridna vrsta P. esculentus pokazuje veéi broj korelacija nego P. ridibundus $to
nas dovodi do zakljuc¢ka da njen AOS bolje reaguje na prisustvo metala. U jetri, od 21
korelacije, najvise njih je povezano sa koncetracijom SH grupa i aktivnostima enzima

GST i GSH-Px. Jetra ove vrste kao i P. ridibundus pokazuje sli¢ne korelacije, odnosno
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kod obe vrste znacajno mesto zauzimaju o¢ekivano SH grupe, zatim GST, dok je GSH-
Px bio prisutan umesto CAT. Metali koji najviSe interaguju sa biomarkerima su redoks
aktivni metali Cr, Cu i Fe, a od redoks neaktivnih samo Hg. KoZa je pokazala 19
korelacija, a najviSe njih je bilo povezano sa koncetracijom SH grupa i GSH, zatim sa
enzimima SOD i GSH-Px. U kozi je zapazen zaokruzen proces eliminacije i zastite od
metala. Neenzimske komponente uklanjaju najve¢i deo metala, dok enzimske
komponente neutraliSu slobodne radikale. Od metala se isticu Hg, Cd, Cu i Cr. Ono $to
je najzanimljivije kod P. esculentus vrste jesu korelacije biomarkera sa metalima u
miSi¢cima gde je zabelezen najveci broj korelacija ¢ak 25 i ujedno najveci broj jakih
korelacija (0,6-0,8). Najvecu promenu u zavisnosti od koncentracije metala pokazali su
SOD, CAT, GR i SH grupe. Od redoks aktivnih metala najvise korelacija su pokazali Ni
i Cr kao, a od redoks neaktivnih Hg i Cd.

Odnos izmedu biomarkera i metala utvrdivan je i za vrstu P. lessonae. Kod P.
lessonae broj jedinki bio je ogranicen na 16 i na lokalitet Obedska Bara, zbog Cega je i
broj korelacija bio nizi kod ove vrste. U jetri je najviSe korelacija pokazala CAT, a od
metala As i Fe. KoZa je imala nesto viSe korelacija i kod nje su se izdvojili parametri
SH, GR i ChE, a medu akumuliranim metalima Al, Zn, Cd i As. SH grupe, Al i Cd su
imale najviSe korelacije u misi¢ima. Ono S$to je bilo karakeristicno je da su i pored
malog broja korelacija sve bile veoma jake (>0,8).

Redoks aktivni metali koji pokazuju najve¢i efekat na parametre AOS i
holinesterazu u tkivima Zaba P. esculentus kompleksa su Cr, As, Ni, Fe i Cu. Ono $to
karakteriSe redoks aktivne metale su njihove promenljive valence zbog kojih lako mogu
da primaju ili otpuStaju elektrone, $to u organskim sistemima dovodi do produkcije
slobodnih radikala. Glavni mehanizam za nastanak oksidacionog stresa redoks aktivnim
metalima je kroz Fentonovu reakciju, dok manja koli¢ina nastaje i Haber-Vajsovom
reakcijom. Studije koje su ispitivale efekte metala na biomarkere oksidacionog stresa
kod Zzaba nisu mnogobrojne, za razliku od onih sprovedenih na ribama i pticama
(Lushchak, 2011; Espin i sar., 2014). Kostaropoulos i sar. (2005) su ispitivali efekte Cr i
Cd na aktivnost citohrom P450 monooksigenaze kao komponente biotransformacionog
sistema faze 1 i GST kao komponente faze 2 u jetri, bubrezima i crevima vrste P.
ridibundus. Rezultati su pokazali da oba metala pojedinacno, ali i zajedno smanjuju

aktivnost ova dva enzima u jetri i bubrezima i da negativno koreliSu. Boncompagni i
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sar. (2004) su pokazali da hrom u koncentraciji od 4 ppm indukuje oksidacioni stress u
jetri P. esculentus i da je odgovor najizrazeniji kroz povecanje aktivnosti CAT.
Pozitivne korelacije zabelezene su i izmedu Cd, Pb i Cr i aktivnosti GST kod
punoglavaca vrste Rana temporaria koja je srodna sa naSim ispitivanim vrstama
(Johansen, 2013). Hrom je u ovoj studiji pokazao pozitivne korelacije sa parametrima
(SH grupe, GSH, GR, SOD i CAT) u kozi 1 miSi¢ima, dok su negativne korelacije
zabelezZene u jetri za SH grupe, GR i GST. Arsen, pored direktne produkcije slobodnih
radikala, uti¢e i indirektno na AOS (Nordenson i Beckman, 1991). Koncentracije arsena
su se menjale zajedno sa aktivnostima CAT i GSH-Px u jetri zaba P. esculentus
kompleksa, dok su u kozi uocene suprotne promene za CAT, GSH, SH 1 GST. Efekti As
ispitivani su na punoglavcima Zaba vrste Rhinella arenarum, pri ¢emu je zabelezeno
smanjenje ukupnog antioksidacinog potencijala, ali sa druge strane povecanje
koncentracije GSH i aktivnosti GST, na osnovu ¢ega je pretpostavljeno da GSH vezuje
As 1 na taj nacin ga elimini$e (Mardirosian i sar., 2015). Ventura-Lima i sar. (2011)
uradili su komparativnu studiju efekta As na razli¢ite organizme i naveli da je jedan od
glavnih mehanizama preko kojeg As ostvaruje toksicne efekte izazivanje oksidacionog
stresa. U odbrani od arsena primarno su ukljuc¢eni GSH i glutation zavisni enzimi (GR i
GST). Marques i sar. (2011) ispitivali su efekte akumuliranih metala na aktivnost AOS
razli¢ih tkiva kod Zaba Pelophylax perez iz deaktiviranog rudnika uranijuma u Spaniji.
Arsen je u ovoj studiji negativno korelirao sa CAT u bubrezima, dok je Ni pokazao
pozitivnu korelaciju sa GSH-Px u jetri ispitivanih Zaba. Nikl preko Fentonove reakcije
dovodi do oksidacionog stresa u tkivima. U ovoj studiji su kao reakcija na povecanu
produkeciju slobodnih radikala izazvane niklom uo€ene pozitivne korelacije u misi¢ima i
kozi izmedu biomarkera SH grupa, SOD, CAT, GSH-Px, GR i ovog metala. Medutim, u
jetri su zabeleZene negativne korelacije i to sa SH grupama, CAT i GST Sto ukazuje na
samanjenu antioksidacionu odbranu. Jetra je zbog svoje funkcije veoma specifi¢no tkivo
1 izlozena je visokim koncentracijama akumuliranih metala. Taiwo i sar. (2014) uocili
su negativne Kkorelacije Ni sa koncentracijama GSH i aktivnosti SOD kod Zabe
Hoplobatrachus occipitalis. Gvozde i bakar su slede¢i redoks aktivni metali koji
pokazuju korelacije sa parametrima AOS. Oba metala su esencijalana za rast i normalno
funkcionisanje organizma, medutim mnogobrojne studije su pokazale da zbog svog

redoks potencijala povecane koncentracije dovode do oksidacionog stresa. U bubrezima
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jedinki P. perezi koncentracije Fe su pokazale pozitivnu korelaciju sa aktivnoséu GST
(Marques i sar., 2011). Taiwo i sar. (2014) su dobili pozitivhu korelaciju izmedu
koncentracija GSH i koncentracija Fe i Cu, dok je nasuprot tome aktivnost SOD imala
negativan odnos sa ova dva metala. Gvozde je kod P. esculentus vrsta pokazalo najveci
broj pozitivnih korelacija sa SOD, vecina ostalih parametara je pokazala pozitivne
korelacije, ali se ni jedan nije posebno izdvojio. U jetri vrste P. ridibundus Cu indukuje
povecanje koncentracija GSH 1 MDA (Papadimitriou i Loumbourdis, 2002). Satnos i
sar. (2013) ispitivali su efekte Cu i NaCl na embrione i punoglavce vrste P. perez i
jedan od rezultata bila je povecana aktivnost CAT usled Cu-izazvanog oksidacionog
stresa. Falfushinska i sar. (2008) su akumulirane koncentracije Cu oznacili kao glavni
uzrok za promenu aktivnosti enzima AOS u jetri Zaba vrste P. ridibundus. Ferreira je
1978. godine pokazao da tretiranje koze grupe ranidnih Zaba (P. ridubundus, R.
temporaria i R. pipens) dovodi do povecanja koncentracije slobodnih SH grupa kao
odgovor na stres izazvan sa Cu. Rezultati ove studije nisu pokazali jasan obrazac
korelacija Cu sa parametrima AQOS jer su se korelacije menjale u zavisnosti od tkiva.
CAT je pozitivno korelirala sa Cu u misi¢ima, SH grupe u kozi, dok su negativne
korelacije uoc€ene za jetru i parametre GR, GST i SH grupe. Negativne korelacije mogu
biti izazvane visokim koncentracijama Cu u jetri i nemoguénosti organizma da se izbori
sa njima. Povecane koncentracije akumuliranih metala u tkivima dovode do povecanja
aktivnosti AOS kao prvi odgovor, medutim ukoliko koncentracije nastave da se
povecavaju ili stres dugo traje organizam ne uspeva da se izbori i kao rezultat dolazi do
smanjenja vrednosti parametara AOS (Espin i sar., 2014). U ovoj doktorskoj disertaciji
uocavamo da u jetri koja akumulira najvece koncentracije metala, cesto dolazi do
negativnih korelacija parametara AOS sa metalima, dok je u ostala dva tkiva odgovor
suprotan.

Redoks neaktivni metali uti¢u na oksidacioni stres indirektno kroz interakciju i
promenu funkcije AOS, ¢ineci na ovaj nacin organizam podloznijim efektima slobodnih
radikala (Valko i sar., 2005). Dva metala iz ove grupe koja su pokazala najvise
korelacija su Ziva i kadmijum, a ovo su ujedno i dva najtoksi¢nija metala. Ziva je kod
vrsta P. esculentus kompleksa pokazala pozitivne korelacije sa SH grupama, GR i GSH-
Px, dok su negativne korelacije uo¢ene za GSH i1 CAT u jetri. U studiji Kaczor-

Kaminska i sar. (2013) zabeleZena je negativna korelacija SH grupa i GSH sa
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koncentracijama Hg u tkivima (misi¢, kozak, jetra) kod zaba vrste Xenopus leavis.
Najveci deo studija koji prati efekte Cd na AOS kod Zaba sproveden je u laboratorijskim
uslovima, dok se o efektima u prirodnim populacijama malo zna. U ovoj disertaciji Cd
pokazuje najvise pozitivnih korelacija sa SH grupama i CAT, a od negativnih najviSe sa
SOD i GSH. PoviSene koncentracije CdCl; u jetri, mozgu i misi¢ima vrste P. ridibundus
dovele do povecanja koncentracije GSH (Sura i sar., 2006a). Isti autori Sura i sar.
(2006b) su pokazali da jedinke ulovljene u prole¢e manje reaguju na poviSene
koncentracije Cd nego one ulovljene u jesen. PoviSene koncentracije GSH nakon
tretmana Cd uocene su i u testisima vrste R. limnocharis (Zhang i sar., 2012). Jia i sar.
(2010) merili su akumulaciju Cd i njegove efekte na oksidacioni stres u jetri vrste R.
nigromaculata nakon 4, 10 i 30 dana. Koncentracije GSH, metalotioneina i MDA rasle
su sa porastom koncentracija akumuliranog Cd. Na istoj vrsti Wang i sar. (2006)
ispitivali su hroni¢ne efekte Cd na AOS jetre i bubrega i dobili su da GSH u jetri
pozitivno korelira, dok je negativna korelacija bila u bubrezima, a takode je utvrdeno da
aktivnost SOD opada nakon 20 dana izlaganja. Kod zaba iz prirode uo¢eno je da u
bubrezima P. perezi Cd negativno korelira sa GR, dok je slaba negativna korelacija
zabelezena sa SOD u jetri H. occipitalis, nasuprot pozitivnoj korelaciji sa GSH kod iste
vrste (Marques i sar., 2011; Tiawo i sar., 2014).

Holinesteraza je vazan enzim za normalno funkcionisanje nervnog sistema
ki¢menjaka i danas se koristi kao biomarker neurotoksi¢nosti (Frasco i sar., 2005).
DosadaSnje studije su pokazale da se aktivnost holinesteraze moze Koristiti kao
biomarker za organofosfatne i karbamatne pesticide. Pored pesticida, sve ¢eSée se
pominju 1 drugi ksenobiotici, medu kojima i metali, koji mogu da ometaju funkciju
ovog enzima. Studije koje su pratile efekte Hg na ovaj enzim pokazale su da, u
zavisnosti od koncentracije, Ziva moze da stimuliSe ili inhibira aktivnost ChE (Devi i
Fingerman, 1995; Frasco i sar., 2005). Romani i sar. (2003) pokazali su da Cu povecava
aktivnost holinensteraze, dok su Olson i Christensen (1980) pokazali suprotan efekat
Cu. Aluminijum hlorid je u mozgu pacova povecao aktivnost ChE (Zatta i sar., 2002),
dok je u serumu ljudi uo¢eno smanjenje aktivnosti ovog enzima (Sarkarati i sar., 1999).
Kod riba tretiranih kadmijumom aktivnost ChE je znacajno opala (Beauvais i sar.,
2001). De Lima i sar. (2013) radili su studiju o efektima metala (Fe, Pb, Cu i Cd) na

aktivnost ChE zebra riba, a njihovi rezultati su pokazali da Pb i Cd inhibiraju aktivnost

175



ChE, Fe je ne menja, dok je Pb stimuliSe. Tacan mehanizam delovanja metala na
aktivnost ChE nije joS uvek poznat, a trenutno postoje tri pretpostavke. Prva
podrazumeva vezivanje metala za cisteinske (tiol) ostatke kod ChE (Frasco i sar., 2007),
druga se odnosi na interakciju metala sa aminokiselinama koje su deo strukture samog
enzima (Viogue-Fernandez i sar., 2007), dok poslednja pretpostavka podrazumeva da se
metali vezuju za receptore ChE sprecavaju¢i njegovo vezivanje, §to dovodi do
nagomilavanja ChE u sinaptickom prostoru i ima za posedicu manju produkciju enzima
(Bainy i sar., 2006). Kod Zaba P. esculentus aktivnost ChE je pokazala najveci broj
korelacija sa Al, As, Zn, Hg i Cu. Pozitivne korelacije su bile sa Al, Zn i Cu dok je ChE
negativno korelirao sa As i Hg.
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6. Zakljuci

Na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljuéci:

1. Vrste Pelophylax esculentus kompleksa (P. ridibundus, P. lessonae i njihov
hibrid P. esculentus) razlikuju se u bioakumulaciji metala u tkivu jetre, koZe i miSica.
Vrsta P. ridibundus je akumulirala najvece koli¢ine metala, a zatim slede P. esculentusii
P. lessonae. Razlike u bioakumulaciji metala mogu se povezati sa zivotnim navikama,
hibernacijom, izborom plena i veli¢inom tela ovih vrsta. P. ridibundus je najkrupnija i
uvek hibernira u vodi, dok ostale dve vrste imaju sitnije telo, drugaciji diverzitet plena
i/ili hiberniraju na kopnu.

2. Vrste Pelophylax esculentus kompleksa razlikovale su se u parametrima
antioksidacionog sistema i aktivnosti holinesteraze. Enzimi SOD, GSH-Px i
koncentracija SH grupa su pokazali najvecu varijabilnost od svih ispitivanih parametara
kod vrsta Pelophylax esculentus kompleksa. Odnos enzima CAT i GSH-Px u jetri je
odvojio P. esculentus od roditeljskih vrsta. P. esculentus je imala ve¢u aktivnost CAT i
znacajno manju aktivnost GSH-Px u odnosu na P. ridibundus i P. lessonae. Dobijeni
rezultati ukazuju na to da se pored razlicitih interakcija sa spoljaSnom sredinom (razlike
u akumulaciji metala) i fizioloskih razlika (u bazalnom metabolizmu) vrste ovog
kompleksa razlikuju i u parametrima antioksidacionog sistema.

3. Medutkivne razlike u akumulaciji metala izmedu jetre, koze 1 miSic¢a, kao i
AOS parametrima i aktivnosti holinesteraze vrsta P. esculentus kompleksa pokazale su
da jetra akumulira najve¢i broj i najveCe koncentracije metala (posebno izrazeno u
koncentracijama Fe, Cu, Al, Cd, Hg, i Ni), zatim sledi koza koja se izdvajala po visokim
koncentracijama Mn, Zn i Cr, dok su najnize koncentracije metala zabelezene u
miSi¢ima. Parametri AOS i aktivnost holinesteraze su imali najvec¢e vrednosti u jetri,
zatim u kozi 1 u miSi¢ima, §to je u skladu sa koncentracijama akumuliranih metala.

4. Efekti razli¢itih lokaliteta na vrste P. esculentus kompleksa pokazuju da se
koncentracije akumuliranih metala u tkivima razlikuju od koncetracija metala izmerenih
u vodi, Sto ukazuje na to da postoji povremeno zagadenje, ili su metali u tkiva dospeli
na neki drugi nac¢in (npr., ishranom preko plena, ili su u nekom trenutku u toku svog
zivotnog ciklusa bile izloZzene povecanim koncentracijama metala). Opsti trend je da
povecanje zagadenja prati i veéa akumulacija metala u tkivima zaba, dok se kod

parametara AOS ne uocava jasan obrazac promene.
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5. Odnos koncentracija metala i parametara AOS pokazuje da vrsta P. esculentus
ima najveci broj korelacija, zatim sledi P. ridibundus, dok je najmanji broj korelacija
zabeleZzen kod P. lessonae. Redoks aktivni metali koji pokazuju najveéi efekat na
ispitivane parametre kod Zaba su: Cr, As, Ni, Fe i Cu, a redoks neaktivni: Hg i Cd.
Medu parametrima AOS najveci broj korelacija sa metalima pokazuju SH grupe, zatim
SOD i GR. Od svih parametara antioksidacionog sistema koji se koriste kao biomarkeri,
tri navedena (SH grupe, SOD i GR) se izdvajaju kao vrlo efikasni u biomonitoringu
efekta razli¢itih metala na tkiva zaba P. esculentus kompleksa.

6. Aktivnost holinesteraze kao parametra neurotoksicnosti pokazala je promene
koje su u direktnoj vezi sa promenama koncetracija akumuliranih metala, i to pozitivne
sa Al, Zn i Cu i negativne sa As i Hg. Ovo pokazuje da se i ChE moZe koristiti kao

biomarker u studijama koje prate prisustvo i efekte metala kod Zaba.
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Opsti zakljucak

Novi pristup primenjen u ispitivanju ovog hibridnog kompleksa pokazao je da se
tri veoma bliske vrste razlikuju u akumulaciji metala i parametrima antioksidacinog
sistema. Ove razlike predstavljaju vaznu osnovu za dalja ispitivanja kako ovog
kompleksa, tako i drugih hibridnih vrsta, i treba da pruze dodatne informacije u
ekoloskim i ekotoksikoloSim studijama.

Ispitivane promene antioksidacionog sistema pokazuju da se ovi parametri, na
prvom mestu SH grupe, SOD i GR, mogu koristiti kao biomarkeri izlaganja i efekata
metala. Merenje bioakumulacije metala u tkivima zaba P. esculentus kompleksa ukazuje
da ove vrste imaju dobar potencijal za pra¢enje bioakumulacije metala i da se mogu
koristiti kao dobre bioindikatorske vrste.

Na osnovu svega Sto je u ovoj studiji zabelezeno moze se zakljuciti da su vrste
P. esculentus kompleksa pogodni bioindikatori prisustva metala u Zivotnoj sredini.
Dalja istrazivanja bi podrazumevala kontinuirano viSegodiSnje pracenje stanja Zivotne
sredine na ispitivanim lokalitetima, vec¢i broj jedinki, kao i ispitivanja u laboratorijskim

uslovima.
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O6pa3zar 7.

H3zjasa o ayTopcTBYy

[Mornucann/a Mapxko J. [Mpoxwuh

Bpoj nrnekca b3027/2012

NzjaBbyjem
Jla je JOKTOpCKa IucepTaliija moj HaclIOBOM

,IlapameTpu aHTHOKCHIAIMOHOT CHCTeMa y TKUBUMa kaba Pelophylax

esculentus komrIuiekca ka0 OMoMapKepH U3jarama MeTajauMa‘

® pE3yiITaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT Pajia,

® Ja IpeUIOKEHa JHcepTalija y LeIUHN HU y JIeJIOBUMA HUje Ouila mpeaoxKeHa
3a nobujame OWJIO KOje AWIUIOME TpeMa CTYIWJCKUM IporpamMuMa JApyTHX
BHCOKOIIIKOJICKMX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yJTaTH KOPEKTHO HABEJIEHU U

e Ja HHMCAM KpIIMO/Ja ayTopcka IpaBa U KOPHUCTHO HHTENEKTYalHy CBOJUHY
JOPYTHX JIUILA.

IHornuc ayropa

VY beorpany, 12.09.2016.




O6pa3sar 8.

M3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIAHE H €J1eKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOT paaa

Nwme u npe3ume aytopa Mapko /1. [Tpokuh

bpoj nnnexca 63027/2012

Crynujcku nporpaM AHUMallHA ¥ XyMaHa (u3nosioruja

Hacnos pana ,, [TapameTpu aHTHOKCHIAIIMOHOT CHCTEMa Y TKUBHUMa xaba Pelophylax

esculentus komriekca ka0 OMOMapKepH U3jarama MeTaauma

Mentop  [p Cnasuna bopkoBuh-Mutuh, Hayunu capagauk MHCTUTYTa 32 OHOJIOIIKA

ncrpaxkubama ,.Cuanina Craukosuh® Yausepsurera v beorpany,

Jp HeOojmra Jacauh, nouent buoaomkor dakyiarera YHUBEpP3UTETA V
beorpany

ITornucanwn/a Mapxko 1. [Tpoxuh

U3jaBibyjem fa je mrammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEp3HjU KOJy caM Ipeaao/na na Oynae moxpameHa y JAMrurajanoM peno3uTopujymy
YuuBep3urtera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM aa ce o0jaBe MOjU JTUYHH MOJAIM BE3aHU 3a JOOHjamke aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy M€ U MPe3nuMe, TOJMHA U MECTO poljerma U JaTyM oa0paHe
pana.

OBM nMYHM TOAAalM MOTy ce OO0jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHHULAMa JUTHUTAIHE
OuOIMOTEKE, Yy EJIEKTPOHCKOM KaTajory W y myOiukamwjamMa YHUBEpP3UTETa Y
beorpany.

IHornuc ayropa

VY beorpany, 12.09.2016.




O6pa3ar 9.

H3zjaBa o kopumhemy

Omnamthyjem YHuBep3utercky Oubmmoreky ,,CBerozap Mapkosuh® na y Jlururanau
penosutopujyMm YHuBep3uTera y beorpany yHece Mojy IOKTOPCKY AMCEPTALUjy IMOJ
HaCJIOBOM:

,»IlapaMeTpy aHTHOKCHIAIIMOHOT CUCTeMa y TKUBUMa jkaba Pelophylax

esculentus komriekca ka0 OMoOMapKepH U3jarama MeTaauma

KOja j€ MOje ayTOPCKO JEJO.

Jucepranujy ca CBUM NMPHIIO3UMa TPEAao/jia caM y eeKTPOHCKOM (opMaTy MOrogHOM
3a TPajHO apXUBHUPAHE.

Mojy [OKTOpPCKY JIHCepTalujy TMoxXpameHy Yy JWrutaiHoM peno3uTopujymy
VYHuBepsuteta y beorpaay u 1ocTynHy y OTBOPEHOM HPUCTYIY MOTY Ja KOPUCTE CBU
KOJH TIOIITY]y OJApende caap’kaHe y omaOpaHOM TuIly JulleHiie KpeaTuBHe 3ajenHuIle
(Creative Commons) 3a K0jy caM ce OJITy4dno/a.

1. Ayropcteo (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepuujainao (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HEkoMepImjartHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaimHo — Aeauth moa uetuM yemosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 nipepaga (CC BY-ND)
6. AytopctBo — nenutH noa uctum ycinosuma (CC BY-SA)

(Monumo 512 3a0KpYXHTE CaMO jEeIHY OJ IIECT MOHYhHEeHUX JIMIEHIH, KpaTakK OIHC
JIMIICHITU JIaT j€ Ha MoJichuHu TucTa).

IHoTnuc ayropa

VY beorpany, 12.09.2016.




1. AyropcTBo. J/lo3BoJbaBaTe YMHOXKABAKE, JUCTPUOYITH]Y U JaBHO CAOIIITABAKE JIeTIa,
U Tpepajie, ako Ce HaBele MME ayropa Ha HauyuH ojpeheH ol cTpaHe ayTopa WU
JaBaolla JUIEHIE, Yak W y KoMmepuwjamHe cBpxe. OBO je Hajcao0OIHHja OJ CBHX
JUTICHITH.

2. AyTOpCcTBO — HeKOMepUHUjaaHo. /[03BosbaBaTe yMHOXKaBambhe, AUCTPUOYIIN]Y U JaBHO
caomIuTaBame Jeia, U Impepaje, ako ce HaBele MMe ayropa Ha HauuH onpeheH on
CTpaHe ayTopa WM JaBaola juieHue. OBa JIUIEHIA HE J03BOJbaBa KOMEPLHUjAIHY
ymotpeOy nena.

3. AyTOpcTBO — HeKOMepuUHUjaJHO — 0e3 mpepaaa. J[o3BosbaBaTe yMHOXKaBambe,
TUCTpUOYIIMjy W jJaBHO CaoMINTaBame Jena, 0e3 IpoMeHa, MPEoOIHKOBamba MU
yrmorpebe Jena y CBOM Jelly, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o1 cTpaHe
ayTopa Wiu JaBaolla juieHne. OBa JMIIEHIIa HE J103BOJbaBa KOMEpIHUjaIHy yHoTpedy
nena. Y OJIHOCY Ha CBE OCTajie JIMICHIE, OBOM JIMIICHIIOM C€ OTpaHn4aBa HajBehu oOuM
npaBa Kopuihema aena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPUMjAJIHO — JIeJIUTH MOJ UCTUM ycaoBuma. Jlo3BosbaBare
YMHOXKaBamke, NTUCTPUOYIN]Y U JaBHO CAOIIITaBamke Jieja, W Mpepajae, ako Ce HaBeJe
uMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH oJ] cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JHUIEHIIE M aKo ce
npepaga AMcTpuOyHpa TMOJ HUCTOM WM CIMYHOM JHieHnoM. OBa JuIeHIa He
JI03BOJbaBA KOMEPLHjATHY YIOTpeOy Jena U mpepasja.

5. AyTopcTBo — 0e3 mpepana. /[o3BosbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIH]Y U JaBHO
caomIiTaBame Jiena, 0e3 mpomMeHa, MpeodIMKoBama WIN YIoTpede Jena y CBOM ey,
aKo ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauMH oJpel)eH o/ cTpaHe ayTopa MU JaBaolia JHUIICHLIE.
OBa nuIieHIIa 103B0JbaBa KOMEPLHUjAIHY YIIOTpeOy nena.

6. AyTopcTBO — JeJMTH TMOJ HMCTHM YycJoBuMAa. Jl03BoJbaBaTe yMHOXKABambe,
JTUCTPUOYIIM]Y W JaBHO CAOIIITaBamke Jiesia, U Mpepaje, ako ce HaBeJe MMEe ayTopa Ha
HauMH ojapeheH on cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUIEHIIE W ako ce IMpepaja
oucTpuOynpa TIMOJ WCTOM WM CIMYHOM JmneHioMm. OBa JIMIEHIAa J03BOJhaBa
KOMEpUHjamHy yrnoTtpedy nena u mnpepaga. CinuvHa je coPTBEpCKHM JIMIICHIIAMA,
OJTHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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