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Sazetak

Aktivnost Na', K" ATP-aze u anteriornim $§krgama i srednjem crijevu bocatog raka

Carcinus aestuarii (Nordo, 1847)

Rad prikazuje utjecaj promijene slanosti okolnog medija na specifi¢nu aktivnost enzima
Na', K" ATP-aze u anteriornim $krgama i srednjem crijevu, koji predstavljaju sekundarna
osmoregulacijska tkiva bocatog raka Carcinus aestuarii. Ona su slabije istrazivana jer
pokazuju manju aktivnost enzima od glavnih osmoregulacijskih tkiva, prvenstveno
posteriornih Skrga.

Specifiéna aktivnost enzima Na', K" ATP-aze u anteriornim $krgama bo¢atih rakova
prilagodenih na morsku vodu (38psu) je iznosila 1,61+1,02 pmol Pi x h”' x mg proteina™,
a kod rakova prilagodenih na razrijedenu morsku vodu (12 psu) 2,52 + 1,02 pmol Pi x h™!
X mg proteina’. Zakljudeno je da anteriorne $krge imaju uz respiratornu i
osmoregulacijsku ulogu (P<0,05), nevezano za stadij presvlacenja rakova. U srednjem
crijevu nije zabiljezena statistiCki znacajna razlika (P>0,05) izmedu aktivnosti enzima u
morskoj (2,749 + 0,949 pmol Pi x h™' x mg proteina™) i razrijedenoj morskoj vodi (3,23 +

1,46 pmol Pi x h™' x mg proteina™) rakova prilagodenih na navedene uvijete.

Kljuéne rije¢i: Na', K* ATP-aza / anteriorne $krge / srednje crijevo / Carcinus aestuarii

Activity of Na’, K" ATP-ase in anterior gills and midgut of green crab Carcinus
aestuarii (Nordo, 1847)

This thesis shows the impact of salinity changes on specific enzyme activity Na', K
ATP-ase in anteriror gills and midgut, which are secundary osmoregulatory tissues of the
green crab Carcinus aestuarii. Both tissues are less studied in the past because they show
smaller enzyme activity than in main osmoregulatory tissues, like posterior gills.

Specific enzyme activity of Na', K" ATP-ase in anterior gills of the crabs acclimated in

sea water (38 psu) was 1,61 + 1,02umol/h” mg proteins™ and in diluted sea water (12



psu) was 2,52 + 1,02 pmol Pi x h”' x mg proteins”. This shows that anterior gills have
role in respiration and osmoregulation (P<0,05), no matter are they in moult or not. There
was no statistical difference (P>0,05) in the midgut of crabs acclimated on sea water

(2,749 + 0,949umol/h™ mg proteins™) and diluted sea water (3,23 + 1,46pmol/h™’ mg

proteins™).

Key words: Na', K" ATP-ase / anterior gills / midgut / Carcinus aestuarii



1. Uvod

Nacin na koji morski organizmi podeSavaju svoje osmoregulacijske mehanizme cesto je
ispitivan, bilo u normalnim ili u stresnim uvjetima. Rakovi roda Carcinus dugo se
vremena upotrebljavaju za ova ispitivanja. Danski znanstvenik Jens C. Skou je upravo na
vrsti Carcinus maenas otkrio postojanje enzima Na', K ATP-aze. Za taj je enzim
uspostavljeno da obavlja glavnu ulogu u ionskoj regulaciji svih metazoa, a od ukupnog
ATP-a kojeg trosi organizam u mirovanju, vise od trec¢ine otpada na stani¢ni prijenos iona
Na'" i K™ (Stryer, 1991). Zbog toga je enzim Na’, K" ATP-aza intenzivno istrazivan kod

mnogih vrsta, pa tako i kod brahiurnih rakova.

Aktivnost enzima Na', K" ATP-aze je ispitivana pretezno u posteriornim $krgama rakova
roda Carcinus (Bianchini 1 Gilles, 1990; Burnett i Towle, 1990; Bertorello i Katz, 1993;
Beguin i sur., 1994; Lucu i Flik 1999), koje su glavni osmoregulatorni organ, dok je u

drugim, manje izraZenim osmoregulatornim organima, njezina uloga slabije ispitana.

U ovom radu je proudavan utjecaj slanosti na specifiénu aktivnost enzima Na', K" ATP-
aze u manje istrazenim tkivima koja sudjeluju u osmoregulaciji, odnosno u anteriornim
Skrgama i srednjem crijevu bocatog raka Carcinus aestuarii, prilagodenog na morsku (38

psu) i razrijedenu morsku vodu (12 psu).

1.1. Biologija i komercijalna upotreba boc¢atog raka Carcinus aestuarii
Sinonim 1 stariji naziv za bocatog raka Carcinus aestuarii (Nordo, 1847) je Carcinus

mediterraneus (Czerniavsky, 1884). Cesti nazivi su: Eng.: Green crab; Bul.: Kriv rak;
Rom.: Crabul de iarba; Rus.: Travyanoy krab; Tur.: Calpara, Cingene pavuryasi; Ukr.:
Trav'yany krab; Hrv.: Rak vodar, vodnjar, bo¢ati rak. Spada u koljeno Crustacea, razred
Eumalacostraca, podrazred Eucarida, red Decapoda, podred Brachyura, nadporodica

Portunoidea, porodica Portunidae, rod Carcinus (NIMPIS, 2002).

Carcinus aestuarii spada u velike rakove, ima gladak, manje ili viSe Sesterokutan oklop s
relativno ravnim posterolateralnim rubom, duzim od anterolateralog koji ima pet

istaknutih, oStrih bridova. Anteriorna strana se sastoji od tri niska brida (slika 1).



Slika 1. Bocati rak, Carcinus aestuarii, vanjska anatomija - dorzalna strana.

Antenule su kratke, a antene imaju vrlo tanak bi¢. Najvece dimenzije oklopa su 80 mm u
duljinu 1 63 mm u Sirinu (Dumitrache, URL). Razli¢itih su boja, ali uglavnom tamno

zeleni s Zutim ili crvenkastim abdomenom (slika 2).

Slika 2. Boc¢ati rak, Carcinus aestuarii, vanjska anatomija - ventralna strana.

Litoralna je vrsta, Cesta u stjenovitim podrucjima, uz livade cvjetnica (Zoostera sp.,
Cymodocea sp.), kao i u bocatim lagunama te staniStima s periodickim podzemnim
slatkovodnim izvorima (Lucu 1 sur., 2008). Prisutan je u Europi, najvise u Sredozemnom
moru, oko Kanarskih otoka i1 sjeverne Afrike, a introduciran je i u Japan, juznu Afriku,
Australiju, Tasmaniju i Zapadnu Ameriku. Eurihalina i euritermna vrsta, omnivor i

strvinar (NIMPIS, 2002).



Slika 3. Spolni dimorfizam raka Carcinus aestuarii. Lijevo muZzjak, desno Zzenka, s
ventralnom stranom okrenutom prema gore.

Iteroparni su, dieci¢ni, sa spolnim dimorfizmom (slika 3). Period razmnoZzavanja je od
svibnja do prosinca, pri temperaturama od 3-26°C 1 slanosti od 13-54 psu, a za to vrijeme
migrira na obalu. Muzjak odabire Zenku neposredno prije njenog presvlacenja, prihvati je
i nosi s ventralnom stranom prema dole. Parenje pocinje nakon presvladenja zenke,
muzjak je tada okrene tako da je dorzalna strana prema gore, oplodi i nosi dok joj oklop
ne otvrdne. Nakon toga se odvajaju, a zenka se zakapa u pijesak i stvara zatvorenu
Supljinu u kojoj ¢uva jajaSca. Njih nosi nekoliko mjeseci, periodicki Cisti 1 ventilira.
Fekunditet Zenki je oko 200.000 jaja. Postoji 6 licinackih faza u 3 stadija; protozoea, zoea
i megalopa. Mogu dose¢i spolnu zrelost u prvoj godini. Planktonske li¢inke su vrlo
rezistentne pa mogu prezivjeti u balastnim vodama. Gustoc¢a populacije je procijenjena na
0,1-20 odraslih rakova/m” i do 2000 rakova/m” u pogodnim stanistima tijekom ljeta u
Europi. Maksimalno dozivi 4-6 godina. Treba oko 10 presvlacenja da naraste 20 mm, 5-
6 dodatnih do 60 mm, a za maksimalnu veli¢inu od oko 86 mm treba jo§ 7-8
presvlacenja. Prosjecna Sirina oklopa raka starog godinu dana je oko 36 mm (NIMPIS,

2002).

Komercijalna upotreba rakova roda Carcinus

Dugo vremena su komercijalno izlovljavani u razli¢itim dijelovima Europe. Smatraju se
delikatesom u Italiji, Spanjolskoj i Portugalu, gdje je ¢ak zabiljeZen i prijelov (Gomes,
1991; Klassen i Locke, 2007). Komercijalni ribolov u Francuskoj, Portugalu i
Spanjolskoj je bio oko 900 tona/god (Svane 1997). Problemi veée komercijalizacije ulova
su u tome Sto vjerojatno ne postoje dovoljno velike populacije za odrziv izlov (Klassen 1

Locke, 2007), upitan je utjecaj na populacije zbog predatorstva i (stalnog) trzista za ovu



vrstu (Welch 1968; Moore i Howarth 1996; Gilles 1 sur., 2000; Catchpole i sur., 2006).
Carcinus sp. se moze upotrebljavati za uklanjanje nepojedene hrane, deritusa i obrastaja
na uzgajalisStu pod uvjetom da im se neutraliziraju klijeSta (chelae) kako ne bi jeli

uzgajane organizme, npr. SkoljkaSe (Smith i Benos, 1991; Enright 1 sur., 1993).

Rakovi roda Carcinus, pa i Carcinus aestuarii sluze kao obecavajuéi modelni organizmi
za razna biomedicinska istrazivanja, jednako zbog velike slicnosti transportnih
mehanizama epitelnih struktura Skrga rakova Carcinus s proksimalnim bubreznim
kanali¢ima kraljeSnjaka, kao i jednostavnog sustava ziv€anih stanica, uz relativno lak

pristup neuroprijenosnicima.

1.2. Grada Skrga bo€atog raka Carcinus aestuarii
Skrge rakova omoguéuju selektivnu barijeru izmedu vanjskog i unutarnjeg okolisa,

predstavljajuci organ s nekoliko uloga; izmjena plinova, prijenos osmolita, izlu¢ivanje
nitrita, regulacija volumena i odrZavanje kiselobazne ravnoteze (Gilles i Péqueux, 1985;

Péqueux, 1995; Lucu i Towle, 2003).

Na prednjoj strani Skrzne Supljine nalazi se veliki anteriorni otvor kroz koji u normalnim
uvjetima skafognatit izvla¢i vodu, a zauzvrat dolazi do ulaska vode kroz druge otvore,
prvenstveno na osnovi klijesta (slika 4 a). Tok vode je tako usmjeren prema naprijed
(Crothers, 1967). Voda se moze usmjeravati i unazad (obruti tok, slika 4 b) pomocu
periodi¢kih promjena toka vode u Skrznoj Supljini. Ove promjene se dogadaju jednom u

minuti, a pomaZzu ¢i¢enju Skrga od detritusa i pijeska (Crothers, 1967).

b

3

Slika 4. Skrzna ventilacija raka Carcinus maenas (dijagram). Strelice pokazuju smjer
toka vode: a) normalan tok, b) obrnuti tok (Crothers, 1967).



1.2.1. Anatomija

Jedna od znacajki rakova koja ih razlikuje od kraljeSnjaka je povrSinski sloj epitelnih
stanica Skrga pokriven kutikulom. Kutikula slatkovodnih i morskih rakova je selektivno

propusna za ione i male organske molekule.

Slika 5. Odignut oklop s dorzalne strane, prikaz Skrga in situ; prva Cetiri para su
anteriorne, ostatak su posteriorne skrge

Carcinus aestuarii ima devet parova filibranhijalnih Skrga (slika 5) pokrivenih
videslojnom hitinskom kutikulom (Goodman i Cavey, 1990). Skrge prvog para su
najkrace (oko 4 mm duljine), Sestog su najduze (oko 20 mm duljine), a sastoje se od
parnih, serijski poredanih ploca ili lamela uzduz srediS$nje osi (Goodman i Cavey, 1990)

koje se distalno smanjuju (slika 5).

Kod brahiurnih rakova postoje razlike izmedu skrga:
1. Anteriorne Skrge imaju tanak, slabo diferenciran epitel (2-4 pum) i1 uloga im je
pretezno povezana s disanjem (Compére i sur., 1989; Lucu i Flik, 1999).
2. Posteriorne Skrge sadrze brojne ionocite, deblje su (10-20 um) i uglavnom
odgovorne za osmoregulaciju (Siebers i sur., 1982; Barra i sur., 1983; Holliday,
1985; Welcomme i Devos, 1988; Péqueux, 1995; Luquet i sur., 2002; Lucu i
Towle, 2003.).

Te razlike Skrga su karakteristika brahiurnih rakova jer kod drugih vrsta rakova (npr.

Pacifastacus leniusculus, Astacus leptodactylus, Homarus gammarus, Macrobranchium



rosenbergii) nije zabiljezena razlika u aktivnosti Na', K'ATP-aza anteriornih i
posteriornih Skrga (Wheatly i Henry, 1987; Flik i Haond, 2000; Wilder i sur., 2000; Lucu
i Towle, 2003).

1.2.2. Histologija

Skrge se sastoje od $krznih lamela s hitinskom kutikulom. Apikalna povr§ina $krZnog
epitela dotice kutikulu, a bazalna membrana odvaja epitel i intralamelarni hemocel

(McNamara i sur., 2005).

Kod Zivotinja koje su prilagodene na morsku vodu moze se razlikovati pet tipova
epitelnih stanica Skrga (Goodman i Cavey, 1990; Cieluch i sur., 2003) (slika 6):

e glavne stanice - dominiraju Skrznim epitelom, skvamozne su ili lagano kuboidne 1
vjerojatno imaju ulogu u disanju,

e prugaste stanice (ionociti, kloridne stanice) - takoder su skvamozne ili lagano
kuboidne s vjerojatnom ulogom u ionskoj regulaciji, bazalni nabori ovih stanica
sadrze brojne mitohondrije,

e potporne stanice - vezu proksimalne i distalne strane lamela,

e nefrociti - velike, sferi¢ne stanice s voluminoznim vakuolama, ¢esto u kontaktu s
potpornim stanicama.

o glikociti su pleomorfne stanice sastavljene od zrnaca glikogena i multigranularnih

rozeta.

Slika 6. Imunolokalizacija Na", K" ATP-aze u anteriornim (A) i posteriornim (B) §krgama
odraslog raka Carcinus maenas. Fluorescentni mikrograf, fazni kontrast. Cu —
kutikula, ep — epitel, gs — otvor Skrga, hl — hemolimfa, mv — marginalna
hemolimfna zila pc — potporne stanice (Cieluch i sur., 2003)



1.3. Grada crijeva boc¢atog raka Carcinus aestuarii

1.3.1. Anatomija

Crijevo raka se sastoji od prednjeg, srednjeg i straznjeg crijeva (slika 7). Prednje i
straznje su ektodermalnog porijekla, a srednje je endodermalnog. Prednje crijevo se

sastoji od usta, jednjaka 1 zeluca (slika 7).

Srednje crijevo ima osnovni tubularni dio i nekoliko divertikula koje ukljuc¢uju probavnu
zlijezdu (veliki zuckasti dio odnosno hepatopankreas) i tri srednja cekuma. Ti organi
obavljaju cjelokupnu probavu hrane. Srednje crijevo ima jednostavni zljezdani epitel bez
kutikule (Icely i Nott, 1992), po€inje na spoju s pilorickim podruc¢jem regije zeluca (slika
7) 1 zavrSava s jednom savinutom cijevi, posteriornim cekumom srednjega crijeva (Smith,

1978) neposredno ispred spoja telzona i abdomena (Johnson, 1980).

Probavna Zlijezda (hepatopankreas, slika 7) potje¢e odmah iza pocetka srednjeg crijeva 1
zauzima vec¢inu dorzalne anteriorne polovice glavoprSnjaka (cefalotoraksa) (Pearson,

1908; Barker i Gibson, 1978; Johnson, 1980).

Cekum srednjeg crijeva ima opseZno grananje unutar probavne Zlijezde, tvoreci slijepo
zavrSavajuce tubule (slika 7). Ovdje zapocinje enzimatska probava i apsorpcija hrane

(Johnson, 1980).

Straznje crijevo se sastoji od tubularnog crijeva, rektuma i anusa, ima kutikulu i po€inje
iza posteriornog srednjeg cekuma (Smith, 1978). ProteZe se od abdomena do anusa, koji

se otvara ventralno na telzonu (Pearson, 1908; Johnson, 1980).



Slika 7. Popreéni presjek probavnog sustava raka Carcinus maenas, ukljucujuéi asocirane
misi¢e 1 organe, (muzjak 6 cm duljina oklopa); [ac anteriorni cekum, amp
piloricka ampula, an anus, cl, ¢3 kardijacni misi¢i zeluca 1 1 3, ¢2 anteriorni
superiorni dilatator ventrikule, c4 dilatator lateralne anteriorne ventrikule, cvl
lateralno posteriorni dilatator ventrikule, cv2 lateralni interiori dilatator ventrikule,
cpvla,b anteriorni dorzalni piloricki dilator, cpv2a vanjski inferiorni dilatator
pilorusa, cpv2b unutarnji inferiorni dilatator pilorusa, cpv4 pilori¢ki misi¢ 216a,
cpvll piloricki misi¢ 216 m, gas gastricki dio zeluca, gmla,b anteriorni gastricki
misi¢i, gm3b,c lateralni posteriorni zelu¢ani misi¢i 4b,c kardio-pilori¢ni misicéi,
gmba,b, gm6a,b i gm8b lateralni kardiacni misici, hg straznje crijevo, hpd otvor
cijevi probavne Zlijezde, ht srce, mg srednje crijevo, mht prijelaz srednjeg u
straznje crijevo, 0es jednjak, pl piloricki misi¢ 216c, p7 piloricki misi¢ 216f, p8
piloricki misi¢ 216e, pll piloricki miSi¢ 11, pc posteriorni cekum srednjeg
crijeva, pyl piloricki dio Zeluca, sa sternalnim arterijskim panjem (hemolimfna
opskrba srednjeg crijeva)]. Skala 5 mm (Webster i sur., 2000).

1.3.2. Histologija

Srednje crijevo morskih rakova se sastoji od jednoslojnog epitela ss brojnim naborima i
vrlo visokim, uskim potpornim stanicama koje sadrze brojne mikrovile iznad tanke,
guste apikalne citoplazme. Bazalna membrana je dobro razvijena 1 viSestruko presavijena
te priljeZe uz gustu bazalnu laminu. Jezgre su velike, lagano obojene, elipti¢ne 1 sredi$nje

smjeStene (McNamara i sur., 2005).

U straznjem crijevu nalazi se jedan sloj globularnih epitelnih stanica s uglavnom

bazalnim jezgrama, preko kojih je tanka kutikula (McNamara 1 sur., 2005).



1.4. Osmoregulacija vodenih beskraljeSnjaka
Homeostaza koncentracije soli u tjelesnim teku¢inama je vazna za odrzavanje normalnih

funkcija svih organizama. Ovo je posebno znacajno kod vodenih organizama u plitkom
litoralnom podrucju gdje ¢esto dolazi do promjena slanosti okolne vode. Takvi organizmi
moraju razviti strategije prilagodavanja razlicitim osmotskim koncentracijama, a prema
tome ih mozemo podijeliti na osmoregulatore (mogu odrzavati osmolarnost tjelesnih
teku¢ina neovisno o okolisSnim fluktuacijama) i osmokonformere (prilagodavaju se

osmolarnosti okoline).

Glavni doprinos osmolarnosti hemolimfe u eurihalinih rakova imaju ioni natrija i klorida;
zato je mogucénost njihove regulacije jedna od glavnih sposobnosti Zivotinja za toleriranje

promijena slanosti okolnog medija.

1.4.1. Funkcija i grada enzima Na’, K’'ATP-aze
Na', K" ATP-aza je transportni enzim koji se nalazi u plazmatskim membranama

zivotinjskih stanica (Lucu i Towle, 2003). Ona ima vaznu ulogu u procesima koji
zahtijevaju energiju u okolini jer kontrolira stani¢ni volumen odrzavanjem gradijenata
Na" i K" preko staniéne membrane i stvara membranske potencijale u stanici (Lucu i

Towle, 2003).

Mnoge estuarijske vrste rakova su pokazale povecane razine aktivnosti enzima Na’,
K'ATP-aze u homogenatima Zivotinja prilagodenih na nize slanosti u usporedbi s
zivotinjama prilagodenim na visoke slanosti (Siebers 1 sur., 1982; Holliday, 1985; Harris

1 Santos, 1993).

Prilagodbom pri prelasku iz morske u razrijedenu morsku vodu, u skrgama velikog broja
rakova (npr. Carcinus maenas, C. aestuarii, Callinectes sapidus, C. similis, Homarus
gammarus, Uca pugnax i Chasmagnathus granulatus) se aktivira transportni enzim Na',
K" ATP-aza, za koji se smatra da uzrokuje poveéan unos Na™ i Cl kroz $krge (Towle i
sur., 1976; Neufeld i sur., 1980; Siebers i sur., 1982; Holliday, 1985; Siebers i sur., 1985;
Welcomme i Devos, 1988; Piller i sur., 1995; Castilho i sur., 2001; Lucu i Towle, 2003).



10

Enzim Na', K'ATP-aza je tetramer ¢&iju primarnu strukturu ¢ine dvije o i dvije B
podjedinice (Peterson i Hokin, 1981):
1. Glavna, a proteinska podjedinica molekularne mase oko 95000 (112 kDA) prolazi
kroz membranu na viSe mjesta. Odgovorna je za kataliticka 1 transportna svojstva
enzima. Na njoj su vezna mjesta za katione, ATP 1 specifi¢ni inhibitor enzima

ouabain (Lucu i Towle, 2003).

2. P podjedinica je polipeptid molekularne mase oko 40000 (40 do 60 kDA) koji
prolazi kroz membranu ovisno o stupnju glikosilacije i1 pretpostavlja se da ima
ulogu u savijanju proteina, vazna je za normalnu aktivnost enzima i obavlja

modulaciju o podjedinice za afinitet Na" i K™ (Lucu i Towle, 2003).

Ovaj enzim spada u P-tip ATP-aza jer tijekom njegovog rada dolazi do fosforilacije;
fosforiliran je u stanju El (slika 8; E1 ATP) i defosforiliran u stanju E2 (slika §; E2P)
(Stryer, 1991).

Uz nazoénost intracelularnog Na" i Mg', hidrolizom molekule ATP-a oslobada se ADP i
anorganski fosfat (Pi). To daje energiju za fosforilaciju Na', K'ATP-aze (slika 8;
E1ATP3Na) i tri iona natrija se vezu na protein (y-forsforilacijska grupa iz ATP-a je
prebacena na aspartilni nastavak u enzimu koji formira kovalentni fosforilacijski

intermedijer - EP kompleks) (Stryer, 1991; Lee, 1996).

Na', Mg"

E+ ATP+==—= E-P+ ADP

K+
E-P+ HL O——— E-P;
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izvanstaniéni prostor

2Na* 2K*

B2P2Na —<2—3= E2P A - E2P2K
A N
—~MNa' Y b

E2[2K]

E1P[3Na) - AL

4 EZATP[2K]
AD‘P-"‘“\'
Y

EIATP3Na <¢—~— EIATP —=—>—— EIATP2K

3INa* 2K*

unutarstaniéni prostor

Slika 8. Funkcioniranje enzima Na', K" ATP-aze. (Hilge i sur., 2003)

Nakon promjene konformacije enzimske molekule, Na' je okruZen proteinom i 3 iona
natrija su izbaena iz stanice u vanstani¢ni prostor (slika 8; E2P2Na). U prisutnosti K",
taj se fosforilirani intermedijer (slika 8; E2P) hidrolizira — to je defosforilacijski korak,
dva iona kalija iona iz vanstani¢nog prostora su vezana na mjesto izba¢enog Na' (slika 8;
E2PK). Nakon konformacijske promjene, dva iona kalija su unesena u stanicu, a Na’,
K'ATP-aza se ponovno formira (Stryer, 1991; Hilge i sur., 2003). To je elektrogeni
proces, za koji je potrebna energija (ATP).

Za fosforilacijsku reakciju nije potreban K, a za defosforilaciju nisu potrebni Na* i Mg*".
Nadalje, ATP je djelatan supstrat za ATP-azu samo kada je je unutar stanice.
Kardiotonicki sterodi (oubain, digitalis) koce crpku samo kada su izvan stanice, a vanadat
samo kada je unutar stanice (Stryer, 1991). Specifi¢ni inhibitor ouabain se ¢vrsto veze na
E~P na o podjedinicu, blizu polozaja gdje je K vezan za enzim ¢ime se prekida ciklus i

mogucnost pretvorbe E~P u E (slika 9).
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Slika 9. Grada i funkcija enzima Na', K" ATP-aze i njegova inhibicija oubainom. (URL:
http://219.221.200.61/ywwy/zbsw(E)/edetail5.htm)

Uloga K kao protuiona za Na" moze biti zamijenjena i amonij ionom, doduse s manjim
afinitetom (Skou, 1960; Towle i sur., 1976; Towle, 1981; Masui i sur., 2002).
Istovremeno dodavanje K™ i NH," je dovelo do zakljucka da se ovi ioni pri¢vriéuju na

protein na dva razli¢ita mjesta (Masui i sur., 2002).

Na', K" ATP-aza stvara koncentracijski gradijent kojim je omoguéen sekundarni prijenos
drugih iona i malih organskih molekula (aminokiseline, Seceri). Primjerice, tri molekule
glukoze mogu biti prenesene u stanicu uz rad Na', K" ATP-aze (tri natrija izbadena iz
stanice) o istome trosku. Prema tome, obnavljanje Na', K' ATP-aze zahtijeva uvjete u
kojima je Na" u unutarstani¢nom i K* u vanstani¢nom prostoru. Maksimalna aktivnost

Na', K" ATP-aze je pri temperaturi od 37 do 40°C.

1.4.2. Utjecaj enzima Na*, K’ATP-aze na osmoregulaciju rakova
Modelni primjeri vrsta koji mogu regulati hemolimfu i stani¢ni volumen pri razli¢itim

slanostima su zeleni rak, Carcinus maenas, bocati rak C. aestuarii i plavi rak Callinectes
sapidus. Za razliku od slatkovodnih rakova i kraljeSnjaka, navedeni rakovi ne mogu
reapsorbirati sol iz urina pa ne mogu ni ispuStati urin razliite koncentracije od
hemolimfe (Li, 2003). To znaci da rakovi gube puno soli preko urina kada su u

razrijedenoj morskoj vodi. Oni mogu nadoknadit taj gubitak aktivnim unosom soli,



13

uglavnom preko posteriornih skrga (Lucu i Flik, 1999; Li, 2003; Lucu i Towle, 2003)
¢ime odrzavaju ionsku koncentraciju i osmotski tlak hemolimfe visi od onoga u

razrijedenom okoliSu (umjereni hiperosmoregulatori).

Enzim Na', K" ATP-aza je smjesten u bazolateralnoj membrani stanica $krga rakova, a s
apikalne membrane je odsutan (Towle i Kays, 1986; Towle, 1997; Ziegler, 1997; Lucu i
Towle, 2003). Kod rakova je amino sekvenca a podjedinice ovog enzima 71-74%

identi¢na onoj kraljesnjaka (Lucu i Towle, 2003).

Kataliti¢ki aktivna a podjedinica Na', K" ATP-aze je odgovorna za pobudu aktivnog
izbacivanja natrija iz energetski bogatih kloridnih stanica u hemolimfu, koja postaje
hiperosmotska u odnosu prema vanjskom mediju (razrijedena morska voda); potice
volumnu regulaciju stanica i prezivljavanje u novim uvjetima (Lucu i Towle, 2003).
Takva regulacija kod rakova roda Carcinus je ucinkovita do donje granice slanosti od 8
psu (Siebers i sur., 1982), a kod roda Callinectes su poznate odredene populacije koje
ucinkovito reguliraju osmolarnost hemolimfe i u slatkovodnim uvjetima (Cameron, 1978;

Mantel i Farmer, 1983).

Kada su rakovi roda Carcinus u morskoj vodi osmolarnosti oko 1000mOsmol/l,
osmolarnost hemolimfe im je oko 1070mOsmol/l (malo poviSena u odnosu na okoli§ -
blago hipersomotska) odnosno gotovo izoosmotska s medijem (Lucu i Flik, 1999; Lucu i
Towle, 2003). Ako se nalaze u 10 psu slanosti (razrijedena morska voda osmolarnosti
313 mOsmol/l), osmolarnost hemolimfe je 615 mOsmol/1 (hiperosmotska hemolimfa);
njihovi ionski regulatorni mehanizmi brzo reagiraju na promjenu slanosti, gdje razina Na"
u hemolimfi doseze stabilno stanje u roku od 6 sati iza smanjenja slanosti (Cieluch 1 sur.,

2005).

Osim Na', K” ATP-aze, koja ima najveéu ulogu u transportu preko $krznog epitela (Lucu
i Towle, 2003), i nekoliko drugih enzima je ukljueno u osmoregulacijski proces,
ukljuéujuéi V-tip H" ATP-aze, ugljikovu anhidrazu, protuizmjene CI7/HCO; i Na'/H"
(Lin 1 Tsail, 2007).
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Mehanizmi kojima se natrijevi ioni ekstrahiraju iz okoliSa kroz apikalnu membranu
epitelnih stanica Skrga su slabije prouceni, ali postoje tri kandidata za transport:

1. Na'/H" protuizmjena (NHE)

2. Tip epitelskog natrijskog kanala (ENaC) 1

3. Istosmjerni kotransport natrij-kalij-2 klorid (Na'/K'/2C1°)

1.4.3. Osmoregulacija u kloridnim stanicama
MRC, ionociti ili kloridne stanice (slika 10) su rasporedene kroz epitelne stanice tkiva

kao $to su antenalne zlijezde, crijevo, kutikula i integument, a najvise ih je zabiljezeno u
Skrgama (Evans, 2008). Specijalizirane su za ionski transport i na njima se temelji
osmoregulacijska uloga; pri niskim slanostima kloridne stanice kompenziraju gubitak
iona preko povrsine tijela i urina, aktivno crpeéi ione, uglavnom Na' i CI” (Cieluch i sur.,
2005). Sastoje se od velikog broja uvrnuc¢a bazolateralne i apikalne membrane (s
mikrovilima) za aktivnu ionsku regulaciju, uz brojne mitohondrije (Mantel i Farmer

1983; Compére i sur., 1989; Péqueux 1995).

Slika 10. Ultrastruktura 2 glavna stani¢na tipa u Skrznom epitelu plavog raka Callinectes
sapidus (Towle i Kays, 1986). (A) Tip ionskih transportnih stanica koji
pokazuju opseznu proliferaciju membrane i1 brojne mitohondrije i (B) tip
respiracijskih stanica koje su puno tanje, s manje razvijenom povrSinskom
membranom u usporedbi s A. a: apikalna membrana; b: bazolateralna
membrana; bl: bazalna lamina; c: kutikula; h: hemolimfni prostor; m:
mitohondriji; n: jezgra; w: vodeni prostor. Skala lum. (Towle i Weihrauch,
2001).
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Dva generalna modela su predstavljena na slikama 11 i 12; osmoregulacija morskih i
slatkovodnih rakova (Onken 1 sur., 1995; Riestenpatt i sur., 1996; Saez i sur., 2009). Oba

scenarija stavljaju Na“, K~ ATP-azu na bazolateralnu membranu kloridnih stanica.

apikalno bazolateralno
kttikla epitel Zkrga
T —
e -
Na ' N N — ATP
CI- 2CH
C_TI'
Na # Na”
i 1
riegativna struja »

Slika 11. Model aktivnog prenosa NaCl-a kroz posterirone Skrge raka Carcinus maenas
(Riestenpatt i sur., 1996).

Model osmoregulacije morskih rakova (slika 11); afinitet $krzne Na', K™ ATP-aze raka
Carcinus maenas za Na' se poveéava sa smanjenjem slanosti, ali afinitet za K™ se ne
mijenja (Siebers i sur., 1983; Winkler, 1986). Aktivni prijenos Na" i CI" preko $krga raka
Carcinus maenas je elektrogen. S bazolateralne strane Na', K™ ATP-aza daje energiju za
unos Na™ i CI" u hemolimfu, odrzavajuéi membranski gradijent Na" i K. Na" gradijent
(usmjeren u stanicu) dovodi do transapikalnog ulaza Na“, K i CI" preko istosmjernog

kotransporta Na'/K'/CI" (Riestenpatt. i sur., 1996).

Rakovima Carcinus maenas, prilagodenim razrijedenoj morskoj vodi, kalijski je kanal na
obje strane $krznog preparata (obnavljaju tok iona kalija). Gradijent K (usmjeren van
stanice) stvara negativan potencijal koji dovodi do bazolateralnog izlaza CI preko
kloridnih kanala u smjeru suprotnom od gradijenta. Tako negativna struja ide kroz

apikalnu membranu preko K’ kanala (blokira ih CsCl, u suprotnom se recikliraju
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apikalnim istosmjernim kotransportom) i kroz bazolateralnu membranu preko CI” kanala

(Riestenpatt i sur., 1996).

S obzirom da preko Na'/K'/2CI kotransporta ude dvostruko vise iona klorida, dio iona
natrija i kalija prolazi paracelularno u stanicu (provodljivost od 45 do 50 mScm™), a i
napusta organizam kroz propusne stani¢ne spojeve, bez obzira na njihov nepovoljan

kemijski gradijent.

Unos Na' i CI" u $krgama raka Carcinus maenas (slika 11) je najvjerojatnije neovisan o
ugljikovoj anhidrazi i ne prenosi se putem elektroneutralnih protuizmjena Na'/H™ i CI

/HCOs5 na apikalnoj membrani (Onken i sur., 1995).

A

R > No*

bazolateralna

apikalna
strana

strana A— —

e Ng’

cr

Slika 12. Model aktivnog prenosa NaCl-a kroz posterirone $krge raka Eriocheir sinensis
prilagodenog na slatku vodu (Onken i sur., 1995).

Kod rakova koji dio Zivota Zive u slatkoj vodi (npr. Eriocheir sinensis, Dilocarcinus
pagei) osmoregulacijski mehanizmi se ponesto razlikuju (slika 12). Natrij ulazi u stanicu
putem protuizmjene Na'/H" (Saez i sur., 2009). Natrij ovdje ne mozZe pro¢i paracelularno

kao kod morskih rakova jer su medustaniéni spojevi tijesni (Onken i sur., 1995). Na", K"
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ATP-aza slatkovodnih rakova pokazuje veci afinitet za natrij nego kod bocatih rakova,

dok je kod morskih osmokonformera ocit nizi afinitet (Lucu i Towle, 2003).

Za razliku od morskih rakova, Cl" se s apikalne strane prenosi pomocu ugljikove
anhidraze i H ATP-aze (Onken i sur., 1991; Onken i sur., 1995), dok s bazolateralne

strane izlazi generiran potencijalom kroz CI” kanale (slika 12).
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2. Materijal i metode

Bocati rakovi Carcinus maenas su prikupljeni u podru¢ju solane Ston, Peljesac. To je
podrucje karakterizirano po plitkim bazenima, izoliranim od morskih gibanja koji sluze
za kristalizaciju morske soli. Tijekom godine slanost u takvim bazenima varira, pogotovo
u rano proljeé¢e kada dolazi do nakupljanja oborinskih voda koje smanjuju inace relativno
visoku slanost. Ovo su idealni uvjeti za bocate rakove, koji zbog ve¢ spomenute visoke

plasti¢nosti, mogu tolerirati velike promijene u okolisu.

Na dan prikupljanja rakova slanost je iznosila 24 psu. Prikupljene su jedinke veli¢ina od
35 do 55 mm, dakle odrasle, spolno zrele jedinke. U istrazivanju su se koristili samo
muzjaci, a istrazivalo se izvan sezone mrijeS¢enja i u fazi izmedu dva presvlacenja

rakova.

28 muzjaka je drzano u Cetiri plasticna bazena volumena 50 1 (u svakom po 7 rakova). U
dva bazena slanost je iznosila 12 psu (razrijedena morska voda), a u ostala dva 38 psu
(morska voda). Svi su bazeni imali $ljunanu podlogu koja je sluzila kao supstrat i
biofiltar, uz konstantno prozra¢ivanje. Temperatura vode u bazenima je iznosila 17+£2°C.
Rakovi su hranjeni dva puta tjedno govedim srcem ili mesom lubina, s izmjenom vode
nakon svaka cetiri hranjenja. Ispitivane jedinke su prilagodavane minimalno 14 dana na
laboratorijske uvjete slanosti morske vode od 12 1 38 psu, a prije krioanestezije nisu

hranjene barem 24 sata.

2.1. Postupak mjerenja aktivnosti enzima
Podaci za biometrijsku analizu (Sirina toraksa i masa) uzimani su nakon krioanestezije u

trajanju od 10 minuta. Rakovima je skinut oklop zbog prikupljanja Cetiri anteriorne Skrge,

a Cetiri posteriorne su prethodno uklonjene da ne oneciste uzorak.

Skrgama je izmjerena masa prema kojoj je odredena koli¢ina homogenizacijske otopine
(omjer 1:10=w/v). 0.5 1 otopine za homogenizaciju tkiva (hypo) se sastoji od: 12,5 mM

NaCl 0,35g; I1mM HEPES 0,119 g; 1mM DTT 0,075 g; 0,5 mM EDTA 0,093 g; pH 8-
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8.5; aprotinin 0,1ml/100ml (stavlja se neposredno prije mjerenja). Aprotinin je inhibitor
proteaza iz govedih pluca (asepticka otopina u 0,9% NaCl i 0,9% benzilnom alkoholu;
1,7 mg proteina/ml (Biuret), 4,4 TIU/mg proteina, 1 jedinica inhibitora tripsina. Sigma —

Aldrich, A-6279, EC No 232-994, Lot 063K7016).

Skrge su stavljene u Dounce-ov homogenizator zajedno sa 10 puta veéom koli¢inom
ledene homogenizacijske otopine hipotoni¢nog pufera i homogenizirane s 50 udaraca.
Nakon homogenizacije, uzorak je profiltriran kroz mrezicu od najlona pora 0,1 mm i

stavljen na led.

Za disekciju srednjega crijeva, rak je uzduzno presjeCen Skarama, te je njeznim
povlacenjem telzona izolirano srednje crijevo (ne smije biti oneciS¢eno divertikulima ili
probavnom zlijezdom, mora biti ispraznjeno i odrezano u podrucju prelaska abdomena u
telzon). Nakon mjerenja mase srednjeg crijeva, uzorci su obradeni na isti nac¢in kao i

Skrge te pohranjeni na led do centrifugiranja na 500 x g u trajanju od 15 min pri 4°C.

S obzirom da su metoda ispitivanja i izraCunavanje podataka isti za oba ispitivana tkiva, u

ovom radu je cjelokupni postupak prikazan samo na anteriornim $krgama.

Odredivanje aktivnosti enzima Na', K" ATP-aze je obavljeno prema Lucu i Flik, 1999, u
supernatantu. Aktivnost je procijenjena u triplikatima inkubiraju¢i 30 pl homogenata s
250ul otopine za inkubaciju A. Istovremeno su drugi triplikati homogenata tretirani s

otopinom za inkubaciju E.

Obje otopine za inkubaciju u sebi sadrZze osnovnu otopinu - Assay solution (AS) koja se
sastoji od 40 ml otopine za inkubaciju uzorka (0,51 otopine = 200 mM NaCl 5,844¢g; 10
mM MgCl, 1,0165 g; 0,2 mM EDTA 0,02922 g; 60mM imidazol 2,0424 g; pH 7,5
odreden pomoc¢u HEPES) i 8 ml Na,ATP (AS; 50ml otopine = 30mM Na,ATP 0,8267g;
Boeringer Lot 137 68431-04 (Adenozin — 5 — trifosfat); pH do 7,5 TRIS, pohraniti na -

20°C u zamrzivacu). Razlika izmedu otopina je u tome $to otopina A sadrzi 24 ml AS, 8
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ml KCI1 (100ml; 125mM KCI; 0,932¢g) i 8 ml destilirane vode, dok otopina E sadrzi 24

ml AS, 16ml destilirane vode i 40 mg oubaina (inhibitor enzima Na*, K" ATP-aze).

Nakon dodavanja otopina A 1 E, uzorci se stavljaju na inkubaciju u vodenom termostatu

pri 37°C na 15 minuta. Reakcija se stopira dodavanjem 1 ml stop otopine.

Stop otopina se sastoji od otopine amonij heptamolibdata (11,14g) i koncentrirane H,SO4
(36,6 ml); nakon otapanja dodati do 11 destilirane vode, iz hladnjaka; u otopinu dodati
2,3g FeSO4 1 nakon njegovog otapanja nadoliti 25 ml TCA (8,6%w/w trikloroctene
kiseline; 86g TCA/11 destilirane vode iz hladnjaka); drzati na ledu za mjerenje aktivnosti

enzima, pripremiti na dan mjerenja.

Uzorci se ostave 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi reakcija bila sigurno prekinuta,
iza Cega se mjeri apsorbancija na valnoj duzini od 700 nm (Perkin—Elmer UV/VIS
spectrometer lambda EZ201). Kao standard se koristio kalcij/fosfat, kombiniran standard
(100 ml = kaleij 100 mg/l (2,5 mmol/l), fosfat 50 mg/dl (1,62 mmol/l) i hidroklorna
kiselina 0,02 N, magnezij, priblizno 20 mg/l. Sigma Diagnostics).

Spektrofotometrija je metoda koja se zasniva na kvantitativnim reakcijama izmedu tvari
koju ispitujemo i1 pogodnih reagensa uz stvaranje obojenog proizvoda. Intenzitet nastale
boje mjeri se spektrofotometrijski. Fizicka veli¢ina koja se na instrumentu najcesce
odreduje je apsorbancija — Abs. Ona je jednaka produktu molarnog koeficijenta

apsorpcije, koncentracije i debljine sloja otopine.

Apsorbancija uz konstantnu debljinu sloja je linearno proporcionalna koncentraciji tvari.
Absorbancija je bezdimenzijska veli¢ina, debljinu sloja obi¢no izrazavamo u cm, a
koncentraciju u mol/dm’. Koncentracija svakog uzorka se moze odrediti usporedivanjem
s mjerenom apsorbancijom standardne  otopine poznate koncentracije (Burns i

MacDonald, 1975).
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2.2. Postupak mjerenja koncentracije proteina
Koncentracija proteina u homogenatima je procijenjena Bradfordovom metodom (1976).

Na homogeniziran i centrifugiran uzorak je apliciran 1 ml razrijedene otopine Bio-Rad
(Commassie Brilliant Blue reagent; 10 ml Bio-Rad koncentrata (bojilo, koncentrat, 450
ml, Bio-Rad Laboratories GmBh. Sastav: fosfatna kiselina 1 metanol.
(Toxic.Lot.No:1087449) 140 ml destilirane vode (otopinu pripremiti na dan mjerenja.).
MjeSavina je promijeSana na Vorteks mjesacu 1-2 sekunde i ostavljena 15 minuta da
miruje na sobnoj temperaturi. Nakon toga je spektrofotometrijski mjerena apsorbanca
proteina na valnoj duzini od 595 nm. Kao standard je koriSten BSA serum (Sigma-
Aldrich Protein standard, 2 mg. 055K8805. BSA/ml (bovine serum albumine) u 0,9%
NaCl, sadrzi 0,05%NaN3. SL05204).

2.3. Histokemijske metode - Wachstein Meisel metoda (1957)

Uzorci se nakon disekcije stave na prethodno smrznut Killik medij za kriostaciju (Bio
Optica, LOT 0550840) i rezu na kriostatu u debljini od 15 pm. Kriostat je dobro izolirana
komora u kojoj se nalazi mikrotom temperature od -10 do -30°C, a po potrebi i niza

(Svob, 1974).

Svjeze smrznuti uzorci se fiksiraju u tri razli¢ita medija; osnovni - medij 1 (0,2 M TRIS-
maleat pufer, pH 7,2; 20 ml, ATP; 9,15 mg, MgSOQOy; 49,3 mg, Pb(NOs3),; 15,9 mg —
stavlja se zadnji), medij 2 (0,2 M TRIS-maleat pufer, pH 7,2, 19,8 ml, ATP, 9,15 mg,
MgSOy; 49,3 mg, Pb(NO3),; 15,9 mg — stavlja se zadnje, NaCl (Img/ml); 0,1 ml, KCI (1
mg/3,3 ml; 0,1 ml) i medij 3 (0,2 M TRIS-maleat pufer pH 7,2; 19,8 ml, ATP; 9,15 mg,
MgSOy4; 49,3 mg, NaCl (1 mg/ml); 0,1 ml, KCI (1 mg/3,3 ml); 0,1 ml, strofantin; 1,45
mg, Pb(NOs),; 15,9 mg — stavlja se zadnje).

Uzorci se inkubiraju 20 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se dobro ispiru u
destiliranoj vodi. Rezovi se potom stavljaju u 1% amonij sulfit na 60 sekundi iza cega se
ponovno detaljno ispiru destiliranom vodom 1 uklapaju u glicerin Zelatinu (Glychrogel;
destilirana voda 80 ml, glicerin 20 ml, Zelatina u prahu 3 g, kromni alaun 0,2 g; kromni

alaun (krom aluminij sulfat) se rastopi u 30 ml vode, a Zelatina u 50 ml vode; pomijesa se
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i doda glicerin; pH otopine treba biti 7,4 Sto se korigira pomo¢u NaHCOs3). Ovaj medij se

dosta stvrdne i retrahira pa nije moguce odstraniti pokrovno stakalce.

2.4. Statisticka obrada podataka

IzraCunate vrijednosti su izrazene kao srednjak = S.D; dvije male grupe uzoraka da se
utvrdi ima 1i znacajne razlike izmedu njih. Razlike izmedu grupa su bile procijenjene kao
jednosmjerna ANOVA statisticka analiza koju je slijjedio Studentov t-test. Razlike su

procijenjene za P<0,05.
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3. Rezultati

Aktivnost Na', K" ATP-aze je mjerena u homogenatima anteriornih $krga bocatog raka
Carcinus aestuarii prilagodenog na slanost od 38 i 12 psu minimalno 2 tjedna prije
pocetka pokusa. Rakovima su prikupljeni biometrijski podaci; Sirina oklopa, ukupna
masa tijela i masa pojedinih organa (tablice 1 i 2). Biometrijski podaci su potrebni kako

bi se osigurala uniformnost rezultata.

Tablica 1. Biometrija rakova (S — morska voda slanosti 38 psu, D- razijedena voda
slanosti 12 psu)

Morska voda, 38 psu Razrijedena morska voda, 12 psu
Oznaka Sirina oklopa ‘Masa Oznaka Sirina oklopa Masa
(mm) tijela (g) (mm) tijela (g)
1. rak = (15) 50 34 1. rak = (1D) 44 19
2. rak = (2S) 48 24 2. rak = (2D) 48 23
3. rak = (3S) 51 35 3. rak = (3D) 44 22

Prema masi organa je odredena koli¢ina homogenizacijske otopine koja se dodaje u

omjeru 1:10 (masa : volumen, w/v) (tablica 2).

Tablica 2. Masa anteriornih Skrga i koli¢ine dodane otopine za homogenizaciju (1:10
razrijedenje); S — morska voda slanosti 38 psu, D- razijedena voda slanosti 12

psu
U .. | Oznaka Masa Homogenizacijska
zorci: Slanost | . . )
uzorka Skrga (g) | otopina, dodano:
1. Skrge 1GS 38 0,22 2,2 mi
2. Skrge 2GS 38 0,29 2,9 ml
3. §krge 3GS 38 0,34 3,4 ml
1. Skrge 1GD 12 0,24 2,4 ml
2. Skrge 2GD 12 0,29 2,9 ml
3. Skrge 3GD 12 0,23 2,3 ml
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3.1. Aktivnost Na*, K* ATP-aze u anteriornim $krgama
U tablici 3 su prikazani rezultati spekrofotometrijske analize homogenata anteriornih

$krga izmjerenih pri valnoj duljini od 700 nm. Dobivena je apsorbancija enzima Na", K

ATP-aze pomocu koje je izraCunata specifi¢na aktivnost toga enzima.

Tablica 3. Izmjerena apsorbancija enzima Na', K" ATP-aze pri 700 nm. A (otopina
KCl-a) te E (otopina s oubainom za inhibiciju enzima); S —morska voda
slanosti 38 psu, D- razijedena voda slanosti 12 psu; G — anteriorne Skrge

Oznaka uzorka A E Oznaka uzorka A E
1GS 0,368 0,326 1GD 0,549 0,444
0,383 0,32 0,591 0,455
0,362 0,327 0,577 0,448
Srednjak (1GS) 0,371 0,324 Srednjak (1GD) 0,572 0,449
2GS 0,22 0,228 2GD 0,316 0,267
0,235 0,225 0,311 0,25
0,213 0,201 0,354 0,268
Srednjak (2GS) 0,222 0,218 Srednjak(2GD) 0,327 0,2617
3GS 0,294 0,266 3GD 0,461 0,321
0,312 0,266 0,464 0,354
0,388 0,328 0,255 0,445 0,338
Srednjak (3GS) 0,311 0,262 Srednjak (3GD) | 0,456 0,337
Standardi 0,567 BLANK 0,100 |
0,55
0,571
Srednjak (standarda) 0,562

Tablica 4. Spektrofotometrijski izmjerena koncentracija protena na 595 nm; abs —
absorbancija, S — morska voda slanosti 38 psu, D- razijedena voda slanosti 12
psu; G — anteriorne Skrge

Apsorbancija BSA standarda, koncentracije 0, 2.5,51i 7.5 pl
Oznaka uzorka Abs Oznaka uzorka Abs
Oul 0,428 2,5ul
0,44 0,939
0,433 0,8
Srednjak (Oul) 0,433666667 Srednjak (2,5ul) 0,854667
Sul 1,153 7,5u 1,598
1,455 1,472
1,322 1,424
Srednjak (Sul) 1,31 Srednjak (7,5ul) 1,498
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Tablica 4, nastavak
Absorbancija uzoraka, koncentracija 2,5 pl
Slanost 38 psu Slanost 12 psu

Oznaka uzorka Abs Oznaka uzorka Abs
1GS 0,964 1GD 1,243
1,07 1,211
Srednjak (1GS) 1,017 Srednjak (1GD) 1,227
2GS 0,817 2GD 0,777

0,803 0,8
Srednjak (2GS) 0,81 Srednjak (2GD) 0,7885
3GS 1,055 3GD 0,785
1,039 0,893
Srednjak (3GD) 1,047 Srednjak (3GD) 0,839

Iz podataka dobivenih spektrofotometrijskom analizom proteinskih BSA standarda pri

595 nm, prikazanih u tablici 4, procijenjeni su srednjaci i obradeni regresijskom analizom

(tablica 5, slika 13).

Tablica 5. Srednjaci BSA standarda proteina dobivenih spektrofotometrijskom analizom

pri 595 nm.
Koncentracije standarda proteina Apsorbancija standarda proteina
X 08 y 0s
0 434
2,5 855
5 1310
7,5 1498
1800
1600
1400 "
*
1200 L
1000
800
600
400 ¥
200
D 1 T 1 T T 1 T

Slika 13. Regresijski pravac, R2=0,9735; y = 145,88x +477,2.
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Dobiven je regresijski pravac (slika 13) i formula prema kojoj je izracunata koncentracija
proteina u pojedinom uzorku (tablica 6). Izmjerene absorbancije se uvrste u formulu (u
primjeru f(x) = (y-477,2)/145,88), a rezultat se mnozi s faktorom 0,8 (2ug proteina x
faktor 0,4 zbog kasnijeg izjednacavanja mjernih jedinica). Kao konacni rezultat se dobije

koncentracija proteina u uzorku izraZzena u mg/ml (tablica 6).

Tablica 6. IzraCun proteina pojedinih uzoraka: srednjaci apsorbancija uzoraka proteina
izmjerenih pri 595 nm; abs — absorbancija, S — morska voda slanosti 38 psu,
D- razijedena voda slanosti 12 psu; G — anteriorne Skrge

Apsorbancija | Regresijska formula MnozZenje s = koncentracija

proteina f(x)= faktorom 0,8 proteina

Uzorak Abs (y) (y-477,2)/145,88 | *2ug prot.x 0,4 mg/ml
1GS 1017 3,70 0,8 2,96
2GS 810 2,28 0,8 1,83
3GS 1047 3,91 0,8 3,12
1GD 1227 5,14 0,8 4,11
2GD 789 2,14 0,8 1,71
3GD 839 2,48 0,8 1,98

Za izratun specifi¢ne aktivnosti enzima Na’, K™ ATP-aze potrebno je ispraviti vrijednost
absorbancija standarda kalcij/fosfat oduzimajuéi srednjak absorbancije standarda od
srednjaka absorbancije destilirane vode (blank, tablica 7). Nakon uvrstavanja u formulu
1, dobije se faktor F. S obzirom da su se uzorci inkubirali 15 minuta, potrebno je
pomnoziti recipro¢nu vrijednost ispravljenog standarda s faktorom za sat 4 (da se dobije
aktivnost enzima u 1 satu). Takoder je potrebno u formulu uvrstiti i broj 0,162 koji
predstavlja koncentraciju standarda (0,162 ul standard =Sigma kalcijev fosfat 1,62
mmol/l = 0,00162 umol/ml x 100 = 0,162ul). S obzirom da je u inkubacijske otopine A i
E dodano po 30 pl homogenata uzorka, cijela formula 1 se mnozi s 33,33 (formula 2).

1
Formula1. F= (Astandard- blank) *4 *0,162 * 33,33 = umol'mg'h™’

1
Formula 2. 33,33 =1/1000 * dodano uzorka (30pl)

Tablica 7. srednjaci (AA i AE) apsorbancije inkubacijskih otopina A i E uzoraka za
izraGunavanje enzima Na', K” ATP-aze; S — morska voda slanosti 38 psu, D-
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razijedena voda slanosti 12 psu; G — anteriorne $krge; blank — destilirana voda
umjesto uzorka

Uzorak AA AE | AA-AE | Uzorak | AA AE | AA-AE
1GS 371 324 47 1GD 572 449 123
2GS 223 218 5 2GD 327 262 65
3GS 312 262 50 3GD 457 338 119

Standardi-blank | 562- 100 = 462 |

Dobivenu vrijednost F (u ovom slucaju 0,04645) mnozimo s razlikom oduzetih
srednjaka uzoraka inkubacijske otopine A od srednjaka inkubacijske otopine E (AA-AE,

tablica 7) i djelimo s izmjerenom koncentracijom proteina uzorka u pitanju (tablica 6);

formula 3.
(AA-AE)x F
Formula3. V= c (proteina; mg/l) (umol Pi x h™' x mg proteina™)

v .. . oo . . . + + . .
Konaé¢ne vrijednosti specificne aktivnosti enzima Na', K° ATP-aze u anteriornim
$krgama su izrazene kao umol Pi x h™ x mg proteina™ i predstavljene u tablici 8, odnosno

na slikama 141 15.

Tablica 8. Specifi¢na aktivnost enzima Na', K* ATP-aze (V; pmol Pi x h' x mg
proteina™) u anteriornim $krgama rakova prilagodenih na morsku (12 psu) i
razrijedenu morsku vodu (38 psu).

Datum morska razrijedena
voda
31.3.20009. 1,517 2,896
1.4.2009. 0,526 1,989
16. 4.2009. 0,367 1,567
17.4.2009. 1,9105 1,831
18. 4.2009. 2,561 3,799
20. 4.20009. 2,8035 3,0575
Srednjak (V; umol Pi x h”' x mg proteina) | 1,614166667 2,52325
Standardna devijacija 1,014671704 0,863823

Specifi¢na aktivnost homogenata Skrga u morskoj vodi (38 psu) je iznosila 1,61 + 1,02
umol Pi x h™' x mg prot™, a u razrijedenoj morskoj vodi (12 psu) 2,52 + 0,86 pmol Pi x h™
"' x mg prot”' (tablica 8, slike 141 15.).
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Razlike izmedu morske i razrijedene morske vode su izracunate koriste¢i Studentov t-
test. ZabiljeZena je statistitka razlika (P<0,05) izmedu specifi¢ne aktivnosti Na', K

ATP-aze (V; pmol Pi x h™' x mg prot™') rakova prilagodenih na 12 i na 38 psu.

6,000

+ S
- [ ] .
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. A mm

®m3loin = 3loiu Mltn Olta M164a 0 15.ta B17.ta 01703 @1Sie 0150 B 200 020t

Aktivnost Na*, K* ATPaze (pmol x ' x mg proteina’)

Slika 14. Aktivnost Na", K ATPaze (umol Pi x h”' x mg proteina™) u anteriornim
Skrgama izoliranim iz bocatog raka Carcinus aestuarii prilagodenog na
slanost od 38 (plavi stupci) i 12 psu (ljubiCasti stupci). Okomita linija
predstavlja standardnu devijaciju srednjaka uzorka mjerenih taj dan.
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Slika 15. Aktivnost Na", K ATPaze (umol Pi x h" x mg proteina™) u anteriornim
Skrgama izoliranim iz bocatog raka Carcinus aestuarii prilagodenog na
slanosti od 38 (lijevi stupac) 1 12 psu (desni stupac). Okomita linija
predstavlja standardnu devijaciju ukupnog srednjaka.
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Slika 16. Aktivnost Na', K* ATP-aze u anteriornim $krgama bocatog raka Carcinus
aestuarii.

Aktivnost Na", K* ATP-aze u anteriornim $krgama bocatog raka Carcinus aestuarii je
prikazana i histokemijskom metodom Wachstain Meisel, a vidljiva je kao tamnosmede-
crni zrnati precipitat (slike 16 i 17). Nalazi se uglavnom u epitelnim plocastim stanicama

Skrznih listi¢a, a narocito u bazalnom dijelu stanicne membrane.

Slika 17. Histokemijska analiza specifi¢ne aktivnosti Na', K ATP-aze u posteriornim
Skrgama bocatog raka Carcinus aestuarii, vidljiva kao tamnosmede-crni
precipitat; (C) kutikula, (H) hemolimfni prostor, (Mc) marginalni kanal, (P)
potporne stanice, (R) respiratorni epitel, (S) konektivni septum. Skala 200pm.

3.2. Aktivnost Na*, K* ATP-aze u srednjem crijevu
Aktivnost Na', K" ATP-aze je mjerena u homogenatima srednjeg crijeva bocatog raka

prilagodenog na slanost od 38 (1280 mOsmol/l) i 12 psu (360 mOsmol/l) minimalno 2
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tjedna prije pocetka pokusa, na isti na¢in kao i kod anteriornih $krga. Kod ovih uzoraka
postoji naznaka poveéanja specifiéne aktivnosti Na*, K™ ATP-aze (V; umol Pi x h” x mg
proteina™') rakova prilagodenih na 12 psu u odnosu na rakove prilagodene na 38 psu, ali
ona nije statisti¢ki znacajna (P>0,05).

Specifi¢na aktivnost u morskoj vodi je iznosila 2,75 + 0,95, a u razrijedenoj morskoj
vodi 3,23 £+ 1,46 (tablica 9, slika 18). Razlike izmedu morske i razrijedene morske vode

su izracunate koriste¢i Studentov t-test.

Tablica 9. Aktivnost enzima Na', K* ATP-aze u srednjem crijevu rakova prilagodenih
morskoj (38 psu) i razrijedenoj morskoj vodi.

Datum morska razrijedena
voda
31.3.20089. 3,34 5,47
1.4.2009. 2,87 3,53
16.4.2009. 1,78 3,40
17. 4.2009. 4,26 3,03
18. 4.2009. 2,39 3,03
20. 4.2009. 1,86 0,90
Srednjak (V; umol Pi x h”' x mg proteina™) 2,748583 3,22475
Standardna devijacija 0,949342 1,458861
= R
& Aktivhost Na*, K* ATP - aze u srednjem crijevu
s
_% 3 [ 322
g 276
L Morska voda Razrijedenamorskavoda

Slika 18. Aktivnost Na", K~ ATPaze (umol Pi x h™ x mg proteina™) u srednjem crijevu
izoliranom iz bocatog raka Carcinus aestuarii prilagodenog na slanost od 38
(lijevi stupac) 1 12 psu (desni stupac). Okomita linija predstavlja standardnu
devijaciju ukupnog srednjaka.
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4. Rasprava

Cilj ovog istrazivanja je bio dokazati da kod bocatog raka Carcinus aestuarii pri
aklimaciji na razrijedenu morsku vodu, osim posteriornih Skrga, sudjeluju i anteriorne
Skrge te srednje crijevo. Jaka hiperregulacija osmolarnosti hemolimfe u razrijedenoj
morskoj vodi slanosti 12 psu zahtjeva da bocati rakovi povecaju unos natrija, kalija 1
kalcija. Kako se povecavaju ionski gradijenti izmedu hemolimfe i okolnog medija sa
smanjenjem slanosti, predvida se poveéana aktivnost Na', K' ATP-aze u

osmoregulacijskim tkivima.

Glavni osmoregulacijski organ brahiurnih rakova su skrge, koje su neposredno izlozene
vanjskom mediju, a time 1 osmotskom stresu. Kako bi pri promjenama u okolisu rakovi
odrzali stanje homeostaze, dolazi do promjena u gradi i funkciji pojedinih dijelova Skrga.
Povecava se debljina kloridnih stanica (hiperplazija), visina apikalnih mikrovila, broj
mitohondrija i1 bazolateralnih uvrnué¢a (Barra i sur., 1983; Compére i sur., 1989;
Charmantier, 1998; Goodman i Cavey, 1990; Haond i sur., 1998; Luguet i sur., 2002).

Hiperplazija kloridnih stanica oznacava povecanje enzimatske aktivnosti i membranskog
transporta (Lucu i Filk, 1999). Ovo je najizrazenije pri dugotrajnom utjecaju smanjene
slanosti u trajanju od nekoliko dana; dugotrajna aklimacija na slanost od 10 psu u trajanju
od 3 do 12 dana ¢e i vise nego udvostruiti aktivnost enzima Na', K ATP-aze u
posteriornim Skrgama (Lucu i Flik, 1999; Lucu i sur., 2008). To sugerira da dugotrajna
aklimacija na hipoosmotske uvjete povecava sintezu enzima i/ili reducira njegovu brzinu

razgradnje.

Odredivanje aktivnosti enzima Na’, K” ATP-aze je obavljeno prema Lucu i Flik, 1999;
specificna aktivnost homogenata Skrga u morskoj vodi (38 psu) je iznosila 1,61 + 1,02
umol Pi x h' x mg proteina™, a u razrijedenoj morskoj vodi (12 psu) 2,52 + 0,86 pmol Pi

x h™' x mg proteina™ (slika 19).

Prema ovdje iznesenim (slika 19), ali 1 istrazivanjima drugih autora (Neufeld i sur., 1980;

Lucu i Flik, 1999), zabiljezena je razlika u aktivnosti Na", K'ATP-aze u anteriornim
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Skrgama. Ova aktivnost je niza od vrijednosti dobivenih od strane Lucu i sur. (2008). Oni
su ispitivali aktivnost Na', K'ATP-aze na posteriornim $krgama, koja je u morskoj vodi
(38 psu) iznosila 3,89 + 0,64 umol Pi x h™' x mg proteina™, odnosno 10,08 + 1,90 pmol Pi
x h' x mg proteina’ u razrijedenoj morskoj vodi (10 psu). S obzirom da se u
posteriornim Skrgama bocatog raka odvija ve¢ina osmoregulacijskih procesa, ovakva
razlika je o¢ekivana kod ove vrste rakova.

Prilikom ispitivanja aktivnosti Na', K 'ATP-aze u $krgama hiperregulirajuéeg raka
Carcinus maenas Lucu i Filk (1999) su primijetili pove¢anje aktivnosti Na', K ATP-aze
u anteriornim $krgama za koje su zakljucili da moze biti dio prilagodbenog odgovora na

hipoosmotske promijene.

Aktivnost Na', K"ATP-aze u anteriornim $krgama je primijeéena i tijekom istraZivanja
aktivnosti mRNA u transportnom proteinu Na', K'ATP-aze raka Chasmagnathus
granulatus nakon prijenosa u razrijedenu morsku vodu (2 psu). U tom istrazivanju
Luquet i sur. (2005) su zabiljezili pove¢anje Na', K'ATP-aze za 33 do 35 puta. Ovo
povecanje je zabiljeZeno i u anteriornim i u posteriornim Skrgama izmedu 6 do 24 sata
nakon prijenosa s 30 na 2 psu slanost; u posteriornim Srgama gusto¢a mRNA je dosegla
maksimalni nivo povecanja od oko 50 puta i takva je ostala barem 4 dana. Anteriorne
Skrge su takoder pokazale znatan porast, 20 puta veéi nego kontrolne grupe, $to potvrduje

pretpostavku da one imaju ulogu u osmoregulaciji.

Nadalje, ako se usporede rezultati dobiveni u ovome radu s pokusima Neufeld i sur.
(1980), na anteriornim Skrgama raka Callinectes sapidus, moze se primijetiti sli¢nost
izmedu dobivenih vrijednosti. S obzirom da postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
aktivnosti enzima u anteriornim Srkgama rakova prilagodenih na 38 psu i onih
prilagodenih na 12 psu, moze se zakljuciti da osim funkcije u disanju, anteriorne skrge

imaju aktivnu ulogu i u osmoregulaciji.
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Aktivnost Na*, K* ATP - aze u anteriornim $krgama
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Slika 19. Aktivnost Na”, K ATPaze (umol Pi x h”' x mg proteina™) u anteriornim
Skrgama izoliranim iz bocatog raka Carcinus aestuarii prilagodenog na
slanosti od 38 (lijevi stupac) 1 12 psu (desni stupac). Srednje vrijednosti su
dobivene iz 6 mjerenja (pojedinacne vrijednosti oznacene unutar svakog
stupca, a ukupni srednjak s njegove desne strane). Okomita linija predstavlja
standardnu devijaciju ukupnog srednjaka.  Razlike izmedu morske i
razrijedene morske vode su izraCunate koriste¢i Studentov t-test.

Uloga srednjeg crijeva u apsorpciji nutrijanata i osmoregulaciji kod rakova je jo§ uvijek
proturije¢na. lako se smatra da je apsorpcija nutrijanata glavna uloga srednjeg crijeva,
prema novijim studijama se ta apsorpcija obavlja u probavnoj zlijezdi (Ahearn, 1999;
Evans, 2008). U srednjem crijevu rakova koji zZive u slanoj vodi (kao S§to su
Chasmagnathus granulata i Sesarma rectum) pronadene su visoke epitelne stanice
sastavljene od jednog sloja sa apikalnim mikrovilima, gustom citoplazmom i srediSnje
postavljenom jezgom, Sto su karakteristike tipi¢nih epitelnih transportnih stanica
(Mykles, 1979, McNamara i sur., 2005). Kod raka Sesarma rectum prilagodenog na
slanost morske vode od 15 psu je zabiljeZena ionska permeabilnost srednjeg crijeva za
ione kalija, klorida, natrija, nitrata, acetata, sufata, glutarata, a slaba permeabilnost je
zabiljezena za ione kalcija 1 magnezija (McNamara 1 sur., 2005). Sli¢ni rezultati su
zabiljeZeni i u srednjem crijevu raka Chasmagnathus granulata prilagodenog na slanost
od 2 psu: najveca permeabilnost je bila za ione kalija, klorida, natrija i nitrata, a takoder
je slaba permeabilnost zabiljeZena za ione kalcija i magnezija (McNamara, 2005).

Osim ovih rakova 1 drugi ¢lankonosci (npr. insekti) imaju vrlo razvijen ionski transport u

srednjem crijevu, kriti¢an za odrzavanje homeostaze ionske koncentracije i alkalnog pH
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tipicnog za probavu u ovoj grupi (Dow 1981). Takoder Mykles (1979) sugerira da
ultrastruktura srednjeg i straznjeg crijeva kod mnogih rakova ima indikativnu transportnu
funkciju, pogotovo u vrijeme presvlacenja (McNamara 1 sur., 2005). Neposredno pred
presvlacenje rakovi apsorbiraju tekucinu preko srednjeg crijeva, vjerojatno kao rezultat
promjena njegove propusnosti (Mykles i Ahearn, 1978) Sto dovodi do hidratacije i
oticanja, kulminiraju¢i hormonalno reguliranim presvlacenjem. Medutim, u razdoblju
izmedu presvlacenja upitna je koli¢ina unosa tekucine kroz srednje crijevo, 1 smatra se da

je mala ili neznacajna (McNamara i sur., 2005).

S obzirom da tijekom ispitivanja nije primije¢eno ocekivano presvlacenje rakova, u
ovome radu je ispitano postoji li ionska aktivnost u srednjem crijevu raka Carcinus
aestuarii u doba izmedu dva presvlacenja. Kako bi se utvrdilo postoji li statisti¢ki
znadajna razlika u aktivnosti enzima Na', K"ATP-aze u srednjem crijevu, istraZivana je
razlika aktivnosti kod jedinki prilagodenih na slanosti od 12 i 38 psu. Specificna
aktivnost u morskoj vodi je iznosila 2,75 + 0,95 pumol Pi x h” x mg proteina™, a u

razrijedenoj morskoj vodi 3,23 + 1,46 umol Pi x h™ x mg proteina™.
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Slika 20. Aktivnost Na", K ATPaze (umol Pi x h" x mg proteina™) u anteriornim
Skrgama izoliranim iz bocdatog raka Carcinus aestuarii prilagodenog na
slanosti od 38 (lijevi stupac) i 12 psu (desni stupac). Srednje vrijednosti su
dobivene iz 6 mjerenja (pojedinacne vrijednosti oznacene unutar svakog
stupca, a ukupni srednjak s njegove desne strane). Okomita linija predstavlja
standardnu devijaciju ukupnog srednjaka. Razlike izmedu morske 1
razrijedene morske vode su izracunate koriste¢i Studentov t-test.
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Prema navedenim rezultatima (slika 20), primijec¢ena je naznaka povecanja u aktivnosti
enzima Na', K'ATP-aze u razrijedenoj morskoj vodi, ali ona nije statisticki znacajna
(P>0,05). Ovo se poklapa s istrazivanjima Chu (1987) koji je ispitivao prijenos iona
natrija kroz crijevo plavog raka Callinectes sapidus. On je ustvrdio da kod rakova
Callinectes sapidus prilagodenih na 7% i 34% morsku vodu postoji transport iona natrija
usporediv sa tkivima crijeva drugih vrsta, ali nije znacajno razli¢it, Sto pokazuje da ne

postoji veca uloga srednjeg crijeva u regulaciji natrijevih iona.

U daljnjem istrazivanju specifi¢ne aktivnosti enzima Na’, K'ATP-aze u srednjem crijevu
bocatog raka Carcinus aestuarii bi bilo uputno provesti sli¢no ispitivanje na jedinkama
koje su u stadiju presvlacenja kada je, zbog rasta, znatno veci unos tekuéine kroz srednje

crijevo.
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5. Zaklju€ak

Bez obzira §to se dugi niz godina istrazuje enzim Na', K'"ATP-aza kod bocatog raka C.
aestuarii, malo je paznje posveceno sekundarnim osmoregulatornim tkivima, a veéina
istrazivanja se bazirala na posteriornim Skrgama (koje su primarni osmoregulatorni organ
brahiurnih rakova). U ovome radu je prikazan utjecaj promijene slanosti na anteriorne
Skrge te na srednje crijevo, a to su dva tkiva koja se najcesce spominju kao sekundarna

osmoregulatorna tkiva rakova.

Prema provedenim istrazivanjima izracunata je specifi¢na aktivnost homogenata Skrga u
morskoj vodi (38 psu) iznosila 1,61 + 1,02 pmol Pi x h™' x mg proteina™, a u razrijedenoj
morskoj vodi (12 psu) 2,52 + 0,86 pmol Pi x h™' x mg proteina™. Zaklju¢eno je da i u
anteriornim Skrgama postoji statisticki znacajna razlika (P<0.05) u specifi¢noj aktivnosti
enzima Na’, K'ATP-aza rakova prilagodenih na 12 psu i na 38 psu. Veéa aktivnost je
zabiljezena u razrijedenoj morskoj vodi slanosti 12 psu Sto se podudara s istrazivanjima

drugih autora (Lucu i sur., 2008, Neufeld 1 sur., 1980).

Prilikom prilagodbe rakova C. aestuarii razrijedenoj morskoj vodi (12 psu) u trajanju od
14 do 37 dana nije zabiljezena statistiCki znacajna razlika (P>0.05) u specifi¢noj
aktivnosti enzima Na’, K'"ATP-aze u srednjem crijevu rakova u usporedbi s rakovima u
morskoj vodi slanosti od 38 psu. Specifi¢na aktivnost u morskoj vodi je iznosila 2,75 +
0,95 pmol Pi x h™' x mg proteina™, a u razrijedenoj morskoj vodi 3,23 + 1,46 pmol Pi x

h' x mg proteina™.

Sugerira se da se u daljnjem istraZivanju specifiéne aktivnosti enzima Na', K'ATP-aze u
srednjem crijevu bocatog raka Carcinus aestuarii ispitivanje provede tijekom njihova

presvlacenja, kada je zabiljezen veéi unos tekucine kroz srednje crijevo.
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