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MenTopu:

Hp Bene Temesuh, Banpeanu npodecop
Xemwujckor (akynrera, MEHTOP

Hp Cnobonan Makapos, BaHpeHU ITpodecop
buonomixor ¢gakynrera, MEHTOp

YnaHoBHU KOMHCH]e:

Jp Bnatka Bajc, HayuyHUM caBEeTHHK
NXTM-LlenTpa 3a xemujy

Np Bragumup IMaBnosuh, penoBau mpodecop
XeMmujckor axkynreTra

Hp Cnob6oman MunocassbeBuh,
npocdecop emepuryc Xemujckor pakynrera
u gormcHu ywiad CAHY

JdaTtym on0paHe 10KTOpPCKe quUcepTanmje:



Towmosanu nyoauxyme,

Illpe neco wmo wnacmasumo, nodcemuhiemo ce Odewiagaroa u3 npouiie enuzode. Y
NpOWNOj enu300u Hawt jyHax, mpazajyhiu 3a majuom Hazeanom ,, Tpu cmpane OnesHo “, ycneo je
0a npebopodu cee npobreme u npenpexe, Ay jow Huje Ouo cmaeven Ha KOHAYHU mech.

YV enuzoou xoja cneou, npucycmeosalieme y30yhermuma u3z Hajpanuje npowiocmu
arcusoe ceema Ha semmu, oosewhemo Bac y epeme npe 400 munuona coouna. To nymogare cy
omoeyhunu u punancujcku nomoeau Munucmapcemeo nayke, kpo3s npojekme 172053 u 173038.

Osom npuauxom bux ucmaxao ceoje menmope 0p Berema Tewesuha u op Cnobooana
Maxaposa u nocebro um ce 3ax8anuo Ha 8eaUKOj u HeceOUUHOj nomohu Kojy cy mu npyxcaiu
mokom yenoxyntoe paoa. Ilpogecopxa Bramxa Bajc u npogh. op Cnobooan Munocaemwesuh cy
CBOjUM UCKYCBOM, 3HAFEM U 00OpOmomM 00bpuHenu 0a Hu Hajeeliu u3azosu He 6y0y mewKu u
Hecasnaousu. Keanumemy ose Ooucepmayuje, y muocome je Ooonpuneo npog. op Bradumup
Tasnosul, ca ceojum cmMpnAUSUM U NPEYUSHUM KOMEHMAPUMA, HA HeMy Cam MY 3aX6alaH.
bpojue uoeje u ouneme npucmusane cy 00 op Heana—Kyma Byukosuhia u nocmane cacmashu
deo ose Oucepmayuje. bez koneea ca odemerba 3a uHcmpymenmanny auaiusy. Op Hume
Toooposuh, Hanuye bajuh, bobana Apanhenosuha, op Hejana I'ohesya, /lejana Byuemuha, op
Upuc Bophesuh, mp Bopuca Manouha, op bopuca Ilejuna, op Hene bajy, mp Mupocrasa
Hosaxosuha, op Cueoice Tpugynoeuh, Jpacuye Ilasruuesuh, Hede Bophesuh, Mapujane
JKuexosuh, a noceobno 6e3 mp Muike Jaopanun u Mapune Tooocujesuh, ne 6u 6uno mocyhe
ocmeapuearse 08axgoe jednoz dyeopounoz yuma. Enexkmpodhopese, way memoode nomepoe
npomeurcke npupooe cekpema ypaouo je op Henao Munocasuh, na wemy my ce 060mM npuaukom
3axsamnyjem. Taxohe, 3axeamyjem ce ceum Koiecama ca (paxynmema, Ha capaorsi U pazmesarn).
Cepsucepuma uz [CIl-a u [Jpacowyoy — [llenemy Illlecmuliy osom npunuxom uspaxicagam
BEUKY 3AXBATHOCH HA 0OJUYHO] CApaOrbl MOKOM 0Y202 HU3d 200UHA.

C Opyee cmpane (napxa), 8pedHo cy paduie u nomaeane koieze ca Mncmumyma 3a
3oonoeujy Buonowkoe ¢axynmema: mnaou odoyenm — Op bojan Mumuh u cmydenmu
OOKMOPCKUX cmyouja, Koju cy noMo2iu y Hpuxynabary u udeHmuguxayuju mamepujana,
domoepaghucary, oucexyujama: /pacan Amnmuh, bojan Mnuh u Tamjana Cexynuh. Ceuma
FUMA Ce 08OM NPUTUKOM 3AXBAbY]EM.

Paspeonoj — Pyoscuyu Huxooujesuh, osom npuiuxom ce 3axeamyjem HA pa3eujarby
bY0asU npema Xxemuju Kao eKCnepumeHmainoj Hayyu.

C Opyee cmpane (llynasa), besepanuuny mybas, padocm 00 cysa, cpehy u noopuxy
NPUNCUTU CY MU MOju Hajmunuju, oeya u cynpyea. Taxohe, y nadu da hemo ceu Odouexamu
Fe20ge 200uHe, nocebHo Oux ce 3axsaniuo ceom deou, Muoopaey - Laxany b. I'auuhy, xoju mu
Jje y ocueomy Cyicuo u Cayxucu Kao GeuKy NoOCmpex 1 UHCRupayuja.

Ha xpajy, nomenyhy u JBVIE koje cmo uzeyounu, a o0 KOjux cam MHO20 HAYYUO:
npoghecopa op Paoa Maprosuha u acucmenma mp [ejana Boxosuha, napasuo u hanema,
Becenuna Paoyna Byjucuha, yosexa 6e3 koea ou ce , ljubaw " nucara maxo obuuno, 0ok je ¢
UM cée Ouno maxo Heobuuno. Ilowmere, 0obpomy, eedap O0yx u myOaA8 nNpema HCusomy

Hacueouo cam o0 rweead. Aymop



Nnentndukanuja ogdpamOeHux cyncTaHuu oaadpaHMX BpcCTa
cToHora u3 kJjaaca Diplopoda u Chilopoda (Arthropoda, Myriapoda)

Pe3ume:

Cyb6dunym Myriapoda mnpencraBba BeoMa 3Ha4yajHy TPYIy 3EMIBHIITHHX
3rjaaBkapa koja ce cacroju ox uderupu kiace: Chilopoda, Diplopoda, Pauropoda u
Symphyla. Jlocanamnma ucnuTuBama 0g0paMOCHUX CYTICTAHIU KOJ CTOHOTA MOTIaBUTO
cy Oumya Be3aHa ca mpeactaBHuKe kiace Diplopoda, kao HajOpojHUjUX CTOHOTA, JOK CY
nojanmM 3a ocraige kiace Myriapoda Beoma ockyaHu. ['eHepanHO, docamalImbH
pe3yJaTaT Cy MoKa3ajau BEJIUKY Pa3HOBPCHOCT OJJ0paMOCHHX jeINbCHha KOja MOTY OUTH
racoBUTE CYICTaHIlE, TNOMyT IMjaHOBOJAOHWKA, all H apOMaTU4YHA [eAUCHA,
QJIKAJIONU]IH, TIa YaK ¥ MPOTCHHH.

Y okBUpY OBe AucepTalyje HCIUTHBAaH je cacTaB o0J0paMOEHUX CeKpeTa
netHaect Bpcta Diplopoda m mect Bpcra Chilopoda y3 momoh caBpeMeHnx
MHCTPYMEHTAIHUX MeToja, Mehy kojuma cy GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS i NMR ('H
1 °C NMR, COSY, NOESY, DOSY, HSQC, HMBC, "N HSQC u "N HMBC).
[IpoTenHCcKH €0 CEKpeTa je aHATU3UPaH eIEKTPOPOPE30M.

AHanmu3upaHe JOUIUIONIONHE Bpcre mpumanajy  peaoBuma  Callipodida,
Polydesmida, Polyzoniida, Julida u Glomerida. U3 pena Callipodida ananusupane cy
nBe Bpcte Apfelbeckia insculpta w Callipodella fasciata. Obe Bpcre mupuUmNamajy
damunuju Schizopetalidae u y ondpambenom cekpery canpke napa—kpeson (D2) kao
IJIaBHO 070paMOeHo jeaumene, a henon (D1) u napa—etun penon (D3) y Tparopuma.
N3 pena Polydesmida anammsupan je ogOpamOeHu cekper detupu Bpcre: Polydesmus
complanatus, Brachydesmus avalae, B. dadayii u B. troglobius v uneatuduxoano je 9
onopambenux jenmema (D4-D12). Cee wuetnpu BpcTe mnNpunanajy GamMuinju
Polydesmidae. U3 pena Polyzoniida anamm3upanu je oa0pamOeHM CEKpeT BpcTe
Polyzonium germanicum uuju apean o0yxsata u npocrop bankanckor nomyoctpsa. Ca
XEMOEKOJIONIKOT acleKTa OBa BPCTa j€ MHTEpPECaHTHA jep Kao oa0paMOeHa jeIumberha
NPOM3BOJM HEKOJIMKO alikajouaa. I'JaBHO of0pamMOEHO jenumeme je MOIM30HUMHUH
(D13), 10K cy y ceKkpeTy perucTpoBaHu W criuponuponu3uaua O—meruiokcum (D14),
HutpornonuzoHamMuH (D15), ka0 U HOBO jenumeme, 7—aleTOKCH—HUTPONOIM30HAMUH
(D16). U3 pena Julida ucnutuBaHo je yKymHO IIECT BPCTa KOje MpUIanajy pamuimju
Julidae: Julus terrestris, Cylindroiulus boleti, Leptoiulus trilineatus, Megaphyllum
bosniense, M. austriacum u M. unilineatum. YKynmHO je¢ MACHTH(UKOBAHO TPHUHAECT

6enzoxuHoHCKUX aepuBata D17-29. Ilopen XWHOHCKMX JaepuBara y oa0pamMOeHUM



CEeKpeTHMa MCIUTUBAHUX BpPCTa jyluja MpoHaleHe cy M HEXWHOHCKE KOMIIOHEHTE Kao

mTo Cy 6YTI/IJ'I— N XCKCUJI-CCTPU MACHUX KUCCJIMHA.
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R1:CH3 RZZOH R3:H D19 R1=CH3 R2=H R3=OCH3 D24
R1=CH3 R2=OCH3 R3=H D20 R1=OCH3 R2=OCH3 R3=H D25
R1=OCH3 R2=OCH3 R3=H D22 R1=OCH3 R2=CH3 R3=H D28
R1=OCH3 R2=OCH3 R3=CH3 D27 R1=OCH3 R2=OCH3 R3=CH3 D29

Hoenmudghurxosane oobpamobene cyncmanye koo Diplopoda u3z pedosa:

Callipodida, Polydesmida, Polyzoniida, Julida u Glomerida.

N3 pema Glomerida wcriutuBane cy naBe Bpcre u T0: Glomeris klugii w
Onychoglomeris herzegowinensis. 3aMUMJbUBO je TIOMeHYTH 1a je O. herzegowinensis
jenwHa BpcTa Koja je aHanm3upana u3 30upke MHctHTyTa 3a 300510THjy BHOMOMIKOT
dakyntera YHuBepsurera y beorpamy, 3aTo mTO HUICMO MOIJIH Jia A0hHEMO JIO YKHBOT
Mmatepujana. M3 onOpambGenor cekpera G. klugii MaeHTU(UKOBAHU Cy aTKaJIOUIA
rinomepuH (D30) u xomormomepud (D31), 10k cy aHATM30M MPOTEHHCKOT Jiejia CeKpeTa
y3 nomoh enekrpodopese pa3aBojeHa 1Ba MPOTEHHA Ca MOJIEKYJICKHM Macama Of OKO
20 kDa u oko 116 kDa. Qucexkuujom ondpambenux sxiie3na u3z O. herzegowinensis y
npeIMMUHAapHUM  O0O0jeHMM TeCTOBMMa TOTBp)EHO je MpPUCYCTBO TPOTEHHCKE
KOMITOHEHTE, JIOK j€ KOJMYMHA PACTBOPEHUX MPOTEHHA OWia HEIOBOJbHA 3a JTOOHjame

KBAJIUTETHOT eNeKTpodoperpama.
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Ha ocHoBy pe3ynTaTta oBe AucepTalrje MOTBPHEHO j€ MOCTOjamke 1MjaHOTeHE3e
kox Polydesmida. Takole je moTBpheHo na ce Kaaumoauae MOTy CBPCTATH Y KPEe30JHY
KJIaJly CTOHOTA, jJyJIujie Y XMHOHCKY KIJIay, a TIOJHM30HUIC U TJIOMEPHIIE Y ATKAIOUIHY
KJIaJly CTOHOTA.

AHanu3upaHe XWIONOJHE BpCTe mpumnanajy pemosuma Lithobiomorpha,
Scolopendromorpha u Geophilomorpha. Hamm pesyntatu nmoTBpamim ¢y OACYCTBO
o10paMOEHUX CYIICTAHIM KOJ JBE aHanu3upane Bpcre Eupolybothrus transsylvanicus
(Lithobiomorpha, Lithobiidae) u Cryptops parisi (Scolopendromorpha, Cryptopidae).

Y opbOpamOeHMM cekpeTUMa TpPH BPCTE CTOHOTa KOje TMpHUManajy pemy
Geophilomorpha (Strigamia crassipes, Clinopodes flavidus v Himantarium gabrielis)
UICHTU(PHUKOBAHO je yKymHO 13 jenumema: mujanoBononuk (H1), 2—merunmenTaHcka
kucennna (H2), 6enzannexun (H3), 6enzoun—uurpun (H4), 6ensun—uutpun (HS), 2—
MmeTmiokrancka kucenuna (H6), merun—2—denmn—anerar (H7), mangenonurpun (HS),
manaenonutpui—oenzoar (H9), 3,7,60-tpumerunryanud (H10), (92)—euko3zen—1—on
(H11), dbapuesun 2,3—muxunpodapuesoar (H12) u papuesnn—papuesoar (H13). Bpcra
H. gabrielis mopen ucnap/bUBOT Jieia MPOU3BOIM M MPOTCHHCKU JICO CEKPETa HAIIUK

JIETIKY, ca JOMUHAaHTHUM NIPOTENHOM MOJIEKYJICKe Mace oko 55 kDa.

o H—C=N Ox R
R/\/\HJ\OH H1
R=H  H2 Ris e
R=n-Pr H6
R=H H3
~ R=CN  H4
o)
/
NZ NN
)\ | /> Ry=H R,= CN H5
HN N N R1=H R2= COOCH3 H7
R1 =0OH R2= CN H8
R4=CgHsCOO Ry= CN H9
H10
= OH
H11
0
A A A OW\)\
H12
0
N N NNy NF = =
H13

Hoeumugpuxosane oobpambene cyncmanye koo Chilopoda uz peoa Geophilomorpha.
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YerBpTa MCUTHBaHA BpCTa U3 OBOT pena je Henia illyrica, (Geophilomorpha,
Dignathodontidae). Kon oBe Bpcte Hucy mponal)eHa Jako HcMapJbuBa jelumbemna, Beh
NPOTEWHCKH JIe0 CEKpeTa HaJMK JIETKy. Pe3ynTatu enexTpodopese pa3iuKoBaIU Cy ce
Ol paHHWje NOOWjeHUX TMojJaTaka 3a CECTPUHCKY BpcTty H. vesuviana, a Takohe cy
npuMeheHe WHTEPIIOMyJIallMOHe pa3iiKe y TPOTEMHCKUM TpoduinMa y3opaka ca
Pa3IMYUTUX JIOKAIUTETA.

VY HamuMm pagoBuMa TOTBpheHO je ociobaljame TacOBUTOT IHjaHOBOJIOHHKA,
MOCT—CEKTPETCKOM peakiujoM u3Mel)y MaHAETOHUTpHIA U OCH30WJI-HUTpUIA, MPHU
YeMy HacTaje MaHJICIOHUTpUI—OeH30aT. JemaH o TOTCHIHUjaTHO 3aHUMJBUBHUX
pe3ynTaTta MoXke OUTH M JOKa3uBame 1rjaHoBoioHIKa NMR—om (8 'H 3,71, 6 Bc 108
1 & "N Ha 258,7 ppm) Koju ce 0CI0BGOLHO Y OBOj PEAKIHjU M PACTBOPAO Y XJIAJHOM
neytepoxinopodopmy y NMR kuBeTH.

OBOM KOMITJICKCHOM CTY/I{jOM j& aHAJTM3UPAHO MMETHASCT AUILIOTIOHUX M IIECT
XWIONMOJHUX TakKcoHa. Y IWJby JoOHWjama IITO pPEMpe3eHTAaTUBHUJUX pe3yirara
aHam3oM je oOyxBaheH 3HawajaH Opoj BpPCTa CTOHOTA W3 PA3IUYHTHX POJOBA U
dbamunuja, anu U BUIIE BPCTa U3 UCTUX POJIOBA, V IHJbY YTBphHUBama WUHTEPCIELH]jCKE
pasnmke y cacraBy cekpera. Takole cy aHanmM3upaHW M TMPOTEUHCKHU JIEIOBH CEKpeTa
KOJI CBUX BpCTa KOj€ Cy MMalie Ty BPCTy 3amTute. JJoOujeHn pe3yaTaTtu cy MHOHUPCKU
KOpalll y XEMHjCKOj €KOJOTHjH KHBOTHIA Ha moapy4djy bamkana, amu cy Takohe
JOTIPUHENN W aKTyeNIu3alliju TeMaTuKe Koja je Ouiia y cTarHaluju YUTaBUX HEKOIUKO
NETICHH]a, TIpe CBera, KoJ Xmionoaa. HeomxoaHo 6u 6mito ma ce y OyayhHocTH HAacTaBu
ca eKCTEH3WBHMM M WHTEH3MBHHMM CTyJAHMjaMa y OBOj OOJIacTH, TMpe CBera y LUJbY
neduHUCama YI0re HOBUX JeIUbCHhA y CI0KEHIM HMHTEpaKIjaMa n3Mel)y opranuzama
U BbUXOBE NOTEHIMjaIHe IPUMEHE, Ka0 U pacBeT/haBaba OMOCHHTHYKOT MIOPEKIa U Be3a

u3Mel)y jenmeha KoJl CTOHOTa U IPYTUX TpyTa 3riaBKapa.

Kibyune peum: cronore, Diplopoda, Chilopoda, onbpambena jemumema, NMR,
GC-MS u LC-ESI-MS, 111jaHOBOJOHUK, XUHOHH, aJIKAJIONIU, TPOTECHHH

Hayuna o0aact: Xemuja

¥Yika HaydHa o0JacT: OpraHcka xemuja

YIK: 547
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Identification of defensive substances from selected species of
myriapod classes Diplopoda and Chilopoda (Arthropoda, Myriapoda)
Abstract:

The aims of this dissertation were to the identify the chemical composition of the
defensive fluids in some representatives of the classes Diplopoda and Chilopoda
(Myriapoda); to compare the results with those of previously analyzed relatives; to test
possibly interspecific and intergeneric differences in composition of defensive secretion
in millipedes and centipedes; and to analyze protein part of secretions.

This dissertation contains eight additinal chapters: Uvod (Introduction), Opsti
deo (General prat), Nasi radovi (Results and Discussion), Eksperimentalni deo
(Experimental Part), Zakljucak (Concusions), Literatura (References), Indeks pojmova
(Index), and Biografija (Biography). The dissertation is written in Serbian with
exception of this chapter, but with quite a few of chemical formulas, spectra, and Latin
names that could be also understandable for non Balkan chemists and ecologists.

General part includes the most important defensive chemicals in phylum
Arthropoda sorted by functional groups and classes (cyanogenetic compounds, organic
acids and related compounds, quinones and hydroquinones, terpens and steroids,
alkaloids and related compounds).

Modern instrumental methods such as GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS and NMR
('"H and C NMR, COSY, NOESY, DOSY, HSQC, HMBC, "N HSQC and "N
HMBC) were used to identify defensive compounds from 15 millipedes and 6
centipedes species. Protein part of secretions was analysed by electrophoresis.

The analysed Diplopoda species belong to orders Callipodida, Polydesmida,
Polyzoniida, Julida, and Glomerida.

Defensive secretions from two Callipodida species (Apfelbeckia insculpta and
Callipodella fasciata) were analysed. Both species belong to family Schizopetalidae and
contain p—cresol (D2) as main defensive compound, phenol (D1) and p—ethylphenol
(D3) in traces.

Defensive secretions from four Polydesmida species (Polydesmus complanatus,
Brachydesmus avalae, B. dadayi, and B. troglobius) were analysed. All species belong
to family Polydesmidae and contain cyanogenic compouds as defence, i. e. hydrogen

cyanide (D12), benzaldehyde (D4), benzyl alcohol (D5), benzoyl nitrile (D6), benzoic



acid (D8), mandelonitrile (D10), and mandelonitrile benzoate (D11). Becides these

compounds there were two aromatic ketones D7 and D9.
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R=H D1 R=H D4 R=0OH D5 R=H D10
R=CHs; D2 R=CN D6 R=Ac D7 R=C6H5CO D11
R=CH,CH, D3 R=OH D8 R=CHsCH,CO D9
O
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H f}l \ H NO, N
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| R N~ "R
N N N |
R=H D15 R=CHj; D30
D13 D14 R=OAc D16 R=CH3CH, D31
(0] OH OH
R CHs R,
R3 Ro 0 Rs Rz
O O\/ OH
Ry=H R,=H Ry=H D17 D26 Ry=H R,=H Ry=H D21
R1:CH3 R2:H R3:H D18 R1=CH3 R2=H R3=H D23
R1=CH3 R2=OH R3=H D19 R1=CH3 R2=H R3=OCH3 D24
R1=CH3 R2=OCH3 R3=H D20 R1=OCH3 R2=OCH3 R3=H D25
R1=OCH3 R2=OCH3 R3=H D22 R1=OCH3 R2=CH3 R3=H D28
R;=OCH; R,=OCH; R,=CH, D27 R=OCH; R,=OCH; Rs=CH; D29

Defensive compounds identified from Diplopoda species belong to orders:

Callipodida, Polydesmida, Polyzoniida, Julida and Glomerida.

Polyzonium germanicum belongs to the order Polyzoniida and family
Polyzoniidae, inhabiting vast area in Europe, as well as in the Balkan Peninsula.
Defensive secretion contains very interesting alkaloids. The main compound was
polyzonimine (D13) and the minor compounds were spiropyrrolizidine O—-methyloxime
(D14), nitropolyzonamine (D5), and new tentatively identified 7-acetoxy—
nitropolyzonamine (D16).

Defensive secretions from six species of family Julidae and order Julida (Julus
terrestris, Cylindroiulus boleti, Leptoiulus trilineatus, Megaphyllum bosniense,
M. austriacum, and M. unilineatum) was chemicaly analysed. In total 13 quinone
derivatives were identified: 1,4-benzoquinone (D17), 2—methyl-1,4-benzoquinone

(D18), 2-hydroxy—3-methyl-1,4-benzoquinone (D19), 2-methoxy—3—methyl-1,4—

Vi



benzoquinone (D20), hydroquinone (D21), 2,3—dimethoxy—1,4-benzoquinone (D22),
2-methylhidroquinon  (D23), 2-methoxy—5-methylhydroquinone (D24), 2,3—
methoxyhydroquinone (D25), 2-methyl-3,4-methylenedioxyphenol (D26), 2,3—
dimethoxy—5-methyl-1,4-benzoquinone (D27), 2-methoxy—3—methylhydroquinone
(D28), and 2,3—dimethoxy—5—methylhydroquinone (D29). In addition, non quinone
derivatives were identified as butyl and hexyl esters of fatty acids.

The analysis of two species from the order Glomerida (Glomeris klugii and
Onychoglomeris herzegowinensis) revealed glomerin (D30) and homoglomerin (D31) in
the volatile part of defensive secretion of G. klugii. In the protein part of secretion, two
proteins with molecular weight around 20 kDa and one with molecular weight of 116
kDa were identified. Proteins were also detected in defensive glands of O.
herzegowinensis by the preliminary colour test, but there was not enough material for
electrophoresis.

The analysed Chilopoda species belong to orders Lithobiomorpha,
Scolopendromorpha, and Geophilomorpha. Defensive compounds from Eupolybothrus
transsylvanicus (Lithobiomorpha, Lithobiidae) and Cryptops parisi
(Scolopendromorpha, Cryptopidae) could not be detected.

Four species from order Geophilomorpha were also analysed. Defensive
secretion of Strigamia crassipes (family Linotaeniidae) afforded three cyanogenic
compounds: hydrogen cyanide (H1), benzaldehyde (H3), and benzoyl nitrile (H4), and
non cyanogenic eicosenol (H11) and four cholesterol derivatives. Defensive secretion of
Henia illyrica (family Dignathodontidae) contained protein part. Glue-like secretions
from two different sites were analysed by electrophoresis. The results show diferenses
in protein composition, and were different in comarison with those of secretion from H.
vesuviana described in literature. Defensive secretion of Clinopodes flavidus
(Geophilomorpha, Geophilidae) contains three cyanogenic compounds (H1, H3 and
H4) and three non cyanogenic compounds: 2-methylpentanoic acid (H2),

2-methyloctanoic acid (H6), and aromatic ester methyl-2—phenylacetate (H7).
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Defensive compounds identified from Chilopoda species belong to order
Geophilomorpha.

In defensive secretion of Himantarium gabrielis (Geophilomorpha,
Himantariidae) were identified nine cyanogenic and non cyanogenic compounds:
hydrogen cyanide (H1), benzaldehyde (H3), benzoyl-nitrile (H4), benzyl-nitrile (HS),
mandelonitrile (H8), mandelonitrile-benzoate (H9), 3,7,60—trimethylguanine (H10),
farnesyl 2,3—dihydrofarnesoate (H12), and farnesyl-farnesoate (H13). Post secretion
release of cyanide by reaction of mandelonitrile and benzoyl-nitrile was observed by
the NMR. The NMR signals of all three atoms from hydrogen cyanide were identified
(8 '"H 3.71 ppm, & °C 108 ppm, and & '°N 258.7 ppm) in the in situ experiments carried
out in the NMR tube in cold deuterochloroform. In addition, there was protein part of

secretion with major 55 kDa protein.
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GC-MS and LC-ESI-MS, hydrogen cyanide, quinones, alkaloids, proteins
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UvOD

Cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje obrambenih supstanci kod
izabranih predstavnika klasa Diplopoda i Chilopoda koje naseljavaju teritoriju
Balkanskog poluostrva. Ovo su prvi rezultati saradnje Centra za instrumentalnu analizu
IHTM—-a 1 Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu sa jedne strane (grupa
profesora Milosavljevi¢a), 1 Instituta za zoologiju BioloSkog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, sa druge strane (grupa profesora Makarova).

Opsti deo ovog rada obuhvata pregled odbrambenih supstanci kod zglavkara
(filum Arthropoda) razvrstanih po klasama hemijskih jedinjenja. Takode, opsti deo
sadrzi 1 kratke opise osnovnih obelezja filuma Arthropoda, subfiluma Myriapoda,
odnosno klasa Diplopoda i Chilopoda, kao i prikaz analiziranih vrsta stonoga.

U poglavlju Nasi radovi opisana je identifikacija odbrambenih supstanci kod 21
vrste stonoga koje pripadaju klasama Diplopoda i Chilopoda. Pored najc¢esce koriséene
kombinovane GC-MS tehnike za identifikaciju nepoznatih jedinjenja upotrebljene su
najsavremenije strukturne metode medu kojima su vazno mesto zauzele NMR tehnike
kao §to su "N HSQC i HMBC, ali i DOSY. Svi dobijeni rezultati su uporedeni sa
dosadasnjim dostignu¢ima i prodiskutovani.

Eksperimentalni deo obuhvata detaljne opise nacina ¢uvanja jedinki, pripreme
uzoraka za razliCite analize, ali i parametre instrumentalnih tehnika koriS¢enih u
eksperimentalnom radu. U ovom poglavlju prikazani su spektralni podaci jedinjenja i
postupak pravljenja biblioteke masenih spektara elektronske jonizacije koja je nastala na
osnovu identifikacije odbrambenih jedinjenja 1 njihovih TMS—derivata.

Na kraju disertacije nalazi se poglavlje Zaklju¢ak u kome je dat prikaz
najvaznijih dostignuca ove disertacije.

Za lakse pracenje elektronske verzije teze koris¢eni su mnogobrojni linkovi (koji
se pojavljuju uz kombinaciju tastera CTRL i levog klika) ka danas najznacajnijim
slobodnim internet enciklopedijama, dok je za papirnu verziju znacajno postojanje

poglavlja Indeks pojmova.
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,What we know already about 1insect chemistry 1is
tantalizing, but there can be no question that the best 1is
yet to come. Only a tiny percentage of insects have so far
been subject to even the most cursory chemical study. There
is no telling what, in the line of molecular novelty and
chemical-ecological ingenuity, the remainder might have to
offer.”

JERROLD MEINWALD i THOMAS EISNER



1.1. Hemijska odbrana kod Arthropoda

1.1.1. Opste karakteristike Arthropoda

Zglavkari (Arthropoda, od grckih reci apBpov (artron), Sto znaci ¢lanak 1 m0d0¢
(podos), Sto zna¢i noga) su filum Zivotinjskog carstva koji poseduje egzoskelet i

- 1
segmentisano telo .

Protozoa

5
13 6 Porifera (sponges)
7 Cnidaria (jellyfish, corals, etc.)
8 Platyhelminthes (flatworms)
2 9 Nematoda (roundworms)
@ 10 Annelida (earthworms, leeches, etc.)

vl g 11 Mollusca (snails, bivalves, octopus, etc.)

7
Hesow & I Jg 12 Echinodermata (starfish, sea urchins, etc.)
8 @ W¥ @\ﬁ @ 13 Insecta
12156 14

Non-insect Arthropoda
15 Pisces (fish)

1 Prokaryotes 16 Amphibia (frogs, salamanders, etc.)
2 Fungi 17 Reptilia (snakes, lizards, turtles)

3 Algae 18 Aves (birds)

4 Plantae (multicellular plants) 19 Mammalia (mammals)

Slika 1.1. Brojnost vrsta na svetu. Diverzitet vrsta odreduje veli¢inu jedinke. Reprodukovano iz rada
After Wheeler Annals of the Entomological Society of America 1990 (83) 91-97.
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Zglavkari, prema trenutno raspolozivim podacima, uklju¢uju preko milion
opisanih vrsta, Sto predstavlja oko 80% svih opisanih Zivotinjskih vrsta, odnosno po
nekim procenama vise od dve tre¢ine svih vrsta Zivotinja na Zemlji*®. VeliGina
pojedinacnih jedinki prikazanih na sl. 1.1. proporcionalna je broju opisanih taksona koje
te jedinke predstavljaju. Artropode su prikazane kao insekti (13) i kao ostale artropode
(14).

Zglavkari su svrstani u nekoliko subfiluma: Chelicerata, Myriapoda, Crustacea 1
Hexapoda'. Predstavnici subfiluma Chelicerata ukljutuju veéi broj redova, kao $to su
Opiliones, Pseudoscorpiones, Scorpiones, Solifugae, Amblypygi, Araneae, Palpigradi,
Uropygi, kao i infraklasu Acari. Myriapoda se dele u Cetiri klase: Chilopoda, Diplopoda,
Pauropoda 1 Symphyla. Crustacea ukljucuju klase Branchiopoda, Malacostraca,
Maxillopoda i Ostracoda. Najraznovrsnija grupa zglavkara je svrstana u subfilum
Hexapoda koji ukljucuje klase Entognatha i Insecta.

Najznacajnije karakteristike zglavkara su bilateralna simetrija, segmentiranost
tela, tvrdi egzoskelet, clankovitost ekstremiteta i vec¢i broj nogu za hodanje. Bilateralna
simetrija se naj¢eS¢e svodi na uzduznu simetriju gde su leva i desna strana tela
identi¢ne, odnosno ponasaju se kao predmet i lik u ogledalu. Telo svih zglavkara je,
makar u nekom stupnju razvoja,

sastavljeno iz segmenata. NajceS¢e su CH3

segmenti grupisani u vece celine, kao na
primer abdomen ili cefalotoraks. ) /m s
Vazna karakteristika zglavkara je

1 tvrdi egzoskelet, koji daje potporu telu

B CH3 dn
umesto kostiju. Egzoskelet je sastavljen

od hitina, koji je u stvari dugolanani Slika 1.2. Struktura hitina prikazana uz pomo¢

. . . dve N-acetilglukozaminske jedinice povezane
polimer N-acetilglukozamina (sl. 1.2.). p-14-glikozidnom vezom, koje se ponavljaju u

.. . . nizu.
Neziva kutikula se kod artropoda ponasa
kao oklop ,8iven po meri®, jer nastaje
kao proizvod ,,koze“ koji kasnije ofvrsne u ,,zastitno odelo“. Egzoskelet ima nekoliko
svojih funkcija medu kojima su najznacajnije zastitna uloga i sprecavanje dehidratacije.
Sa druge strane, kruta struktura hitinske kutikule ne dozvoljava joj da raste zajedno sa

jedinkom, tako da je jedinka odbacuje i pravi novu ,,za broj vecu*.
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Postojanje egzoskeleta moze da predstavlja problem artropodama, pre svega
kako sa tako krutim oklopom pokretati noge? Evolutivho ovaj problem je reSen
postojanjem clankovitih ekstremiteta. Ovakvi ekstremiteti se ponaSaju kao mehanicke

Sarke, dok ih pokreéu misSici

Senzorska koji su povezani
funkciia

Odbranmbena egzoskeletom sa obe strane
funkciia
Clanka.

Za ishranu Prve artropode su imale
mnogo segmenata sa po
jednim parom nogu na

Za kretanje svakom od njih. Danasnje
artropode  su  generalno
zadrzale veci broj segmenata,

2z Pl ali je znacajan broj artropoda
kompletno izgubio noge na

nekim segmentima. Takode,

Slika 1.3. Pogled sa ventralne strane na ekstremitete re¢nog raka

neki ekstremiteti su evoluirali
i prikaz njihovih razlli¢itih funkcija.

u nove strukture; re¢ni rak, na

primer, ima specijalizovane ekstremitete za pojedine funkcije (sl. 1.3.).

1.1.2. Tipovi odbrana kod zglavkara

Razli¢ite vrste zglavkara razvile su mnogo razliitih nafina kako bi izbegle
potencijalne predatore. Velika brzina kretanja za mnoge artropode je prvi nacin zastite,
bilo da lete ili da trée. Bubasvabe, na primer, imaju neverovatnu brzinu reagovanja na
opasnost. One su u stanju da uz pomo¢ senzitivnih seta, koje predstavljaju mehanicke
receptore, detektuju promenu vazdusnog pritiska koju proizvode predmeti koji se brzo
kre¢u. Nervni impulsi ovih receptora se prenose kroz neurone brzinom od tri metra u
sekundi 1 stizu sve do grudne ganglije koja izaziva reakciju pokretanja nogu u roku od
neverovatnih 50 milisekundi od nadrazaja.

Neke vrste moljaca iz familije Arctiidae mogu da detektuju ultrazvucnu

aktivnost slepih miSeva i tako im odrede polozaj. Ako je ultrazvuk koji slepi miSevi



OPSTI DEO

proizvode veoma slab, moljci se polako udaljavaju, medutim, ¢im se ultrazvucna
aktivnost pojaca, moljci prave manevar propadanja u stilu pilota borbenih aviona i tako
se spaSavaju. Dalje, bubaSvabe sa Madagaskara imaju sposobnost da SiSte kada su
napadnute. Neki taksoni se sakrivaju od predatora ¢vrsto se drzeéi za stablo ili list,
potpuno prkose¢i gravitaciji. Mnoge vrste zglavkara se prilikom napada sklupcéaju u
loptu 1 Stite se sopstvenim tvrdim egzoskeletom i/ili hemijskom zaStitom. Tvrdi
egzoskelet predstavlja zna¢ajnu mehanicku zastitu od predatora i parazita kod vecine
zglavkara. Bodlje, ¢ekinje i dlake takode su odli¢ne u mehanickoj zastiti od grabljivaca i
parazita, jer usta puna dlaka i bodlji mogu predstavljati veoma neprijatno iskustvo za
predatora.

U situaciji kada su uhvacéene za ekstremitete, neke vrste insekata u stanju su da
polome nogu izmedu dva &lanka i na taj nacin se oslobode predatora’. Gubitak jednog
dela ekstremiteta obi¢no ne predstavlja veliki hendikep za ove vrste, pre svega zbog
veceg broja ekstremiteta, ali 1 zbog toga Sto se nedostajuci deo regeneriSe u narednim
presvlacenjima.

Neke vrste zglavkara zive u velikim kolonijama odakle izlaze veoma retko, dok

su neki ¢lanovi kolonije evoluirali u pravcu formiranja masivnih mandibula koje sluze u

odbrani drugih ¢lanova kolonije (recimo kod termita).

Slika 1.4. Kripti¢na zastita: jedinka kamufliranog moljca u gomili opalog lis¢a (levo) i ista fotografija
nakon racunarskog uklanjanja svih listova (desno).

Pored navedenih nacina odbrane, postoje i razni oblici skrivanja kako jedinka ne

bi bila uocljiva predatorima. Ovi vidovi zastite podrazumevaju specifi¢an oblik i boju

* . . ..
Ovaj fenomen se naziva autotomija.
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tela 1 mozemo ih podeliti u nekoliko grupa: kripticna zastita, aposematska zastita i
mimikrija.

Kripti¢ni nacin Zivota predstavlja prilagodavanje taksona na Zivot u odredenom
staniStu, ne samo po boji nego i po obliku tela (sl. 1.4.). Adaptacija na specifi¢na
staniSta je Cesto korelisana i sa smanjenom vagilnos$¢u, jer su kripticne forme pri

eventualnoj migraciji iz staniSta veoma osetljive na napad predatora.

Slika 1.5. Aposematska zastita i mimikrija: jedinke monarh leptira (levo) i mimikricne vrste Limenitis
archippus (desno).

Aposematska obojenost (sl. 1.5.) podrazumeva prisustvo jarkih boja na telu
zivotinje koje najCeSée ukazuju da takva jedinka poseduje neki od hemijskih
mehanizama zastite, pa jarke boje sluze da predatori dobro zapamte eventualni susret sa
plenom kako ih ponovo ne bi napadali.

Mimikrija predstavlja nacin imitiranja neke druge vrste zarad licne zastite od
predatora. Tako, na primer, jedinke monarh leptira su jarko obojene i veoma neukusne®,
dok jedinke vrste Limenitis archippus (Cramer 1776), iako ukusne, izbegavaju predatore
tako $to veoma li¢e na neukusne rodake (sl. 1.5.). Ovakav vid mimikrije je dobio naziv
Bejtsova mimikrija, po nauéniku koji je otkrio navedeni fenomen. U mimikriju bi
spadali 1 razli¢iti vidovi pretvaranja. Recimo, jedinke u nekom od svojih stadijuma
koriste pigmentaciju na telu da bi imitirale izgled drugih Zivotinja kako bi uplasile
napadace.

Na sl. 1.6. prikazana je vrsta leptira iz Severne Amerike Automeris io (Fabricius
1775) koja koristi izgled sovinog lica 1 krupnih ociju koji pri naglom otvaranju krila

plaSe potencijalne napadace.
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Slika 1.6. Mimikrija: jedinka Automeris io pre uznemiravanja (levo). Tokom uznemiravanja jedinka
§iri krila 1 imitira razrogacene sovine oci koje u trenutku plase predatora (desno). Reprodukovano iz
knjige: Eisner T., Eisner M., Siegler M., (2005) Secret weapons: defenses of insects, spiders, scorpions,
and other many—legged creatures.

Sli¢no se ponaSaju i larve leptira Papilio troilus (Linnaeus 1758) koje imaju
lazne oc¢i i izgled koji podseca na glavu zmije. Postoje i drugi vidovi mimikrije, kao na

primer, Milerova'

mimikrija, kod koje ve¢i broj vrsta deli sli¢nu obojenost, tako da
predatori izbegavaju sve vrste, a korist je veca Sto je veci broj vrsta koji se ,,predstavlja®
na taj nacin.

Zglavkari poseduju veliki arsenal hemijskog oruzja protiv njihovih neprijatelja.
U nekim slucajevima, jedinke same proizvode supstance koje mogu biti i neprijatnog
ukusa 1 veoma otrovne. U drugim slu€ajevima, otrovne supstance se unose u organizam
pretezno putem ishrane, uglavnom iz biljaka. Neka od tih jedinjenja se naknadno
modifikuju, dok se druga direktno Salju u limfu ili u odgovarajuca tkiva. Kada su
napadnute ili uznemirene jedinke emituju odbrambene supstance tako Sto ih ispustaju na
povrsinu tela kroz odbrambene Zlezde u vazduh kao isparljivi sekret ili kao otrovan
sprej kojeg direktno ispaljuju u pravcu napadac¢a. Odbrambene supstance deluju na
jedan od Ccetiri nacina: repelentno, iritantno, lepljivo i neprijatno (prouzrokuju bol).
Neprijatan miris ili ukus su naj¢es¢e dovoljni da obeshrabre, odnosno odbiju predatore.
Jedinke koje poseduju sposobnost lu¢enja odbrambenih supstanci najéesce imaju
egzokrine Zlezde duz toraksa ili abdomena.

Supstance koje imaju iritantno dejstvo primoravaju predatore da se momentalno

briSu i sklanjaju sekret sa delova tela, Sto Zrtvama daje vremena za bekstvo. Jedan od

" Henry Walter Bates
T Johann Friedrich Theodor Miiller
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nacina oslobadanja ovakvih jedinjenja je da one prvo dospevaju u krv i da se izlucuju u
procesu krvarenja.

Razne vrste sekreta su prili€no lepljive supstance, koje sluze da fizicki zadrze
neprijatelja na odstojanju. Najcesce se ovakvi sekreti sastoje od proteina.

Larve moljca Automeris io (odrasla jedinka prikazana na sl. 1.6.) u stanju su da
proizvedu veoma bolnu i neprijatnu reakciju. Ove jedinke poseduju cekinje koje
ispustaju odbrambene supstance direktno na kozu predatora. U takvim slucajevima
opekotine 1 iritacije na kozi traju 1 po nekoliko Casova. Pcele 1 ose ispuStaju otrov uz
pomo¢ zaoke. Ovi otrovi su visekomponentne smese proteina i amino kiselina, koje ne

sluze samo da proizvedu bol kod napadaca, ve¢ su ujedno i1 okidaci alergijskih reakcija.
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1.1.3. Odbrambene supstance zglavkara

Kao S§to je istaknuto u prethodnom odeljku, najbrojniji filum na svetu ima
ocekivano i veoma raznoliku hemijsku zastitu. Ovo su neki od primera hemijskog

oruzja kod zglavkara (sl. 1.7.):

H—C=N HO ]///N H 0
Cijanovodonik OH

_A_ Mandelonitril ~ Salicilaldehid Adalinin

\\\\
Lavandulol HOHZC
[ a-Nekrodol ]
Tetraponerln 6 H (j\/\/\/\/\

trans-2 Metil-6-nonilpiperidin

Kokinelin H|perasp|n
H
N o H NO,
NH, £~ 0
% ©/\/ % !
\\O CHj _

Karminska kiselina

Eufokokinin 2-Feniletanamin Kantaridin Mirmikarin 215A Nitropolizonamin
OH 0] 0
A H20, N
m ©/Vodonik peroksid (:f:J\ |
N | N
OH
Hinolin 2-Metilhidrohinon 1,4-Benzohinon Glomerin Polizonimin
HCOOH
J— Mravlja kiselina CH3;COOH
3 O OH Sir¢etna kiselina
o K ; Kalotropin
Monokrotalin Intermedin p-Krezol B
0 NH
P g e
: H H N
2 NH
HO o CONH, Argiopin (ARG 636) 2

Slika 1.7. Izabrane strukture odbrambenih jedinjenja zglavkara
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1.1.3.1. Cijanovodonik i srodna jedinjenja u odbrambenim sekretima zglavkara

Cijanogeneza je proces nastanka cijanovodonika (HCN) u zivim sistemima.
Ovaj proces se javlja kod razliitih zglavkara, izmedu ostalih kod hilopodnih 1
diplopodnih stonoga, koleoptera (Coleoptera), stenica (Hemiptera) 1 leptira
(Lepidoptera). Cijanovodonik je izuzetno otrovan gas i kao takav je odli¢na odbrambena
supstanca. Njegova toksi¢nost ga svrstava medu hemijsko oruzje u grupu krvnih otrova
1 kao takav podleze konvenciji o zabrani hemijskog oruzja koju sprovodi Organizacija
za zabranu hemijskog oruzja (OPCW). Pri koncentraciji u vazduhu od 300 mg/m’ biée
letalan za coveka u roku od deset minuta, dok ¢e pri koncentraciji 3500 ppm (oko 3200
mg/m’) za to biti potrebno manje od jednog minuta. Cijanovodonik je gas koji se jos
uvek koristi u nekim zemljama za izvrSenje smrtne kazne i to tako Sto se sumporna

kiselina dodaje u grumen kalijum cijanida veli¢ine jajeta.

N N
Ho. _CZ Os_ _C? Os_ _OH Os_ _H
o é 5 5

Cijanovodonik Mandelonitril Benzoil-nitril Benzoeva kiselina Benzaldehid
N
% o _c? N
Z
N  GIcO Z
0 : Glco% ﬁ(
o]

Mandelonitril-benzoat Mandelonitril-glukozid Linamarin Lotaustralin

Slika 1.8. Cijanovodonik i srodna jedinjenja u odbrambenim sekretima zglavkara.

Kod taksona iz reda Lepidoptera cijanogeneza je dokazana kod moljaca iz

familije Zygaenidae i1 njihovih srodnika iz familije Thyrididae, ali 1 kod nekih leptira iz

11



OPSTI DEO

familije Nymphalidae. Kod moljaca iz familije Zygaenidae cijanogeneza je potvrdena u
svim stadijumima, od jaja do adulta™®.

Do sada se u najve¢em broju slucajeva odbrambeni sekret analizirao uz pomo¢
GC-MS tehnike i1 kako rezultat se dobijao sastav sekreta koji se ispusta u spreju, pri
¢emu se najceS¢e nije vodilo racuna o poreklu cijanovodonika i njegovih isparljivih
srodnih jedinjenja. Tako je zaklju¢eno da se mandelonitril i benzoil-nitril oksiduju do
benzaldehida i benzoeve kiseline, uz ispustanje gasovitog cijanovodonika’. Kasnije je
pokazano da se cijanovodonik moze osloboditi i u reakciji mandelonitrila i

benzoil-nitrila, pri ¢emu nastaje mandelonitril-benzoat (sl. 1.8.)’".

glukozil-
Ry Ry Ry Ra
Ha, P450 | P450 | transferaza l
CH—C—R, —f Ho—n=g—c—R. ) N==C—C—R, "=y N=C—C—R,
HOOC ‘ l
H H OH o
L—amino kiselina Aldoksim o—Hidroksinitril L~
Cijanogeni
glukozid
a-hidroksinitil
TZ B-glukozidaza fa liaza “'\
N=C—C—R, ==y N=C—C—R, —f /c=o
J, I .
. . Keton Cijanovodonik
(Llucm o—Hidroksinitril
Cijanogeni
glukozid

Shema 1.9. Anabolizam cijanogenih glukozida (gore) i katabolizam (dole). Reprodukovano iz rada
Zagrobelny i sar., Cyanogenesis in plants and arthropods, Phytochemistry 2008, 69, 1457—1468.

Ako se pogleda sa biosinteticke strane, moze se uociti da se mandelonitril i
benzoil-nitril skladiSte u rezervoarima, a da se nakon nadrazaja uz pomo¢ enzima vrsi
ispustanje gasovitog cijanovodonika. Ovaj proces je katabolicki, dok anabolicki procesi
obuhvataju sinteze cijanogenih glukozida iz odgovaraju¢ih aminokiselina. Na primer,
linamarin nastaje iz L—valina, dok lotaustralin nastaje iz L—izoleucina (shema 1.9.). Ovi
procesi su detaljno analizirani u radovima autora Zagrobelny i saradnika®® gde je
zakljuéeno da viSe paznje treba posvetiti ispitivanju cijanogenih glikozida u

odbrambenim sekretima zglavkara, ali i biljaka 1 drugih zivotinja sa kojima su u vezi.
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1.1.3.2. Karboksilne kiseline u odbrambenim sekretima zglavkara

Karboksilne kiseline koje se pojavljuju u odbrambenim sekretima artropoda
mozemo podeliti na niZze organske kiseline do Sest ugljenikovih atoma, na zasicene i
nezasi¢ene masne kiseline (sa dvostrukim i/ili trostrukim vezama) i na kiseline koje

pripadaju drugim klasama prirodnih proizvoda.

j)j\ o] o] o]

H” “OH )kOH OH OH
Mravlja Sircetna Izobuterna 2-Metilbuterna
0 O /QCL 0
%OH j)kOH X" 0oH OH

Metakrilna Tiglicna Senecioninska Angeli¢na

Slika 1.10. Izabrane strukture nizih karboksilnih kiselina koje zglavkari naj¢esce koriste kao odbrambene
supatance.

Mravlja kiselina (sl. 1.10.) prva je karboksilna kiselina. Ime je dobila po tome
Sto su prva izolovanja bila zasnovana na destilaciji mrava’. Sam odbrambeni sekret
mrava izbacen u vidu spreja moze da sadrzi i viSe od 80 % mravlje kiseline. Veoma je
zanimljivo kako je moguce da tako koncentrovani rastvor mravlje kiseline moze da se
¢uva u rezervoaru bilo koje zive jedinke. Pored toga, sama koli¢ina sekreta koji jedinka
nosi je po zapremini veoma sli¢na celom abdomenu. Ovo se objasnjava time Sto mravlje
kaste radnika ili vojnika nemaju razvijene reproduktivne organe, tako da se u abdomenu
nalazi viSe mesta za rezervoare sa mravljom kiselinom. Ovako koncentrovana mravlja
kiselina je odlican repelent. U slu¢aju rasprSivanja i kada je napadac jedinka koja ima
vostanu kutikulu, uspeSnost ovakve odbrane nije efikasna koliko bi se ocekivalo. 1z tog
razloga su mravi koji pripadaju rodu Camponotus usavrsili tehniku kojom ujedaju

protivnika, dok istovremeno podeSavaju abdomen tako da sprej koji ispusStaju pada

* . . . . oy . v . v e
Naziv formic acid (engleski) potice od latinske reci formica §to znaci mrav.
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direktno na mesto ujeda. Ovako se stvara strahovit protivnapad, a mravi bivaju zasti¢eni
1 od drugih zglavkara i ki¢menjaka.

Takode je zanimljiv i primer vrste Mastigoproctus giganteus (Lucas, 1835)"
Odbrambeni sekret ove vrste se sastoji od siréetne i kaprilne kiseline (sl. 1.10 1 1.11.).
Neverovatan je podatak da koncentracija siréetne kiseline u sekretu ove vrste iznosi
84 %, §to je nesumnjivo najvisa koncentracija siréetne kiseline pronadena u prirodi®’.
Kaprilna kiselina u sekretu sluzi da poveca Sirenje i1 prodiranje sekreta kroz zaStitni
omotaC predatora, jer sama siréetna kiselina ne bi imala tako brzo i iritantno dejstvo

koje je neophodno za prezivljavanje.

0] 0]
MOH WOH
Kaprilna Kapronska

0O 0]
MOH WOH
(E)-3-Decenska (E)-4-Decenska
0
N\ A

< OH OH
/ < Licidicna
\ — O

(2)-Dihidromatrikari¢na

Slika 1.11. Izabrane strukture zasienih i nezasi¢enih masnih kiselina koje zglavkari koriste kao
odbrambene supatance.

Tvrdokrilci (Coleoptera) predstavljaju insekte koji u svom arsenalu imaju
najraznovrsnije karboksilne kiseline. Tako, na primer, jedinke iz roda Trachypachus
sadrze metakrilnu, etakrilnu, 2—metilbuternu, tigli¢nu, kaprilnu, pelarginsku (nonansku)
kiselinu'’. Senecioninska kiselina je pored ostalih kiselina sastavni deo odbrambenog
sekreta vrste Pasimachus subsulcatus (Say 1823)''. Pored karboksilnih kiselina sa
malim brojem ugljenikovih atoma, kod ovih artropoda se u odbrambenom sekretu
nalaze zasi¢ene i nezasi¢ene kiseline dugog niza. Jedinke Necrodes surinamensis
(Fabricius 1775) pored cikli¢cnih alkohola u odbrambenom sekretu sadrze 3— i

4—trans—decenske kiseline (sl. 1.11.), ali i zasi¢ene palmitinsku i stearinsku kiselinu'.
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Dihidromatrikari¢na kiselina je sastavni deo sekreta tvrdokrilaca koje pripadaju
rodu Chauliognathus", dok je licidi¢na kiselina sastavni deo odbrambenog sekreta
jedinki iz familije Lycidae (sl. 1.11.)".

Na osnovu razli¢ite ishrane kod zglavkara se mogu pojaviti 1 razliCite
odbrambene supstance. Takvi su slu¢ajevi kod larvi leptira iz familije Papilionidae gde
se u odbrambenom sekretu mogu naéi aristoholi¢ne kiseline'®, dok se abijetinska
kiselina moZe naci kod larvi opnokrilca Neodiprion sertifer (Geoffroy 1785) koja je ne

sintetiSe sama vec je koristi iz smole bora kojim se hrani (sl. 1.12.)4.

<O OH
o NO,
e on O

o/// OCH, OH O

Abijetinska Aristoholi¢na Karminska

Slika 1.12. Abijetinska, aristoholi¢na i karminska kiselina kao predstavnici karboksilnih kiselina koje
pripadaju drugim klasama jedinjenja.

Zanimljiv primer predstavlja karminska kiselina (sl. 1.12.) koja je vekovima u
proslosti koriS¢ena kao crveni pigment za tekstilnu idustriju, dok su za sve to vreme kao
jedini izvor upotrebljavane odrasle Zenke kocinelide Dactylopius conflusus (Cockerell
1867)". Ova kiselina, pored karboksilne grupe, sadrzi antrahinonski skelet kao
aglikonski deo i glukozu kao Seéer. Bez obzira na to $to je jedinjenje bilo poznato
veoma dugo, njegova uloga je tek nedavno potvrdena u eksperimentima Eisnera i sar.

kada je dokazano njeno repelentno dejstvo na mrave'®.

" Engleski naziv ove vrste je Giant Vinegaroon.
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1.1.3.3. Alkoholi, aldehidi, ketoni i estri u odbrambenim sekretima

zglavkara

Pored karboksilnih kiselina veliku grupu odbrambenih jedinjenja ¢ine 1 alkoholi,

aldehidi, ketoni i estri (sl. 1.13 1 1.14).

(0] 0]
\/\/\/\/\/\/\)J\H O)J\
Pentadekanal Decil-acetat
H
(0] OH
Q o)

/\)J\H /
g
Butanal 4-Metil-3-heksanon 4-Metil-3-heksanol o
o)
0] o ’:D{I
H X )\/\ EJ/

OH
Etil akrolein (E)-4-Metil-4-heksen-3-on Izoamil-aklohol
0 )\A
(E)-2-Heksenal E)-4-Metil-4-hepten-3-on Izoamil-acetat o]
(0]
W 5

o
E) -4-Okso-2-heksenal Izoamil-izovalerat Heksil-acetat O ;2
IS
j\ 0" H 5
Q.
O /\/\/\/\/\)\ g

(E)-2-Decenil-acetat
0o 2-Tridecil-formijat

/\/\/\/\)J\ O
; /\/\/\/\/\)J\
Dekanal

O Triakontanil-triakontanoat 2-Tridekanon
(e}

Slika 1.13. Izabrane strukture acikli¢nih aldehida, ketona i estara prisutnih u odbrambenim sekretima
zglavkara.
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Tako, kod opiliona Leiobunum nigripalpi (Wood 1868) glavne komponente
odbrambenog  sekreta su  (E)—-4—metil-4-heksen—3—on, 4-metilheksan—3—on,
4-metilheksan—3—ol, (E£)—4-metil-4—hepten—3—on 1 (E£,E)-2,4-dimetilheksa—2,4—dienal
(sl. 1.13). U odbrambenom sekretu bubasvabe Eurycotis floridiana (Walker 1845)
okaraktreisano je 40 jedinjenja, od kojih (£)-2-heksenal, 2-heksanal i heksanska
kiselina ¢ine 98% sekreta, dok srodna vrsta iz roda Platyzosteria koristi 90%
etil-akrolein za odbranu od predatora.

Hemiptera kao jedan od najraznovrsnijih redova insekata sa oko 50 000 opisanih
vrsta iz preko 100 familija* dele raznovrsnost i odbrambenog sekreta. Pored steroidnih
molekula, terpena, znac¢ajno mesto zauzimaju aciklicni aldehidi, ketoni 1 estri. Tako su
kod vrste Nezara viridula (Linnacues 1758) pored (E)-2-heksenala i (E)-2—dekanala
identifikovani (E)—2—decenil-acetat i (£)—4—okso—2—heksenal. Zanimljiva je uloga estra
dugog niza triakontanil-triakontanoata, koji se nalazi u sastavu voska kod vrste
Metaleurodicus griseus (Back 1912). Ova vrsta stenica koristi estar dugog niza, ali ne
tako Sto njime prska neprijatelja kao vecina drugih artropoda, ve¢ im voStani sloj sluzi
za izbegavanje neprijateljskih zamki. Ove jedinke su medu najuspesnijim kada su u
pitanju izvlacenja iz paukovih mreza, a vostani sloj kojim se prekrivaju, u tome im
mnogo pomaze. Prilikom kontakta sa mrezom, praskasti deo voStanog pokrivaca
otpadne i jedinka umesto da se upeca, samo odleti dalje ponekad i tako da je pauk ne
primeti.

Neuroptera takode poseduju hemijsku odbranu. Odbrambeni sekret nekih vrsta
Caraeochrysa smithi (Navas 1914) sastoji se iz viSe masnih kiselina medu kojima je
najzastupljenija oleinska, ali i od butanala, dekanala, pentadekanala, kao i izopropil—-
miristata. Zanimljivo kod ove vrste je to da Zenka polaze jaja na stabljici i da pri tome
duz stabljike mestimi¢no ostavi kapi odbrambenog sekreta, kako bi jaje zastitila od
napada mrava. Kada se jedinka izleze ona prvo mora da savlada odbrambeni sekret i to
tako §to usisava jednu po jednu kap, sve dok na kraju to ne iskoristi za svoju kasniju

odbranu, ali i napad, posto je i ona jedna vrsta predatora'’,
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\ and
Z “"Non “oH

HO
Lavandulol a-Nekrodol FNekrodol
Slika 1.14. Terpenoidni alkoholi u odbrambenom sekretu tvrdokrilca Necrodes surinamensis.

Ranije pomenuti tvrdokrilac Necrodes surinamensis, pored karboksilnih kiselina,
u odbrambenom sekretu (videti poglavlje 1.1.3.2. 1 sl. 1.11.) sadrzi i monoterpenoidne
alkohole lavandulol, a—nekrodol 1 f—nekrodol (sl. 1.14.).

Zanimljivo je da su lavandulol i o-nekrodol pronadeni u ulju lavande

(Lavandula luisieri), koja je od davnina poznata po svom repelentnom dejstvu prema

insektima.
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1.1.3.4. Hinoni i srodna jedinjenja u odbrambenim sekretima zglavkara

Posebno rasprostranjenu klasu ketona koji se mogu nac¢i u odbrambenom sekretu
zglavkara predstavljaju benzohinoni, naftohinoni i antrahinoni (sl. 1.15.). Najces¢e se
sre¢u kod insekata, opiliona i stonoga iz klase Diplopoda. Navedena jedinjenja su
prisutna kod velikog broja vrsta iz familije Carabidae. Njihov odbrambeni mehanizam
je jedan od najinteresantnijih u zZivom svetu. Odbrambene supstance kao S$to su
1,4-benzohinon, 2-metil-1,4-benzohinon i drugi srodni hinoni (sl. 1.15.) glavne su
komponente odbrambenog sekreta. Ove karabide ne ¢uvaju benzohinone kao takve ve¢
ih sintetizuju iz odgovaraju¢ih hidrohinona i vodonik peroksida neposredno nakon
nadrazaja.

Eksplozivna enzimska sinteza se desava kada se hidrohinoni i vodonik—peroksid
skladiSteni u istom rezervoaru pomesaju sa enzimima (katalazama i peroksidazama) iz
drugog (manjeg) rezervoara, koji tada postaje reakciona komora. Ova komora poseduje
jos jedan ,,nepovratni ventil* sa otvorom ka spoljasnjoj sredini. U toku ove reakcije iz
vodonik—peroskida se pomocu enzima oslobada kiseonik, koji zatim oksiduje
hidrohinone, stvarajuci dovoljan pritisak da sekret napusti reakcionu komoru ispustajuci
pritom zvuk sli¢an prasku. Sam ovaj zvuk je nekad dovoljan da omete predatora,
medutim, ono S§to je jo$ ubojitije, jeste Cinjenica da temperatura sekreta prilikom
ispustanja iznosi neverovatnih 100—-ak °C, §to dodatno uti¢e na efikasnost ovakvog
oruzja. Na usporenim snimcima se pokazalo da ovi insekti ispustaju sekret u naletima i
to brzinom od oko 500 — 1000 S$trcaja u minuti, §to potvrduje da se reakcije u komori ne
deSavaju u kontinuitetu, ve¢ da se radi o mnogo mikroeksplozija. Jedan od razloga za to
bi mogao da bude i spreavanje pregrevanja reakcione komore. Kljucali sekret nije
jedini zasluzan za dobru zastitu ovih tvrdokrilaca. Oni su u stanju da pomeraju zadnji
deo tela na kome se nalaze otvori odbrambenih zlezda skoro u svim pravcima i tako
precizno pogadaju protivnika sa §to manjom potroSnjom ,,municije*. Na preciznost
ovog oruzja utice i senzorno tkivo na svakom od ekstremiteta koje Salje informaciju gde
se napad deSava i precizno locira napadaca, koji ¢e ubrzo zatim biti pogoden kljucalim

rastvorom hinona.
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Slika 1.15. Izabrane strukture hinona i srodnih jedinjenja koji su pronadeni u odbrambenim sekretima
zglavkara.

Na primeru opiliona Vonones sayi (Simon 1879) 1 juliformne stonoge
Floridobolus penneri (Causey 1957) vidi se raznovrsnost hinona koji se nalaze u
odbrambenom sekretu zglavkara. Ovi opilioni poseduju odbrambeni sekret u vidu paste,
koja se sastoji uglavnom od 2,3—dimetil-1,4-benzohinona i
2,3,5—trimetil—1,4—benzohinona18, dok se stonoga brani uz pomo¢ 2-metil—

1,4-benzohinona,  2-hidroksi—3—metil-1,4-benzohinona, 2-metoksi—3—metil-1,4—
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benzohinona, 3—metoksi—2,5—dimetil-1,4-benzohinona, 2,3—dimetoksi—1,4—
benzohinona i 2,3—dimetoksi—5—metil—1,4-benzohinona'’ (sl. 1.15.).

Sve artropode proizvode benzohinone u vreme kada se presvlace, jer ih koriste
kao sredstvo za ,,Stavljenje®, to jest, ova jedinjenja sluZze im da njihov egzoskelet Sto pre
potamni i o¢vrsne, tako da su ta jedinjenja, zapravo, fundamentalna za njihov opstanak.
Tako se postojanje hinonske odbrane moze objasniti u evolutivnom smislu kao
ekonomican nacin sinteze odbrambenih supstanci.

Pored hidrohinona i benzohinona, naftohinoni 1 antrahinoni takode su deo
arsenala koji poseduju zglavkari. Vrsta opiliona Phalangium opilio (Linnaeus 1761)
poseduje naftohinon i 6-metilnaftohinon®’, dok vrsta Argoporus alutacea sadrzi smesu
6-alkil-1,4-naftohinona® kao &to su, na primer, 6-metil- i 6—propil-naftohinoni.
Antrahinonski derivat hrizofanol zaduzen je za hemijsku odbranu vrste Galeruca
tanaceti (Linnaeus 1758), kod koje je sintetizovan de novo poliketidnom biosintezom
(sl. 1.15.)**. Ranije je pomenut primer karminske kiseline koja je glavna komponenta

odbrambenog sekreta vrste Dactylopius confusus (sl. 1.12.).

0] OCH3 0] H
CHs
i ; OH
OH OH OH
p-Krezol Fenol Metil-p-hidroksibenzoat  Salicilaldehid

Slika 1.16. Izabrane strukture najkarakteristicnijih aromati¢nih alkohola, aldehida i estara koji su
pronadeni u odbrambenim sekretima zglavkara.

Pored do sada pomenutih jedinjenja, odbrambeni sekreti zglavkara sadrze i
aromaticna jedinjenja (sl. 1.16.). Najrasprostranjenije aromaticno jedinjenje iz ove klase
je svakako p—krezol koji se javlja kod stonoga iz klase Diplopoda, skakavaca iz roda
Romalea, bubaSvaba iz rodova Periplaneta, Blatta, Blaberus, Therea 1 Archiblatta,
leptira i mnogih drugih vrsta. Takode je poznato da se p—krezol koristi u svetu zglavkara
i kao feromon i kao atraktant. Cest pratilac p—krezola u odbrambenim sekretima je i
fenol, koji se javlja u znatno manjoj meri.

Metil-p—hidroksibenzoat ¢esto se srece kod tvrdokrilaca i to kod rodova Agabus,

Acilius 1 Hydacilus, dok ga opnokrilci i dvokrilci uglavnom koriste kao feromon.
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Salicilaldehid se javlja uglavnom kod tvrdokrilaca gde se ¢esto nalazi u smesi sa
nizim karboksilnim kiselima, kao S§to su, na primer, metakrilna i angeli¢na kiselina.
Takode je odbrambena supstanca kod opnokrilaca iz roda Exoneura, zatim indijske

pcele Pithitis smaragdula (Fabricius 1787), dok je kod leptirova poznat kao atraktant.

1.1.3.5. Terpeni, steroidi i srodna jedinjenja u odbrambenim sekretima

zglavkara

Terpenoidi su Siroko rasprostranjeni u biljnom, ali i Zivotinjskom svetu. Kod
zglavkara terpenoidi mogu imati razli¢ite uloge, pre svega kao feromoni i kao
odbrambene supstance. Poznata je i njihova uloga kao juvenilnih hormona i hormona
koji uticu na proces presvlacenja. Zglavkari mogu da terpenoide, kao i1 druge
sekundarne metabolite, prikupe putem ishrane i zatim ih hemijski modifikuju u potrebne
odbrambene sekrete (parcijalna sinteza) ili da ih sintetizuju de novo. Biosinteticki putevi
kod artropoda uglavnom nisu detaljno ispitivani, ali i kada su radene detaljnije
biosinteticke studije na osnovu izotopskog obelezavanja, uvek bi neki od delova
biosinteze ostao pod znakom pitanja. Ovo se deSava zbog toga §to biljke (bilo da su
hrana ili domacini) sintetizuju obilje razli¢itih prirodnih proizvoda, tako da nije
jednostavno dobiti reproduktivne rezultate. Ipak je primeéeno da se triterpeni i terpeni
sa jo§ ve¢im brojem ugljenikovih atoma ne sintetizuju de novo. Razlikovanje
biosintetickih puteva mono i diterpena od triterpena jedna je od vaznih karakteristika
metabolizma zglavkara®.

Monoterpeni su veoma rasprostanjena jedinjenja u odbrambenim sekretima
zglavkara. Tako se, na primer, iridoidni monoterpeni nalaze (sl. 1.17.) u sekretima
mrava, koleoptera i muva®. Prvi dokaz o postojanju iridoidnih terpena kao odbrambenih
supstanci zglavkara utvrdio je Meinwald sa saradnicima 1962. godine kada je po prvi
put okarakterisan anizomorfal iz fazmidskih insekata®. Srodno jedinjenje anizomorfala
je 1 nepetalakton, naden u odbrambenom sekretu vrste Graeffea crovanii (Le Guillou
1841)*. Zanimljivost vezana za nepetalakton je ta da je on ujedno i magji atraktant.
Pored dejstva na macke, ovo jedinjenje ima i repelentno dejstvo na insekte, kod biljaka
koje ga sintetizuju. Pored pomenutih monoterpena, uz pomo¢ NMR—tehnika i osetljive

mikro NMR-probe okarakterisan je monoterpen parektadial, takode iz sekreta
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fazmidskih insekata (sl. 1.17.)%. Zanimljivo je da su Gronquist i Schroeder dokazali
prisustvo ovog laktona iz samo 10 ul dobijenog sekreta. Dolikodial, dijastereoizomer
anizomorfala, izmedu ostalog je pronaden u sekretu tvrdokrilaca iz familije

Staphylinidae i opnokrilaca iz podfamilije Dolichoderinae.

0] H
o $ o) N o) =
\ n I/< O
H H H 0
o o o 0
H H H H
Hrizomelidial Anizomorfal Dolikodial Nepetalakton Plagiolakton Parektadial

Slika 1.17. Izabrane strukture monoterpena koje se nalaze u odbrambenim sekretima zglavkara, gde
znacajno mesto pripada iridoidima.

Terpenoidni anhidrid kantaridin (sl. 1.18.) zanimljiv je kao jedno od medicinski
najznacajnijih jedinjenja izolovanih iz odbrambenih sekreta tvrdokrilaca iz familija
Meloidae i Oedemeridae. ITako je po strukturi monoterpen, biosinteticke studije su
pokazale da je u pitanju degradacioni proizvod seskviterpenskog alkohola farnezola (sl.
1.18.)**. Kantaridin je, istorijski gledano, bio veoma popularan zbog njegovog
navodnog afrodizijackog dejstva. Preparati na bazi ekstrakata vrsta iz familije Meloidae
poznati su kao ,,Spanska musica“. Istina je, medutim, da je kantaridin otrovan za ljude i
da je bilo slucajeva trovanja bas§ zbog njegove popularnosti kao afrodizijaka. Bez obzira

. v . . . 25
na to, on je ipak naSao primenu u medicini kao vezikant™.

CHj o)
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Farnezol Kantaridin

Slika 1.18. Reakcija nastanka monoterpenoidnog anhidrida kantaridina razgradnjom seskviterpenskog
alkohola farnezola.

Sa ekoloske tacke gledano, primer kantaridina veoma je zanimljiv jer moze da
posluzi za razumevanje znacajnog dela hemijske zastite kod zglavkara. U radovima
Eisnera i saradnika®®?’ detaljno se ispituje bioloki put ovog jedinjenja, gde se vidi da

kantaridin u stvari privlac¢i muzjake tvrokrilca Neopyrochroa flabellata (Fabricius 1787)
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koji onda ishranom unose ovo jedinjenje (sl. 1.19. A.). Kantaridin se smesta u otvorene
zlezde iz kojih zenka uzima ovo jedinjenje tokom procesa udvaranja (sl. 1.19. B.). U
mnogo vecoj koli¢ini muZzjak skladisti kantaridin u semenim kesicama i tokom parenja
prenosi ovo jedinjenje Zenki (sl. 1.19. C.). Nakon parenja, Zenka koristi kantaridin kako

bi zastitila jaja od potencijalnih predatora (sl. 1.19. D.). U slucaju vrste N. flabellata to

su larve tvrdokrilaca Coleomegilla maculata (De Geer 1775).

Slika 1.19. Upotreba kantaridina kod tvrdokrilaca Neopyrochroa flabellatai u ekperimentima profesora
Eisnera i saradnika: (A) muzjak unosi ovo jedinjenje ishranom, (B) Zenka u procesu udvaranja uzima
kantaridin iz njegovih Zlezdi, (C) muzjak tokom parenja prenosi ovo jedinjenje u organizam zenke i (D)
zenka prenosi kantaridin na jaja. Reprodukovano iz rada Eisner i sar. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Ecology
1996 (93) 6499—-6503.

U ovim eksperimentima je potvrdeno da je kantaridin jedinjenje koje se ponasa i
kao atraktant i kao odbrambena supstanca. Muzjaci kojima je veStacki dodavan
prvenstveno uzimali hranu kojoj je dodat kantaridin, a ne onu bez njega. Ovaj oblik
ponasanja Cest je u zivotinjskom svetu 1 poznat je kao svadbeni poklon*.

Seskviterpeni i diterpeni su ¢este odbrambene supstance kod zglavkara. Dva
seskviterpena f—selinen i selin—11-en—4o—ol (sl. 1.20.) izolovana su iz sekreta leptira

Battus polydamas (Linnaeus 1758)*%, dok je za razliku od ostalih srodnih vrsta leptira

" Engleski naziv je nuptial gift.
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primec¢eno odsustvo organskih kiselina, kao §to su buterna i 2—metilbuterna. Dalje,
seskviterpenski lakton stenozarzol po prvi put je izolovan iz odbrambenog sekreta

tvrdokrilaca Stenotarsus subtilis (Arrow 1920) (sl. 1.20.).

OH
OH °
O (0]
F-Selinen Selin-11-en-4a-ol Petazol Stenotarzol
O
Krematofuran (3E,11E)-6,19-epoksi- 2¢,94-Dihidroksi- 9a,14a-Diacetoksi-25,3a-
17,20-dihidroksikembra- 3,8 -oksido-1(15)- dihidroksi-1(15),8(19)-
3,6,8(19),11,15-pentaen- trinervitadien trinervitadien

17-butanoat, 20-acetat

Slika 1.20. Izabrane strukture seskviterpenskih i diterpenskih odbrambenih jedinenja prisutnih u
sekretima zglavkara.

Odbrambeni sekret larvi moljaca Tyria jacobaeae (Linnaeus 1758) veoma je
zanimljiv, jer kao i kod drugih vrsta iz familije Actiidae ove jedinke koriste
pirolizidinske alkaloide iz biljaka domaéina (naj¢esce koriste biljke iz roda Senecio)®.
Medutim, pronadena je populacija 7. jacobaeae koja zivi na biljkama iz roda Petasites,
tako da se kao odbrambene supstance pojavljuju seskviterpen petazol i njemu srodna
jedinjenja (sl. 1.20.).

Mravi su ve¢ pomenuti kao grupa koja ima interesantnu zastitu u vidu
koncentrovane mravlje kiseline, ali to nije sve Sto ovi insekti mogu da ponude.
Alkaloidi su jedna znaajna grupa odbrambenih supstanci koja se moze nac¢i kod ovih
zivotinja, ali ¢e o tome biti viSe reci u slede¢em poglavlju. Dugo vremena se znalo da
pored alkaloida, mravi iz roda Crematogaster u odbrambenim zlezdama sadrze
neidentifikovanu grupu odbrambenih jedinjenja — furanokembranoide. Leclercq 1

saradnici su okarakterisali sedam novih jedinjenja iz dve podvrste mrava Crematogaster
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brevispinosa (Mayr 1870)**>'. Na sl. 1.20. prikazane su strukture dva predstavnika ove
klase odbrambenih jedinjenja.

Termiti predstavljaju vrste koje proizvode razli¢ita odbrambena jedinjenja medu
kojima vaznu ulogu zauzimaju terpenoidi. Nekoliko je zanimljivih terpenoidnih skeleta
koji se pojavljuju kod termita, medu kojima se nalazi i trinervan. Iz sekreta dve vrste
termita Nasutitermes guayanae (Holmgren 1910) 1 N. surinamensi (Holmgren 1910)
okarakterisano je Sest novih trinervanskih derivata, dok su na sl. 1.20. prikazane
strukture dva najznacajnija predstavnika ove klase jedinjenja.

Steroidi i triterpeni predstavljaju vaznu grupu odbrambenih jedinjenja kod
zglavkara. Kao §to je ranije pomenuto, zglavkari nisu u stanju da u potpunosti
sintetizuju steroidne molekule, ve¢ koriste fitosterole kao prekursore. Tako se na
pocetku metabolickog puta fitosteroli sa C,g 1 Cp9 atoma tranformisu u holesterol sa C,;
atoma, koji onda postaje polazna tacka za dalje transformacije.

Recimo, vrste iz familije Belostomatidae u odbrambenom sekretu sadrze
pregnanske steroide. Vrsta Abedus herberti (Hidalgo 1935) koja pripada ovoj familiji
koristi dezoksikortikosteron 1 pregnenolon (sl. 1.21.), ali i progesteron i1 3—
epipregnenolon kao hemijsku zastitu pre svega od riba®”. Pregnani su poznati kao biljni
hormoni, ali je zanimljivo to da se kod A4. herberti nalaze u znatno visoj koncentraciji
nego Sto su fizioloSke koncentracije kod samih biljaka. Tako jedna jedinka ovog insekta
moze da sadrzi i do 1 mg dezoksikortikosterona (glavne komponente sekreta). Ta
koli¢ina je dovoljna da trenutno paraliSe ribu predatora, Sto insektu omogucava da
slobodno izade iz usta nemoc¢ne ribe.

Sa ekoloske strane kalotropin je verovatno najviSe proucavan steroidni molekul

zbog toga Sto se javlja u odbrambenom sekretu monarh leptira (sl. 1.5. i 1.21.). Ovo
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Dezoksikortikosteron Pregnenolon

Lucibufagin C 22-0O-Acetil-20-hidroksiekdizon Mirasorvon

Ligatozid A SAmirin

Slika 1.21. Izabrane struktrure triterpena i steroida identifikovanih u odbrambenim sekretima zglavkara.

jedinjenje pripada grupi kardenolida, ili kardija¢nih glikozida. U odbrambeni sekret
leptira stize iz mlecika koje pripadaju familiji Asclepiadacae, a koje su glavna hrana
larvama ovog leptira. Zanimljivo je svakako posmatrati put koji prelaze monarh leptiri
tokom svog zivota (sl. 1.22.) i kakvu ulogu u tome ima hemijska odbrana (sl. 1.21.).
Kada se izlegu iz jaja, ovi leptiri zive u centralnoj Americi, sve do preobrazaja, nakon
¢ega krecu na sever. Put traje nekoliko meseci i nekoliko hiljada kilometara. Krajem
avgusta jedinke krecu nazad do centralne Amerike, gde zavrSavaju svoj put polazuéi
jaja na istim mestima 1 biljkama na kojima su i sami rasli. Ove seobe su medu najve¢im

1 najbrojnijim u Zzivotinjskom svetu, a zbog lepote i neznosti ovih leptira, one su
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svakako najzanimljivije. Da bi monarh leptiri preziveli napade grabljivica tokom ovih

migracija zasluzni su kardija¢ni glikozidi na ¢elu sa kalotropinom.

() Before Aug. 30
) Aug. 30 - Sep.5
) Sep. 6 - Sep. 12
@ Sep. 13- Sep. 19
@ Sep. 20 - Sep. 26
@ Sep. 27 - Oct. 3
@ Oct. 4 - Oct. 10
@ Oct. 11- Oct. 17
@ Oct. 18 - Oct. 24
@ afer Oct. 24

Slika 1.22. Migracija monarh leptira kroz severnu Ameriku: Bela boja prikazuje mesta gde leptiri
provode prolece i leto, a zatim od pocetka septembra do kraja oktobra osam boja prikazuje nedeljno
napredovanje leptira prema krajevima na jugu gde provode zimu (zelena boja).

Jo§ jedan zanimljiv primer u svetu insekata su i svici (familija Lampyridae), ne
samo zbog njihove popularnosti koja proisti¢e iz bioluminiscencije” veé i zbog neobiéne
hemijske odbrane koju imaju. Svici koji se mogu videti u vreme letnjih Zetvi su
uglavnom muzjaci koji na taj nadin privlade Zenke. Zenke onda odgovaraju na te signale
1 privlace muzjake svoje vrste u cilju parenja. To je jedan Sifrovan svet svetle¢ih poruka.
Zenke iz roda Photuris namerno koriste signale drugih vrsta kako bi privuke njihove
muzjake 1 iskoristile ih za ishranu. Ove Zenke su poznate kao ,,fatalne zenke* i do skoro
se pretpostavljalo da je jedini razlog ovakvog ponaSanja lako pribavljanje ukusnih
obroka, medutim, utvrdeno je da se Zenke vrste Photuris versicolor (Fabricius 1798)

hrane muZjacima iz roda Photinus kako bi za sebe pribavile hemijsku odbranu®. Do

* . o . .o . . .o . cee . . . . .
Bioluminiscencija kod svitaca je proces koji se zasniva na transformaciji luciferina u oksiluciferin uz
pomo¢ ATP i enzima luciferaze, pri cemu se oslobada energija u vidu svetlosti.
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sada je iz roda Photinus identifikovano oko 20 razliitih steroidnih jedinjenja iz klase
lucibufagina, medu kojima je najzastupljeniji lucibufagin C (sl. 1.21.).

Pojava ekoloske ekonomicnosti se moze posmatrati na primeru jedinjenja
22—O-acetil-20-hidroksiekdizona (sl. 1.21.), koji je i univerzalni hormon presvlacenja
kod zglavkara i najzastupljenije odbrambeno jedinjenje vrste pauka Pycnogonum
litorale (Strom 1762). Ovaj ekdizonski derivat je takode pronaden u odbrambenom
sekretu hrizomelidne vrste (Coleoptera) Chrysolina carnifex (Fabricius 1792)*.
Mirasorvon (sl. 1.21.) je jo$ jedan primer oksidovanih pregnanskih derivata koji se
nalazi u sekretima koleoptere Thermonectus marmoratus (LeConte 1854).

Triterpenoidni saponini se takode pojavljuju u odbrambenim sekretima
hrizomelida (Coleoptera) iz rodova Platyphora, Desmogramma, Leptinotarsa i
Labidomera. U odbrambenom sekretu vrste Platyphora ligata (Stal 1858) pored
hlorogenske kiseline i smese fosfatidilholina, identifikovani su i oleanski terpenoidi
ligatozid A (sl. 1.21.) i B. U studiji Ghostin—a i saradnika®® potvrdeno je da oleanski
terpenoidi poti€u od f—amirina (sl. 1.21.) kojeg jedinke unose putem ishrane i onda

koriste u odbrambene svrhe.

1.1.3.6. Alkaloidi, amini, amidi i srodna jedinjenja u odbrambenim

sekretima zglavkara

Alkaloidi su medu najsloZenijim jedinjenjima koja su izolovana iz sekreta
zglavkara 1 zasluzni su za njihovu popularnost kao izvor novih prirodnih proizvoda
mnogo decenija unazad. Medu odbrambenim alkaloidima kod zglavkara se mogu naci
jednostavni alkilamini, pirolidini 1 piperidini, ali i dosta sloZeni steroidni, makrolidni 1
oligocikli¢ni alkaloidi. Mnogi odbrambeni alkaloidi zglavkara ne postoje drugde u
prirodi, dok se neki alkaloidi pojavljuju kod predatora koji ih dobijaju od zglavkara

putem ishrane.
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Signatipenin H

Slika 1.23. Odbrambeni acikli¢ki amini identifikovani iz razli¢itih vrsta bubamara.

Acikli¢ni amini se najéeS¢e sre¢u kao odbrambene supstance kod bubamara.
Najpre je diaminooktadecen (sl. 1.23.) pronaden kod vrste Harmonia conformis
(Boisduval 1835) i nazvan harmonin®®, dok je kasnije identifikovan i kod mnogih drugih
bubamara. Zatim je jo§ jedan aciklicni amin identifikovan iz novogvinejske vrste
bubamare iz roda Epilachna i nazvan signatipenin (sl. 1.23.)’”. Sto se biosinteze tice,
signatipenin nastaje iz stearinske kiseline i dva molekula serina.

Veliku grupu alkaloida predstavljaju ciklicni alkaloidi. Tako su monocikli¢ni,
bicikli¢ni, tricikli¢ni, ali 1 makrocikli¢ni 1 spiroalkaloidi identifikovani kod razlicitih
vrsta zglavkara, na primer, kod opiliona, mrava, koleoptera, paukova, stonoga ili
rakova. Pored acikli¢nih amina, kod bubamara se kao odbrambene supstance pojavljaju
i razli¢iti cikli¢ni alkaloidi, kao na primer, kokinelin i prekokinelin (sl. 1.24.), koji
predstavljaju prvi identifikovani par azafenalenska baza i N—oksid®. Kasnije su
identifikovani i drugi zasiceni, ali 1 nezasi¢eni parovi azafenalenskih alkaloida. Pored
acikli¢nih amina i azafenalenskih alkaloida kod od ove grupe insekata pronadeno je jos
mnogo razlicitih tipova alkaloida. Nekoliko 2—-metoksi—alkil pirazinskih derivata, medu
kojima je 1 2—metoksi—3—izopropilpirazin (sl. 1.24.) identifikovano je kod predstavnika
familije Coccidae™. Ova jedinjenjenja su veoma neprijatnog mirisa §to predstavlja
veoma dobru zastitu od predatora. Iz hemolimfe dve vrste bubamara Adalia bipunctata
(Linnaeus 1758) i A. decapunctata (Linnaeus 1758) identifikovano je nekoliko
jedinjenja medu kojima je adalinin (sl. 1.24.) i njemu srodno bicikli¢no jedinjenje
adalin. Ove jedinke koriste refleksno , krvarenje* kao jedan od nacina zastite, dok jarke

boje sluze da predatori dobro zapamte Zrtvu i kasnije se klone takvih jedinki.
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Slika 1.24. Izabrane strukture monockli¢nih, bicikli¢nih, tricikli¢nih i spiroalkaloida identifikovanih kao odbrambena jedinjenja zglavkara.
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Iz vrste Hyperaspis campestris (Herbst 1783) identifikovan je alkaloid
hiperaspin koji je u stvari derivat 2—pirolkarboksilne kiseline i 3—oksahinolizidina (sl.
1.24.). Piperidinski lakton kalvin (sl. 1.24.) 1 njegov epimer 2-epikalvin su
identifikovani iz Calvia quatuordecimguttata (Linnaeus 1758) 1 C. decamguttata
(Linnaeus 1758). Tako je desetak 2,6—dialkilpiperidina i pirolizidina identifikovano iz
vrsta roda Epilachna. Pored ovih jedinjenja identifikovani su 2—feniletanamin i
eufokokinin (sl. 1.24.).

Pored bubamara dosta su proucavane odbrambene supstance kod mrava.
Alkaloidi ovih vrsta insekata su u mnogome sli¢ni. Tako je, na primer, kod bubamara i
mrava poznato vise desetina azotovih jedinjenja od kojih su zajednicki neki od
2,6—dialkilpiperidinskih derivata (sl. 1.24.), kao 1 bicikli¢ni alkaloid adalin. Primer
mrava vrste Solenopsis maboya (Snelling 2001) moze posluziti da se razume raznolikost
alkaloidnih  supstanci. Tako su kod radilica ove vrste okarakterisani
(5E,9E)-3-butil-5—metilindolizidin 1 njegov (5Z,92)—dijastereoizomer, ali 1
trans—2—metil-6—nonilpiperidin (sl. 1.24.), dok je kod matice identifikovano samo jedno
jedinjenje cis—2—heptil-6—metilpiperidin.

Nekoliko tricikli¢nih alkaloida izolovano je iz otrova africkih mrava iz roda
Myrmicaria. Na sl. 1.24. prikazan je aklaloid mirmikarin 215A izolovan iz otrova mrava
M. opaciventris Emery, 1893. Pored ovog alkaloida identifikovan je 1 trans—izomer
mirmikarin 215B i zasi¢eni analog mirmikarin 217. Otrov mrava iz roda Tetraponera
karakteristiCan je po prisustvu veoma zanimljive vrste triciklicnih alkaloida nazvanih
tetraponerini. Na sl. 1.24. kao primer ovih jedinjenja prikazan je tetraponerin—6. Pored
do sada pomenutih alkaloida iz otrova mrava postoji grupa dekahidrohinolinskih
derivata koja je identifikovana kod mrava iz roda Solenopsis*. Kao primer ovih
alkaloida na sl. 1.24. prikazan je 5—metil-2—propil-dekahidrohinolin.

Pored bubamara i mrava postoji mnogo drugih artropoda koje takode poseduju
zanimljivu alkaloidnu zastitu. Jedinke opiliona Oreophoetes peruana (Saussure 1868) iz
reda Phasmatodea poseduju sekret koji predstavlja suspenziju hinolina u vodi (sl. 1.24.).
Ovo je jedinstven primer pojavljivanja hinolina u zivotinjskom svetu, dok se njemu
srodno jedinjenje indol (sl. 1.24.) sre¢e kod nekih vrsta mrava i1 koleoptera.

Znacajnu alkaloidnu kladu zglavkara predstavljaju stonoge. Tako je kod stonoga

reda Glomerida identifikovan alkaloid glomerin i njegov vis$i homolog homoglomerin,
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dok su kod stonoga koje pripadaju redu Polyzoniida nadeni veoma specifi¢ni
spiroalkaloidi polizonimin i nitropolizonamin (sl. 1.24.).

Vaznu grupu jedinjenja koju svrstavamo u grupu ,.hemijskog oruzja‘“ zglavkara,
predstavljaju pirolizidinski alkaloidi ¢ije poreko vodi iz biljaka. Najces¢i slucajevi
pirolizidinskih alkaloida se sre¢u kod predstavnika reda Lepidoptera. Tako, kod moljca
Cosmosoma myrodora (Dyar 1907) sekret se sastoji od pirolizidinskih alkaloida
intermedina (sl. 1.24.) i likopsamina ¢iji izvor predstavljaju biljne vrste kao Sto je
Eupatorium capillifolium. Nije redak slucaj u svetu sklonom ekonomicnosti, da se jedna
supstanca, uz male izmene, koristi za nekoliko razlicitih stvari. Tako je monokrotalin
odbrambeni alkaloid (sl. 1.24.), dok raskidanjem estarskih veza i jednostavnim
biosintetickim modifikacijama alkaloidne baze od ovog jedinjenja nastaju danaidon i
hidroksidanaidal koji imaju funkciju feromona kod ovih vrsta insekata.

Zanimljiva grupa odbrambenih jedinjenja svakako su poliamini identifikovani
uglavnom iz otrova paukova i nekih vrsta osa iz roda Philanthus. Ova jedinjenja
najcesc¢e poseduju linearni a,w—diamino—poliazaalkanski lanac koji je na jednom kraju
¢esto modifikovan aromatiénom acil-grupom. Tako su iz familija paukova Araneidae i
Agelenidae identifikovani acilpoliamini argiopin (nazvan jos i ARG 636) i AG 505
(nazvan jos$ 1 HO 505 ili AGEL 505) (sl. 1.24.). Argiopin je pronaden kod paukova koji
pripadaju rodu Argiope (Araneidae), dok je AG 505 pronaden kod rodova Agelenopsis i
Hololena (Agelenidae).

Lutke dve vrste bubamara iz roda Epilachna imaju veoma interesantnu hemijsku
odbranu koja se sastoji iz makrolidnih laktona i poliazamakrolidnih struktura. 1z
odbrambenog sekreta vrste E. varivestis (Mulsant 1850) identifikovano je pet
makrolidnih laktona sa Cetrnaestoclanim i petnaestoclanim prstenovima, medu kojima je
i epilahnen (sl. 1.25.). Ova jedinjenja nastaju laktonizacijom masnih kiselina koje
poseduju hidroksietilamino grupu. Druga vrsta bubamara E. borealis (Fabricius 1775)
proizvodi nekoliko stotina razliCitih poliazamakrolida, koji nastaju kao proizvod
slucajnih polimerizacija tri osnovne gradivne jedinice (2-hidroksietilamino zasi¢enih

masna kiselina sa 9, 101 11 C atoma) (sl. 1.25.).
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Slika 1.25. Izabrane strukture dimernih kokinelinskih derivata, makrocikli¢nih laktona, poliazamakrolida
zajedno sa strukturama gradivnih jedinica identifikovanih u sekretima bubamara i otrovima mrava.
Struktura mirmikarina 663 ne predstavlja raspored hemijskih veza u prostoru ve¢ prikazuje tri C15 lanca
od kojih je ovo jedinjenje izgradeno.

Polimerizacijom dva razli¢ita triciklicna alkaloida bubamare iz rodova
Exochomus 1 Chilocorus su biosintetizovale jedinstvene prirodne proizvode.
Timmermans 1 saradnici su prvo izolovali heksacikli¢ni alkaloid egzohomin iz vrste E.
quadripustulatus (Linnaeus 1758)", dok su kasnije iz C. cacti (Linnaeus 1767) i C.
renipustulatus (L.G.Scriba 1791) identifikovana jo§ Cetiri srodna jedinjenja nazvana
hilokorini A-D*. Na sl. 1.25. prikazani su egzohomin i hilokorin A, kao primeri heksa—
1 heptacikli¢nih alkaloida.

Ranije pomenuti africki mravi koji pripadaju rodu Myrmicaria u svom otrovu
imaju ne samo monomerne alkaloide nazvane mirmikarini (sl. 1.24.), ve¢ i dimerne i
trimerne oblike, koji zadrzavaju istu nomenklaturu, odnosno dobijaju imena na osnovu
molekulske mase. Na sl. 1.25. prikazana je struktura mirmikarina 663 gde je umesto
prostornog rasporeda zadebljanim linijjama prikazano postojanje tri niza od po 15

ugljenikovih atoma, tako da je ova komplikovana struktura znac¢ajno pojednostavljena.
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Slika 1.26. Izabrani sulfatni nukleozidi identifikovani u otrovu paukova iz rodova Hololena, Tegenaria i
Loxosceles.

Pored do sada pomenutih azotovih jedinjenja (acilpoliamina) u otrovu paukova
nalaze se jos i slobodne amino kiseline, njihovi derivati, oligopeptidi i na kraju proteini.
Iz otrova paukova koji pripadaju rodovima Hololena, Tegenaria 1 Loxosceles
identifikovano je nekoliko sulfatnih nukleozida®, od kojih su tri prikazana na sl. 1.26.
Ova jedinjenja do sada nisu poznata iz nekog drugog izvora, ali se pretpostavlja da je
njihova rasprostranjenost veca zbog toga $to vecina ranije koriS¢enih tehnika nisu bile
odgovarajuce za analizu ovakvih jedinjenja. Tek je upotrebom NMR tehnika direktno u

otrovu dokazano prisustvo ove klase jedinjenja.
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1.2. Osnovne karakteristike analiziranih vrsta stonoga (Atrhropoda,

Myriapoda)

Stonoge ili Myriapoda predstavljaju subfilum zglavkara (Arthropoda) koji
obuhvata cetiri klase: Chilopoda, Diplopoda, Pauropoda i Symphyla. Myriapoda su
dobile ime od starogrékih redi popoc, poptédec (mirios, miriades ), §to zna&i bezbroj,
beskonacno, beskrajno (dok u modernom grékom jeziku oznacava broj 10 000) i m0d6g
(podos), sto znaci noga. U nasem jeziku postoji samo jedan termin, sfonoge 1 on
podrazumeva sve Myriapoda sensu lato. Radi preciznosti uvek se mora naglasiti o
kojim taksonima stonoga se radi, tako da se govori (i piSe) stonoge iz klase diplopoda ili
stonoge iz klase hilopoda. Anglosaksonski termin za diplopode je ,millipedes*
(bukvalni prevod hiljadunoge), dok je za hilopode ,,centipedes” (bukvalni prevod
stonoge). Ovde je zanimljivo napomenuti da do sada ne postoje stonoge koje imaju
hiljadu nogu i1 da je vrsta sa najve¢im brojem nogu sifonorinidna vrsta diplopoda
1llacme plenipes (Cook & Loomis 1928), kod koje je izbrojano ,,samo* 750 nogu. Bez
obzira na to §to je ova vrsta duga svega par centimetara, ona je svakako Ginisov
rekorder po broju nogu. Jo§ jedan podatak za Ginisovu knjigu je i €injenica da je na
osnovu fosilnih ostataka stonoga zakljueno da su predacke forme stonoga zivele u
periodu kasnog Silura’ i da su verovatno bile prve Zivotinje koje su ,ispuzale iz
praokeana i nastanile terestrina staniSta, mnogo godina pre pojave dinosaurusa.
Arthropleura je na osnovu do sada pronadenih fosilnih ostataka proglasena za najveceg
beski¢menjaka svih vremena, jer je mogla da naraste i do 2,6 m. Stonoge i drugi
zemljiSni zglavkari iz tog vremena bile su znacajno veée nego njihovi potomci koji
danas zive na zemlji. Razlog lezi u koli¢ini kiseonika u tadasnjoj atmosferi, odnosno u
njegovom velikom parcijalnom pritisku. Kako se njegova koncentracija smanjivala
tokom vremena tako se smanjivala i veli¢ina jedinki. Recentne diplopode mogu da Zive

od jedne do deset godina.

" Preuzet engleski naziv je ,,myriad“ i oznadava neodredenu ali veliku koliinu.
" Silur je period od pre 443,7-416,0 miliona godina.
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1.2.1. Stonoge iz klase Diplopoda

Diplopode su raznovrsna grupa zemljisnih zglavkara sa preko 12 000 opisanih
vrsta i sa pretpostavljenim diverzitetom od oko 80 000 vrsta*. Do sada je opisano 16
redova recentnih i osam redova izumrlih diplopoda.

Znacajna karakteristika diplopoda po kojoj su i dobile ime je postojanje dva para
nogu na vecini pleurotergita . Tacnije, telo kod diplopoda je sastavljeno od glave i
trupa. Prvi pleurotergit (kolum) ne poseduje noge za hodanje, slede¢ih nekoliko
pleurotergita poseduju po jedan par nogu, a nakon toga pleurotergiti poseduju po dva
para nogu za hodanje. Poslednji somit ne poseduje noge za hodanje. Na pleurotergitima
(od Sestog do poslednjeg pleurotergita sa nogama za hodanje) se kod juliformnih
stonoga nalazi po par odbrambenih Zlezda (ozadena), koje se ozoporama na lateralnoj
strani somita otvaraju u spoljasnju sredinu. Kod navedene grupe diplopoda ozadene su
jasno uocljive, medutim, kod polidezmidnih diplopoda ove strukture nisu tako jasno
izrazene i otvaraju se na lateralnim stranama paranotuma (izrastaji na somitima),
najces¢e na V, VII, IX, X, XII, XIII i XV-XIX pleurotergitu.

Diplopode su Siroko rasprostranjene na zemlji 1 najéeSée zive na skrovitim
mestima, ispod kamenja, oborenih stabala, u zemljistu, ¢esto i u pe¢inama. Duzina tela
se kre¢e od nekoliko milimetara pa do 30 cm. Ove stonoge su poznate i po sv0joj
hemijskoj odbrani na osnovu koje se mogu rasporediti u odgovarajuce klade, o cemu ¢e
viSe reci biti u poglavlju Nasi radovi.

Najznacajnija uloga diplopoda u terestri¢nim stanistima je u razgradnji organske
materije, pre svega uginulog biljnog materijala. U borealnim Getinarskim $umama’,
stonoge koje pripadaju klasi diplopoda, prema istraZivanjima Carcamo—a i saradnika®’,
u stanju su da prerade 1 do 36 procenata godiSnjeg Cetinarskog otpada. Zanimljivo je da
neke od vrsta diplopoda mogu da se hrane Zivim biljkama i samim tim da se ponasaju
kao Stetocine. Tako, na primer, neke vrste Polyzoniida i Siphonophorida imaju
prilagoden usni aparat za sisanje biljnih sokova (narocito iz korena) i, kako je ranije
napomenuto, mogu da koriste sekundarne metabolite iz biljaka za svoju odbranu.

Stonoge iz reda Platydesmida se hrane gljivama, vrste iz reda Penicillata se ¢esto hrane

* Pleurotergit je termin koji oznadava segmentisan deo tela kod stonoga iz klase Diplopoda.
" Boreal je podrugije koje se prostire juzno od Arkti¢kog kruga.
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algama iz kore, dok postoje i neke vrste koje zive na drveéu kao na primer
Zoosphaerium arborealis (Cook 1875)*. Prema raspoloZivim literaturnim podacima
jedino su predstavnici reda Callipodida karnivori 1 hrane se sitnim insektima 1 glistama.

U naSim radovima ispitivane su odbrambene supstance kod 15 vrsta diplopoda,
1z pet redova.

Iz reda Callipodida ispitivane su dve vrste: Apfelbeckia insculpta (C. L. Koch
1867) 1 Callipodella fasciata (Latzel 1882). Obe vrste pripadaju familiji
Schizopetalidae. Ovaj red broji vise od 200 opisanih vrsta, koje se mogu nac¢i u Severnoj
Americi, Evropi, zapadnoj i jugoisto&noj Aziji odnosno u juznoj Kini**.

Iz reda Polydesmida ispitivane su ukupno cetiri vrste koje pripadaju familiji
Polydesmidae i to: Polydesmus complanatus (Linnaeus 1761), Brachydesmus avalae
(Cur¢i¢ & Makarov 1997), Brachydesmus dadayi (Verhoeff 1898) i Brachydesmus
troglobius (Daday 1889). Ovaj red broji vide od 5 000 vrsta Siroko distriburanih vrsta**.

Iz reda Polyzoniida ispitivana je vrsta Polyzonium germanicum (Brandt 1837),
koja pripada familiji Polyzoniidae. Ovaj red broji viSe od 120 vrsta rasprostranjenih u
Severnoj Americi, Evropi, juznoj Africi, jugoisto¢noj Aziji, Novom Zelandu, ostrvima u
Indijskom okeanu*, na Balkanskom poluostrvu je najées¢a vrsta P. germanicum™.

U okviru reda Julida ispitivano je ukupno Sest vrsta: Julus terrestris (Berlese
1884), Cylindroiulus boleti (C. L. Koch 1847), Leptoiulus trilineatus (C. L. Koch 1847),
Megaphyllum bosniense (Verhoeff 1897), Megaphyllum austriacum (Latzel 1884) i
Megaphyllum unilineatum (C. L. Koch 1838). Ovaj red broji vise od 1 300 opisanih
vrsta, poglavito sa holarktickom distribucijom*. Zajedno sa redovima Spirostreptida i
Spirobolida ¢ine Juliformnu grupu stonoga.

Iz reda Glomerida ispitivane su dve vrste: Glomeris klugii (Brandt 1833) i
Onychoglomeris herzegowinensis (Verhoeff 1898). Red Glomeris sadrzi 30 rodova i

vise od 450 opisanih vrsta rasporedenih na severnoj hemisferi i u jugoisto¢noj Aziji*’.
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Slika 1.27. Filogenetsko stablo stonoga iz klase Diplopoda (Hoffman, 1980); redovi kojima pripadaju

analizirane vrste oznaceni su crvenom bojom.
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Slika 1.28. Slike izabranih vrsta diplopoda:
A: Glomeris klugii (Brandt 1833), B: Julus terrestris (Berlese 1884), C: Apfelbeckia insculpta (C. L.
Koch 1867), D: Polyzonium germanicum (Brandt 1837) 1 E: Brachydesmus troglobius (Daday 1889).
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1.2.2. Stonoge iz klase Chilopoda

Stonoge iz klase Chilopoda predstavljaju veoma vaznu klasu predatorskih
zglavkara sa oko 3 300 opisanih vrsta klasifikovanih u pet recentnih redova 1 jednom
koji pripada izumrlim hilopodama48. Ove stonoge su rasporedene na svim kontinentima
osim Antartika.

Kao i kod stonoga iz klase Diplopoda glavnu karakteristiku stonoga iz klase
Chilopoda predstavlja telo sastavljeno iz segmenata, dok je razlika u tome §to se kod
hilopoda na svakom segmentu nalazi po jedan a ne po dva para nogu. Prvi par nogu im
je modifikovan u mandibule, organe slicne Zaokama, koje sluze za ubrizgavanje otrova
u zrtve kojima se hilopode hrane. Posle ,,prvog para“ nogu sledi niz segmenata od 15—
191, koliko ih je maksimalno pronadeno do sada. Zanimljivo je da se kod nekih vrsta
hilopoda iz redova Scolopendromorpha i1 Geophilomorpha jedinke radaju sa istim
brojem segmenata koje imaju i odrasle jedinke (epimorfoza). Nasuprot tome, postoje
jedinke koje se radaju sa znacajno manjim brojem segmenata nego odrasle jedinke i
onda dolazi do povecanja broja segmenata sa svakim novim presvlacenjem do kraja
zivota (eunamorfoza) ili se broj segmenata povecava do konacnog broja nakon cega se
jedinka vise ne presvlaci (teloanamorfoza), kao u sluc¢aju polidezmidnih diplopoda.

Pored otrova iz mandibula ove zivotinje poseduju hemijsku odbranu u kojoj
koriste cijanovodonik i njemu srodna jedinjenja za izbegavanje neprijatelja ili za zastitu
legla. O hemijskoj odbrani kod hilopoda bice vise re¢i u poglavlju Nasi radovi u kojima

su ispitivane odbrambene supstance kod Sest vrsta hilopoda, iz tri reda.

Notostigmophora
; Lithcbiomorpha
Chilopoda

Craterostigmomorpha

Pleurostigmophora Scolopendromorpha

Geaophilomorpha

Slika 1.29. Filogenetsko stablo stonoga iz klase Chilopoda (Edgecombe i Giribet 2007); redovi kojima

pripadaju analizirane vrste oznaceni su narandzastom bojom.
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Iz reda Lithobiomorpha ispitivana je vrsta Eupolybothrus transsylvanicus (Latzel
1882) koja pripada familiji Lithobiidae.

Iz reda Scolopendromorpha ispitivana je vrsta Cryptops parisi Brolemann 1920,
koja pripada familiji Cryptopidae.

U okviru reda Geophilomorpha ispitivane su Cetiri vrste: Strigamia crassipes (C.
L. Koch 1835), koja pripada familiji Linotaeniidae, Henia illyrica (Meinert 1870) koja
pripada familiji Dignathodontidae, Clinopodes flavidus (C. L. Koch 1847), koji pripada
familiji Geophilidae 1 Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767), koji pripada familiji

Himantariidae.

——

Slika 1.28. Slike izabranih vrsta hilopoda:
Gore: Eupolybothrus transsylvanicus (Latzel 1882), u sredini levo Henia illyrica (Meinert 1870),
u sredini desno Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767) i dole Clinopodes flavidus (C. L. Koch 1847).
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2. NASI RADOVI

Cilj ovog rada bio je ispitivanje odbrambenih supstanci stonoga iz klasa
Diplopoda i Chilopoda. Ukupno je analizirana 21 vrsta, 15 Diplopoda i 6 Chilopoda.
Vrsta Apfelbeckia insculpta posluzila je kao inicijalni model-sistem za ispitivanje
najboljeg nacina za pripremu uzoraka, prvenstveno zbog svoje veli¢ine i dostupnosti,
kao 1 zbog jednostavnosti sekreta koje su imale do tada ispitivane kalipodidne vrste.
Uzorci navedene vrste su pripremani iritiranjem jedinki uz pomo¢ vakuum cev¢ica sa
aktivnim ugljem, filter—papirom i ekstrakcijom organskim rastvara¢ima razlicitih
polarnosti, kao 1 disekovanjem odbrambenih vezikula. Kao najbolji nain za pripremu
uzoraka 1 kasniju identifikaciju odbrambenih supstanci pokazala se ekstrakcija
organskim rastvaracima vecéeg broja jedinki. Broj jedinki prvenstveno zavisi od njihove
veli¢ine, tako da je za ekstrakciju vrste Julus terrestris koriS¢ena samo jedna jedinka,
dok je za ekstrakciju vrste Brachydesmus avalae bilo neophodno i nekoliko desetina
jedinki.

U zavisnosti od identifikovanih jedinjenja i izgleda sekreta, neke vrste su
testirane na prisustvo cijanovodonika (pikrinski test) i na prisustvo odbrambenih
supstanci proteinske prirode (Bradford—ov test i elektroforeza).

Najznacajnija hibridna tehnika za identifikaciju odbrambenih supstanci bila je
gasna hromatografija/masena spektrometrija (GC-MS) i to u uslovima elektronske i
hemijske jonizacije. Pored toga, koriS¢ena je 1 teCna hromatografija/masena
spektrometrija (LC—MS) u uslovima pozitivne i negativne elektosprej jonizacije (ESI).

Za odredivanje strukture najzastupljenijih komponenti odbrambenih sekreta
koris¢éene su 'H i ?C NMR spektroskopija, zajedno i sa visepulsnim tehnikama kao $to
su, COSY, NOESY, DOSY, DEPT HSQC i HMBC. U pojedinim eksperimentima
koriséene su i "N HSQC i "N HMBC tehnike.
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2.1. Odbrambene supstance predstavnika klase Diplopoda —

Rezultati

Stonoge iz klase Diplopoda* proizvode razli¢ite odbrambene sekrete iz

specijalizovanih Zlezda, koje su najc¢eS¢e rasporedene tako da se po jedan par Zlezda

nalazi na svakom pleurotergitu. Na sl. 2.1. prikazan je poprecni presek jedne takve

zlezde kod vrste koja pripada redu Callipodida. Jedinke koje pripadaju ovom redu

Slika 2.1. Odbrambena zlezda jednog sredisnjeg pleurotergita
kod muzjaka vrste Apfelbeckia insculpta (L. Koch 1867).

Pogled sa prednje strane. Skala je 2 mm.

proizvode p—krezol 1 njemu
srodna jedinjenja, dok one iz
redova Julida, Spirostreptida i
Spirobolida, proizvode hinonska
jedinjenja.

Alkaloidi su odbrambene sup—
stance registrovane kod redova
Polyzoniida i Glomerida, dok je
kod Glomerida uoceno 1
prisustvo proteinskih struktura u
odbrambenom sekretu.
Cijanogeneza je registrovana kod
pet familija u okviru reda
Polydesmida.

Odbrambeni sekreti nisu poznati
kod redova Siphonophorida,
Stemmiulida i1 Platydesmida, dok

vrste koje pripadaju redovima Chordeumatida, Sphaeriotheriida i Siphoniulida uopSte

nemaju odbrambene Zlezde.

" Engleski jezik poznaje naziv Millipedes, za stonoge iz klase Diplopoda, a takode i naziv Centipedes, za
stonoge klase Chilolopoda, dok nas jezik poznaje samo naziv stonoge za obe klase.

44



NASI RADOVI

2.1.1. Odbrambene supstance predstavnika familije Schizopetalidae

(Diplopoda, Callipodida)

Iz familije Schizopetalidae ispitivane su dve vrste: Apfelbeckia insculpta 1
Callipodella fasciata. Kao §to je ranije napomenuto, vrsta A. insculpta posluZzila je za
pronalazenje najoptimalnijeg nacina za pripremu uzoraka, kao i najboljih parametara
instrumentalnih tehnika koje ¢e se kasnije koristiti. Kao §to je istaknuto ranije, izabrana
je navedena vrsta zbog krupne veliCine tela, relativno lakog prikupljanja, kao i niza
primitivnih karaktera koji ukazuju na njen endemo—reliktni status. Najbolje rezultate je
pokazalo ekstrahovanje organskim rastvaratem veceg broja jedinki u §to manjoj
zapremini rastvaraca. Najbolji rezultati su se dobijali u metilen—hloridu i n—heksanu
(priprema za GC-MS) i deuterohloroformu (priprema za NMR). Gasni 1 gasno—maseni
hromatogrami ukupnog metilen—hloridnog ekstrakta A. insculpta (sl. 2.2.) pokazali su
prisustvo krezola kao glavne komponente sekreta dobijenog ekstrakcijom
metilen—hloridom. PoSto se maseni spektri i retenciona vremena o—, m— i p—izomera
neznatno razlikuju, snimljen je "H NMR spektar (sl. 2.3.), na osnovu &ega je potvrdeno

da je glavna komponenta odbrambenog sekreta p—krezol.

D2

Intenzitet (e7)
o0
0

20 D1 ‘ D3

N . I
N N R R ——————————— ———
4.00 5.00 &.00 7.00 8.00 900 1000 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00
Vreme (min)

Slika 2.2. GC—FID hromatogam metilen—hloridnog ekstrakta vrste Apfelbeckia insculpta (L. Koch 1867).

U '"H NMR spektru deuterohloroformskog ekstrakta uoGeni su signali metil

grupe na hemijskom pomeranju od 2,27 ppm i signali aromati¢nih protona AA’ BB’
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spinskog sistema (2H; 6 6,73 ppm; J 8Hz i 2H 6 7,04 ppm; J 8Hz) koji odgovaraju
p—krezolu.

Pored GC—FID 1 GC-MS spektara snimljenih tehnikom elektronske jonizacije
(GC-EI-MS) za identifikaciju nepoznatih jedinjenja koris¢eni su i GC-MS spektri
snimljeni tehnikom hemijske jonizacije (GC—CI-MS) uz metan i izobutan kao gasove
za jonizaciju. Ovako dobijeni hromatogrami (snimljeni pod istim uslovima) posluzili su

za odredivanje molekulskih masa svih jedinjenja, odnosno za identifikaciju svih pikova.

2.27

_—7.06
—™7.02
_—6.75
T—6.71

CHj

OH

.

T T T T
71 7.0 6.9 ppm

) L

T T T T T T T T T T T T T T
.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

~N _]2.00

Slika 2.3 ."H NMR—Spektar (200 MHz) CDCl; ekstrakta vrste Apfelbeckia insculpta (L. Koch 1867).

Na osnovu svih pomenutih rezulata identifikovana su tri jedinjenja (sl. 2.4.) i to: fenol

(D1), p—krezol (D2) i p—etilfenol (D3)*.

* Spektralni podaci ovih jedinja su prikazani u Ekspeimentalnom delu u pasusu Spektralni podaci
identifikovanih jedinjenja.
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CH

OH CHs H,C™
OH OH
D1 D2 D3

Slika 2.4. Identifikovana jedinjenja u metilen-hloridnom ekstraktu sekreta jedinki iz familije
Schizopetalidae

Na isti naCin kao 1 4. insculpta ispitivana je 1 vrta C. fasciata. Uporedna analiza
ovih vrsta pokazala je veliku sli¢nost odbrambenih sekreta u okviru familije

Schizopetalidae (tabela 2.1.).

Tabela 2.1. Sastav odbrambenih sekreta kod Apfelbeckia insculpta (L. Koch 1867) i Callipodella
fasciata (Latzel 1882) analiziranih GC—FID i GC-MS tehnikama

Rt Jedinienie Procentni sastav
(min) Jen A. insculpta C. fasciata
6,7 978 D1 fenol 2.9 3,5
8.4 1082 D2 krezol 97,0 96,5
14,3 1475 D3 p—etilfenol 0,1 u tragu

Kod obe vrste sekret je kao glavno odbrambeno jedinjenje sadrzavao p—krezol.
Relativni odnos komponenti dobijen je na osnovu odnosa povrSina pikova u GC-FID
hromatogramima. Izmedu ove dve vrste nisu pronadene znacajnije razlike u
odbrambenom sekretu, dok njihov sastav potvrduje rezultate dosada$njih ispitivanja®
prema kojima su p—krezol (kao glavna komponenta) i fenol (u tragu), glavne

karakteristike sekreta vrsta koje pripadaju redu Callipodida.
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2.1.2. Odbrambene supstance predstavnika familije Polydesmidae

(Diplopoda, Polydesmida)

Iz familije Polydesmidae ispititivane su ukupno cetiri vrste koje pripadaju
rodovima Polydesmus 1 Brachydesmus 1 to: P. complanatus, B. avalae, B. dadayi i B.
troglobius. Metilen—hloridni 1 n—heksanski ekstrakti analizirani su GC-FID,
GC-EI-MS i GC—CI-MS tehnikama na nepolarnoj HP5-MSI koloni tako da je
identifikovano osam jedinjenja i to: benzaldehid D4, benzil-alkohol DS, benzoil-nitril
D6, benzil-metil-keton D7, benzoeva kiselina D8, benzil-etil-keton D9, mandelonitril
D10 i mandelonitril-benzoat D11 (tabela 2.2., sl. 2.5. 1 2.6.).

Pojava cijanogenih jedinjenja D6 i D10, znaci i pojavu cijanovodonika u
gasovitom delu sekreta, koji nastaje hidrolizom ovih jedinjenja. Kako bi se dokazala ova
pretpostavka iskoris¢en je pikrinski test” (sl. 2.7.). Pojava narandZaste boje u ovim
testovima nedvosmisleno potvrduje ¢injenicu da odbrambeni sekret svih ispitivanih

polidezmidnih vrsta sadrzi HCN.

Tabela 2.2. Sastav metilen—hloridnih ekstrakata Cetiri vrste diplopoda koje pripadaju familiji Polydesmidae
analiziranih GC—FID i GC-MS tehnikama

Relativni procentni sastav

(n}}i;) Rl Jedinjenje Polydesmus  Brachydesmus — Brachydesmus Brachydesmus
complanatus dadayi avalae troglobius
59 969 D4  benzaldehid 41,6 15,0 12,9 54,7
6,9 1038 D5  benzil-alkohol - 5,9 1,2 1,7
7,9 1103 D6  benzoil-nitril 48,4 66,7 64,1 30,7
8,5 1138 D7  benzil-metil-keton 0,9 - - -
9,1 1180 D8  benzoeva kiselina - - 18,3 10,9
9,9 1235 D9  benzil-etil-keton 3,1 2.3 u tragu -
11,2 1330 D10 mandelonitril 3,2 - - -
18,2 1951 D11 mandelonitril-benzoat 2.8 10,1 3,5 2,0

" Bojena reakcija kojom se dokazuje prisustvo gasovitog cijanovodonika. Nagin izvodenja je prikazan u
Eksperimentalnom delu u pasusu Detektovanje cijanovodonika.
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Slika 2.5. Identifikovana jedinjenja u odbrambenom sekretu Cetiri vrste diplopoda koje pripadaju familiji Polydesmidae.
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Slika 2.6. Ukupni GC-FID jonski hromatogrami metilen—hloridnih ekstrakata odraslih jedinki: Polydesmus complanatus (gore levo), Brachydesmus troglobius (gore
desno), Brachydesmus dadayi (dole levo) i Brachydesmus avalae (dole desno).
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Cijanovodonik (D12), pored bojene reakcije, dokazan je i headspace GC—MS tehnikom
(sL 2.7.)*. Zbog razlicite pripreme uzorka hromatogram dobijen na ovaj nacin se dosta
razlikuje od hromatograma dobijenog ekstrakcijom organskim rastvara¢em. Relativni
odnosi pikova iz tih hromatograma nisu uporedivi, tako da su u tabeli 2.2. prikazani
relativni odnosi jedinjenja u metilen—hloridnom ekstraktu, ali ne i u celom
odbrambenom sekretu.
| HCN

S o ' Vazduh u|\‘|

¥ \ |‘|\

B\ I

\ / 4 |
% i ‘ Y
N I} ‘<W“‘w%m
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Slika 2.7. Identifikacija cijanovodonika (D12). Gore levo: Rezultat pikrinskog testa kod vrste Polydesmus
complanatus — pojava narandzaste boje dokazuje prisustvo cijanovodonika. Gore desno: Headspace
GC-MS hromatogram i dole:EI-MS—spektar pika na Rt=1,65 min uporeden sa spektrom cijanovodonika
iz OCAD 9 biblioteke masenih spektara.

S druge strane, identifikacija veceg broja nepoznatih jedinjenja uvek predstavlja
izazov. Prilikom identifikacije jedinjenja D4-D12 uz pomo¢ GC—FID 1 GC-MS tehnika
koriS¢eno je nekoliko razli¢itih nacina odredivanja strukture.

Pre svega, bilo je neophodno je uporediti EI-MS spektre sa §to boljim
bibliotekama spektara. U sluCaju jedinjenja D4-D12 korisS¢ene su komercijalne
biblioteke (NIST 11, Wiley 07, Adams, Flavor i OCAD 097) 1 nasa bibliotecka COMB

7+, Tako se u ovim bibliotekama nalazi vise od pola miliona snimljenih spektara, to jest,

" Nagin izvodenja je prikazan u Eksperimentalnom delu u pasusu Detektovanje cijanovodonika.

" OCAD — The OPCW (Organizacija za zabranu hemijskog oruzja) Central Analytical Database

* Ovom prilikom posthumno se zahvaljujem Dejanu Pokoviéu za prikupljanje velikog broja masenih
spektara i nesebi¢no deljenje znanja iz oblasti masene spektrometrije, posebno tokom radnih subota.
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nekoliko stotina hiljada jedinjenja, identifikacija se mora uraditi veoma pazljivo. Najpre
se mora voditi racuna o tome da se prilikom identifikacije nepoznatog jedinjenja koristi
reprezentativan maseni spektar, tacnije maseni spektar hromatografskog pika mora se
precistiti od pozadinskih jona, ili od jona drugog jedinjenja u slucaju da nije moguce
posti¢i dobro hromatografsko razdvajanje. Zatim, koeficijent sli¢nosti izmedu tako
dobijenog masenog spektra i spektra iz biblioteke mora da bude izrazito visok (vise od
900 od maksimalih 1000 u programu NIST MS Search ili viSe od 90 od maksimalnih
100 u programu AMDIS). Pored visokog koeficijenta sli¢nosti, maseni spektri moraju i
vizuelno da lice, $to znaci da ne smeju imati visak, ali ni manjak pikova.

Zatim je potrebno, ako postoje literaturni podaci, uporediti jedinjenja i na
osnovu retencionih indeksa (RI)". Neke biblioteke spektara veé¢ sadrze RI podatke i/ili
podatke o retencionom vremenu*, dok je za druge neophodno konsultovati literaturu.
Dobro poznat kriterijum za identifikaciju jedinjenja na osnovu RI podataka jeste taj da
se RI nepoznatog jedinjenja i biblioteke (literature) ne sme razlikovati za vise od 20 RI
jedinica. U naSem slucaju jedinjenja D4, DS, D8 i D10 imaju odli¢na slaganja sa
podacima iz biblioteka i u literaturi’®'****. Za jedinjenje D7 nema RI podataka
snimljenih pod istim GC uslovima, ali D7 ima RI (1138) koji se nalazi izmedu onih
pronadenih u literaturi®*> (1116 i 1170) snimljenih na drugadijem tipu kolone, ili na
koloni drugacijih dimenzija. Jedinjenje D9 pokazuje odli¢no slaganje, ali su RI podaci
snimljeni na staroj, pakovanoj koloni slicne polarnosti. Jedinjenja D7 1 D9 su
homologna jedinjenja koja se razlikuju za jednu CH, grupu, §to u ,,RI rec¢niku®
predstavlja razliku od oko 100 RI jedinica (slicno kao razlika izmedu dva susedna
n—alkana). Za jedinjenja D6 1 D11 ne postoje literaturni podaci, dok je za jedinjenje D12
gotovo nemoguce odrediti RI posto se radi o gasovitoj supstanci, za taj eksperiment
trebalo bi koristiti gasoviti metan, etan i propan kao standardnu seriju n—alkana. Zato $to

je struktura jedinjenja D12 veoma jednostavna, za kompletnu identifikaciju, dovoljno je

uporediti njegov maseni spektar sa bibliotekom.

" Engleski termin je match factor.

" RI (retencioni indeks) predstavlja karakteristiku jedinjenja pod odredenim GC uslovima. Odreduje se u
odnosu na retenciona vremena (Rt) dva susedna n—alkana izmedu kojih se nalazi. Standardna serija n—
alkana se mora snimiti pod istim GC uslovima. Indeksi n—alkana imaju vrednosti N*100, pa ¢e na primer
jedinjenje sa RI 900 imati isti RI i Rt kao i n»—nonan.

* Retenciono vreme je karakteristi¢no samo pod istim GC uslovima, tako da je prilikom snimanja
neophodno prilagoditi GC uslove, na ¢ije se podatke pozivate prilikom identifikacije.
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I na kraju, u slucajevima kada nema dovoljno literaturnih podataka, neophodno
je obratiti viSe paZnje na interpretaciju masenih spektara 1 uporediti ih sa spektrima
slicih jedinjenja. Tako smo uporedili EI-MS podatke jedinjenja D6 i D11 sa hemijski
bliskim jedinjenjem D10.
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Slika 2.8. Identifikacija jedinjenja D6:

A. EI MS spektar jedinjenja D6 sa predlozenom fragmentacijom.

B. EI MS spektar jedinjenja D6 uporeden sa spektrom iz biblioteke NIST 11.
C. EI MS spektar iz biblioteke NIST 11 sa strukturom jedinjenja D6.
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Slika 2.9. Identifikacija jedinjenja D10:
A. EI MS spektar jedinjenja D10 sa predlozenom fragmentacijom.

B. EI MS spektar jedinjenja D10 uporeden sa spektrom iz biblioteke NIST 11.

C. EI MS spektar iz biblioteke NIST 11 sa strukturom jedinjenja D10.

Jedinjenja D4-D11 su aromati¢na jedinjenja i daju intenzivne molekulske jone,

tako da im se odmah moze i odrediti molekulska masa. Jedinjenje D6 ima molekulsku

masu 131, Sto ukazuje na prisustvo neparnog broja N atoma. Fragmentacija jedinjenja

D6 prikazana na sl. 2.8. snazno potvrduje Cinjenicu da je pretpostavljena struktura

ispravna 1 da su sve druge izomerne strukture (o—, m—, p—, ili neke druge)
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neodgovarajuce, jer bi se u tim slucajevima pojavili neki novi pikovi ili bi neki od
postojecih nestali.

Jedinjenje D10 ima molekulski jon na m/z 133 (sl. 2.9.), §to ukazuje na neparan
broj atoma azota. U poredenju sa jedinjenjem D6, jedinjenje D10 ima dva atoma
vodonika vise, Sto odgovara prisustvu hidroksilne umesto keto—grupe. Takode,
indikatori alkoholne funkiconalne grupe su i joni M—1, M—17 i M-18 joni, koji su
dodatno stabilizovani rezonancijom. Osnovni jon m/z 105, kao 1 joni m/z 77 1 51 tipi¢ni
su za aromaticna jedinjenja slicne strukture kao i jedinjenje D6 (sl. 2.8.).

Molekulski jon jedinjenja D11 je na vrednosti m/z 237, $to ukazuje na neparni
broj azota. Joni m/z 105 (osnovni jon) i 116 nastaju direktno iz molekulskog jona
prostim fragmentacijama obe C-O veze, uz gubitke neutralnih Cestica masa 132 1 121.
Treci jon po obilnosti je jon m/z 77, koji je u stvari poslednji jon znacajnog intenziteta i
odgovara fenil—grupi, odnosno jonu [CsHs]".

EI-MS Spektri* jedinjenja D7 1 D9 odgovaraju spektrima iz biblioteke. Oba
jedinjenja daju odgovaraju¢e molekulske jone (m/z 134 1 148), zatim jon m/z 91 (benzil—
katjon, odnosno tropilijum—katjon) koji nastaje prostom fragmentacijom o—C, C veze.
Istim tipom fragmentacije nastaju i joni m/z 43 i 57 koji odgovaraju CH;CO" i

CH;3CH,CO" jonima.

* Spektralni podaci ovih jedinja prikazani su u Eksperomentalnom delu u pasusu Spektralni podaci
identifikovanih jedinjenja.
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2.1.3. Odbrambene supstance predstavnika familije Polyzoniidae

(Diplopoda, Polyzoniida)

Jedini takson iz familije Polyzoniidae koji je ispitivan bila je vrsta Polyzonium
germanicum. Navedena vrsta je jedini ¢lan familije Polyzoniidae koja naseljava prostor
Balkanskog poluostrva. Za identifikaciju sastojaka odbrambenog sekreta koristili smo
LC-MS i GC-MS tehnike. Za pripremu uzoraka za LC-MS koristili smo metanol kao
rastvara¢, dok je metilen—hlorid koris¢en prilikom pripreme uzoraka za GC-MS.
Identifikovana su Cetiri odbrambena jedinjenja 1 to: polizonimin D13, spiropirolizin O—
metil-oksim D14, nitropolizonamin D15 1 novi alkaloid 296 (7—acetoksi—

nitropolizonamin D16) (sl. 2.10.).
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Vreme (min)

N

Slika 2.10. (Gore): Identifikovana jedinjenja u odbrambenom sekretu vrste Polyzonium germanicum
(Brandt 1837), (dole): Ukupni GC-FID jonski hromatogram metilen—hloridnog ekstrakta odraslih jedinki

P. germanicum.
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Prilikom analize GC-FID i GC-MS hromatograma uoceno je da razli¢iti pikovi
imaju identi¢ne masene spektre (sl. 2.11. 1 tabela 2.3.). Ova Cinjenica nije iznenadujuca,
posto jedinjenja D13—16 imaju hiralne C atome, a to dalje znaci postojanje veceg broja
dijastereomera koji se mogu razdvojiti GC kapilarnim kolonama, i samim tim se uocava
veci broj pikova sa identicnim masenim spektrima. U tabeli 2.3. dat je relativni odnos
jedinjenja na osnovu povrsina pikova u GC-FID hromatogramu, s tim $to su u tabeli za
Rt i RI upisane vrednosti dva najzastupljenija izomera jedinjenja D14. PovrSina pikova
svih izomera sabira se da bi se dobio relativni odnos ovih jedinjenja. Na osnovu

GC-MS spektara nije moguée odrediti apsolutne konfiguracije pomenutih stereocentara.

Tabela 2.3. Sastav metilen—hloridnog ekstrakta vrste Polyzonium germanicum (Brandt 1837) analiziran
GC-FID i GC-MS tehnikama.

Rt (min) RI Jedinjenje Procentni sastav
11,6 1290 D13 polizonimin 92,6
19,7;20,1  1928; 1965 D14 spiropirolizin O—metil—oksim 6,0
20,3 1982 D15 nitropolizonamin 0,3
23,9 2355 D16 7—-acetoksi—nitropolizonamin 1,1

Rezultati LC-ESI-TOF-MS analize potvrduju prisustvo jedinjenja D13-D16, to
jest, njihovih molekulskih formula (poglavlje 3.5 Spektralni podaci identifikovanih
jedinjenja). U pozitivnim ESI masenim spektrima dobijeni su protonovani molekuli
[MH]" za sva jedinjenja, dok su greske merenja u svim slu¢ajevima manje od 5 ppm.

PoSto smo imali ograni¢enu koli¢inu materijala, nismo bili u moguénosti da
dobijemo rezultate NMR analize i dodatno potvrdimo strukture ovih spiroalkaloida.
Jedinjenja D13 i D15 identifikovana su na osnovu poredenja EI-MS spektara sa NIST
11 bibliotekom spektara i slaganjem HR-MS spektara sa molekulskom formulom, dok
je D14 identifikovan na osnovu podataka iz literature™ i slaganjem HR—MS spektara sa
molekulskom formulom, dok se identifikacija novog alkaloida D16 ipak mora
posmatrati tentativno. Za potpunu identifikaciju ovog alkaloida neophodno je izvrsiti
njegovu sintezu i1 podatke uporediti sa postoje¢im, odnosno bilo bi pozeljno obezbeditti
nove (vece) koli¢ine materijala i identifikaciju novog jedinjenja potvrditi uz pomoc¢

NMR tehnika.
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Slika 2.11. EI-MS—Spektri jedinjenja D13—-D16
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2.1.4. Odbrambene supstance predstavnika familije Julidae (Diplopoda,
Julida)

U okviru familije Julidae ispitivano je ukupno Sest vrsta: Julus terrestris,
Cylindroiulus boleti, Leptoiulus trilineatus, Megaphyllum bosniense, M. austriacum 1

M. unilineatum.

0 0 0 0
CHs OH OCH,
CHs CHs
0 o) 0 0
D17 D18 D19 D20
OH 0 OH OH OH
OCH, CHs CHs OCH,
OCH, H,CO OCH;
OH o) OH OH OH
D21 D22 D23 D24 D25
OH 0 OH OH
CHs OCH, OCH; OCH,
0 HiC OCH, CHy;  HsC OCH;4
o—/ 0 OH OH
D26 D27 D28 D29

Slika 2.12. Identifikovana jedinjenja u odbrambenom sekretu vrsta Julus terrestris, Cylindroiulus boleti,
Leptoiulus trilineatus, Megaphyllum bosniense, M. austriacum i1 M. unilineatum.

Iz metilen—hloridnih ekstrakata (odbrambenih sekreta) ovih vrsta uz pomoc
GC-FID, GC-MS i1 NMR tehnika okarakterisano je trinaest benzohinonskih derivata:
1,4-benzohinon D17, 2-metil-1,4-benzohinon D18, 2-hidroksi—3-metil-1,4—
benzohinon D19, 2-metoksi—3—metil-1,4-benzohinon D20, hidrohinon D21, 2,3-
dimetoksi—1,4—benzohinon D22, 2-metilhidrohinon D23, 2-metoksihidrohinon D24,
2,3—dimetoksihidrohinon D25, 2-metil-3,4—metilenedioksifenol D26, 2,3—dimetoksi—
5—metil-1,4-benzohinon D27, 2-metoksi—3—metilhidrohinon D28, 2,3—dimetoksi—5—
metilhidrohinon D29 (sl. 2.12. 1 2.13. i tabela 2.4.).

58



A

D26
‘ D28
D22 D25 “
D23 D24 D27 D29
/\\ "\ / \ ﬁ ~
/’ ~_ SN~ SN N yavi N o 777// N
T T T T T e T R T T e T T R T T T T e e e e e e e e
1250 12,60 1270 1280 1290 13.00 1310 1320 13.30 1340 1350 13.60 13.70 13.80 13.90 14.00 14.10

L e s e e e e e
1210 1220 1230 1240

NASI RADOVI

| D20
|
D18 |
| B
“ i
j D19 |
| | I
| |
| _ J | \ A N A \ A\
T T T T =T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L T T = T T T /\\" T L — ‘% = T /\\ T T T T
6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00 13.50 14.00 14.50
6
— C
N~ 5 |
(V)
=
"q')‘ 4 |
= | |
g 3 J |
[0 |
= |
£ 2 |
|
1 | |
1L ) | L ool Y .
-
400 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00 25.00 26.00 27.00 28.00 29.00 30.00 31

Vreme (min)

Slika 2.13. Gasnohromatografski profili metilen—hloridnih ekstrakata odraslih jedinki Cylindroiulus boleti (C. L. Koch 1847): (A) Uveéan deo GC-FID hromatograma
koji prikazuje pikove hinona D22-29; (B) uvecan deo GC-FID hromatograma koji prikazuje karakteristican hinonski profil julida; (C) Ukupni GC-FID jonski

hromatogram.
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Tabela 2.4. Sastav odbrambenih sekreta Sest vrsta diplopoda iz familije Julidae analiziranih GC-FID i GC-MS tehnikama.
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Rt (min)

RI

Jedinjenje

Procentni sastav

Julus Cylindroiulus Leptoiulus Megaphyllum  Megaphyllum  Megaphyllum
terrestris boleti trilineatus bosniense austriacum unilineatum

5,7 917 D17 1,4-benzohinon 2,2 - - 0,3 - 0,1

7,4 1022 D18 2-metil-1,4-benzohinon 40,0 23,9 29,0 38,1 43,6 35

9,1 1127 D19 2-hidroksi—3—-metil-1,4-benzohinon 0,4 0,8 4.8 0,4 8,4 —

10,2 1191 D20 2-metoksi—3—metil-1,4-benzohinon 48,4 70,0 48,8 56,0 11,1 86,2
10,8 1232 D21 hidrohinon 2,0 - - - - -

12,1 1322 D22 2,3—dimetoksi—1,4-benzohinon - 0,8 1,6 1,0 0,7 5,7
12,5 1344 D23 2-metilhidrohinon 3,9 0,3 0,7 0,3 - 0,9
12,6 1350 D24 2-metoksi—5-metilhidrohinon - 0,4 0,6 0,4 - -

12,9 1373 D25 2,3-dimetoksihidrohinon 0,1 0,5 1,1 0,4 1,6 2,0
13,2 1390 D26 2-metil-3,4-metilenedioksifenol 0,9 2,0 11,2 0,9 33,6 0,3
135 1420 D27 23 dimetoksi-5-metil-1.4- - 0.2 0.6 0.9 - 0.8

benzohinon

13,6 1425 D28 2-metoksi—3—metilhidrohinon 2,1 0,7 0,6 0,2 - 04
14,0 1455 D29 2,3—dimetoksi—5—metilhidrohinon - 04 1,0 1,1 1,0 0,1
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Potrebno je napomenuti da ve¢ina masenih spektara ovih jedinjenja nije dala
dobro slaganje sa spektrima iz dostupnih biblioteka, a takode, nije bilo jednostavno doc¢i
do literaturnih podataka. Stoga se identifikacija jedinjenja D17-D29 zasnivala na
razmatranju mehanizama fragmentacije i analizi NMR spektara.

Na osnovu GC-FID, GC-EI-MS i GC-CI-MS spektara metilen—hloridnih
ekstrakata identifikovane su odbrambene supstance koje pripadaju hinonskim i
hidrohinonskim jedinjenjima. Ove dve grupe jedinjenja moZemo razlikovati i preko
reakcije sa reagensima za silanizovanje, kao Sto  je N,O0—-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamid (BSTFA) (shema 2.14.). Tako, na primer, razlike
izmedu hromatograma metilen—hloridnih ekstrakata pre i posle ove derivatizacije mogu
pokazati prisustvo ili odsustvo hidroksilne funkcionalne grupe. Ako posle reakcije
silanizovanja pik nepoznatog jedinjenja ostaje na istom retencionom vremenu, on nema
hidroksilnu funkcionalu grupu, to jest, on potice od hinona, a ukoliko pik nepoznatog
jedinjenja nestane nakon derivatizacije, a pojavi se pik trimetil-silil-derivata, onda se tu
radi o hidrohinonu ili hinonu sa dodatnom hidroksilnom grupom. Hemijska jonizacija
silanizovanih 1 nesilanizovanih uzoraka omoguéava nam da pojavom protonovanih
molekula [M+H]", utvrdimo razliku u masama tih jona. Razlika od 72 jedinice mase
(CsHgSi) javlja se kod jedinjenja sa jednom hidroksilnom grupom (monohidroksihinon),

a razlika od 144 (2 x C;H;gSi), kod jedinjenja sa dve hidroksilne grupe (hidrohinon) 1

tako dalje.
7 HeQ FH 7
R—Q + H3C—S|i—X — R—c|>—s|i—x — /O—Sli—CH3 + HX
H CHs H CH; R CH,

O\ /Si(CH3)3
Za BSTFA X= /C:N
F3C
Shema 2.14. Reakcija silanizovanja kod jedinjenja koja sadrze hidroksilnu funkcionalnu grupu.

Identifikacija ovog tipa jedinjenja prikazana je na primeru toluhinona (D18),
koja obuhvata poredenje masenih spektara hemijske 1 elektronske jonizacije
derivatizovanog i nederivatizovanog ekstrakta snimljenih pod istim uslovima. U slu¢aju
jedinjenja D18, CI-MS spektar metilen—hloridnog ekstrakta daje protonovani molekul

[M+H]" na vrednosti m/z 123, $to odgovara molekulskoj masi od 122 u. Zatim,
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fragmentacija toluhinona je dosta karakteristicha 1 moze posluziti kao primer za
interpretaciju ostalih jedinjenja ovog tipa. Molekulski jon na m/z 122, ujedno je 1
osnovni, dok joni na m/z 94, 66, 68, 54 1 40 predstavljaju karakteristicne fragmentacione
jonske vrste sa neparnim brojem elektrona (sl. 2.15.). Svi oni nastaju gubitkom jednog
ili vise molekula C=0 ili HC=CH (122-28=94, 122-28-28=66, 122-28-26=68 i tako
dalje), ali ukazuju i na to da je jon na vrednosti m/z 82 nastao gubitkom neutralnog
fragmenta Cs;Ha, najverovatnije ciklopropena. Dodatna potvrda da se radi o jedinjenju
hinonskog tipa bez hidroksilne grupe je Sto ovo jedinjenje ne reaguje sa BSTFA u

reakciji silanizovanja.
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Slika 2.15. Identifikacija jedinjenja D18: EI-MS spektar jedinjenja D18 (gore) i pretpostavljena
fragmentacija jedinjenja D18 (dole).
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Sli¢na situacija je i sa najzastupljenijim jedinjenjem u skoro svim ekstraktima,
hinonom D20, koji takode ne reaguje sa silanizacionim reagensom. U CI-MS spektru se
pojavljuje protonovani molekul m/z 153, dok je u EI-MS spektru molekulski jon ujedno

i osnovni jon (sl 2.16.).
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Slika 2.16. EI-MS—Spektar jedinjenja D20 na Rt=10,2 min.

Strukture najzastupljenijih hinona u svim ispitivanim odbrambenim sekretima
jedinjenja D18 i D20 kod Julida dodatno su potvrdene snimanjem 1D i 2D NMR
(COSY, HSQC i HMBC) spektara deuterohloroformskog ekstrakta M. bosniense (sl.
2.17-2.22.). Tako je uocena orto—konstanta sprezanja izmedu protona identifikovanih
kao H-5 i H-6 kod jedinjenja D20, *J=10 Hz. Isto kuplovanje je uo&eno i kod jedinjenja
D18, uz jo§ dva dodatna sprezanja protona H-3: prvo je meta—sprezanje sa H-5, ‘J=2,5
Hz, a drugo sprezanje je takode preko Cetiri hemijske veze sa protonima iz metil-grupe,
*J=1,6 Hz (videti COSY spektar sl. 2.18 i 2.19). Zanimljivo je to §to kuplovanje metil—
grupe nije do sada opisano u literaturi iako je bilo primera gde se navode literaturni
podaci za toluhinon (jedinjenje D18), s tim da je metil uvek okarakterisan kao
singlet’™™®. Asignacija °C signala utvrdena je pomoéu HSQC i HMBC spektara (sl.
2.20-2.22. i tabela 2.5.).
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Slika 2.17. 'H NMR-Spektar (500 MHz, CDCl;) CDCl; ekstrakta Megaphyllum bosniense; uveanja pokazuju signale jedinjenja D18 i D20.

64



NASI RADOVI

' | I
S |G [ 1 NIV A W A S oY L O W

S

ppm

ffﬁ 650

~6.55

|

[ N N

—6.60

H-3H-5 () &
(D18)

—6.65

—

S

H-5/H-6 (D20)

~6.70

6.75

ﬁ

— L.MJUIU
—_
|w B
-
o
N~

I
|

e - NN

©
o

—6.80

—6.85

—6.90

T T T T T T T T T 6.95
6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 ppm

Slika 2.18. Deo COSY spektra CDCl; ekstrakta Megaphyllum bosniense: korelacije aromati¢nih protona
jedinjenja D18 i D20.
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Slika 2.19. Deo COSY spektra CDCl; ekstrakta Megaphyllum bosniense: korelacije —CH; i H-3 protona
jedinjenja D18.
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Slika 2.20. Deo HSQC spektra CDCl; ekstrakta Megaphyllum bosniense: aromati¢ne H/C korelacije
jedinjenja D18 i D20.
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Slika 2.21. Deo HSQC spektra CDCl; ekstrakta Megaphyllum bosniense: —OCH3 i —CHj; korelacije
jedinjenja D18 i D20.
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Slika 2.22. Deo HMBC spektra CDCl; ekstrakta Megaphyllum bosniense: daljinske H/C korelacije
jedinjenja D18 i D20.

Tabela 2.5. "H NMR—Spektralni podaci jedinjenja D18 i D20 (500 MHz, CDCls)

D18 D20
Pozicija o e 0 e
1 - 187.,6 - 183,3
2 - 145,9 - 155,7
3 6,62 dg (2,5; 1,6) 133,3 - 129,0
4 - 183,9 — 188,3
5 6,71 dd (10; 2,5) 136,6 6,69 d (10) 136,3
6 6,76 d (10) 136,5 6,60 d (10) 134,7
Me-2 2,07d (1,6) 15,8 - -
Me-3 - - 1,95 s 8,6
OMe-2 - - 4,03 s 60,8
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Identifikacija jedinjenja D17, D19 i D21-26 zasnivala se jedino na GC i GC-MS
podacima pre 1 posle silanizovanja. Jedinjenje D17 je identifikovano na Rt=5,7 min kao
1,4-benzohinon. Ovo jedinjenje nije pokazalo reaktivnost prema BSTFA u reakciji
silanizovanja, dok je u CI-MS spektru uo¢en protonovani molekul [M+H]" na vrednosti

m/z 107.
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Slika 2.23. EI-MS—Spektar jedinjenja D17 na Rt=5,7 min.

Na Rt=9,1 min identifikovan je 2-hidroksi—3—metil-1,4—benzohinon (D19). U
reakciji silanizovanja pik ovog jedinjenja potpuno nestaje i pojavljuje se novi pik koji
odgovara mono—TMS derivatu, $to ukazuje na ¢injenicu da se radi o hinonu sa jednom
hidroksilnom grupom. U CI-MS spektru jedinjenja D19 uocen je protonovani molekul
[M+H]" na vrednosti m/z 139, dok se kod TMS—derivata on javlja na o&ekivanih m/z

211.
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Slika 2.24. EI-MS—Spektar jedinjenja D19 na Rt=9,1 min.

Na primeru jedinjenja D21, koje se pojavljuje jedino kod vrste J. terrestris, bice
prikazana identifikacija jedinjenja uz pomo¢ GC 1 GC-MS podataka pre i posle reakcije
silanizovanja (sl. 2.25. A 1 B).
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Slika 2.25. Identifikacija jedinjenja D21:
A. EIMS spektar jedinjenja D21 uporeden sa spektrom iz biblioteke NIST 11
B. EI MS spektar di-TMS derivata jedinjenja D21 uporeden sa spektrom iz biblioteke NIST 11.

U hromatogramu metilen—hloridnog ekstrakta na Rt=10,8 min (relevantniji
podatak je RI=1232) pojavljuje se pik ¢iji EI-MS spektar, na osnovu dostupnih
biblioteka EI-MS spektara, pokazuje odli¢no slaganje sa hidrohinonom (sl. 2.25. A.).

Takode, dobro je i slaganje retencionog indeksa sa podacima iz literarature’. U CI-MS

ukupnom jonskom hromatogramu istog uzorka, na istom retencionom vremenu, moze se
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uoditi pik u kome je protonovani molekul [MH]" na vrednosti m/z 111 osnovni jon.

Nakon reakcije silanizovanja pik na Rt=10,8 min nestaje, a pojavljuje se novi pik

(RI=1415), ¢ija masa odgovara di-TMS derivatu. Takode, uporedivanjem EI-MS

spektara iz dostupnih MS-biblioteka uoceno je odlicno slaganje sa spekrom di—-TMS

derivata hidrohinona (sl. 2.25. B.). U GC-CI-MS hromatogramu silanizovanog uzorka,

na istom retencionom vremenu (kao u GC-EI-MS hromatogramu), na vrednosti m/z

255 uocava se protonovani molekul, koji odgovara razlici m/z od 144 (2 x 72) u odnosu

na protonovani molekul [M+H]", koji se javlja kod hidrohinona. Tako, mozemo da

sumiramo identifikaciju hidrohinona D21 kao primer za sva jedinjenja ovog tipa:

e slaganje retencionih indeksa originalnog jedinjenja i TMS derivata sa literaturom

e slaganje EI-MS spektara originalnog jedinjenja i TMS derivata sa bibliotekom
spektara

e potvrda molekulskih masa originalnog jedinjenja i TMS derivata, na osnovu CI-MS
spektara snimljenih od istih uzoraka, pod istim hromatografskim uslovima i

dobijenih na istim retencionim vremenima

Na slian nacin identifikovano je i jedinjenje D22 (2,3—dimetoksi—1,4—
benzohinon, Rt=12,1 min i RI=1322). Posto je u pitanju 1,4-benzohinon bez hidroksilne
grupe u silanizovanom uzorku pik je ostao na istom retencionom vremenu i sa istim EI

(sl. 2.26.) i CI masenim spektrima.
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Slika 2.26. EI-MS—Spektar jedinjenja D22 na Rt=12,1 min
Jedinjenje D23 (2—metilhidrohinon) identifikovano je na retencionom vremenu

od 12,5 min (RI=1344). Posto je u pitanju homolog hidrohinona, retencioni indeks je

ocekivano za oko 100 ve¢i nego kod hidrohinona (1232). Takode, kao i drugi
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hidrohinoni jedinjenje D23 ucestvuje u reakciji silanizovanja, pri tom grade¢i di—-TMS
derivat sa retencionim indeksom 1478 1 sa molekulskom masom ve¢om za 144 jedinice

u odnosu na originalno jedinjenje (potvrdeno GC—CI-MS analizom).
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Slika 2.27. EI-MS—Spektar jedinjenja D23 na Rt=12,5 min

Jedinjenje D24  (2—metoksi—5—metilhidrohinon) identifikovano je na
retencionom vremenu 12,6 min (RI=1350). U CI-MS spektru uocen je protonovani
molekul [M+H]" na m/z 155, dok je nakon silanizovanja uocen pik sa retencionim

indeksom 1565 jedinica i protonovanim molekulom na m/z 299.
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Slika 2.28. EI-MS—Spektar jedinjenja D24 na Rt=12,6 min

Na Rt=12,9 min identifikovano je jedinjenje D25 (2,3—dimetoksihidrohinon,
RI=1373). Na osnovu CI-MS spektra odredena je molekulska masa od 170 u, $to u
kombinaciji sa EI-MS podacima daje molekulsku formulu CgH;oO4. Nakon
silanizovanja i tumacenja EI i CI-MS podataka identifikovan je di-TMS-—derivat
(RI=1570) molekulske mase 314 u, Sto odgovara molekulskoj formuli C;4H,604S1,.
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Slika 2.29. EI-MS—Spektar jedinjenja D25 na Rt=12,9 min

Na osnovu EI-MS spektra jedinjenja D26 (2—metil-3,4—metilenedioksifenola) na
Rt=13,2 min, moze se primetiti razlika u odnosu na spektre benzohinona, ali i na spektre
hidrohinona (sl. 2.30.). Pored osnovnog jona m/z 152, koji je ujedno i1 molekulski,
uocava se jedini intenzivni fragmentacioni jon m/z 151. S obzirom na to da je
ciklodehidrogenizacijom onemoguéena hinon—hidrohinon rezonancija, gubitak jednog
protona je veoma favorizovan, jer tako nastaje benzilni karbokatjon koji je dodatno

stabilizovan rezonancijom i slobodnim elektronskim parovima sa viSe atoma kiseonika.
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Slika 2.30. EI-MS—Spektar jedinjenja D26 na Rt=13,2 min

U reakciji silanizovanja nastaje mono—TMS derivat molekulske mase 224 u
(RI=1467). Wu i saradnici® su uotili da 2—-metil-3,4-metilenedioksifenol (jedinjenje
D26) nastaje ako se pomeSaju etarski rastvori 2—metoksi—3—metil-1,4-benzohinona
(jedinjenje D20) i 2—metoksi—3—metilhidrohinon (jedinjenje D28) na sobnoj temparaturi
u trajanju od 1-2 dana. Predlozena reakcija nastanka ovog jedinjenja prikazana je na
shemi 2.31.

Ovaj podatak je jo$ viSe naglasio koliko je vazno da se uzorci analiziraju odmah

nakon ekstrakcije.
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OH o] Tacnije, jedini pouzdan nacin je da
se jedinke odrzavaju u zivotu do samog
trenutka analiziranja.

OCH,4 OCHjs

OH o Na Rt=13,5 min identifikovano je

D28 D20 jedinjenje D27 (2,3—dimetoksi—5—metil—
1,4-benzohinon, RI=1420). U ukupnom

OH OH
jonskom hromatogamu dobijenom
tehnikom hemijske jonizacije na istom

0 OCH3  retencionom vremenu uo¢avamo
o—/ OH . o
protonovani molekul m/z 183, S§to bi

D26 D28 odgovaralo molekulskoj formuli CoH;¢Os4,

odnosno benzohinonu, koji ne reaguje sa
Shema 2.31. Shema nastanka jedinjenja D26

u reakciji ciklodehidratacije jedinjenja D28. reagensom za silanizovanje.
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Slika 2.32. EI-MS-Spektar jedinjenja D27 na Rt=13,5 min.

Na Rt=13,6 min identifikovano je jedinjenje D28 (2-metoksi—3—metil—
hidrohinon, RI= 1425). U CI-MS spektru osnovni jon je na vrednosti m/z 155, dok se u
EI-MS spektru uocavaju tri intenzivna jona: osnovni, ujedno i molekulski na m/z 154,
zatim jon 139, koji nastaje gubitkom metil-radikala, i na kraju, jon 111 koji nastaje
gubitkom ugljen—monoksida od fragmenta 139. Prilikom silanizovanja jedinjenje D28

daje di-TMS derivat.
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Slika 2.33. EI-MS—Spektar jedinjenja D28 na Rt=13,6 min
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Poslednje identifikovano jedinjenje iz ove serije je D29 (2,3—dimetoksi—5—
metilhidrohinon) na Rt= 14,0 min i RI=1455. U CI-MS spektru se uocava protonovani
molekul na m/z 185, S§to odgovara molekulskoj formuli CoH;,04. U reakciji
silanizovanja nastaje di-TMS derivat, RI=1730. U CI-MS spektru ovog derivata uoCava
se protonovani molekul na m/z 329, Sto odgovara oc¢ekivanoj vrednosti za [M+H] jon

di-TMS—derivata jedinjenja D29.
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Slika 2.34. EI-MS—Spektar jedinjenja D29 na Rt=14,0 min

p30=1.5ms

F1 [log(m2/s)]

T
6 4 2 0 F2[ppm]

Slika 2.35. DOSY spektar CDCl; ekstrakta Cylindroiulus boleti: uocene korelacije jedinjenja D18 i D20,
sa jedne i heksil estara sa druge strane.

Pored hinonskih derivata svih Sest ispitivanih vrsta sadrzavale su 1 nehinonske
derivate koji su se mogli uoc¢iti u GC-FID i GC-MS hromatogramima metilen—
hloridnih ekstrakata, kao 1 u deuterohloroforskim ekstraktima u NMR spektrima (sl.

2.17.). Na osnovu masenih spektara moguce je potvrditi da se radi o heksil-estrima
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zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina niza od 14 — 20 C atoma. Dok se u 'H NMR
spektrima pored protona koji poticu od jedinjenja D18 1 D20 mogu uociti signali
kiseonika, koji je triplet na hemijskom pomeranju 6=4,06 ppm—a i konstantom sprezanja
J=6,7 Hz. Takode se uocCavaju signali CH,—grupe vezane za C=0 grupu na hemijskom
pomeranju 6 2,3 sa konstantom sprezanja J=7,6 Hz 1 signali alifati¢cnih CH,—grupa iz
dugog niza na 9 1,2, kao i signali terminalnih metil-grupa na 6 0,9 (sl. 2.17.). Posto su
odbrambeni sekreti dobijeni ekstrakcijom (potapanjem) zivih jedinki u razlicite vrste
rastvaraca nije sigurno da li su identifikovani estri zaista i deo sekreta Julida. Na osnovu

strukture, ova jedinjenja se ne mogu svrstati u grupu alomona .

2.1.5. Odbrambene supstance predstavnika familije Glomeridae

(Diplopoda, Glomerida)

U okviru familije Glomeridae ispitivane su dve vrste Glomeris klugii 1
Onychoglomeris herzegowinensis. Metilen—hloridni ekstrakt vrste G. klugii pokazao je
neuobicajenu pojavu: pored rastvornog dela ekstrakta postojao i je nerastvorni deo, koji
nije bio rastvoran, ne samo u metilen—hloridu i hloroformu, nego i etanolu, dimetil
sulfoksidu, pa ¢ak ni i u vodi. Rastvorni deo metilen—hloridnog ekstrakta analiziran je
GC-FID, GC-MS, LC-MS i NMR tehnikama. Iz odbrambenog sekreta okarakterisana
su dva hinazolinska alkaloida: glomerin D30 i homoglomerin D31 (sl. 2.36.).

I se

D30 D31

Slika 2.36. Identifikovana jedinjenja u odbrambenom sekretu vrste Glomeris klugii.

* .
Alomoni su odbrambene supstance
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Na osnovu GC-FID hromatograma utvrden je relativni odnos priblizno 2:1 u
korist homoglomerina (sl. 2.36 i tabela 2.6.). Identifikacija jedinjenja D30 i D31 nije
bila moguca na osnovu komercijalnih biblioteka, poSto ni jedan maseni spektar nije u

potpunosti odgovarao masenim spektrima snimljenim tehnikom elektronske jonizacije.

Intenzitet (e7)

"400 600 800 100 1200 1400 1600 1800 2000 2200 24000 2600 2800 3000 3200 3400
Vreme (min)
Slika 2.37. Ukupni GC-FID jonski hromatogram metilen—hloridnih ekstrakata odraslih jedinki Glomeris
klugii (Brandt 1833).

Tabela 2.6. Sastav metilen—hloridnog ekstrakata vrste Glomeris klugii (Brandt 1833) analiziran
GC-FID i GC-MS tehnikama.

Rt (min) RI Jedinjenje Procentni sastav
25,3 2509 D30 Glomerin 35,2
25,6 2542 D31 Homoglomerin 64,8

Na Rt=25,3 min (RI=2509) uocen je EI-MS spektar (sl. 2.38.) koji ima nekoliko
karakteristi¢nih jona: osnovni jon m/z 104, zatim jone medusobno sli¢nih intenziteta na
m/z 105, 133 1 174. Pretpostavili smo da je jon na najvecoj m/z vrednosti (m/z 174)
ujedno i molekulski jon. Na osnovu dostupnih literaturnih podataka do sada analiziranih

61,62

vrsta iz familije Glomeridae pronasli smo maseni spektar glomerina, koji je u

potpunosti odgovarao snimljenim podacima (sl. 2.38.), gde osnovni jon 104 nastaje
retrociklizacijom pri ¢emu dolazi do odlaska neutralnog CsHgN, fragmenta. Jon 133

nastaje, takode, odlaskom neutralnog fragmenta C,H3;N (M —41).

76



NASI RADOVI

104

174

5 133

78

51 63 92
40 44 55 86 115 145

158

100 1
] 174
) Glomerin 133
1 ‘ ]
] 44 78
5 83
I””mul”JL (TN | N .,‘,5”.“....”.9,?' | PO 1A 148 L
Y @0 0 80 70 B0 a0 100 1o 120 130 140 1% 180 430 ko i@ 2o
0
N
Al
N
|
m/z, M*=174

Slika 2.38. EI-MS—Spektar jedinjenja D30 na Rt=25,3 min (gore) i literaturni EI-MS spektar glomerina
(dole)®

Nakon ove pretpostavke, snimljen je tec¢no maseni hromatogram dobijen
tehnikom elektrosprej jonizacije (ESI) sa masenim analizatorom na osnovu vremena
preleta” (TOF) u kome je uocen pik na Rt=1,30 min u &jem se masenom spektru visoke
re:zolucijeT uodavaju protonovani molekuli [M+H] i [2M+H]" na vrednostima m/z
175,08663 1 349,16556. Nakon obrade rezultata u programu Molecular Feature

s

Extractor (MFE) i naknadnom analizom* u programu Mass Hunter potvrdena je

molekulska formula C;oH;oN,O sa greSkom manjom od 1 ppm (tabela 2.7.).

Tabela 2.7. Podaci jedinjenja D30 dobijeni LC-HRMS analizom metanolnog ekstrakta vrste Glomeris
klugii (Brandt 1833).

Molekulska formula  Jedinjenje = Izotopska masa  Pik (min) Povrsina pika
CioHoN2O Glomerin D30 174.07931 1,30 4,50181 E7
Jonska vrsta Intenzitet Masa jona  Izmerena masa Greska (mDa) Greska (ppm)
[M+H]+ 1286734,87 175,08659 175,08663 0,03583 0,20
[2M+H]+ 31953,89 349,16590 349,16556 —-0,34211 —-0,98

" Time of flight
" HRMS — High Resolution Mass Spectrum
* Offline data analysis (primedba autora)
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Slika 2.39. EI-MS-Spektar jedinjenja D31 na Rt=25,6 min (gore) i literaturni EI-MS spektar
homoglomerina®

U GC-MS hromatogramu na Rt=25,6 min (RI=2542) uocen je maseni spektar
(sl. 2.39.) koji ima nekoliko karakteristicnih jona slicnih kao kod glomerina D30:
molekulski jon na m/z 188 (ve¢i za 14), osnovni jon na vrednosti m/z 104, zatim
fragmentacioni joni m/z 187 (M — 1), 105 (osnovni jon plus jedan proton), 133 (gubitak
neutralnog fragmenta C3HsN), 160 (M — 28) gubitak etilena. Sli¢no kao i kod glomerina
nismo dobili dobro slaganje EI-MS spektra sa dostupnim bibliotekama masenih
spektara, medutim, uporedujuéi rezultate sa literaturom®, pronasli smo maseni spektar
homoglomerina, koji je u potpunosti odgovarao snimljenom spektru jedinjenja D31 (sl.
2.39.).

Iz te¢no masenog hromatograma dobijenog tehnikom pozitivne ESI jonizacije sa
TOF masenim analizatorom uocen je pik na Rt=2,41 min ¢iji maseni spektar visoke
rezolucije odgovara jedinjenju molekulske formule C;H;2N,O. Tacnije, dobijen je
protonovani molekul [M+H]" na vrednosti m/z 189,10224 sa greskom merenja manjom
od 1 ppm (tabela 2.8.). Veoma malo retenciono vreme jedinjenja D30 i D31 je u prvom
trenutku bio neoc¢ekivan rezultat, medutim, kada se pogledaju uslovi snimanja moze se
uociti da mobilna faza sadrzi razblazenu mravlju kiselinu, kao reagens za jonizaciju i da

se pri takvim uslovima oba jedinjenja nalaze u obliku kvaternernih amonijumovih soli, a

78



NASI RADOVI

samim tim su dosta polarnija u odnosu na neprotonovana jedinjenja. U naSem slucaju
malo loSije razdvajanje nadoknadeno je poboljSanom jonizabilnoS¢u, odnosno

osetljivoscéu.

Tabela 2.8. Podaci jedinjenja D31 dobijeni LC-HRMS analizom metanolnog ekstrakta vrste Glomeris klugii
(Brandt 1833) .

Molekulska formula Jedinjenje Izotopska masa  Pik (min) Povrsina pika
C;1Hu2N,O Homoglomerin D31 188,09496 2,41 1,64372 E7
Jonska vrsta Intenzitet Masa jona  Izmerena masa Greska (mDa) Greska (ppm)
[M+H]" 757264,76 189,10224 189,10220 -0,04434 -0,23

Da bi smo potvrdili strukture jedinjenja D30 i D31 snimljeni su 1D NMR spektri
('"Hi "C) i 2D NMR spektri (COSY, editovani HSQC i HMBC) deuterohloroformskog
ekstrakta (sl. 2.40-2.44.).

D30

13

D31 D30

Glomerin Homoglomerin 11 |11
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12
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Slika 2.40. 'H NMR-Spektar (500 MHz) CDCl; ekstrakta vrste Glomeris klugii (Brandt 1833) sa
asignacijom svih protona (tabela 2.9.) glomerina (D30) i homoglomerina (D31) i njhovim strukturama.

e
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T T
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7.6
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U protonskom spektru uocavaju se signali aromati¢nih protona (6 7,4 — 8,4), sa
jedne strane 1 signali alifaticnih protona sa druge strane (0 1,4 — 3,8). Najvece razlike se
uocavaju kod spinskog sistema etil-grupe homoglomerina D31 (A,X3) u odnosu na
singlet metil-grupe kog glomerina D30. Iako se aromati¢ni protoni jedinjenja D30 i
D31 ne razlikuju zna¢ajno, uz pomoé 'H, °C NMR, COSY, HSQC i HMBC spektara
moze se sa velikom sigurno$¢u do¢i do identifikacije svakog signala (tabela 2.9.).
Negde je 1 samo razlika u koncentraciji jedinjenja D30 1 D31 bila dovoljna da se signali
na bliskim hemijskim pomeranjima razlikuju na osnovu intenziteta, gde intenzivniji
signali pripadaju homoglomerinu (D31), a manje intenzivni, poti¢u od glomerina (D30),
dok je, sa druge strane, nesimetri¢ni izgled korelacionih signala u HSQC i HMBC
spektrima bio klju€an za identifikaciju signala ¢ija se hemijska pomeranja razlikuju i za
manje od 0,005 ppm.

Tabela 2.9. NMR—Podaci (‘"H NMR 500 MHz) za glomerin (D30) i homoglomerin (D31) dobijeni iz
CDClj; ekstrakta vrste Glomeris klugii (Brandt 1833).

Glomerin Homoglomerin

Pozicija 'H bc HMBC 'H bc HMBC

O (ppm), mult., J(Hz) 3 (ppm) H—-C S (ppm), mult., J(Hz) 8 (ppm) H—-C
2 - 161,2 - - 164,7 -
4 - 169,2 - - 169,2 -
5 8,36 ddd (8,0; 1,6; 0,5) 128,81 7,9 8,38 ddd (8,0; 1,6; 0,5) 128,83 7,9
6 7,472 dt (7,25 1,8) 125,8 8,10 7,468 dt (7,2; 1,8) 125,7 8,10
7 7,74 dt (7,2; 1,6) 133,74 5,9 7,73 dt (7,2; 1,6) 133,68 5,9
8 7,40 br d (8,5) 114,16 6,10 7,41 br d (8,5) 114,23 6,10
9 - 141,3 - - 141,5 -
10 - 120,2 - - 120,1 -
11 3,76 s 34,7 2,9 3,77 s 34,1 2,9
12 2,67 s 24,4 2 2,914 (7,5 29,6 2,13
13 - - - 1,42 ¢(7.5) 11,3 2,12
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Slika 2.41. COSY-Spektar CDCl; ekstrakta (‘"H NMR 500 MHz) Glomeris klugii (Brandt 1833) (A) i
uvecane korelacije aromati¢nih protona jedinjenja D30 i D31 (B).

U COSY spektru se uocavaju korelacije izmedu Cetiri hemijski neekvivalentna
aromati¢na protona glomerina i homoglomerina. Signali alifati¢nih protona nalaze se na
razli¢itom hemijskom pomeranju ali samo homoglomerin ima korelacije (spinski sistem

A»X3) koje se uocavaju u COSY spektru (sl. 2.41.).
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Slika 2.42. '*C NMR—Spektar (125 MHz) CDCl; ekstrakta Glomeris klugii (Brandt 1833).
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Slika 2.43. Editovani HSQC spektar CDCl; ekstrakta Glomeris klugii (Brandt 1833): alifaticne (gore) i
aromati¢ne H/C korelacije jedinjenja D30 i D31 (dole).
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U editovanom HSQC spektru uodavaju se direktne 'H — "°C korelacije, ali u
odnosu na needitovani spektar uocavaju se 1 pozitivni i negativni signali (crveni i plavi),
tako da se dobijaju i informacije o protonizovanosti ugljenikovih atoma: protoni —CH i
—CHj3; grupa su pozitivni (crveni), dok su signali —CH; grupa negativni, to jest plavi (sl.
2.43.).

Odsustvo drugih jedinjenja, kao S$to su masne kiseline, estri dugog niza,
holesterolski derivati, 1 tako dalje, omogucilo je da se jedinjenja D30 i D31 mogu
okarakterisati iz deuterohloroformskog ekstrakta odbrambenog sekreta pomo¢u NMR

spektara.
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Slika 2.44. HMBC—Spektar CDClI; ekstrakta Glomeris klugii (Brandt 1833): aromaticne i alifaticne H/C
korelacije jedinjenja D30 i D31.

Pored rastvornog dela metilen—hloridnog ekstrakta vrste G. klugii jasno se
mogao uociti beli, sluzavi nerastvorni deo. Rastvorljivost je isprobana i u polarnim
organskim rastvara¢ima (metanol, acetonitril i DMSO) i u vodi, ali bez uspeha. Posto je
pretpostavka da se u ovom slucaju radi o proteinskim strukturama, ostalo je da se
rastvorljivost isproba sa 1 ml Bradford—ovog rastvora. Nakon mesanja i zagrevanja od
15 minuta na 50 °C pocelo je rastvaranje uzorka i pojava intenzivnije plave boje

rastvora u odnosu na Bradford—ov rastvor (koji je takode zagrevan pod istim uslovima).
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Ovaj rezultat je preliminarni dokaz da se radi o uzorku koji sadrzi proteinske strukture.
Da bi se delimi¢no okarakterisale proteinske strukture, bilo je neophodno da se uradi
SDS gel elektroforeza”. Na 12% akrilamidnom gelu u jednu od pozicija se nanose
molekulski markeri a u drugu uzorak (sl. 2.45.). Na osnovu broja proteinskih traka i
njihovih intenziteta moze se priblizno odrediti sastav proteinskih struktura, a na osnovu
pokretljivosti proteinskih traka u odnosu na molekulske markere, mogu se odrediti

molekulske mase tih proteinskih struktura.

Slika 2.45. Levo: Odbrambeni sekret Glomeris klugii dobijen ekstrakcijom metilen—hloridom; Desno:
SDS elektroforeza (A) uzorak odbrambenog sekreta G. klugii; (B) molekulski markeri (14,4 kDa lizozim,
185,4 kDa B-laktoglobulin, 25 kDa RNK-aza (Rease) Bsp 98I, 35 kDa laktat dehidrogenaza, 45 kDa
ovalbumin, 66,2 kDa BSA i 116 kDa pB—galaktozidaza).

Na osnovu izgleda elektroforegrama mozemo re¢i da se tri najintenzivnije
proteinske trake u odbrambenom sekretu vrste G. klugii nalaze na vrednostima oko 17,
22 i 116 kDa. Proteinski profil odbrambenog sekreta vrste G. klugii, pored navedenih
intenzivnih proteinskih traka, sadrzi i ve¢i broj manje zastupljenih proteina sa rasponom
molekulskih masa od 22 do 116 kDa. Pored ovih traka uocavamo 1 trake aglomerata,
koji su jasno primetni na ulazu u gel i trake malih molekulskih masa, koje putuju

zajedno sa frontom.

" Uslovi dati u poglavlju EKSPERIMENTALNI DEO pasus SDS elektroforeza
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Nakon analize proteinskog dela odbrambenog sekreta vrste G. klugii, dosli smo
na ideju da analiziramo 1 vrstu Onychoglomeris herzegowinensis. S obzirom na to da
zivi materijal nismo mogli da sakupimo, analizirali smo materijal koji se ve¢ nalazio u
Zbirci Instituta za zoologiju BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Tako smo
disekovanjem nekoliko jedinki oba pola izdvojili vezikule i izolovali sekret koji je tako
bio sacuvan od propadanja, a zatim uradili Bradford—ov test i dokazali proteinsku
prirodu sekreta. Zatim je uradena elektroforeza, ali nije bilo moguce detaljno analizirati
proteinske trake, ¢ak i nakon bojenja gela srebrom. Razlog tome ipak lezi u maloj
koli¢ini disekovanog materijala. Ipak, ove analize su znacajne jer otvaraju nov nacin za

analizu postojec¢ih uzoraka.
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2.2.  Odbrambene supstance klase Diplopoda — Diskusija

Diplopode zauzimaju vaznu ulogu u terestricnim ekosistemima, pre svega zato
Sto ucestvuju u razgradnji organske materije. Navedena klasa stonoga poseduje nekoliko
mehanizama zaStite od predatora: ponaSajne, mehanicke i1 hemijske. PonaSajni
mehanizmi podrazumevaju sposobnost spiralnog ili loptastog uvijanja, dok mehanicki
podrazumevaju prisustvo c¢vrste kalcificirane egzokutikule ili posedovanje dugih
protektivnih seta ili bodlji. Hemijska odbrana podrazumeva prisustvo raznovrsnih
odbrambenih supstanci u sekretu koji se izlucuje iz specijalizovanih zlezda, kada su ove
artropode iz bilo kog razlog uznemirene. Odbrambene zlezde su najces¢e rasporedene
tako da se po jedan par nalazi na svakom pleurotergitu, a prisutne su kod svih diplopoda
osim kod rodova Siphoniulida, Sphaerotheriida i Chordeumatida, dok za rodove
Siphonophorida, Stemmiulida i Platydesmida nema literaturnih podataka®®*.

Smatra se da sastav odbrambenih sekreta kod diplopoda moze posluziti i kao
jedan od parametara za rasvetljavanje filogenetskih odnosa izmedu visih taksonomskih
kategorija ovih zglavkara. Na osnovu dosadasnjih podataka, stonoge iz reda Callipodida
mozemo svrstati u grupu (kladu) ,,krezolskih stonoga®, dok je kod pet familija iz reda
Polydesmida utvrdeno prisustvo cijanovodonika i njegovih prekursora u sekretu, Sto ih
svrstava u ,cijanidnu“ grupu diplopoda (tabele 2.10 i1 2.11.). Vrste stonoga koje
pripadaju redovima Polyzoniida i Glomerida u odbrambenom sekretu sadrze alkaloide
(,,alkaloidna* klada diplopoda), dok stonoge koje pripadaju redovima Julida,
Spirostreptida i Spirobolida, kao hemijsku odbranu koriste benzohinon i njegove
derivate, te Cine ,hinonsku®“ kladu dipoloda (tabele 2.12-2.14). Od interesa je
napomenuti da je prema dosadas$njim istrazivanjima kod diplopoda, jedino kod ¢lanova
reda Glomerida registrovano prisustvo proteinske komponente u odbrambenom sekretu
(tabela 2.14.).

Red Callipodida ukljucuje forme koje imaju veoma disjunktnu distribuciju
(Severna Amerika, Balkansko poluostrvo, Azija), §to uz primitivna morfoloSka
obelezja, ukazuje na njihov reliktni status. Ovaj red obuhvata tri podreda
(Sinocallipodidea; Callipodidea i Schizopetalidea), sedam familija, 35 rodova i 133

podvrste®™®. Do sada (pre nasih radova), prisustvo odbrambenog sekreta
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dokumentovano je samo kod tri vrste Callipodida iz familije Abacionidae (iz Severne
Amerike) (tabela 2.10.), gde je kao jedina komponenta registrovan p—krezol. Zbog toga,
analiza odbrambenog sekreta dve vrste iz familije Schizopetalidae predstavlja dragocen
podatak za nauénu javnost. Zelja nam je bila da po prvi put ispitamo odbrambene
supstance kod dve evropske kalipodidne vrste: Apfelbeckia insculpta i Callipodella
fasciata, da poredimo rezultate sa severnoamerickim analiziranim taksonima, kao 1 da
saznamo da li eventualno postoje intergeneri¢ne razlike u odbrambenom sekretu. Ove
dve vrste, iako pripadaju istoj familiji, poseduju niz morfoloskih razli¢itosti, posebno u
polnom aparatu, ali i naseljavaju potpuno razlicita stanista. 4. insculpta je troglofilna
vrsta koja naseljava pecine 1 pec¢inske sisteme, dok je C. fasciata tipicna epigejska vrsta
(naseljava stelju i povrSinske slojeve zemljista). Pored toga, istrazivanja na navedenim
vrstama su imala za cilj i potvrdu prisustva p—krezola, to jest, potvrdu ideje o
konzistentnosti odbrambenih supstanci kod diplopoda i postojanju ,,krezolske* grupe
diplopoda.

Tabela 2.10. Identifikovane supstance iz odbrambenih sekreta stonoga reda Callipodida i prisustvo
p—krezola kod drugih redova koji pripadaju klasi Diplopoda.

Red
Familija Odbrambene supstance Ref
Ispitivana vrsta
Callipodida
Abacionidae
Abacion magnum (Loomis 1943) p—krezol, neidentifikovane supstance u tragovima 49
Tetracion jonesi (Hoffman 1956) p—krezol 64
Delophon georgianum (Chamberlin p—krezol 64
1943)
Schizopetalidae
Apfelbeckia insculpta (L. Koch 1867)  p—krezol, fenol, p—etilfenol (tragovi) 67*
Callipodella fasciata (Latzel 1882) p—krezol, fenol, p—etilfenol (tragovi) 68*
Julida
Parajulidae
Oriulus venustus (Wood 1864) p—krezol, hidrohinon, 3—metoksi—2-metil-1,4— 19
benzohinon
Polydesmida
Paradoxosomatidae
th(g friuiggaé‘;wtlcus patrioticus p—krezol, benzaldehid, fenol, mandelonitril, HCN 69
Chamberlinius hualienensis (Wang p—krezol, gvajakol, kreosol, metil benzoat, fenol, 70,71
1956) benzaldehid dimetil acetal
Oxidus gracilis (C. L. Koch 1847) benzaldehid, fenol, p—krezol, kreosol, benzaldehid 71,72
dimetil acetal
Nearctodesmidae
é,lelzzf;c(z’)%sg;us injucundus (Shelley & pkrezol, fenol (tragovi) 73

* Rezulltati ove disertacije
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Na osnovu naSih rezultata potvrdeno je prisustvo p—krezola kao glavnog
odbrambenog jedinjenja kod dve ispitivane vrste iz familije Schizopetalidae. Takode je
uoceno prisustvo fenola u mnogo manjoj koli¢ini 1 p—etilfenola u tragovima, kod obe
ispitivane vrste (4. insculpta i C. fasciata). Nasi rezultati su pokazali da se identifikacija
odbrambenih supstanci mora izvesti veoma pazljivo, jer u sluaju manje koliCine
materijala, neka od supstanci moze ostati neidentifikovana. NaSa pretpostavka je bila da
se to najverovatnije i desilo prilikom identifikacije odbrambenih jedinjenja objavljanih
sredinom proslog veka, pre svega zbog manje osetljivosti tadasnjih instrumentalnih
tehnika.

Smatramo da se relativno jednostavan hemijski arsenal odbrambenog sekreta
kod analiziranih kalipodida moZe objasniti njthovom velikom staro$¢u, to jest, reliktnim
statusom. Poznato je da je ¢itav niz morfoloskih karakteristika kod diplopoda evoluirao
od veoma jednostavnih do dosta sloZenih struktura. Stoga je realno pretpostaviti da je
arsenal ,hemijskog oruzja“ koji se javljao kod diplopoda na pocetku filogenetskog
razvi¢a bio dosta siromasan 1 jednostavan.

S druge strane, p—krezol je registrovan u odbrambenim sekretima drugih vrsta
diplopoda. U tabeli 2.10. sumirano je kod kojih je taksona diplopoda, osim kalipodida,
pronaden p—krezol, tacnije kod Julida i Polydesmida. Smatramo da nalaz p—krezola kod
parajulidne vrste Oriulus venustus treba prihvatiti sa rezervom, prvenstveno zbog
metodolosko—tehnoloskih nedostataka u analizama koje su radene u ranijim periodima.
Prisustvo krezola u tragovima kod nekoliko polidezmidnih taksona podrzava ranije
iznete pretpostavke, bazirane na uporedno—morfoloskim i molekularnim analizama, o
njihovoj bliskoj filogenetskoj vezi sa kalipodidama. IstiCemo da se p—krezol kod
»hekalipodidnih® diplopoda ne javlja kao glavna komponenta sekreta, ve¢ da se sekret
sastoji od derivata hinona (slucaj kod Julida) ili prekursora cijanovodonika (slucaj kod
Polydesmida). Jedini izuzetak je prisustvo p—krezola i fenola u tragu kod polidezmide L.
injucundus gde nisu identifikovna cijanogena jedinjenja (tabela 2.10.). Dobro je
poznato da je p—krezol jedinjenje koje uspe$no odbija insekte, posebno mrave'’, ali i
gustere, ptice i miSeve®. Takode, zemljiste i stelju, odnosno staniste ispitivanih vrsta
diplopoda, naseljavaju guste populacije bakterija, gljiva i drugih mikroorganizama koji
mogu biti patogeni. Roncadori i saradnici’’ su pokazali da p—krezol i fenol pokazuju

antifungalnu aktivnost, tako $to suzbijaju rast micelija i klijanje spora. Stoga mozZemo
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zakljuciti da odbrambeni sekret kod ispitivanih kalipodida ima ne samo repelentnu, vec¢
1 antibakterijsku 1 antimikrobnu zastitnu funkciju.

Nasi rezultati predstavljaju prvo ispitivanje odbrambenih supstanci kod
epigejskih i hipogejskih evropskih kalipodida. Takode, po prvi put je utvrdeno prisustvo
fenola 1 p—etilfenola u odbrambenom sekretu kalipodidnih diplopoda, a ujedno je
potvrdeno da je p—krezol glavno odbrambeno jedinjenje kod svih do sada ispitivanih
diplopoda iz reda Callipodida.

Red Polydesmida jedan je od najbrojnijih redova Diplopoda, koji ukljucuje 4
podreda sa 27 familija; najbrojnija je familija Polydesmidae, koja sadrzi 22 roda i preko
200 opisanih vrsta®. Clanovi reda Polydesmida se karakteriu proizvodnjom
cijanovodonika kao alomona. Jo§ pre otkrivanja prirode gasovitog sekreta kod
polidezmida, naucnici su primetili njegove smrtonosne efekte na razne organizme koji
su zatvarani zajedno sa ovim vrstama diplopoda. Zanimljivo je napomenuti da podaci o
tome da je ovaj otrovni gas prisutan kod Polydesmida datiraju jo§ iz davne 1882.
godine”. Odbrambene Zlezde su kod Polydesmida rasporedene na lateralnim
nastavcima pleurotergita, takozvanim paranotumima (lateralni nastavci na
metazonitima), a njihov raspored ima genericku vrednost (recimo kod predstavnika roda
Brachydesmus rasporedeni su na V, VII, IX, X, XII, XIII, XV, XVI, XVII i XVIII
pleurotergitu). Polidezmide, naravno, ne skladiste cijanovodonik kao gas, ve¢ on nastaje
u reakciji mandelonitrila i/ili benzoil-nitrila sa odgovaraju¢im enzimima. Zbog toga se
u rezervoaru svake odbrambene Zlezde skladiSti benzoil-nitril, mandelonitril odnosno
mandelonitril-glukozid, a tek tokom nadrazaja ova jedinjenja idu put reakcione komore
gde zajedno sa enzimima dolazi do oksidacije ovih jedinjenja u benzaldehid i benzoevu
kiselinu, pri ¢emu nastaje cijanovodonik, koji se onda ispusta u spoljasnju sredinu
zajedno sa ostalim isparljivim jedinjenjima.

U naSim radovima ispitivane su cetiri vrste polidezmida, s ciljem da se odredi
sastav njihovih odbrambenih sekreta, ispitaju slicnosti i razlike u okviru roda
Brachydesmus, odnosno u okviru familije Polydesmidae i da se tako dobijeni rezultati
uporede sa dosasnjim rezultatima u okviru reda Polydesmida (tabela 2.11.), kako bi se
potvrdilo ili negiralo dosadasnje misljenje da su ovo ,,cijanogene diplopode*. PoSto smo
ispitivali tri vrste stonoga iz roda Brachydesmus znac¢ajno je bilo da se uporedi sastav

odbramenog sekreta pecinske vrste B. troglobius (troglobiona) sa dve epigejske vrste B.
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avalae i B. Dadayi. Curéi¢ i Makarov (1998) su pokazali da je B. troglobius pravi
troglobiont, jer pored niza troglomorfnih karaktera (gubitak pigmenta, izduzene antene i
noge za hodanje), kompletira svoje razvi¢e u kavernikolnom okruzenju (registrovani su
svi postembrionalni stadijumi unutar jednog peéinskog sistema). Poznato je da
adatpacija na podzemni nacin Zivota moze dovesti do promena u ponasanju, gubitka
pigmenata, gubitka organa vida, kao 1 niza drugih promena. Zbog toga smo pretpostavili
da ¢e pecinska vrsta B. troglobius imati sekret koji je pretrpeo znacajnije promene u
odnosu na sekret drugih epigejskih vrsta.

Medutim, ova pretpostavka nije potvrdena na osnovu nasih rezultata. Ta¢nije, B.
troglobius imao je skelet vrlo slicnog sastava kao i do tada ispitivane vrste iz reda
Polydesmida (tabela 2.11.). Razlike su pronadene u prisustvu tri nova odbrambena
jedinjenja, po prvi put registrovanih kod stonoga: benzil-alkohol (D5), koji se javlja kod
svih ispitivanih vrsta roda Brachydesmus, ali ne i kod vrste iz roda Polydesmus, dok se
benzil-metil-keton (D7) javlja samo kod vrste P. complanatus, ali ne 1 kod ostale tri
vrste roda Brachydesmus (moguc¢a hemotaksonomska razlika izmedu ovih rodova) i na
kraju benzil—etil-keton (D9), koji se javlja kod epigejskih stonoga, ali ne i kod pecinske
vrste. Na osnovu Cinjenice da sve tri epigejske vrste poseduju benzil-etil-keton, dok ga
jedina ispitivana pec¢inska vrsta nema, ipak se ne moze sa sigurnoscu tvrditi da je to
potvrda konzerviranja odbrambenog sekreta kod jedinki koje nisu tokom evolucije
menjale svoja staniSta i gde im se broj neprijatelja drastiéno smanjio. Pored toga
znacajno je napomenuti da je prisustvo benzoeve kiseline pronadeno kod B. avalae i B.
troglobius, dok se prisustvo mandelonitrila 1 mandelonitril-benzoata mora uzimati sa
velikom rezervom, pogotovu ako su dobijeni na osnovu GC ili GC-MS analiza, pre
svega zbog Cinjenice da se mandelonitril prilikom gasne hromatografije raspada na
benzaldehid i HCN, a da duzim stajanjem organskih ekstrakata dolazi do reakcije
izmedu benzoil-nitrila (D9) 1 mandelonitrila (D9), pri C¢emu nastaje

mandelonitril-benzoat (D10) i oslobada se cijanovodonik (D11)’.
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Tabela 2.11. Identifikovane supstance u odbrambenom sekretu stonoga iz reda Polydesmida

Red
Familija Odbrambene supstance Ref.
Ispitivana vrsta
Polydesmida
Polydesmidae
Brachydesmus avalae (Curcic & Makarov benzaldehid, benzil-alkohol, benzoil-nitril, benzoeva 76*
1997) kiselina, mandelonitril-benzoat, HCN, benzil—etil—
keton
Brachydesmus dadayi (Verhoeff 1898) benzaldehid, benzil-alkohol, benzoil-nitril, 76%*
mandelonitril-benzoat, HCN, benzil—etil-keton
Brachydesmus troglobius (Daday 1889) benzaldehid, benzil-alkohol, benzoil-nitril, benzoeva 77*
kiselina, mandelonitril-benzoat, HCN
Polydesmus complanatus (Linnaeus 1761) benzaldehid, benzoil-nitril, mandelonitril-benzoat, 76*
HCN, benzil-metil-keton, benzil-etil-keton,
mandelonitril
Polydesmus collaris collaris (C. L. Koch benzaldehid, HCN
1847)
Polydesmus vicinus HCN, p—izopropil mandelonitril glukozid 78
Epanerchodus japonicus (Carl 1902) benzaldehid, HCN, mandelonitril, fenol 79
Epanerchodus fulvus (Haga 1956) benzaldehid, benzoil-nitril, mandelonitril-benzoat, 7
HCN, mandelonitril
Pseudopolydesmus erasus (Loomis 1943) benzaldehid, mandelonitril-benzoat, HCN, fenol, 80
gvajakol
Pseudopolydesmus serratus (Say 1821) benzaldehid, benzoil-nitril, benzoeva kiselina, 80
mandelonitril-benzoat, HCN, mandelonitril,
izovalerijanska kiselina, miristinska kiselina, stearinska
kiselina
Pseudopolydesmus canadensis (Newport HCN 81
1844)
Pyrgodesmidae
Cryptocorypha sp. benzaldehid, mandelonitril-benzoat, mandelonitril 7
Xystodesmidae
Parafontaria tonominea (Attems 1899) benzaldehid, benzoil-nitril, mandelonitril-benzoat, 82
mandelonitril
Parafontaria laminata armigera (Verfhoeff  benzaldehid, benzoil-nitril, mandelonitril-benzoat, 83
1936) benzoeva kiselina
Riukiaria semicircularis (Takakuwa 1941) benzaldehid 82
Paradoxosomatidae
lege;zév;)pus patrioticus patrioticus (Attems 4 1 enzaldehid, fenol, mandelonitril, HCN 84
Chamberlinius hualienensis (Wang 1956) benzaldehid dimetil acetal , p—krezol, kreosol, metil 84
benzoat, fenol, gvajakol,
Oxidus gracilis (C. L. Koch 1847) benzaldehid, fenol, p—krezol, kreosol, benzaldehid 7,71,72
dimetil acetal
Nearctodesmidae
Iiggg;zrdesmus injucundus (Shelley et Shear p—krezol, fenol 73

* Rezulltati ove disertacije
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Na osnovu naSih rezultata mogli smo da zaklju¢imo da je potvrdena
pretpostavka prema kojoj diplopode iz familije Polydesmidae pripadaju grupi
cijanogenih diplopoda, ali nije potvrdena pretpostavka da ¢e se sastav odbrambenog
sekreta redukovati ili promeniti kod pec¢inskih vrsta u odnosu na epigejske, bar ne kod
ispitivane vrste B. troglobius. UocCene su razlike u sastavu odbrambenih sekreta izmedu
razli¢itih rodova, tako da se odbrambene supstance mogu koristiti kao
hemotaksonomski markeri kod analiziranih polidezmida.

Red Polyzoniida sadzi dva podreda, Getiri familije i oko 70 vrsta®, koje su
rasprostranjene na gotovo svim kontinentima. Odbrambene supstance analiziranih
predstavnika reda Polyzoniida su terpenoidni alkaloidi, koje moZemo svrstati u tri
grupe: spiropirolidon (polizonimin D13) spiropirolizidini (predstavnik nitroplizonamin
D15) i cikloindolizidin (buzonamin). Svi identifikovani alkaloidi kod Polyzoniida su u
eksperimentima pokazali odbrambeno dejstvo. U knjizi ,,Tajna oruzja“ profesora
Eisner—a i saradnika® prikazan je primer eksperimenta u kome mrav napada i ubrzo
zatim odbacuje jedinku Polyzonium rosalbum (danas je validna vrsta Petaserptes
cryptocephalus).

U naSim radovima je ispitivana vrsta Polyzonium germanicum sa ciljem da se
odredi sastav odbrambenog sekreta, da se uporedi sa dosasnjim rezultatima (tabela
2.12.), kako bi se ispitale slicnosti i razlike u okviru roda Polyzonium, familije
Polyzoniidae, odnosno u okviru reda Polyzoniida. Takode je trebalo potvrditi misljenje

da su ovo stonoge koje proizvode alkaloide kao odbrambene supstance.

Tabela 2.12. Identifikovane supstance iz odbrambenih sekreta stonoga reda Polyzoniida

Red

Familija Jedinjenja’ Ref.

Ispitivana vrsta
Polyzoniida

Polyzoniidae
Polyzonium rosalbum [sada Petaserpes 151B 1238 4
cryptocephalus (McNeill 1887)] 151B, 236, is0-236, 238 i 254
Polyzonium germanicum (Brandt 1837) igig 236. is0—236. 238 1 296 ?5
Buzonium crassipes (Cook & Loomis 1928) 221, limonen , f-pinen 85

Siphonotidae
Rhinotus purpureus (Pocock 1894) 236, 238 (u tragu) 86

151B, 236, iso—236, 238 i 254 87

" Strukture i imena jedinjenja su prikazane na Slici 2.46.
TRezulltati ove disertacije
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Polizonimin 151B (D13) Buzonamin 221

Spiropirolizidinski alkaloidi:

236 (D14): R= =NOCH3; R'=H
238 (D15): R= NO,; R'=H
254 : R= NO; R'=OH
296 (D16): R= =NOCH5; R'=OAc

Slika 2.46. Strukture i nazivi alkaloida, do sada pronadenih kod stonoga reda Polyzoniida.

Sva cetiri okarakterisana jedinjenja (D13-15) iz odbrambenog sekreta P.

jedinjenjima koja proizvode stonoge. Jedinjenja D13—15 su poznata nau¢noj javnosti**®,

dok je ovo prvo pominjanje acetata D16 uopste. Jedinjenja D13—15 od ranije su poznata
po svojim repelentnim osobinama prema mravima® (koji su i najée$¢i neprijatelji
stonoga), tako da je vrlo verovatno i D16 odbrambeno jedinjenje. Pored alkaloida
okarakterisanih u naSim radovima na Slici 2.46. prikazani su i alkaloidi koji se
pojavljuju u literaturi kao odbrambene supstance drugih artropoda. Na osnovu radova

. -1 256,90,91
Dalija i saradnika™ "™

potvrdeno je da stonoge iz reda Polyzoniida predstavljaju
prirodan izvor spiropirolizidin O—metiloksima D14 (236) kod zaba koje se njima ipak
hrane. Ovde treba naglasiti da se alkaloidi u literaturi ¢esto obelezavaju brojevima koji
odgovaraju molekulskoj masi alkaloida, dok u slucajevima kada ima vise alkaloida iste
molekulske mase svaki naredni alkaloid dobija jo$ i veliko slovo abecede. Jedinjenje
D16 bi po toj nomenklaturi dobilo ime (broj) 296 posto do sada nije poznat alkaloid sa
tom molekulskom masom. Dosadasnji rezultati ispitivanja u okviru reda Polyzoniida
pokazali su da se odbrana kod ovih vrsta sastoji od terpenoidnih alkaloida 1 da se oni
mogu koristiti kao hemotaksonomski markeri kod ovog reda diplopoda.

Red Julida sadrzi 5 familija sa preko 160 rodova®. Najveéi diverzitet pokazuje

familija Julidae sa preko 500 opisanih vrsta koje imaju poglavito holarkticku

distribuciju. Stonoge iz redova Julida, Spirostreptida 1 Spirobolida karakteristi¢ne su po
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tome Sto se prilikom uznemiravanja sklupcaju u spiralu i ispustaju odbrambeni sekret
koji se uglavnom sastoji od hinonskih jedinjenja.

U naSim radovima ispitivano je ukupno Sest vrsta iz familije Julidae: Julus
terrestris, Cylindroiulus boleti, Leptoiulus trilineatus, Megaphyllum bosniense, M.
austriacum 1 M. unilineatum. Cilj nam je bio da se odredi sastav njihovih odbrambenih
sekreta, ispitaju slicnosti i razlike u okviru roda Megaphyllum, odnosno u okviru
familije Julidae 1 da se tako dobijeni rezultati uporede sa rezultatima do sada
analiziranih vrsta iz familije Julidae, kao i sa vrstama koje pripadaju redu Julida. Ovakvi
rezultati trebalo bi da potvrde da li su julide u potpunosti ,,hinonske diplopode®,
odnosno da nam posluze da bolje sagledamo sli¢nosti i razlike kod pojedinih vrsta.

Ukupno trinaest razlicitih hinonskih derivata okarakterisano je iz Sest ispitivanih
vrsta: 1,4-benzohinon D17, 2-metil-1,4-benzohinon D18, 2-hidroksi—3-metil-1,4—
benzohinon D19, 2-metoksi—3—metil-1,4-benzohinon D20, hidrohinon D21, 2,3—
dimetoksi—1,4—benzohinon D22, 2—metilhidrohinon D23, 2—-metoksi—5—metilhidrohinon
D24, 2,3-dimetoksihidrohinon D25, 2-metil-3,4—metilenedioksifenol D26, 2,3—
dimetoksi—5—metil-1,4-benzohinon D27, 2-metoksi—3—metilhidrohinon D28, 2,3—
dimetoksi—5—metilhidrohinon D29. Dosadasnja istrazivanja odbrambenih hinonskih
derivata kod julida prikazana su u tabeli 2.13.. Kod najveéeg broja vrsta glavne
komponente odbrambenog sekreta su 2-metil-1,4-benzohinon (D18) i 2—metoksi—3—
metil-1,4-benzohinon (D20). Sa hemotaksonomske tacke glediSta moze se re¢i da su
ova dva jedinjenja karakteristi¢na za vecinu julida, ali se, takode, ne moZze sa sigurnos¢u
tvrditi da su razlike u hemijskom sastavu minornih komponenti odbrambenih sekreta
dovoljne za interspecijsko 1 intergenericko razlikovanje. Pored toga, razlike u sastavu
odbrambenih sekreta mogu se pripisati i razliCitim nacinima dobijanja (disekovanje
odbrambenih Zlezda®, nasuprot ekstrakciji Zivih jedinki u naim radovima) i razli¢itoj
osetljivosti danasnjih tehnika koriS¢éenih prilikom identifikacije i tehnika iz Sezdesetih i
sedamdestih godina proslog veka. Tako je iz sekreta M. unilineatum nekada
okarakterisano dva hinona (1,4-benzohinon D17 i 2—metoksi—3—metil-1,4—benzohinon
D20)”, dok smo iz iste vrste identifikovali najzastupljenije odbrambeno jedinjenje 1,4—
benzohinon D17 (86,2 %) ali i jo§ devet drugih hinonskih derivata. Svi ovi podaci
ukazuju na potrebu da se nastavi sa istrazivanjima u okviru reda Julida i da se pokuSaju
sistematizovati dosadasnji i buduci rezultati, jer analiza odbrambenih sekreta postaje sve

aktuelnija problematika.
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Tabela 2.13. Identifikovane supstance iz odbrambenih sekreta stonoga reda Julida. I:1,4-benzohinon, II: 2—metil-1,4-benzohinon, III: 2-hidroksi—3—metil—1,4—

benzohinon, IV: 2-metoksi—3—metil-1,4-benzohinon, V: 2,3—dimetoksi—1,4-benzohinon, VI: 2—metilhidrohinon, VII: 2—metoksi—5—metil-hidrohinon, VIII: 2,3—

dimetoksihidrohinon, IX: 2—metil-3,4—metilendioksifenol, X: 2,3—dimetoksi—5-metil—1,4—-benzohinon, XI: 2-metoksi—3—metil hidrohinon, XII: 2,3—dimetoksi—5—

metilhidrohinon, XIII: 2—metoksi—1,4-benzohinon, XIV: 2—metoksi—5—metil-1,4—benzohinon, XV: 2—etil-1,4-benzohinon, XVI: 2-metoksi—6—metil-1,4—benzohinon.

* Rezultati ove disertacije

! e‘grrlif:ja I I I IV V VI VII VI IX X XI XI XII XIV XV XVI Reference
Allajulus nitidus (Verhoeff) + 94195
Cylindroiulus boleti (C. L. Koch) + + 4+ 4+ + o+ + + + 4+ o+ 96*
C. caeruleocinctus (Wood)= C. teutonicus (Pocock + + + + o+ +  + + + +  94,92,93195
C. luridus (C. L. Koch) + + + + 94i 95
C. meinerti (Verhoeft) + + + + + + + + 92
C. punctatus (Leach) + + + + + +  + + + +  92,94195
Enantiulus nanus (Latzel) +  + + + + 92
Julus scandinavius Latzel + + + + + + + + 92
Leptoiulus proximus (Nemec) + + + + + + + + 92
L. trilineatus (C. L. Koch) + + + 4+ + o+ + o+ + 4+ o+ 96*
Megaphyllum bosniense (VerhoefY) + + + + + 4+ 4+ + + + + o+ 96*
M. .u.nilineatum (C. L. Koch) = Brachyiulus n n 93
unilineatus
Ommatoiulus sabulosus (Linnaeus) + + + + + + + + + 92197
Ophyiulus pilosus (Newport) + + + + 94i 95
Tachypodoiulus niger (Leach) + + + + + + + + 92
Unciger foetidus (C. L. Koch) + + + + 94195
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Tome u prilog ide i &injenica da se posle publikovanja dela nasih rezultata® grupa
naucnika iz Graca, pod rukovodstvom profesora Raspotniga, odlucila da ponovi nase
eksperimente prikupivsi jedinke C. boleti 1 M. bosniense (sa lokaliteta u Sloveniji i
Bugarskoj) 1 iskoristi dobijene rezultate u identifikaciji odbrambenih jedinjenja vrste
Allajulus dicentrus®®.

Pored hinonskih derivata, kod svih Sest ispitivanih vrsta potvrdeno je prisustvo
heksil-estara zasi¢enih 1 nezasi¢enih C;4—C,y kiselina. Zbog nacina dobijanja
odbrambenih sekreta (ekstrakcija zivih jedinki) nismo u moguénosti da sa sigurno$¢u
tvrdimo da su ova jedinjenja zaista deo sekreta. Do sada je samo u nekoliko radova
primeéeno prisustvo nehinonskih jedinjenja’'%"!"!%2 Jedan od radova je i pomenuti
rad austrijskih nau¢nika koji su pratili odnos hinonskih i nehinonskih jedinjenja kroz
ontogenetske stupnjeve, gde su za rad koristili tehniku disekovanja odbrambenih zlezda
i potvrdili da su nehinonska jedinjenja zaista deo sekreta. Takode, gotovo istovremeno
kada su publikovani delovi rezultata ove teze, japanski nau¢nici Shimizu, Kuwahara,
Yakumaru i Tanabe bavili su se identifikacijom nehinonskih derivata nedeterminisane
vrste iz roda Anaulaciulus 1 detaljno opisali hemijski sastav heksil- i butil- estara
zasicenih 1 nezasic¢enih kiselina sa C10—C14—-atoma, odnosno derivata izokiselina sa 13—
15 ugljenikovih atoma i anteizo sa 15 C atoma. Uzimajuci ove rezultate u obzir moze se
zakljuc¢iti da 1 nehinonska jedinjenja, identifikovana kod ispitivanih vrsta Julida,
najverovatnije predstavljaju deo sekreta, odnosno da nisu samo posledica procesa
ekstrakcije. Takode se potvrdila i pretpostavka da su julide ,,hinonske diplopode®, posto
svih Sest ispitivanih vrsta sadrzi hinonske derivate, dok uloga nehinonskih jedinjenja u
sekretu nije dovoljno ispitana, tako da su nova istraZzivanja u tom smeru neophodna.

Red Glomerida sadrzi 30 rodova i oko 450 vrsta'’. Jedinke iz ovog reda su
zbog sposobnosti da se sklup¢aju u obliku pilule (lopte) u anglosaksonskoj terminologiji
poznate kao ,,pil* stonoge*. Pored toga Sto su zasticene od neprijatelja relativno ¢vrstim
egzoskeletom 1 sposobnos¢u da se sklup€aju, jedino predstavnici reda Glomerida od
svih Pentazonia poseduje hemijsku zaStitu. Do sada je analiziran odbrambeni sekret
malog broja glomerida (tabela 2.14.), dok se anatomija odbrambenih Zlezda gotovo
isklju¢ivo svodi na vrstu Glomeris marginata (Villers 1789). 1z odbrambenog sekreta

Glomerida do sada su okarakterisana dva hinazolinska alkaloida: glomerin (D30) i

" Engleski naziv je ,,pill-millipedes*, dok kod nas ne postoji odgovarajuéi ,,narodni naziv*.
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homoglomerin (D31) (sl. 2.47.) i potvrdeno je prisustvo proteinskog dela sekreta, kao
mehanicke zastite ovih stonoga. Cilj naSeg rada bio je i1 da se identifikuju odbrambene
supstance kod G. klugii, uporede sa dosada$njim 1 proveri pretpostavka da li je u pitanju
»alkaloidska klada* diplopoda. Pored isparljivog dela sekreta, cilj je bio da se analizira i
proteinski deo sekreta kod G. klugii i da se na primeru vrste Onychoglomeris
herzegowinensis ispita mogucnost analize proteinskog sekreta disekovanjem ranije

prikupljenog materijala.

Crr OO O

Glomerin Homoglomerin Metakvalon
D30 D31

Slika 2.47. Hinazolinski alkaloidi (glomerin i homoglomerin) do sada identifikovani u sekretu Glomerida
i sinteticki derivat metakvalon koji je nasao primenu kao sedativ i antidepresiv.

Tabela 2.14. Identifikovane supstance iz odbrambenih sekreta stonoga reda Glomerida.

Vrasta Glomerin ~ Homoglomerin ~ Proteini  Reference

. . . 103, 61, 104, 105,
Glomeris marginata (Villers 1789) + + + 106,108,109
Glomeris conspersa (C. L. Koch 1847) + + - 107
Glomeris hexasticha (Brandt 1833) + + - 107
Glomeris klugii (Brandt 1833) + + + Rezultati disertacije
Loboglomeris rugifera (Verhoeff 1906) + - - 107
Onomeris sinuata (Loomis 1943) + + - 62
Onychoglomeris herzegowinensis " " n Rezultati disertacije

(Verhoeff 1898)

*nije ispitivan isparljivi deo sekreta

Odbrambeni sekret vrste G. klugii sadrZzavao je o€ekivane hinazolinske alkaloide
glomerin i homoglomerin, na osnovu ¢ega je jo§ jednom potvdena cinjenica da su
glomeride ,,alkaloidna klada“ diplopoda. Priroda i osobine ovih alkaloida, koji nisu
poznati kao sekundarni metaboliti drugih Zivotinja, doveli su do niza istrazivanja u
kojima se ispitivalo dejstvo sekreta G. marginata na paukove, miSeve, Zabe i

108109 Jedno od istraZivanja bilo je osmisljeno kako bi se ispitalo dejstvo sekreta

ptice
ove glomeride na likozidne paukove. U tom eksperimentu, pod vodstvom profesora

Eisner—a, uocCeno je potpuno sedativno dejstvo u trajanju i od po nekoliko dana.
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Rezultati su obradivani i na osnovu veli¢ine jedinki, duzine trajanja napada, zatim su
ponovljeni i sa sintetizovanim standardima razli¢itih koncentracija. Sedativni efekat je
prac¢en nakon 12 i 24 ¢asa od trenutka napada, odnosno jednom dnevno, sve do dvadeset
prvog dana, koliko su eksperimenti i trajali. Vec¢ina jedinki je napade prezivela
nepovredena, dok u sluc¢ajevima duzih napada, pauk gotovo sigurno biva paralisan,
satima i danima nakon toga, §to bi u prirodnom okruzenju znacilo gotovo sigurnu smrt
od drugih predatora. U testovima je koriS¢eno nekoliko stotina paukova i diplopoda, pri
¢emu je pokazano da je prosecna letalna doza za pauka otprilike jednaka jednoj osmini
sekreta koji ispusti jedinka prosecne veli¢ine. Poznato je da je odrasloj jedinki
glomeride potrebno i1 do Cetiri meseca da ponovo napuni odbrambene rezervoare ako ih
u potpunosti isprazni tokom napada. Zakljucci pomenutog rada su svakako doprineli da
se viSe paznje posveti sedativnom dejstvu hinazolinskih alkaloida i da se ispita
potencijalno sedativno dejstvo na coveka. Tako je srodno jedinjenje metakvalon (sl.
2.47.) naslo primenu kao sedativ i antidepresiv.

Pored hinazolinskih alkaloida kod analiziranih glomerida pronaden je i
proteinski deo sekreta. Mi smo se u nasim radovima prvenstveno bavili vrstom G.
klugii, kod koje je proteinski deo sekreta okarakterisan uz pomo¢ elekroforeze.
Identifikovane su tri najzastupljenije proteinske strukture na osnovu njihovih
molekulskih masa od priblizno 17, 22 1 116 kDa. Ideju da proteinski deo sekreta postoji
1 kod drugih vrsta iz ovog reda, probali smo da dokazemo i kod vrste iz Zbirke Instituta
za zoologiju Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, posto je za razliku od
isparljivog dela sekreta, neisparljivi proteinski deo verovatno ostao sacuvan. Tako smo
analizirali vrstu O. herzegowinensis 1 na osnovu preliminarnih testova utvrdili
proteinsku prirodu sekreta koji je dobijen disekovanjem. Medutim, posle elektroforeze
nije bilo mogude detaljno analizirati proteinske trake, ¢ak i nakon bojenja gela srebrom.
Razlog ipak lezi u maloj koli¢ini disekovanog materijala. Bez obzira na delimi¢an uspeh
analize proteinskog dela sekreta O. herzegowinensis, ovim analizama otvoren je put za
nova hemotaksonomska ispitivanja. Medutim, kako do sada proteinski deo sekreta nije
detaljno analiziran, neophodno je posvetiti viSe paznje proucavanju tog dela
odbrambenog sekreta i uspostavljanju veze izmedu vrsta koje imaju samo proteinsku, ili

kombinovanu hemijsku i proteinsku odbranu.
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2.3. Odbrambene supstance predstavnika klase Chilopoda — Rezultati

Stonoge iz klase Chilopoda” su predatori koji se hrane razligitim grupama
beski¢menjaka, ali se krupnije forme mogu hraniti 1 nekim ki¢menjacima. Verovatno je
to jedan od razloga koji objasnjava izuzetnu vagilnost ovih Zivotinja. Kod navedene
klase stonoga prvi par trupnih ekstremiteta transformisan je u kandze (maksilopede), u
kojima se nalaze otrovne Zlezde, koje sluze za ubijanje ili paralisanje plena. Nedostatak
vostanog sloja u kutikuli, odnosno osetljivost na desikaciju, uslovio je da ovi organizmi
naseljavaju uglavnom vlazna staniSta. U
laboratorijskim uslovima vlaznost je
odrzavana svakodnevnim rasprSivanjem
manje koli¢ine vode po posudama u
kojima su jedinke ¢uvane.

Prema raspolozivim literaturnim
podacima  odbrambeni  sekreti  kod
hilopoda nisu bili predmet intenzivnih i
ekstenzivnih studija. Iz tog razloga
rezultati prikazani u ovoj disertaciji od
veéeg su znacaja sa bioloskog i hemijskog

aspekta. Ukupno je analizirano Sest vrsta

hilopoda  koje  pripadaju  razli¢itim

Slika 2.48. Odbrambeni sekret geofilomorfne . . )
vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767) familijama 1 redovima. Kod tri vrste

dobijen ekstrakcijom metilen—hloridom.

registrovana je hemijska odbrana, a kod
dve vrste registrovane su proteinske komponente koje imaju protektivnu funkciju. Kod
muzjaka 1 zenki vrste Himantarium gabrielis uoCen je veoma interesantan spoj
proteinske 1 hemijske odbrane, sa nekoliko potpuno razli¢itih tipova odbrambenih
jedinjenja. Ovo je svakako jedan ilustrativni primer u zivotinjskom svetu gde jedinka

moze biti potencijalni predator, ali i plen.

" Engleski jezik poznaje i naziv Centipedes, za stonoge iz klase Chilolopoda, a takode i naziv Millipedes,
za stonoge klase Diplopoda, dok nas§ jezik poznaje samo naziv stonoge za obe klase.
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2.3.1. Odbrambene supstance predstavnika familije Lithobiidae

(Chilopoda, Lithobiomorpha)

U okviru familije Lithobiidae ispitivana je vrsta Eupolybothrus transsylvanicus.
Metilen—hloridni i metanolni ekstrakti analizirani su GC-FID, GC-MS 1 LC-MS
tehnikama i pri tome nisu detektovane odbrambene supstance, pa se sa sigurnos¢u moze
re¢i da jedinke ove vrste ne proizvode lako isparljivi odbrambeni sekret, to jest, ne

poseduju odbrambene sekretorne Zlezde.

2.3.2. Odbrambene supstance predstavnika familije Cryptopidae
(Chilopoda, Scolopendromorpha)

Iz familije Cryptopidae ispitivali smo vrstu Cryptops parisi. Pravljeni su
metilen—hloridni 1 metanolni ekstrakti, koji su koris¢eni za GC-FID, GC-MS i LC-MS
analize. Lako isparljiva odbrambena jedinjenja nisu pronadena ni u jednom ekstraktu.

Ovaj rezultat je potvrda da kod vrste C. parisi nema odbrambenih Zlezdi.

2.3.3. Odbrambene supstance predstavnika familije Linotaeniidae

(Chilopoda, Geophilomorpha)

U okviru familije Linotaeniidae ispitivana je vrsta Strigamia crassipes. Pikrinski
test bio prva je analiza koja je uradena, a pojava narandzaste boje je dokazala prisustvo
cijanovodonika (H1) u odbrambenom sekretu. Metilen—hloridni ekstrakti su koris¢eni za
GC-FID 1 GC-MS analize (sl. 2.49.). Dva pika na retencionim vremenima od 6,4 i 8,6
min imala su identi¢ne EI-MS spektre kao 1 jedinjenja D4 i D6. Uporeduju¢i GC-FID i
GC-MS podatke tih jedinjenja uocena je razlika u retencionim vremenima od priblizno
pola minuta. Ovaj podatak bio je oCekivan, poSto se temperaturni program razlikovao u

odnosu na analize odbrambenih sekreta vrsta iz klase Diplopoda*. Zbog toga se, pored

" Metilen—hloridni ekstrakat vrste S. crassipes je analiziran QC TEST metodom, a polidezmidne vrste
(Diplopoda) metodom QC TEST STONOGE (videti poglavlje EKSPERIMENTALNI DEO).
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masenih spektara, jedino mogu uporedivati retencioni indeksi, gde se uo¢ava neznatna

razlika od 4, odnosno 3 retencione jedinice.
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Slika 2.49. Ukupni GC-FID jonski hromatogrami metilen—hloridnog ekstrakata jedinki vrste Strigamia
crassipes (C. L. Koch 1835).
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Slika 2.50. Identifikovana jedinjenja u odbrambenom sekretu vrste Strigamia crassipes (C. L. Koch
1835).

Jedinjenja H3 i H4 identifikovana su kao benzaldehid, odnosno benzoil-nitril.
Ove strukture su dodatno potvrdene i u masenim spektrima hemijske jonizacije, gde se
uodavaju protonovani molekuli [M+H]" na m/z 107 i 132. Pored pikova jedinjenja H3 i
H4 uocava se i1 pik na Rt=24,1 min (RI=2380) koji je identifikovan kao nezasi¢eni
alkohol dugog niza: 9-eikozenol (HI11), tacinje (92)—eikozen—1-ol (CyoHsO).
Identifikacija ovog jedinjenja zasniva samo se na EI i CI masenim podacima, tako da se
polozaj 1 konfiguracija dvostruke veze moze samo tentativno okarakterisati.

Pored ovih jedinjenja, u GC—FID i GC-MS hromatogramima mogu se uociti 1
pikovi jedinjenja koja pripadaju grupi holesterolskih derivata (HD). Razlog zbog cega
su, na osnovu GC-FID hromatograma, u procentni sastav odbrambenog sekreta
uvrStena samo jedinjenja H3, H4 1 H11 (sl. 2.49. i tabela 2.15.), ali ne 1 holesterolski

derivati, nalazi se u pripremi uzoraka, jer ekstrakcijom zivih jedinki nije moguce
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odrediti poreklo steroidnih molekula (da li su izlueni iz odbrambenih Zlezda ili

ekstrahovani sa povrSine tela), to jest, njihovu odbrambenu ulogu.

Tabela 2.15. Sastav metilen—hloridnog ekstrakta vrste Strigamia crassipes (C. L. Koch 1835)
analiziran GC-FID i GC-MS tehnikama.

Rt (min) RI Jedinjenje Relativni procentni sastav
6,4 965 H3 benzaldehid 34,8
8,6 1100 H4 benzoilnitril 30,2
24,1 2380 H11 (9Z)—eikozen—1-ol 35,0

2.3.4. Odbrambene supstance predstavnika familije Dignathodontidae

(Chilopoda, Geophilomorpha)

U okviru familije Dignathodontidae ispitivana je vrsta Henia illyrica.
Metilen—hloridni 1 metanolni ekstrakti koris¢eni su za GC-FID, GC-MS i LC-MS
analize. U ekstraktima su identifikovane masne kiseline 1 derivati holesterola, ali ne 1
lako isparljive odbrambene supstance. Pretpostavka da vrste iz roda Henia poseduju
proteinsku zaStitu proverena je bojenim testom na nitroceluloznoj membrani (sl. 2.51).
Crvena boja je pozitivna dokazna reakcija proteinske prirode sekreta ove vrste.

Proteinski sastav sekreta je analiziran elektroforezom, i to na materijalu sa dva
lokaliteta. Prvi lokalitet je u blizini izvora Sakinac na Avali, a drugi u blizini Sokobanje.
Na lokalitetu Sakinac, jedinke su skupljane u maju 2011. godine, dok su na lokalitetu u
blizini Sokobanje sakupljene godinu dana kasnije. Rezultati su pokazali da se sekret kod
vrste H. illyrica sastoji od nekoliko glavnih proteinskih struktura, ali zanimljivo je bilo

konstatovati da su se sekreti sa dva lokaliteta razlikovali (sl. 2.51.).
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Slika 2.51. Levo: odbrambeni sekret vrste Henia illyrica (Meinert 1870); u sredini: bojeni test
odbrambenog sekreta na nitroceluloznoj membrani; crvena boja je pozitivna dokazna reakcija na
proteinsku prirodu sekreta. Desno: SDS—-PAGE: prva linija sa leve strane su molekulski markeri: 14,4
kDa lizozim, 185,4 kDa f—laktoglobulin, 25 kDa Rease Bsp 98I, 35 kDa laktat dehidrogenaza, 45 kDa
ovalbumin, 66,2 kDa BSA, 116 kDa fi—galaktozidaza; srednja traka je uzorak sekreta sa lokaliteta Sakinac
i desna traka predstavlja uzorak sekreta sa lokaliteta u blizini Sokobanje.

2.3.5. Odbrambene supstance predstavnika familije Geophilidae

(Chilopoda, Geophilomorpha)

U okviru familije Geophilidae ispitivana je vrsta Clinopodes flavidus.
Metilen—hloridni, n—heksanski i metanolni ekstrakti analizirani su GC-FID, GC-EI-MS
1 GC—CI-MS tehnikama na nepolarnoj (HP5-MSI) i polarnoj (HP-INNOWAX) koloni.

(@) H
(e}
H—C=N OH
H1 H2 H3
N (0]
(@) Z o)
OCH3
MOH
H4 H6 H7

Slika 2.52. Identifikovana jedinjenja u odbrambenom sekretu vrste Clinopodes flavidus.
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Identifikovano je ukupno pet jedinjenja: 2-metilpentanska kiselina (H2),
benzaldehid (H3), benzoil-nitril (H4), 2-metiloktanska kiselina (H6) i1 metil-2—
fenilacetat (H7). Pored jedinjenja identifikovanih GC—FID i GC-MS tehnikama, uz
pomoc¢ pikrinskog testa potvrdeno je prisustvo cijanovodonika (H1).

Sa analiticke tacke gledista, metilen—hloridni ekstrakt vrste C. flavidus bio je
najzahtevniji, pre svega zbog prisustva organskih kiselina koje nisu pogodne za
GC—FID analizu. Bilo je potrebno da se uzorak derivatizuje, ali se onda postavlja
pitanje relativnih odnosa koncentracija tako dobijenih derivata i ostalih komponenti
smese. Uzorci su pripremani i za polarnu HP-INNOWAX i za standardnu nepolarnu
HP-5MSI kapilarnu kolonu, sa ciljem da se dobije zadovoljavaju¢e razdvajanje.
Nekoliko pokusaja je dovelo do toga da su najbolji rezultati dobijeni modifikovanom

QC TEST metodom (nazvana QC TEST CF") na nepolarnoj koloni.
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Slika 2.53. GC-FID profil metilen—hloridnog ekstrakta vrste Clinopodes flavidus.

Tabela 2.16. Sastav metilen—hloridnog ekstrakta vrste Clinopodes flavidus analiziran
GC-FID i GC-MS tehnikama na HP-5SMSI koloni.

Relativni procentni

Rt (min) RI Jedinjenje
sastav
7,2 945 H2 2-metilpentanska kiselina 49,7
7,4 955 H3 benzaldehid 28,6
9,6 1100 H4 benzoilnitril 13,6
11,0 1178 H6 2-metiloktanska kiselina 3,0
11,1 1187 H7 metil-2—fenilacetat 5,1

Nakon odredivanja uslova za gasnu hromatografiju, uradena je derivatizacija sa

BSTFA (reagensom za silanizovanje) i snimljeni su spektri uz hemijsku jonizaciju.

" Uslovi dati u poglavlju EKSPERIMENTALNI DEO.
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Tako je identifikovano jedinjenje H2, kao 2-metilpentanska kiselina. Na sl. 2.54.
prikazani su slede¢i maseni spektri: EI-MS spektar jedinjenja H2 (A), EI-MS spektar
2-metilpentanske kiseline iz biblioteke NIST 11 (B), spektar pozitivne hemijske
jonizacije sa protonovanim molekulom [M+H]" (C), kao i EI-MS spektar mono TMS—
derivata (D).

Retencioni indeks 1 maseni spektar elektronske jonizacije jedinjenja H2 odlicno
se slazu sa literaturnim podacima iz biblioteke spektara NIST 11, dok za TMS—derivat
ovog jedinjenja nema podataka. Osnovni jon u EI-MS spektru TMS—derivata (sl. 2.54.
D) nalazi se na vrednosti m/z 73 i odgovara jonu [O-Si(CH3)3]", $to samo po sebi nije
dovoljan dokaz, ali u postojanje fragmentacionog jona 173 [M — CH;]" potvrduje da je
molekulska masa silanizovanog derivata za 72 veca od nesilanizovanog jedinjenja i da
se radi o mono TMS—derivatu.

Podaci za jedinjenja H3 1 H4 odli¢no se slazu i sa nasim prethodnim rezultatima
za jedinjenja D4 i D6 i sa literaturnim podacima®, tako da smo ova jedinjenja
identifikovali kao benzaldehid (H3) i benzoil-nitril (H4).

Na Rt=11,0 min (sL 2.55. i tabela 2.16.) identifikovano je jedinjenje H6, kao 2—
metiloktanska kiselina, na osnovu poredenja masenog spektra sa spektrom bliskog
jedinjenja H2 (2-metilpentanskom kiselinom). EI-MS-Spektar jedinjenja H6 (sl.
2.55.A.) nije dao zadovoljavajuce slaganje sa spektrima iz biblioteke, tako da je
identifikacija ovog jedinjenja tentativna. Uporedivanjem EI i CI masenih spektara 2—
metilpentanske kiseline i jedinjenja H6 (sl. 2.54.C. i 2.55. A, B i C.) uocava se niz
slicnosti. Pre svega, osnovni jon oba jedinjenja je m/z 74 (nastaje Meklafertijevim
premestanjem, sl. 2.56.); razlika masa protonovanih molekula od 43 u odgovara C;
jedinici, dok pojava drugog fragmentacionog jona po intenzitetu na vrednosti m/z 85,

moze da se objasni prostom fragmentacijom, pri ¢emu nastaje Cq zasic¢eni katjon.
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Slika 2.54. Identifikacija jedinjenja H2 uz pomo¢ EI i CI-MS spektara:

A: EI-MS spektar jedinjenja H2 na Rt=7,2 min
B: EI-MS spektar jedinjenja H2 uporeden sa spektrom 2—metilpentanske kiseline iz biblioteke NIST11
C: CI-MS spektar jedinjenja H2 na Rt=7,2 min
D: EI-MS spektar TMS derivata jedinjenja H2.

45
M‘M
40 5 60 70 80

106



NASI RADOVI

100 I 85
87
43
50
69 115
41 55 73
45 97
| ] | 1
42 53 ‘ 67 75 83 (86 98
0 T | ‘4}4 \49 T | ! T T T ‘ ‘ T T T i T T T I + T | T
40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 92 96 100 104 108 112 116 120 124 128
100 159
50
ol 61 68 T1 7577 81 85 04 96 105 109 113 17 128 141 157
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60 65 70 75 80 8 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170
100- 74 85
43 87
50-
“ - . 115
45 57 7 o8 97
42 9 53 l 67 75 83 |86 %
LR S o163 65 67 . AE . ‘99
47 5153 .. 57 59 69 75 101
41 ‘ 45 55 m 73 87 OH
43 S
50+ N/\/\O
100
T 4 T T T T T T T

Slika 2.55. Identifikacija jedinjenja H6 (2—metiloktanska kiselina):

A: EI-MS spektar jedinjenja H6 na Rt=11,0 min

B: CI-MS spektar jedinjenja H6 na Rt=11,0 min

C: EI-MS spektri jedinjenja H6 i srodnog jedinjenja H2 (2-metilpentanske kiseline) iz biblioteke
NIST11.
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Slika 2.56. Mc Lafferty—jevo premestanje kod 2—metilalkanskih kiselina pri ¢emu nastanje jon 74.

Na retencionom vremenu od 11,1 min na osnovu GC i GC-MS podataka (sl.
2.57. i tabela 2.16.) identifikovano je jedinjenje H7, kao metil-2—fenilacetat. RI=1187
odli¢no se slaze sa literaturnim''®, dok je u CI-MS spektru osnovni jon m/z 151 u stvari

i protonovani molekul [M+H]". U EI-MS spektru se mogu uo¢iti samo dva intenzivna
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jona, i to molekulski jon m/z 150 1 osnovni jon m/z 91 (tropilijum karbokatjon —

karakteristi¢an za monoalkil benzene sl. 2. 58.).
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Slika 2.57. Identifikacija jedinjenja H7:
A EI-MS spektar jedinjenja H7 na Rt=11,1 min
B EI-MS spektar jedinjenja H7 uporeden sa spektrom metil 2—fenilacetata iz biblioteke NIST 11.
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T
) OCH3 CH2
r +
+ - .COZCH3 +
R — . B
CoH1002™ C/H7*
m/z 150 m/z 91

Slika 2.58. Fragmentacija jedinjenja H7 u uslovima elektronske jonizacije (70 eV).
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2.3.6. Odbrambene supstance predstavnika familije Himantariidae

(Chilopoda, Geophilomorpha)

U okviru familije Himantariidae ispitivana je vrsta Himantarium gabrielis.
Ekstrakcijom razliitim organskim rastvara¢ima dobijeni su rastvorni i nerastvorni
delovi ekstrakta (sl. 2.48.). Nerastvorni deo sekreta imao je izgled lepljive amorfne
mase roze boje i bio je nerastvoran u metilen—hloridu, hloroformu, etanolu, dimetil—

sulfoksidu, pa Cak 1 u vodi. Ovaj deo sekreta je analiziran Bradford—ovim testom i

elektroforezom.
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Slika 2.59. Identifikovana jedinjenja u odbrambenom sekretu vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus
1767).
Rastvorni delovi metilen—hloridnog, metanolnog i deuterohloroformskog

ekstrakta analizirani su GC-FID, GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS i NMR tehnikama. Iz

odbrambenog sekreta okarakterisano je devet jedinjenja: cijanovodonik (H1),
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benzaldehid (H3), benzoil-nitril (H4), benzil-nitril (HS), mandelonitril (HS8),
mandelonitril-benzoat (H9), 3,7,6-O—trimetilguanin (himantarin H10), farnezil-2,3—
dihidrofarnezoat (H12) i farnezil-farnezoat (H13).

Jedinjenje H1 je kao i kod polidezmidnih vrsta dokazano pikrinskim testom (sl.

2.60.) i GC-EI-MS tehnikom (sl. 2.61.)".

Slika 2.60. Pozitivan rezultat pikrinskog testa vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767).
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Slika 2.61. Identifikacija jedinjenja H1 GC-MS tehnikom:
A: Ukupni GC-FID jonski hromatogram gasovite faze sekreta Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767)
B: EI-MS spektar jedinjenja H1 uporeden sa spektrom cijanovodonika iz biblioteke NIST11.

" GC-MS uslove i spektralne podatke videti u poglavlju EKSPERIMENTALNI DEO
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Slika 2.62. Ukupni GC-FID jonski hromatogram metilen—hloridnog ekstrakata vrste Himantarium
gabrielis (Linnaeus 1767).

Dva pika na retencionim vremenima 7,4 i 9,7 min (sl. 2.62. i tabela 2.17.)
identifikovana su kao benzaldehid (H3) i benzoil-nitril (H4). Ova jedinjenja su
pokazala odli¢no slaganje EI-MS spektara sa prethodnim spektrima, a 1 sa podacima iz
literature™, dok njihovi CI-MS spektri odgovaraju protonovanim molekulima [M+H]"

m/z 1071 132.

Tabela 2.17. Sastav metilen—hloridnog ekstrakta vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767)
analiziran GC-FID, GC-MS i NMR tehnikama.

Procentni sastav

Rt (min) Jedinjenje
GC-FID NMR

7,4 H3 benzaldehid 66,9 1,0
9,7 H4 benzoil-nitril 18,3 16,0
10,5 H5 benzil nitril 1,7 n. d.
13,6 HS8 mandelonitril trag 19,2
21,2 H9 mandelonitril-benzoat 8,3 1,5
21,4 H10 3,7,6-O—trimetilguanin 2.9 8,5
31,2 H12 farnezil-2,3—dihidrofarnezoat 1,4 29,1
32,7 H13 farnezil-farnezoat 0,5 247

Na retencionom vremenu od 10,5 min (slika 2.62. i tabela 2.17.) identifikovano
je jedinjenje HS (benzil-nitril). Identifikacija ovog jedinjenja se zasnivala na poredenju
EI-MS spektra sa komercijalnim bibliotekama masenih spektara (NIST 11 1 Wiley 7).
Fragmentacija jedinjenja HS mozZe se jednostavno objasniti: osnovni jon je ujedno i
molekulski (m/z 117), intenzivan je i jon [M—H]" (benzilni karbokatjon stabilizovan
rezonancijom), jon m/z 90 je stabilniji je od tropilijum—katjona (gubitak HCN-a je

favorizovaniji od gubitka CN radikala). Takode, molekulska masa jedinjenja se moze
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odrediti na osnovu protonovanog molekula m/z 117 [M+H]" u CI-MS-spektru (sl.

2.63.C.) snimljenom pod istim hromatografskim uslovima, na istom retencionom
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Slika 2.63. Identifikacija benzil-nitrila (HS):

A: EI-MS spektar jedinjenja HS na Rt=10,5 min
B: EI-MS spektar jedinjenja H5 uporeden sa spektrom benzil-nitrila iz biblioteke NIST11
C: CI-MS spektar jedinjenja HS na Rt=10,5 min.

Na Rt=21,2 min identifikovano je jedinjenje H9 kao mandelonitril-benzoat (sl.

2.59. i tabela 2.17.). Kao i u slucaju jedinjenja H3 i H4, jedinjenje H9 je pokazalo

odli¢no slaganje EI-MS spektra sa prethodnim rezultatima i sa spektima iz biblioliteke

NIST 11. Takode, CI-MS spektar kao osnovni jon ima protonovani molekul [M+H]" na

vrednosti m/z 238, §to odgovara molekulskoj masi mandelonitril-benzoata. Jedinjenje
H10 identifikovano je kao 3,7,6-O-trimetilguanin uz pomo¢ GC-FID, GC-MS, LC—
MS, LC-MS-MS, 1D i 2D NMR tehnika i nazvano himantarin. Osnovni jon u EI-MS

spektru (sl. 2.64.A.) bio je jon m/z 193, §to je moglo da znaci da je u pitanju jedinjenje
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molekulske mase 193 u sa strukturom koja stabilizuje molekulski jon, ili da je u pitanju
jedinjenje ve¢e molekulske mase, koje najverovatnije ima parnu molekulsku masu i daje
intenzivan fragmentacioni jon, ali uop$te ne daje molekulski jon. Uporedivanje EI-MS
spektra koji sadrzi samo jedan dominantan jon sa bibliotekama spektara po pravilu ne
daje dobre rezultate. Zbog toga je identifikacija nastavljena snimanjem GC-CI-MS
hromatograma, gde je na Rt=21,4 min (isto kao i kod GC-FID i1 GC-EI-MS
hromatograma) uocen protonovani molekul na m/z 194 (sl. 2.64.B). To bi znacilo da je
molekulska masa jedinjenja H10 neparna (193 u), to jest, da ovo jedinjenje ima neparan
broj azotovih atoma. Podatak da jedinjenje sadrzi azot bio je dovoljan da se DCM
ekstrakt derivatizuje sa BSTFA. Rezultat je bio nestajanje pika jedinjenja H10 u
hromatogramu i pojavljivanje pika TMS—derivata u EI-MS spektrima (sl. 2.64.C.) kod
koga je molekulski jon na m/z 265, sto znaci da je u pitanju mono TMS—derivat, to jest,

da jedinjenje H10 sadrzi jednu —OH ili -NH grupu.
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Slika 2.64. Identifikacija jedinjenja H10 uz pomo¢ GC—MS tehnika:

A EI-MS spektar jedinjenja H10 na Rt=21,4 min sa prikazanom strukturom
B CI-MS spektar jedinjenja H10 na Rt=21,4 min

C EI-MS spektar TMS derivata jedinjenja H10 sa prikazanom strukturom.

Za dalju identifikaciju bili su potrebni novi podaci. Na osnovu LC-MS analize
visoke preciznosti, koja je dobijena ESI tehnkom jonizacije u pozitivnom modu, uz
pomo¢ TOF analizatora, izracunata je molekulska formula CgH;NsO. Na osnovu
dosadasnjih rezultata analiza odbrambenih jedinjenja kod stonoga, kao i na osnovu
podataka iz literature, dovedeni su u sumnju rezultati LC-MS analize. Usledila je
analiza koja se odnosila na proveru ispravnosti hromatografskog sistema i jo$ jedna
obrada dobijenih rezultata. Ponovljenom analizom dobijeni su identi¢ni rezultati i tako
je potvdena molekulska formula CgH;NsO. lako je u prvom trenutku odredivanje
molekulske formule delovalo kao veliki pomak u identifikaciji jedinjenja H10, ipak je
poznato preko Sest stotina jedinjenja sa ovom formulom’. Pod sli¢nim hromatografskim
uslovima snimljeni su LC-MS—-MS spektri ESI jonizacije sa trostrukim kvadrupolom

kao analizatorom. U skan modu je takode dobijen protonovani molekul na m/z 194.

" Podaci zasnovani na pretrazi SciFinder servisa na dan 01. avgust 2012. godine
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Nakon toga su parametri MS instrumenta podeSeni tako da je prvi kvadrupol podesen da
propusta samo jone sa m/z 194, ukljucen je kolizioni gas (argon), a tre¢i kvadrupol
podeSen da skenira u oblasti m/z od 30-194 (detekcija jona proizvoda, to jest
potomaka). Daleko najintenzivniji detektovan jon je imao vrednost m/z 138, Sto je
ukazivalo da je jedinjenje derivat neke od purinskih baza, nastao gubitkom C,H4N,
fragmenta.

Za odredivanje strukture jedinjenja H10 ipak je bilo potrebno jo§ podataka,
tacnije, bili su neophodni NMR podaci. S obzirom na malu koli¢inu uzorka, na NMR
kao tehniku male osetljivosti i na ¢injenicu da je deuterohloroformski ekstrakt u stvari
smesa jedinjenja, identifikacija jedinjenja H10 na osnovu NMR tehnika predstavljala je
pravi izazov. U protonskom NMR spektru (sl. 2.65.) javljaju se signali koji se mogu
razvrstati na tri grupe: do 2,5 ppm, od 3,5 do 6,5 ppm i preko 7 ppm. Veliki broj signala
u celom spekru su singleti, tako da ih je teSko povezati medusobno. Mala koli¢ina
ekstrakta uslovila je veoma oteZano snimanje C NMR spektra, ali su lako snimljeni
HSQC™ i HMBC' spektri. Korelacioni signali u ovim 2D spektrima nisu bili istih
intenziteta, najpre zbog razliitih koncentracija jedinjenja u smeSi. Identifikacija
jedinjenja H10 zahtevala je potpunu identifikaciju i asignaciju signala svih ostalih
jedinjenja u smesi kako bi se odredili signali koji poticu od jedanaest protona i osam
ugljenika ovog jedinjenja. Posle identifikacije benzaldehida (H3), benzoil-nitrila (H4 sl.
2.66.), mandelonitrila (H8 sl. 2.66.) i mandelonitril-benzoata (H9 sl. 2.67.) odredeni su
svi singnali koji pripadaju jedinjenju H10 (singleti metil-grupa na 6 3,97 ppm, & 3,99
ppm i 6 4,205 ppm i singlet aromati¢nog protona na 6 7,81 ppm) i ustanovljeno je da se
radi o trimetil-derivatu guanina. Nakon toga su snimljeni i '"H-""N HSQC i 'H-""N
HMBC NMR spektri. Iznenadujuce je bilo to Sto se HSQC korelacije nisu pojavile, a
pojavile su se korelacije u HMBC spektru. Uporedivanjem 1D i 2D NMR podataka sa
literaturom''" jedinjenje H10 je identifikovano kao himantarin (sl. 2.68-2.70. i tabela
2.18.).

" Heteronuclear single quantum coherence ili heteronuclear single quantum correlation
" Heteronuclear multiple—bond correlation spectroscopy
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Current Data Parameters

NAME LjVHGA
EXPNC 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20110518
Time 9.52

INSTRUM
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PULFROG g3
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Slika 2.65. Uveéani delovi 'H NMR spektra (500 MHz) CDCl; ekstrakta vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767) prikazana zajedno sa akvizicionim i
procesionim parametrima.
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Slika 2.66. Identifikacija benzoil-nitrila (jedinjenja H4) i mandelonitrila (jedinjenja H8) uz pomoé¢ 'H NMR spektra (500 MHz) CDCl; ekstrakta vrste Himantarium

gabrielis (Linnaeus 1767).
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Slika 2.67. Identifikacija mandelonitril-benzoata jedinjenja H9 uz pomo¢ 'H NMR spektra (500 MHz) CDCl; ekstrakta vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767).
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Slika 2.68. Identifikacija himantarina (jedinjenja H10) uz pomo¢ HSQC spektra ("H 500 MHz) CDCl; ekstrakta vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767).
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Slika 2.69. Identifikacija himantarina (jedinjenja H10) uz pomo¢ HMBC spektra ("H 500 MHz) CDCl; ekstrakta vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767).
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Slika 2.70. Identifikacija himantarina (jedinjenja H10) uz pomoé¢ "N HMBC spektra (‘H 500 MHz)
CDCl; ekstrakta vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767)
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Tabela 2.18. NMR—Spektralni podaci jedinjenja H10 (‘"H NMR 500 MHz, CDCl;).

1 13 15
H C HMBC (H—~C) HMBC (H—N) N

4 (ppm), mult. 6 (ppm) S (ppm)

1 - - — - nd
2 - 154.4 - - -
3 - - — - nd
4 - 153.1 - - -
5 - 108.0 - - -
6 - 159.4 - - -

7 - - - - 151.7
8 7.81s 145.3 C-5 N-7,N-9 -

9 - - - - 234.0
—OCH; 4.205s 56.4 C-5 - -
(3)-NCH; 397 brs 329 C-2,C4 - -
(3)-NCH; 3.990brs 344 C-5,C-8 - -
NH na - - - nd

Dva srodna jedinjenja H12 (farnezil-2,3—dihidrofarnezoat) i H13 (farnezil—
farnezoat) identifikovana su uz pomo¢ GC-EI-MS, GC-CI-MS i NMR tehnika. Signali
ovih jedinjenja se pojavljuju u GC-FID 1 GC-EI-MS hromatogramima na retencionim
vremenima od 31,2 1 32,7 min i ne pokazuju reaktivnost prema BSTFA. Najvazniji deo
identifikacije jedinjenja H12 i H13 zasnivao se na interpretaciji CI-MS i 1D i 2D NMR
spektara (sl. 2.72 1 2.73.)
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Slika 2.71. Identifikacija jedinjenja H12 i H13 uz pomo¢ "H NMR spektra (500 MHz) CDCl; ekstrakta vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767)
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Na osnovu NMR podataka moglo se do¢i do delimicne potvrde strukture
jedinjenja H12 1 H13, tacnije mogli smo da saznamo da su u pitanju estri dugog
kiselinskog 1 alkoholnog niza, sa dosta dvostrukih veza i metil-grupa. Takode, posto se
radi o jedinjenjima iz Zivog sistema pretpostavka je da su u pitanju izoprenske jedinice i
u kiselinskom i u alkoholnom delu ovih estara. Glavne razlike u "H NMR spektru su
pojava dubleta metil-grupe H;—15 jedinjenja H12 na najmanjem hemijskom pomeranju
u spektru (6 0,94 ppm) i pojava singleta protona H-2 na najve¢em hemijskom
pomeranju (& 5,68 ppm). Ove identifikacije su predstavljale pocetak kompletne
identifikacije izoprenog estra H12 i njegovog a,f—nezasi¢enog analoga H13 na osnovu
2D NMR tehnika posebno nakon snimanja GC—CI-MS spektara.

Kod dva hromatografska pika na retencionim vremenima od 31,2 i1 32,7 min u
odgovaraju¢im CI-MS spektrima uoceni su protonovani molekuli na m/z 443 1 441, §to
odgovara jedinjenjima H12 i H13. Takode, fragmentacioni joni CI-MS spektra
jedinjenja H12 odgovaraju pretpostavljenoj strukturi farnezil-dihidrofarnezoata (sl.
2.72.). Isto vazi i za jedinjenje H13 (farnezil-farnezoat) ¢ija je fragmentacija prilikom
hemijske jonizacije prikazana na Slici 2.72. Ako se uporede CI-MS spektri jedinjenja
H12 i H13 moze se uociti Citav niz jona koji su za dve masene jedinice veci kod
jedinjenja H12 nego kod jedinjenja H13 (443/441, 319/317, 277/275, 239/237, 221/219,
183/181, 157/155), Sto bi znacilo da ti fragmenti sadrze kiselinski deo ovih estara (gde
se nalazi jedina strukturna razlika). Joni 239/237 nastaju uz transfer dva protona, §to
nije retka pojava kod hemijske jonizacije. Takode, postoje joni koji su prisutni kod oba
jedinjenja, kao Sto su slede¢i joni: 69, 81, 95, 109, 123, 137, 191, 205 (osnovni jon u
oba spektra), 261, §to znaci da oni sadrze isti deo strukture, odnosno alkoholni deo ovih
estara. Nekoliko jona (parova jona) ima razliCit intenzitet, dok je najznacajnija razlika
izmedu ovih spektara jon m/z 191, koji odgovara jonu Ci4Hy;" nastalom prostom
fragmentacijom, potpomognutom prethodnim protonovanjem karbonilne grupe

jedinjenja H13.
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Slika 2.72. Identifikacija jedinjenja H12 i H13 uz pomo¢ GC—CI-MS tehnike. Gore: CI-MS spektar
jedinjenja H12 na Rt=31,2 min sa pretpostavljanom fragmentacijom, dole: CI-MS spektar jedinjenja H13
na Rt=32,7 min sa pretpostavljanom fragmentacijom.

Na kraju, detaljna 2D NMR analiza je potvrdila identifikaciju estara H12 1 H13
pri ¢emu je izvriena asignacija veéine 'H i "°C signala. Dobro slaganje NMR podataka
jedinjenja H13 sa literaturom''? posluzilo je i za indirektno dokazivanje strukture

jedinjenja H12.
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Detekcija cijanovodonika oslobodenog Schotten—Baumann—ovom reakcijom uz pomoc¢

NMR spektroskopije

Na osnovu rada Kuwahara—e i saradnika’ u kome se prati reakcija formiranja
mandelonitril-benzoata 1 otpuStanje cijanovodonika kod razli¢itih nacina iritiranja i
ekstrahovanja jedinki, a nakon identifikacije sekretornih jedinjenja kod H. gabrielis uz
pomo¢ 1D i 2D NMR tehnika, zapoceto je pracenje postsekretske Schotten—Baumann—
ove reacije NMR spektroskopijom. Uporedeni su NMR spektri CDCl; ekstrakta H.
gabrielis neposredno posle ekstrahovanja i nakon nekoliko meseci u zamrzivacu.
Signali njihovih 1D i 2D NMR spektrara bili su vrlo sli¢ni, ali izivesne razlike su
postojale u 'H, °C NMR, NOESY, COSY, HSQC, HMBC, "N HSQC i"’N HMBC
spektrima. U NMR kiveti u CDCI; na temperaturi od —18 °C reagovali su mandelonitril
i benzoil-nitril formiraju¢i mandelonitril-benzoat uz otpuStanje gasovitog
cijanovodonika.

Potvrda odigravanja ove postsekretske reakcije bila je moguca nakon
identifikacije cijanogenih jedinjenja H4, H8 1 H9. Signali benzoil-nitrila i
mandelonitrila  drastiéno su se smanjili u 'H NMR spektru, a signali
mandelonitril-benzoata su se povecali (sL. 2.73.). Pored toga, pojavio se novi singlet na
8 3,71 ppm, koji je imao korelacije sa signalima °C na & 108 i '’N na & 258,7 ppm (sl.
2.74.). Ocigledno su ovo bili signali cijanovodonika koji je zbog niske temperature
mogao da se rastvori u CDCl;. Na ovaj nacin je u potpunosti dokazano postojanje
postsekretske reakcije nastanka mandelonitril-benzoata 1 cijanovodonika iz

mandelonitrila i benzoil-nitrila (sl. 2.73.).
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Slika 2.73. Nastajanje mandelonitril-benzoata (H9) iz benzoil-nitrila (H4) i mandelonitrila (H8) uz
otpustanje cijanovodonika (H1) (Schotten-Baumann—ova reakcija) praéeno je NMR spektroskopijom: 'H
NMR spektar (500 MHz) CDCIl; ekstrakta odbrambenog sekreta vrste H. gabrielis odmah nakon
ekstrakcije (crna boja) i nakon nekoliko meseci u zamrzivacu (crvena boja); Signali benzoil-nitrila i
mandelonitrila se smanjuju, dok se signali mandelonitril-benzoata i cijanovodonika pojavljuju.
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Slika 2.74. Identifikacija jedinjenja H1 na osnovu HSQC (levo) i "N HMBC spektara (desno) (‘H NMR
500 MHz) CDCl; ekstrakta vrste Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767).

Pored rastvornog dela metilen—hloridnog ekstrakta vrste H. gabrielis, jasno se
mogao uociti sluzavi, nerastvorni deo roze boje (sl. 2.75.). Rastvorljivost je isprobana i
u polarnim organskim rastvarac¢ima (metanol, acetonitril i DMSO), pa ¢ak i u vodi, ali
bezuspesno. Sli¢no kao 1 kod G. klugii (vrste iz klase Diplopoda), Bradford—ov test dao
je pozitivnu reakciju na proteinske strukture, nakon ¢ega smo uradili SDS gel
elektroforezu” na 12% akrilamidnom gelu (sl. 2.75.).

Na osnovu izgleda elektroforegrama mozemo re¢i da se najintenzivnija
proteinska traka u odbrambenom sekretu vrste H. gabrielis nalazi na vrednosti 55 kDa,
dok su trake izmedu 25-45 kDa i 60-116 kDa znacajno slabijeg intenziteta. Pored ovih
traka proteinski profil sadrzi mnogo aglomerata (traka na samom pocetku

elektroforegrama) i peptida malih molekulskih masa koje putuju zajedno sa frontom.

" Uslovi dati u poglavlju EKSPERIMENTALNI DEO, pasus SDS elektroforeza
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Slika 2.75. Levo — Proteinska komponenta odbrambenog sekreta Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767)
dobijena ekstrakcijom metilen—hloridom. Desno — SDS elektroforeza: Uzorak odbrambenog sekreta H.
gabrielis (Linijal); Molekulski markeri (14,4 kDa lizozim, 185,4 kDa f—laktoglobulin, 25 kDa RNK-aza
(Rease) Bsp 98I, 35 kDa laktat dehidrogenaza, 45 kDa ovalbumin, 66,2 kDa BSA i 116 kDa fS-
galaktozidaza) (Linija 2).
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2.4. Odbrambene supstance klase Chilopoda — Diskusija

Stonoge klase Chilopoda predstavljaju vaznu grupu predatora medu zemljiSnim
zglavkarima. Postoji oko 3 300 wvrsta hilopoda rasporedenih u pet redova:
Scutigeromorpha, Lithobiomorpha, Craterostigmomorpha, Scolopendromorpha i

Geophilomorpha'"”.

Nasuprot brzim hilopodama iz redova Scutigeromorpha i
Lithobiomorpha, stonoge iz redova Scolopendromorpha i Geophilomorpha (slicno
vecini diplopoda) poseduju hemijsku zastitu.

Za razliku od diplopoda kod kojih je sastav odbrambenih sekreta analiziran kod
veceg broja taksona i1 koji imaju 1 odredeni filogenetski znacaj, za hilopode nedostaju
takva istrazivanja. Dosadasnja hemijska ispitivanja hilopoda mogu se podeliti na
ispitivanje odbrambenih sekreta i ispitivanje otrova koji se nalazi u mandibulama.
Odredivanje hemijskog sastava odbrambenih sekreta bilo je u zizi naucne javnosti
Sezdesetih 1 sedamdesetih godina dvadesetog veka, a zatim je zanemareno;
intenziviranje istrazivanja u ovoj oblasti se nastavljaju pocetkom novog milenijuma

: . 114,115
analizama njihovog otrova ™

. Pored analiza otrova postoji i nekoliko novijih studija
koje se bave ispitivanjem hemijskog sastava celih hilopoda. Ove studije se baziraju na
upotrebi hilopoda u ishrani i u tradicionalnoj isto¢njac¢koj medicini, a bave se analizom
masnokiselinskog profila i pronalaZenjem novih prirodnih proizvoda''®'"".

Od interesa je da se napomene da su prema dosadaSnjim istraZivanjima kod
hilopoda odbrambeni sekreti ispitivani jedino kod osam vrsta koje pripadaju redovima
Scolopendromorpha i Geophilomorpha. U odbrambenim sekretima ovih vrsta su
pronadeni cijanovodonik i njegovi derivati, ali je takode pronadena i proteinska
komponenta (tabela 2.19.). Nasi radovi obuhvataju ispitivanje odbrambenih sekreta Sest
vrsta hilopoda koje naseljavaju Balkansko poluostrvo 1 pripadaju redovima
Lithobiomorpha (Eupolybothrus transsylvanicus), Scolopendromorpha (Cryptops
parisi) 1 Geophilomorpha (Strigamia crassipes, Henia illyrica, Clinopodes flavidus 1
Himantarium gabrielis). Vrste E. transsylvanicus 1 C. parisi nisu proizvodile
odbrambene sekrete, dok se sekret kod H. illyrica sastojao samo od proteinske

komponente. Kod geofilomorfnih vrsta S. crassipes, C. flavidus 1 H. gabrielis u

odbrambenom sekretu identifikovan je cijanovodonik; ovi rezultati ukazuju da bi se
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hemijska odbrana kod geofilomorfnih stonoga mogla prvenstveno okarakterisati kao

cijanogena. Medutim, pored cijanogenih jedinjenja u sekretu analiziranih vrsta hilopoda

po prvi put su pronadena i necijanogena jedinjenja (tabela 2.19. 1 sl. 2.76.1 2.77.).

Tabela 2.19. Identifikovane supstance iz odbrambenih sekreta stonoga klase Chilopoda.

Red
Familija Odbrambene supstance Reference
Ispitivana vrsta
Scolopendromorpha
Scolopendridae
Asanada sp. HCN, proteini 118
Geophilomorpha
Linotaeniidae
Strigamia sp. HCN 119
Strigamia bothriopus (Wood 1862) HCN, benzoil-nitril, proteini 119
Strigamia chionophila (Wood 1862) HCN 119
Strigamia crassipes (C. L. Koch 1835) HCN, benzaldehid, benzoil-nitril, *
(92)—eikozen—1-ol
Dignathodontidae
Henia vesuviana (Newport 1845) proteini 120
Henia illyrica (Meinert 1870) proteini *
Geophilidae
Pachymerium ferrugineum (C. L. Koch 1835)  HCN, proteini 121
Clinopodes flavidus (C. L. Koch 1847) HCN, 2—metilpentanska kiselina, *
benzaldehid, benzoil-nitril, 2—
metiloktanska kiselina, metil 2—
fenilacetat
Geophilus cayugae (Chamberlin 1904) HCN 119
Geophilus vittatus (Rafinesque 1820) HCN, benzaldehid, benzoil-nitril, 119

Himantariidae

Himantarium gabrielis (Linnaeus 1767)

benzoeva kiselina, mandelonitril,
proteini

HCN, benzaldehid, benzoil-nitril,
benzil-nitril, mandelonitril,
mandelonitril-benzoat, himantarin,
farnezil-2,3—dihidrofarnezoat,
farnezil—farnezoat

*

* Rezulltati ove disertacije
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Slika 2.76. Identifikovane cijanogene supstance kod Sest ispitivanih vrsta Chilopoda.
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Slika 2.77. Identifikovane necijanogene supstance kod Sest ispitivanih vrsta Chilopoda.

Podelu jedinjenja u odbrambenim sekretima hilopoda na cijanogena i
necijanogena treba posmatrati uslovno. Tako, cijanogeno jedinjenje H7 (metil—estar

fenilsiréetne kiseline) ne sadrzi CN grupu i ne moze se sa sigurnos¢u reci da nastaje u
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nekom od procesa biosinteze cijanovodonika, ali ipak kao 1 jedinjenja H4
(benzoil-nitril), HS (benzil-nitril), H8 (mandelonitril) 1 H9 (mandelonitril-benzoat)
pored fenil-grupe sadrzi jo§ jednu C-2 jedinicu. Hidroliza nitrilne grupe do karboksilne
kiseline 1 kasnije njena esterifikacija jedan je od moguc¢ih nacina biosinteze ovog
jedinjenja iz nekih od cijanogenih jedinjenja. Takode, jedinjenje H10 (trimetilguanin) je
necijanogeno jedinjenje, dok su, na primer, poznate studije gde guanin nastaje u niskom
prinosu polimerizacijom amonijum—cijanida'**. Pored toga, treba naglasiti i to da se
analiza cijanogenih jedinjenja u ranijem periodu zasnivala samo na analizi
cijanovodonika, a da zbog metodologije i manje osetljivosti tadasnjih tehnika rezultate
treba tumaci sa oprezom.

Do sada su analizirane vrste hilopoda koje pripadaju familijama Scolopendridae,
Linotaeniidae, Dignathodontidae i Geophilidae, dok je po prvi put analizirana vrsta iz
familije Himantariidae (tabela 2.19.). U okviru familije Scolopendridac pokazano je
prisustvo cijanovodonika i proteina, Sto se moze reci 1 za vrste iz familije Linotaeniidae,
gde je pojava proteinskog dela sekreta uocena kod jedne od ukupno Cetiri ispitivane
vrste. Pored cijanovodonika, u familiji Linotaeniidae u isparljivom delu sekreta
identikovana su i cijanogena jedinjenja benzoil-nitril i benzaldehid, ali i necijanogeni
nezasi¢eni alkohol dugog niza, (9Z)—eikozen—1-ol. Kao Sto je ve¢ ranije pomenuto,
prisustvo cijanovodonika u sekretu u stvari dokaz je postojanja prekursora ili proizvoda
koji dovode do njegovog otpustanja. Na primer, pojava benzaldehida u tehnikama
povezanim sa gasnom hromatografijom znaci indirektni dokaz prisustva mandelonitrila.
Zbog svega navedenog, ali i zbog Cinjenice da su rezultati koje se odnose na ranije
ispitivane vrste hilopoda ve¢ zastareli, tumacenje razli¢itosti odbrambenih sekreta ¢e se
zasnivati na postojanju odnosno odsustvu cijanovodonika, a vrste koje su tada ispitivane
trebalo bi ponovo ispitati, kako bi se potvrdili rezultati cijanogeneze na savremen nacin
sa dosta ve¢om osetljivoscu.

Takode, znaCajno je bilo ispitati sastav proteinskog dela sekreta kod
predstavnika familije Dignathodontidae, gde je ranije bilo dokazano postojanje
proteinske odbrane. Tako je u okviru istog roda (Henia) pokusano da se ispita sastav
proteinskog sekreta 1 po prvi put pokuSaju da utvrde interspecijske i1 intraspecijske
sli¢nosti 1 razlike u proteinskom sastavu odbrambenog sekreta kod stonoga sensu lato.

U tom cilju, proteinski sekreti vrste H. illyrica, sa dva razlicita lokaliteta, analizirani su
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elektroforezom 1 uporedeni sa ranije analiziranim proteinskim sekretom H. vesuviana.
Rezultati su pokazali evidentnu interspecijsku razliku u proteinskom sastavu sekreta
navedenih vrsta, ali i prisustvo intraspecijske razlike kod vrste H. illyrica sa dva
razli¢ita lokalitela. Ovi rezultati pokazuju koliko je vazno detaljnije i sistemati¢nije
ispitivanje odbrambenih sekreta kod vrsta koje poseduju proteinsku odbranu.

Istrazivanja su nastavljena na predstavnicima familije Geophilidae, gde je
cijanogeneza dokazana u svim do sada ispitivanim vrstama, dok je proteinska zaStita
registrovana samo kod dve vrste (Pachymerium ferrugineum i Geophilus vittatus). Po
prvi put su u odbrambenim sekretima hilopoda, pored cijanovodonika, detektovane
organske kiseline 1 to 2-metilpentanska 1 2-metiloktanska, ali i metil-estar 2—
fenilsiréetne kiseline.

Dalje, ispitivana je vrsta Himantarium gabrielis koja pripada familiji
Himantariidae (kod koje do sada nije ispitivan hemijski sastav odbrambenog sekreta).
Rezultati su, pored prisustva veceg broja cijanogenih jedinjenja, znacajni pre svega
zbog pojave novih necijanogenih jedinjenja i proteina. Takode je potvrdena i Cinjenica
da se cijanovodonik ispusta u postsekretskoj reakciji. Na osnovu ove reakcije moze se
pretpostaviti da proteinski deo sekreta ima ulogu ne samo kao lepak, ve¢ i da sluzi za
produzenu zaStitu, jer se 1 nakon izluCivanja sekreta jo§ neko vreme ispusta
cijanovodonik svaki put kada se mehanicki i termicki dode u kontakt sa ostacima
sekreta. Pored toga, pojava dva farnezil-farnezoata, dovodi u pitanje svrhu takvih
jedinjenja u sekretu i zahteva nov pristup ispitivanju, ne samo odbrambenih supstanci,
ve¢ 1 supstanci koji potencijalno mogu sluziti u hemijskoj komunikaciji medu
pripadnicima iste vrste (feromoni?). Takode, pojava guanidnog alkaloida predstavlja
njegovo prvo pronalazenje u prirodi. Veza izmedu cijanidnih jedinjenja i ovakvih
derivata do sada nije objasnjena, mada je poznata mogucnost da se u prebiotskim
sintezama nukleotidne baze mogu dobiti u malom procentu iz amonijum—cijanida'*.

Potrebno je ista¢i da su intenzivna i ekstenzivna istraZivanja obuhvaéena ovom
tezom rezultovala nizom relevantnih podataka vezanih za hemijsku ekologiju hilopoda.
Inicirana su istrazivanja, posle prekida koji je trajao gotovo trideset godina. Po prvi put
su identifikovane necijanogene supstance u isparljivom delu odbrambenog sekreta
hilopoda. Uz pomoé¢ NMR tehnika u potpunosti je okarakterisan cijanovodonik (8 'H
3,71 ppm, & °C 108,0 ppm i & °N 258,7 ppm) i potvrdeno njegovo izdvajanje u post
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sekretskoj reakciji nastajanja mandelonitril-benzoata iz mandelonitrila 1 benzoil-nitrila.
Okarakterisano je novo jedinjenje H12 i novi sekundarni metaboliti H10 1 H13, kao 1
nekoliko novih sekretornih jedinjenja kod zglavkara sensu lato. Ova istraZivanja su
posebno zanimljiva i sa stanovista analize proteinskog sastava sekreta, gde su primecene
razlike ne samo na nivou razli¢itih familija i rodova, ve¢ 1 u okviru iste vrste (Henia
illyrica), sakupljene na razliCitim lokalitetima. Ispitivanje proteinske odbrane je jos
uvek na pionirskom nivou i mnogo novih rezultata je neophodno da bi se doneli neki
zakljucci, ali je zanimljiva pretpostavka da proteinski deo sekreta moze posluziti i za
produzenu zastitu kod vrsta koje imaju 1 proteinsku i cijanogenu odbranu.

Pored Cinjenice da je mali broj vrsta iz klase Chilopoda analiziran, dosadasnji
rezultati pokazuju izuzetnu raznovrsnost odbrambenih jedinjenja (od gasovitog
cijanovodonika, preko organskih kiselina, alkohola i guaninskog alkaloida sve do
proteina) i samim tim zavreduju dodatnu paznju. Takode, nastavak istrazivanja mora se
usmeriti 1 u smeru ispitivanja sekreta kod novih vrsta, zatim pronalazenja novih
sekretornih jedinjenja 1 ispitivanju njihove uloge u kompleksnom svetu ovih

organizama.
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3.1. Aparati i rastvaraci

IC—Spektri su snimani na FT-IR spektrometru Thermo Scientific Nicolet 6700
tehnikama te¢nog filma ili ATR tehnikom. Program za snimanje i obradu rezultata je

OMNIC verzija 7.0.

NMR-Spektri snimani su na spektrometrima Varian Gemini 2000 (200 MHz za
protone) i Bruker AVANCE III 500 (500 MHz za protone). Kao rastvaraci koriS¢eni su
CDClI3 i DMSO-ds uz TMS kao interni standard. Hemijska pomeranja su izrazena u 6
jedinicama a konstante sprezanja (J) u Hz. Snimanje i obrada NMR spektara uradena je

u programima VNMR verzija 5.3B i1 Topspin verzije 2.1 1 3.1.

Za GC i1 GC-MS analize koriS¢en je gasni hromatograf Agilent 7890A
opremljen split/splitless injektorom, koji je uz pomo¢ tehnologije kapilarnog protoka’
povezan na dva detektora (plameno jonizacioni 1 maseni). Kapilarna kolona se povezuje
direktno na dvodelni razdelnik, na koji se takode povezuju po jedna kapilara (bez
stacionarne faze) koje idu prema detektorima. Priblizno ravnomerna raspodela supstanci
na oba detektora postize se koriSéenjem kapilara pre¢nika 0,118 mm, tako da se prema
masenom spektrometru koristi kapilara duzine 144 cm, a ka plameno—jonizacionom
detektoru kapilara od 53 cm. Tokom analiza koriS¢ene su sledece kapilarne kolone: HP—
SMS i HP-5MSI dimenzija (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) i HP-INNOWAX dimezija
(30 m x 0,32 mm x 0,25 um), noseci gas je bio helijum cistoce 5.0. Za analize su
kori§¢ene metode sa zakljutavanjem retencionog vremena (RTL') koriste¢i metil-
stearat ili n—heksadekan kao standarde. Maseni detektor je takode Agilent—ov
kvadrupolni detektor 5975C inert XL EI/CI MSD, a maseni spektri su snimani
tehnikama elektronske (70 eV) 1 pozitivne hemijske jonizacije (150 eV). Metan i
izobutan kori$¢eni su kao gasovi za hemijsku jonizaciju.

Najcesce koris¢eni GC-MS parametri pri radu sa nepolarnim HP-5MS 1 HP—

SMSI kolonama kod elektronske i kod hemijske jonizacije bili su: rad pri konstantnom

" Capillary flow technology
" Retention time lock
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pritisku (1,6 ml/min na 40 °C); poCetna temperatura je 40 °C u trajanju od jednog
minuta, linearno je povecavana do 300 °C brzinom od 10 °C u minutu i zadrZzana na
300 °C poslednjih 8 minuta analize”. U sludajevima kada je bilo potrebno bolje
razdvojiti komponente smese, koris¢en je duzi temperaturni program sa pocetnom
temperaturom od 60 °C i linearnim porastom od 3 °C u minutu sve do 300 °C, takode
pri konstantnom pritisku (1 ml u minutu na 220 °C)". Temperatura izvora za elektronsku
jonizaciju u svim analizama bila je 230 °C, a za hemijsku 250 °C. Kvadrupol je grejan
na 150 °C. Parametri GC-MS instrumenta koji se koriste pri radu sa polarnom
INNOWAX kolonom uglavnom se razlikuju samo po temperaturi gasnog hromatografa
1 po protoku noseceg gasa. Analize su radene pri konstantnom protoku (4,4 ml u minutu
na 40 °C). Pocetna temperatura je bila 40 °C (1 min), da bi se povecavala do 255 °C
brzinom od 10 °C u minutu i na toj vrednosti ostala jo§ 7,5 minuta®,

Za cekstrakciju su koriS¢eni rastvaraCi spektroskopske cistoée: n—heksan,
metanol, metilen—hlorid, hloroform, acetonitril, etil-acetat, ali 1 cevCice aktivnog uglja
za ekstrakciju na vakuumu.

Za HPLC i LC-MS analize koris¢en je Agilent 1200 HPLC hromafograf sa
degazerom, autosamplerom i DAD detektorom u kombinaciji sa Agilent 6210 TOF—
MS' spektrometrom. Uzorci su pripremani ekstracijom odgovarajuéim rastvaratem
(metanol ili acetonitril), dok je po potrebi, u uzorke dodavana 0,2 % mravlja kiselina
(nekoliko kapi). Kao mobilna faza koriS¢ena je smesa rastvarata A (0,2 % rastvor
mravlje kiseline u vodi) i B (acetonitril) sa programiranim izokratnim i gradijentnim
eluiranjem: 0—1,5 min 95 % A, 1,5-12 min 95-5 % A, 12—15 min 5 % A, 15-16 min 5—
95 % A, pri protoku od 0,40 ml/min. Komponente su razdvajane na koloni Zorbax
Eclipse Plus C18 (100 x 2,1 mm; 1,8 um). Za detekciju signala u opsegu talasnih duzina
od 190 — 450 nm koris¢en je DAD detektor. Injekciona zapremina bila je 1 pl, a
temperatura kolone 40 °C. Za dobijanje i obradu podataka koris¢en je softver
MassHunter Workstation (verzija 1.0.0.1) i AnalystQS (verzija 1.98).

Maseni spektri su dobijeni tehnikom elektrosprej jonizacije (ESI) u pozitivnom i

negativnom modu, sa slede¢im parametrima: napon na kapilari, 4000 V; temperatura

* Metoda nazvana QC TEST

" Metoda nazvana Adams

* Metoda nazvana QC TEST CW (za uslove elektronske jonizacije) i CI CW TEST (za uslove hemijske
jonizacije)

¥ Maseni analizator—vreme preleta (Time of Flight)
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gasa, 350 °C; protok gasa za suSenje, 12 I/min; pritisak nebulajzera, 45 psi (310,26 Pa);
napon na fragmentoru, 70 V (ili 140 V), a mase su merene u opsegu 50-2500 m/z.

Za odredivanje analiziranih jedinki koristili smo istraziva¢ku binokularnu lupu
,»Carl Zeiss* (uvelicanje objektiva 0,63x, 1x, 1.6x, 2.5x i 4x; uvelicanje okulara 6,3x i
25x). Fotografije relevantnih struktura ili celih jedinki izvrSeno je pomocu digitalnog

fotoaparata ,,Canon PowerShot A80“, montiranog na stereo mikroskop ,,Carl Zeiss

Stemi 2000—C* (zum 7,7:1).
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3.2.  Sakupljanje i uvanje materijala

3.2.1. Klasa Diplopoda

Ispitivane vrste stonoga iz klase Diplopoda razvrstavane su po uzrasnim
stupnjevima, dok su adultne jedinke odvajane po polovima. Prikupljene jedinke su
c¢uvane u plasticnim posudama za transport (pre¢nika 20 cm, visine 10 cm, sa
poklopcima koji su perforirani za ulazak vazduha) zajedno sa odgovaraju¢om koli¢inom
prirodnog materijala sa stanista (zemlja, stelja, humus ili supstrat iz pec¢inskih stanista).
Stonoge su ¢uvane u laboratorijskim uslovima nekoliko dana na 10 °C u mraku, dok je

vlaznost odrzavana prskanjem manje koli¢ine vode jednom dnevno.

3.2.1.1. Familija Schizopetalidae (Diplopoda, Callipodida)

Veliki broj jedinki vrste Apfelbeckia insculpta sakupljen je na nekoliko lokaliteta
u zapadnoj Srbiji, Crnoj Gori i Bosni i Hercegovini, od januara do avgusta 2008.
godine. Lokaliteti u Srbiji bili su Hadzi—Prodanova pecina u selu Rasci¢i kod Ivanjice 1
Mladenovi¢a megara u selu Stapari kod UZzica (po pet muzjaka, Zenki 1 juvenilnih
jedinki sa svakog lokaliteta). U Crnoj Gori materijal je sakupljen u Izeta pecini (=
Pe¢ina Knezlaz), a u Hercegovini, na lokalitetu Bukovica (Kameno more). Zbog
nemogucénosti odrzavanja jedinki u Zivotu u duzem vremenskom periodu, priprema
uzoraka iz Crne Gore uradena je na terenu, odakle su transportovani u vijalicama od 2
ml (procedura ekstrahovanja opisana u Eksperimentalnom delu).

Deset jedinki vrste Callipodella fasciata prikupljeno je od septembra do

novembra 2010. godine u stelji Drugovacke Sume u blizini Smedereva.

3.2.1.2. Familija Polydesmidae (Diplopoda, Polydesmida)

U periodu od septembra do novembra 2009. godine na lokalitetu Carapi¢ev brest
na Avali prikupljen je veci broj jedinki razli¢itih uzrasnih stupnjeva slede¢ih vrsta:

Polydesmus complanatus, Brachydesmus (Stylobrachydesmus) avalae 1 B. dadayi. Osim
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vrsta B. avalae 1 B. Dadayi, iz ovog roda ispitivana je jo$ i vrsta B. troglobius. Tokom
maja meseca 2010. godine, u Lazarevoj pecini, u selu Zlot, kod Bora (isto¢na Srbija),

prikupljeno je deset muZzjaka 1 isto toliko Zenki ovog troglobionta.

3.2.1.3. Familija Polyzoniidae (Diplopoda, Polyzoniida)

U okviru familije Polyzoniidae ispitivana je vrsta Polyzonium germanicum. Veci
broj adultnih i juvenilnih jedinki prikupljen je u stelji ispred Sesalacke pecine (selo

Sesalac kod Sokobanje), tokom proleca i jeseni 2010. godine.

3.2.1.4. Familija Julidae (Diplopoda, Julida)

U okviru familije Julidae ispitivane su vrste iz Cetiri roda: Julus, Cylindroiulus,
Leptoiulus i Megaphyllum. U maju 2011. godine, u Carapi¢evom brestu na Avali,
uzorkovano je po pet muzjaka i zenki vrste Julus terrestris. U periodu od septembra do
novembra 2010. godine, na lokalitetu Drugovacka Suma u blizini Smedereva,
sakupljeno je po 15 muZzjaka i Zenki vrsta Cylindroiulus boleti, Leptoiulus trilineatus 1
Megaphyllum bosniense. Pored vrste M. bosniense iz istog roda ispitivane su i vrste M.
austriacum 1 M. unilineatum. U park—Sumi KoSutnjak u Beogradu, u oktobru 2010.
godine, sakupljeno je po pet muzjaka i zenki vrste M. austriacum, dok je u oktobru

2011. godine na Avali, prikupljena jedna Zenka vrste M. unilineatum.

3.2.1.5. Familija Glomeridae (Diplopoda, Glomerida)

Tokom oktobra 2011. godine, na lokalitetu Izbice kod Novog Pazara sakupljeno

je devet jedinki Glomeris klugii; po tri muZzjaka, Zenke 1 juvenilne jedinke.
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3.2.2. Klasa Chilopoda

Ispitivane vrste stonoga iz klase Chilopoda razvrstavane su po uzrastu i po
polovima. Jedinke su ¢uvane u plasti¢nim posudama (precnika 20 cm, visine 10 cm, sa
poklopcima koji su perforirani za ulazak vazduha), zajedno sa odgovaraju¢om
koli¢inom prirodnog materijala sa stanisSta (zemlja, stelja i humus). Stonoge su ¢uvane u
laboratorijskim uslovima nekoliko dana na 10 °C u mraku, dok je vlaznost odrzavana

prskanjem manje koli¢ine vode jednom dnevno.

3.2.2.1. Familija Lithobiidae (Chilopoda, Lithobiomorpha)

U okviru familije Lithobiidae ispitivana je vrsta Eupolybothrus transsylvanicus.
Po pet muzjaka i Zenki prikupljeno je 26. oktobra 2010. godine u park—Sumi KoSutnjak
u Beogradu.

3.2.2.2. Familija Cryptopidae (Chilopoda, Scolopendromorpha)

Iz familije Cryptopidae ispitivali smo vrstu Cryptops parisi. Ukupno deset
jedinki prikupljeno je 26. oktobra 2010. godine u park—Sumi KoSutnjak.

3.2.2.3. Familija Linotaeniidae (Chilopoda, Geophilomorpha)

U okviru familije Linotaeniidae ispitivana je vrsta Strigamia crassipes. Jedinke

ove vrste su prikupljene 10. jula 2011. ispred ulaza u Sesalacku pec¢inu (selo Sesalac

kod Sokobanje).
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3.2.2.4. Familija Dignathodontidae (Chilopoda, Geophilomorpha)

U blizini izvora Sakinac na Avali, u periodu april-maj 2011. godine, prikupljeno
je po deset muzjaka i zenki vrste Henia illyrica. Dve jedinke ove vrste uzorkovane su u
stelji ispred Sesalacke pec¢ine kod Sokobanje, u maju 2012. godine.

3.2.2.5. Familija Geophilidae (Chilopoda, Geophilomorpha)

Kod izvora Sakinac na Avali, u periodu od oktobra 2010. do maja 2011. godine,
prikupljen je veliki broj muzjaka i Zenki vrste Clinopodes flavidus.

3.2.2.6.Familija Himantariidae (Chilopoda, Geophilomorpha)

Jedina analizirana vrsta iz klase Chilopoda koja je prikupljena izvan Srbije bila

je Himantarium gabrielis. Trinaestog maja 2011. godine prikupljeno je po pet muzijaka

1 zenki sa lokaliteta Borovik, kod Cetinja, u Crnoj Gori.
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3.3. Priprema uzoraka

3.3.1. Priprema uzoraka uz pomo¢ vakuum cevcica sa aktivnim ugljem

Jedna ili viSe jedinki (u zavisnosti od veli¢ine tela) se postavi u vegeglas
odgovarajuc¢e zapremine i iritira pincetom. Istovremeno se na vakuum poveze cevcica
napunjena aktivnim ugljem koja se nastavlja na staklenu pipetu, ¢iji vrh se postavlja Sto
blize pinceti. Ovako sinhronizovanu radnju ponavljamo nekoliko minuta, nakon ¢ega se
vrsi desorpcija u metilen—hloridu (1-3 ml) u trajanju od 15 minuta na ultra—zvu¢nom
kupatilu. Posle cedenja metilen—hloridni rastvor je spreman za analizu. Prednost ove

tehnike je u tome S$to nije potrebno zrtvovati jedinke.

3.3.2. Priprema uzoraka uz pomo¢ filter papira

Ovakva priprema uzorka je veoma sli¢na pripremi uzorka uz pomo¢ vakuum
cevcica, s tom razlikom §to u ovom slucaju jedinku (ili jedinke) stavimo u vegeglas u
koji smo prethodno dodali filter—papir iseckan na kvadratice i dobro zatvorimo.
Iritiranje se postize energicnim muckanjem. Posle oslobadanja jedinki, u vegeglas se

sipa 1-3 ml odgovarajuceg rastvarca za desorpciju sa filter—papira.

3.3.3. Ekstrakcija organskim rastvara¢ima

U zavisnosti od veli¢ine jedinki, ekstrakcija se vrSi sa nekoliko jedinki ili sa
nekoliko desetina jedinki (istog pola ili uzrasnog stupnja), koje se ubace u Slifovani
balon $to manje zapremine i $to je moguce veceg otvora (na primer, balon od 50 ml sa
slifom 29/32). Zrtvovanje je najbolje uraditi sa najmanjom moguéom zapreminom
rastvara¢a (1-2 ml) u trajanju od 3 do 5 minuta. Nakon ekstrakcije, uzorke treba
procediti kroz parée papirnate maramice namotane na staklenu pipetu. Ako je uzorak

nedovoljno koncentrovan najbolje ga je upariti u blagoj struji azota i koncentrovati
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maksimalno deset puta. KoriS¢eni su rastvaraci: n—heksan, metilen—hlorid, metanol,
deuterohloroform, acetonitril i DMSO. Za GC i GC-MS sa nepolarnim kolonama HP—
SMS 1 HP-5MSI najbolje je koristiti n—heksan 1 metilen—hlorid, dok je za analize na
polarnim INNOWAX kolonama najbolje koristiti metanol i acetonitril. Najbolji
rastvaraci za reverzno—faznu hromatografiju HPLC i LC-MS (C8 i C18 kolone) takode
su metanol 1 acetonitril. Prilikom pripreme uzoraka za NMR analize najbolje je koristiti
deuterisane rastvarace za ekstrakciju. Uzorak se moze pripremiti i u nedeuterisanom
rastvaracu, koji se mora upariti u struji azota, a zatim rastvoriti u odgovaraju¢em

deuterisanom rastvaracu.

3.3.4. Derivatizacija jedinjenja iz odbrambenog sekreta—reakcija

silanizovanja

Jedinjenja prisutna u odbrambenom sekretu derivatizovana su pomocu reagensa
za silanizovanje (rastvor BSTFA u acetonitrilu), pri ¢emu se dobijaju isparljivi
trimetilsilil-|(TMS) derivati. Reakcija silanizovanja je u stvari kombinovana sa
ekstrakcijom celih jedinki u acetonitrilu. Jedinke su prvo Zrtvovane u acetonitrilu (videti
poglavlje 3.3.3. Ekstrakcija organskim rastvara¢ima), nakon ¢ega je u 0,5 ml ekstrakta
dodato 0,5 ml reagensa za silanizovanje u vijalicu od 2 ml. Reakcija je gotova posle
jednocCasovnog zagrevanja na 60 °C. Ovako pripremljene uzorke treba analizirati na
gasnom fromatografu sa MS detektorom Sto je pre moguce, a najkasnije 6 ¢asova nakon
pripremanja. Reakciju silanizovanja smo koristili i za potvrdu strukture identifikovanih

jedinjenja.

3.3.5. Disekovanje vezikula i ekstrakcija organskim rastvara¢ima

Najtezi zadatak kod ovakve tehnike predstavlja pazljivo odvajanje vezikula od
ostatka tkiva. Takode, problem predstavlja i to Sto jedinka obi¢no isprazni sadrZaj
vezikule pri prvom kontaktu. Da bi smo omogucili nesmetan rad sa jedinkama
neophodno je da im se postepeno sniziti telesna temperatura. Nakon disekovanja,

vezikule spajamo u jednu vijalicu i ekstahujemo odgovarajuéim rastvaracem.
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3.3.6. Detektovanje cijanovodonika

3.3.6.1. PikrinsKki test

Detektovanje cijanovodonika moze se potvrditi kvalitativnom bojenom (test pot)
reakcijom sa pikrinskom kiselinom®. Filter—papir se impregnira potapanjem u zasi¢en
rastvor pikrinske kiseline posle ¢ega se susi na vazduhu. Neposredno pre testa ovako
pripremljen filter—papir se poprska 5% rastvorom natrijum—bikarbonata u vidu spreja.
Odgovaraju¢i broj jedinki postavimo na filter—papir dok je jo§ vlaZan, nakon cega ih
preklopimo drugom polovinom filter papira i jako zgnje¢imo. Ako sekret sadrzi HCN,

deo filter—papira postepeno prelazi iz zute u narandzastu boju.

3.3.6.2. Detektovanje cijanovodonika GC-MS tehnikom

Pored pikrinskog testa HCN se moZe detektovati i GC-MS, ali je pre svega
potrebno da se podesi opseg snimanja od m/z 10, ali i da se koristi zatvoren sistem;
jedinke treba staviti u hermeticki zatvorenu (zakrimpovanu) GC hedspejs vijalicu.
Iritiranje se postize energi¢nim muckanjem. Za ru¢no injektiranje se koristi mikroSpric
za injektiranje gasova. Takode je neophodno snimati u split modu, bez obzira na nisku
koncentraciju uzoraka. Najmanji split bi trebalo da bude 5:1, a poZeljno je da bude i vise
od 7:1. U slucaju otezane detekcije (na primer, preklapanjem sa pikom vazduha), iz
ukupne jonske struje potrebno je ekstrahovati jon na vrednosti m/z 27 i tako dobijen

maseni spektar uporediti sa bibliotekom spektara.

3.3.7. Detektovanje proteinskog dela odbrambenih sekreta

3.3.7.1. Bradford—ov test

Nerastvorni deo odbrambenog sekreta dobijen ekstrakcijom organskim

v .. . . 12 . .
rastvaraéem analiziran je Bradford—ovim testom'>. Talog se ispira tri puta u organskom
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rastvaracu u kome je nastao, da bi se posle suSenja u struji azota ubacio u 1 ml test
rastvora (60 mg CBB’ po litru 3% perhlorne kiseline). Ovako pripremljen uzorak mesa
se na vorteksu nakon cega se greje 15 min na 50 °C. Pojava plave boje na talogu ili
plavicaste boje celog rastvora (u odnosu na 1 ml Bradford—ovog rastvora) pozitivna je
reakcija na proteinsku strukturu. Ovo je preliminarni test, dok je za potpunu potvrdu

potrebno uraditi dodatne testove.

3.3.7.2. Bojeni test na nitroceluloznoj membrani

Za razliku od pripreme uzorka za Bradford—ov test, kod ovog eksperimenta je
koriS¢ena nitrocelulozna membrana postavljena direktno na Bihnerov levak
odgovarajuce veli¢ine koji je priklju¢en na vakuum. Jedinka ili viSe njih se postavi na
ovu membranu i onda se pinsetom jedinke uznemiruju. U slucaju da jedinke imaju
proteinsku zastitu, sekret koji se izluCuje ostaje na nitroceluloznoj membrani. Bojenjem
sekreta 1 nitrocelulozne membrane u crveno pomoc¢u Poncho S reagensa dokazuje se

proteinska priroda sekreta; u protivnom sekret nije proteinske prirode.

3.3.7.3. SDS elektroforeza’

Deo odbrambenog sekreta nerastvoran u organskom rastvaracu, analiziran je
elektroforezom'**. Dobijeni talog se rastvori u 1 ml PUZ-a* (vodeni rastvor koji sadrzi
0,0625 M Tris HCL, 10% glicerol, 0,002% bromfenol-plavo 1 5% p—merkaptoetanol),
centrifugira 1 procedi. Prethodno se pripremi akrilamidni gel za razdvajanje koji se
nanese u kadicu za elektroforezu, preko koga se doda rastvor za nadslojavanje (2—
butanol ili n—butanol zasi¢en vodom). Nakon zavrSetka polimerizacije rastvor za
nadslojavanje se zameni dezaerisanim rastvorom za koncentrovanje (0,5 M Tris HC1 pH
6,8) u koji se postavi teflonski kalup za uzorke. Nakon zavrSetka polimerizacije uzorci
se nanose u nastale proreze u gelu. Na polimerizovanom 12% akrilamidnom gelu u
jedan od poloZaja nanose se molekulski markeri (14,4 kDa lizozim, 185,4 kDa f—
laktoglobulin, 25 kDa Rease Bsp 98I, 35 kDa laktat dehidrogenaza, 45 kDa ovalbumin,
66,2 kDa BSA, 116 kDa f—galaktozidaza).

Pufer za elektroforezu (0.025 M Tris, 0,192 M glicin, 0,1% SDS pH 8,3) sipa se

* Coomassie Brilliant Blue G250
" Drugi naziv je SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyacrylAmide Gel Electrophoresis)
t Pufer za obradu uzoraka.
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u kadu 1 podesi se napon na 80 V, sve dok uzorci ne udu u gel za razdvajanje, a potom
se poveca na 150 V 1 tako se ostavi do kraja elektroforeze. Elektroforeza se prekida
kada boja stigne na 1 cm od kraja gela. Gel je po zavrSetku elektroforeze najpre ispran
destilovanom vodom (1 min), zatim zaseCen ispod prvog bunari¢a na ploci i fiksiran 20
min u vodenom rastvoru 50% metanola i 10% siréetne kiseline. Rastvor za bojenje
(0,1% CBB’, 50% metanol, 10% siréetna kiselina) koristi se 20 min, a za obezbojavanje
se koristi isti rastvor kao 1 za fiksiranje, takode u trajanju od 20 min. Ovako dobijen gel

se moze ¢uvati nekoliko godina u 7% sir¢etnoj kiselini u hermeticki zatvorenoj posudi.

* Coomassie Brilliant Blue G-250.
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3.4. Pravljenje biblioteke masenih spektara identifikovanih

jedinjenja

Biblioteka masenih spektara pravljena je u programu AMDIS 32°. Nakon
kompletne identifikacije jedinjenja, koris¢enjem komercijalnih biblioteka, literature,
drugih tehnika (CI-MS, LC-DAD, LC-MS 1 NMR) 1 na kraju evaluacije podataka,
pristupa se unosu odgovarajuéeg masenog spektra u novo—formiranu biblioteku. Zeljeni
maseni spektar je neophodno precistiti, kako bi se uklonili svi pozadinski joni (joni
primese). Svako jedinjenje je pozeljno okarakterisati sa bar tri masena spektra, po
mogudéstvu iz razli¢itih analiza. U biblioteku, pored masenog spektra, treba uneti i
molekulsku formulu, spisak sinonima, uslove snimanja. Svi maseni spektri koje smo
satuvali u biblioteci, snimljeni su po istom hromatogramskom programu’ koriste¢i
zaklju¢anu RTL metodu, tako da je za svako jedinjenje u biblioteku uneto i njegovo
retenciono vreme (Rt=min). Pored retencionog vremena unete su i vrednosti retencionih
indeksa (RI) dobijenih na osnovu retencionih vremena parnih n—alkana od Cg do Ca.
Biblioteka sadrzi preko 100 spektara i vise od 50 jedinjenja. Sva jedinjenja koja se
nalaze u biblioteci masenih spektara su jedinjenjenja koja su okarakterisana u
odbrambenim sekretima analiziranih taksona ili jedinjenja koja predstavljaju njihove

TMS—derivate.

* AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System)
" Metoda QC test: rad pri konstantnom pritisku (1,6 ml/min na 40 °C); 40°C (1 min) — 300 °C (10
°C/min), 300 °C (8 min)
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3.5. Spektralni podaci identifikovanih jedinjenja

Najznacajniji spektralni podaci identifikovanih jedinjenja iz klase Diplopoda:

EI-MS i CI-MS podaci navode se u formatu m/z (intenzitet).

Jedinjenje D1 fenol; EI-MS: 94 (100), 66 (39), 65 (27), 39 (24), 40 (11), 38 (9),
55 (8), 63 (7), 95 (7), 50 (6),

Jedinjenje D2 p—krezol (p—metilfenol), EI-MS: 107, (100), 108 (88), 77 (21), 79
(18), 90 (9), 53 (8), 80 (8), 51 (8), 39 (7), 109 (7)

Jedinjenje D3 p—etilfenol; EI-MS:107 (100), 122 (25), 77 (23), 108 (7), 91 (7),
39(7), 65 (6), 51 (6), 63 (5), 78 (5)

Jedinjenje D4 benzaldehid; EI-MS: 77 (100), 106 (94), 105 (94), 51 (38), 50
(19), 78 (14), 52 (9), 107 (7), 74 (6), 39 (6), RI (HP-SMSI) 955

Jedinjenje DS benzil-alkohol; EI-MS::
79 (100), 108 (89), 107 (69), 77 (55), 51 (22), 91 (19), 78 (11), 50 (10), 39 (10),
80 (9)

Jedinjenje D6 benzoilnitril (2—okso—2—fenilacetonitril); EI-MS:

105 (100), 77 (69), 131 (64), 51 (34), 50 (18), 103 (14), 76 (12), 106 (8), 132
(6), 74 (5), RI (HP-5MSI) 1100, CI-MS (i-BuH), [M+H]" 132 (32), 105 (100),
106 (11), 133 (5)

Jedinjenje D7 benzil-metil-keton; EI-MS: 43 (100), 91(60), 134 (18), 92 (16),
65 (14), 39 (13), 63 (7), 51 (6), 89 (4), 50 (3)

Jedinjenje D8 benzoeva kiselina; EI-MS: 105 (100), 122 (96), 77 (87), 51 (59),
50 (32), 106 (15), 78 (13),39 (11), 74 (11), 76 (11)
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Jedinjenje D9 benzil—etil-keton; EI-MS: 57 (100), 91 (37), 29 (33), 148 (12), 65
(10), 92 (9), 39 (5), 58 (4), 27 (3), 63 (3)

Jedinjenje D10 mandelonitril (2—hidroksi—2—fenilacetonitril); EI-MS: 105 (100),
77 (94), 106 (89), 27 (38), 51 (38), 78 (20), 50 (17), 133 (17), 132 (11), 52 (10)

Jedinjenje D11 mandelonitril-benzoat; EI-MS: 105 (100), 77 (91), 116 (49), 89
(48), 51 (46), 63 (17), 39 (17), 115 (12), 237 (11), 90 (10); CI-MS (i—BuH),
[M+H]" 238 (100), 105 (60), 116 (49), 239 (45), 211 (30), 188 (11)

Jedinjenje D12 cijanovodonik; EI-MS: 27 (100), 26 (17), 12 (4), 13 (2), 14 (2),
28 (2); '"H NMR (500MHz, CDCls) 3,71 ppm (1H, s), °C NMR & 108 i °N
NMR & 258,7 ppm

Jedinjenje D13 polizonimin (alkaloid 151B); EI-MS: 82 (100), 95 (64), 81 (53),
96 (37), 136 (36), 80 (33), 41 (26), 108 (24), 67 (22), 94 (19)

Jedinjenje D14 O—metil-spiropirolizin oksim; EI-MS: 82 (100), 83 (6), 190 (5),
91 (4), 55(3), 236 (3), 80 (3), 107 (3), 93 (26), 77 (26)

Jedinjenje D15 nitropolizonamin; EI-MS: 82 (100), 122 (10), 108 (7), 192 (7),
83 (7), 191 (6), 165 (6), 41 (5), 55 (5), 129 (4)

Jedinjenje D16; 7—acetoksi nitropolizonamin; EI-MS: 82 (100), 190 (9), 164 (9),
43 (7), 83 (6), 122 (5), 249 (4), 55 (3), 80 (3),95 (3)

Jedinjenje D17; 1,4-benzohinon; EI-MS: 110 (100), 82 (34), 81 (23), 53 (22),
52 (14),55(11), 109 (9), 111 (7), 50 (6), 51 (4)

Jedinjenje D18; 2—metil-1,4-benzohinon (toluhinon); EI-MS: 122 (100), 94

(77), 82 (61), 54 (54), 66 (48), 68 (35), 40 (24), 53 (18), 65 (17), 67 (7); RI (HP—
5MSI) 1022, 'H i >C NMR podaci prikazani su u tabeli 2.5.
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Jedinjenje D19; 2-hidroksi—3—metil-1,4-benzohinon; EI-MS: 138 (100), 82
(29), 55 (18), 54 (17), 81 (14), 53 (12), 83 (11), 110 (10), 139 (8), 56 (8); RI
(HP-5MSI) 1127

Jedinjenje D20; 2—metoksi—3—metil-1,4—benzohinon; EI-MS: 152 (100), 122
(45), 66 (28), 53 (27), 109 (26), 83 (20), 54 (19), 82 (18), 81 (16), 151 (12); RI
(HP—5MSI) 1191, "Hi °C NMR podaci prikazani su u tabeli 2.5.

Jedinjenje D21 hidrohinon; EI-MS: 110 (100), 82 (34), 81 (23), 53 (23), 52
(14), 55 (11), 109 (9), 111 (7), 50 (6), 51 (43); RI (HP-5MSI) 1232,

Jedinjenje D22; 2,3—dimetoksi—1,4-benzohinon; EI-MS: 123 (100), 168 (78),
69 (47), 153 (37) 82 (29), 54 (26), 125 (16), 95 (13), 97 (10), 53 (9); RI (HP—
SMSI) 1322,

Jedinjenje D23; 2—metilhidrohinon; EI-MS: 124 (100), 123 (43), 95 (18), 67
(10), 77 (10), 107 (95), 78 (8), 125 (8), 67 (7), 55 (6); RI (HP-SMSI) 1344,

Jedinjenje D24; 2—metoksi—5—metilhidrohinon; EI-MS: 69 (100), 152 (60), 122
(41), 53 (27), 109 (24), 154 (19), 68 (18), 66 (17), 40 (16), 139 (11); RI (HP-
SMSI) 1350,

Jedinjenje D25; 2,3—dimetoksihidrohinon; EI-MS: 170 (100), 155 (46), 112
(25), 109 (25), 127 (10), 171 (9), 55 (8), 81 (7), 123 (7), 69 (6); RI (HP-5MSI)
1373

Jedinjenje D26; 2—metil-3,4—metilenedioksifenol; EI-MS: 152 (100), 151 (88),

121 (13), 66 (9), 153 (9), 65 (8), 67 (5), 94 (5), 93 (4), 53 (4); RI (HP-5MSI)
1390
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Jedinjenje D27; 2,3—dimetoksi—5—metil-1,4-benzohinon; EI-MS: 1037 (100),
182 (65), 83 (54), 167 (35), 184 (24), 68 (23), 40 (21), 69 (21), 169 (18), 96
(12); RI (HP—5MSI) 1420

Jedinjenje D28; 2—metoksi—3—metilhidrohinon; EI-MS, m/z (intenzitet):
154 (100), 139 (73), 111 (59), 65 (11), 155 (9), 55 (7), 140 (6), 110 (6), 53 (5),
82 (4); RI (HP-5MSI) 1425

Jedinjenje D29; 2,3—dimetoksi—5—metilhidrohinon; EI-MS: 184 (100), 169 (76),

123 (16), 69 (13), 185 (10), 154 (10), 141 (10), 170 (7), 137 (6); RI (HP-SMSI)
1455

Jedinjenje D30 glomerin; EI-MS: 104 (100), 174 (85), 105 (75), 133 (50), 78
(27), 77 (24), 132 (12), 63 (10), 175 (9), 64 (8), RI (HP-5MSI) 2509, HR-MS
podaci su prikazani u tabeli 2.7.; NMR podaci su prikazani u tabeli 2.9.

Jedinjenje D31 homoglomerin; EI-MS: 188 (100), 104 (65), 105 (59), 187 (32),
77 (18), 78 (17), 189 (13), 133 (12), 160 (12), 132 (9), RI (HP-5MSI) 2542,
HR-MS podaci su prikazani u tabeli 2.8.; NMR podaci su prikazani u tabeli
2.9.

Jedinjenje H1 videti jedinjenje D12 cijanovodonik.

Jedinjenje H2; 2—metilpentanska kiselina; EI-MS: 74 (100), 43 (26), 87 (19), 73
(16), 41 (15), 55 (9), 71 (7), 56 (6), 42 (4), RI (HP—5MSI) 945

Jedinjenje H3 videti jedinjenje D4 benzaldehid.

Jedinjenje H4 videti jedinjenje D6 benzoil—nitril.

Jedinjenje H5 benzil-nitril (2—fenilacetonitril); EI-MS: 117 (100), 116 (40), 90

(37), 89 (23), 118 (9), 63 (8), 51 (7), 91 (7), 77 (5), 50 (5)
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Jedinjenje H6; 2—metiloktanska kiselina; EI-MS: 74 (100), 85 (99), 87 (60), 43
(59),41 (35)69 (31), 73 (31), 55 (26), 115 (26), 57 (19), RI (HP-5MSI) 1178

Jedinjenje H7; metil 2—fenilacetat; EI-MS: 91 (100), 150 (43), 65 (11), 92 (8),
89 (5), 151 (4), 63 (4), RI (HP-5MSI) 1187

Jedinjenje H8 videti jedinjenje D10 mandelonitril.

Jedinjenje HY videti jedinjenje D11 mandelonitril-benzoat.

Jedinjenje H10; 3,7,6-O-trimetilguanin (himantarin); EI-MS: 193 (100), 164
(18), 67 (15), 109 (12), 82 (12), 55 (11), 194 (10), 110 (10), 138 (8), 42 (8), RI
(HP-5MSI), NMR podaci su prikazani u tabeli 2.18.

Jedinjenje H11; (9Z)—eikozen—1-ol; EI-MS: 82 (100), 96 (88), 43 (79), 55 (75),
81 (67), 67 (61), 95 (60), 69 (56), 83 (49), 68 (41), RI (HP-5MSI)

Jedinjenje H12; farnezil-2,3—dihidrofarnezoat; EI-MS: 69 (100), 81 (29), 41
(28), 93 (22), 237 (21), 109 (17), 95 (13), 67 (13), 123 (11), 121 (10), CI-MS
(i-BuH): [M+H]" 443 (14), 205 (100), 157 (85), 239 (64), 221 (58), 123 (30),
183 (29), 137 (29), 81 (27), 237 (25), 149 (24), RI (HP-5MSI), 'H NMR
(CDCl3, 500 MHz): 6 5.34 (tq, J=7.2, 1.3 Hz, 2"); 5.09 (m, 6, 10, 6', 10"); 4.59
(brd, /=7.2 Hz, 1'); 2.32 (dd, J=14.6, 5.9 Hz, 2a); 2.11 (dd, J=14.6, 8.3 Hz, 2B);
2.16 (dd, J=14.6, 5.9 Hz, 2a); 2.05 (br t, J/=7.2 Hz, 5,9, 5', 9"); 1.97 (br t, J=7.2
Hz, 3, 8, 4', 8"); 1.70 (br s, 15"); 1.68 (br s, 12,12"); 1.60 (br s, 13, 14, 13', 14");
1.35 (m, 4a); 1.35 (m, 4B); 0.94 (d, J/=6.7 Hz).

Jedinjenje H13; farnezil-farnezoat; EI-MS: 69 (100), 41 (36), 93 (35) 81 (33),
80 (20), 107 (4), 121 (13), 55 (13), 95 (3), 82 (13); CI-MS (i-BuH): [M+H]"
441 (4), 205 (100), 237 (83), 137 (79), 191 (72), 219 (50), 109 (33), 123 (30), 81
(28), 155 (28), 149 (25), RI (HP-5MSI), 'H NMR (CDCls, 500 MHz):  5.68 (br
s, 2); 5.37 (tq, J=7.2, 1.3 Hz, 2'); 5.10 (m, 6, 10, 6', 10"); 4.61 (br d, /=7.2 Hz,
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1); 2.16 (d, J=1.2 Hz, 15); 2.15 (m, 4); 2.05 (br t, J=7.2 Hz, 5, 9, 5', 9'); 1.97 (br
t, J=7.2 Hz, 8, 4', 8); 1.71 (br s, 15'), 1.68 (brs, 12,12'); 1.60 (br s, 13, 14, 13,
14").
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4. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bilo je ispitivanje hemijskog sastava odbrambenih sekreta
odabranih stonoga koje pripadaju klasama Diplopoda i Chilopoda, koje naseljavaju
prostor Balkanskog poluostrva. Ukupno je analizirano petnaest diplopodnih i Sest
hilopodnih epigejskih i hipogejskih (ukljucuju¢i i kavrenikolne forme) vrsta. Ovom
kompleksnom studijom su obuhvaceni taksoni koji pripadaju razli¢itim rodovima i
familijama, ali su analizirani i pripadnici istog roda u cilju utvrdivanja potencijalnih
intra— 1 interspecijskih razlika u sastavu odbrambenog sekreta. Pored toga, analizirani su
1 proteinski delovi sekreta kod svih vrsta koje su imale takvu vrstu zastite.

Smatramo da su rezultati nasih radova znacajni iz vise razloga. Na lokalnom
nivou posmatrano, odreden je sastav odbrambenih sekreta dvadeset i jedne vrste stonoga
od preko 120 opisanih vrsta koje su do danas registrovane na teritoriji Srbije. Na osnovu
ovih rezultata u ovoj multidisciplinarnoj oblasti u skolskoj 2012—13. godini osnovan je i
novi predmet na osnovnim akademskim studijama na Bioloskom fakultetu u Beogradu,
koji se upravo bavi hemijskom ekologijom Zivotinja.

Na globalnom nivou skrenuta je paznja na evropske vrste stonoga, koje su do
sada analizirane u samo nekoliko studija, naspram vecéeg broja studija koje se bave
analizama stonoga iz Azije i Severne Amerike. Identifikovano je nekoliko novih
jedinjenja 1 potpuno novih prirodnih proizvoda. Rezultati ove disertacije u delu
identifikacije odbrambenih jedinjenja kod stonoga, posluzili su i drugim evropskim
istrazivackim grupama kao polazna osnova za njihove analize i identifikacije, tako Sto
su ponovili analize odbrambenih sekreta vrsta koje su analizirane u naSim radovima.
Ovakva reproduktivnost rezultata je veoma dobar dokaz da se kroz identifikaciju
odbrambenih supstanci moZe pratiti hemotaksonomija kod stonoga.

Posebno mesto u naSim radovima zauzima analiza odbrambenih sekreta
hilopoda. Prema raspolozivim literaturnim podacima odbrambene supstance su
analizirane kod samo desetak vrsta ove klase stonoga. Znacaj naSih rezultata koji se
odnose na hemiju hilopoda proisti¢e iz ¢injenice da (za razliku od diplopoda) u ovoj
oblasti nije bilo napretka u poslednjih nekoliko decenija. Pored toga, po prvi put su

pronadena necijanogena jedinjenja u isparljivom delu sekreta. Takode, potvrdena je
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postsekretska reakcija otpustanja cijanovodonika i izneta pretpostavka da proteinski deo
sekreta moze, pored mehanicke zastite, imati 1 funkciju medijuma za produzeno
odbrambeno dejstvo sekreta. Izdvojeni cijanovodonik rastvarao se u deuterohlorofomu,
u samoj NMR kiveti u zamrzivadu, nakon &ega je detektovan pomoéu 'H, °C i °N
NMR tehnika, §to moze da posluzi kao pocetni eksperiment za potencijalnu detekciju
cijanovodonika kao lako isparljivog hemijskog oruzja u deuterohloroformu na niskim
temperaturama.

Proteinski sastav odbrambenih sekreta analiziran je elektroforezom. Primecene
su intergenericke, interspecijske, ali i intraspecijske razlike (kod vrste Henia illyrica).
Smatramo da ovi rezultati zavreduju paznju, ali 1 da otvaraju prostor novim opseznijim
istrazivanjima, koja bi trebalo da ukljuce i savremenije tehnike instrumentalne analize
proteinske komponente sekreta, koja je do sada bila dosta zanemarena. Takode,
nastavak ovih istrazivanja treba da se bazira na ispitivanju uloge novih prirodnih
proizvoda, metabolickih puteva, ali i potencijalne primene ovih jedinjenja.

Na kraju, nasi radovi predstavljaju pionirske korake u hemijskoj ekologiji
zivotinja u Srbiji, ali su i1 produbili mnoge zanimljive teme kojima se do sada bavila

ukupna naucna javnost i otvorili nove, kojima ¢e se zasigurno baviti u buduénosti.
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1. Aytopcteo - [lozBorsaeate ymHOKaBawe, AUCTPUBYUM)y W jaBHO caoniuTaBake
fena, v Npepaje, aKko ce Haseje vUMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa
WM daeaoua . YaK W Y KOMepLWj cepxe. OBo je Hajcnoboarwja on cBux
ALEHUN.

2. AYTOpCTBO — HeKoMepuujanHo. [loseorbaBate yMHOKaBare, AMCTPUBYUM)Y 1 jaBHO
caonwTasame 4ena, M Npepage, ako Ce HaBede UMEe ayTopa Ha HauuH oapefleH o
cTpaHe ayTopa wnv gasaoua nuuerue. OBa NUUEHUA He 403BOMbaBa KOMEpLMjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo - Ges npepafe. [lossorbaBate yMHOXaBake,
AucTpubyunjy u jasHo caonwtasawe fgena, Ges npomexa, npeoGnukosarsa WNK
ynoTpebe dena y cBOM ANy, aKko ce HaBefe WMe ayTopa Ha HaunH ogpefled og
cTpade ayTopa wnu fasaoua nuueHue. OBa NUUEHLA He [03BOILABA KOMEepUMjanHy
ynotpeby aena. ¥ ogHocy Ha CBe ocTane NUUeHUE, OBOM NULEHLIOM Ce orpaHuyasa
Hajeehu oGumM npasa kopuwhera gena

4. AYTOPCTBO - HEKOMEPUMjanHO — AeNUTH Noj WCTUM YCnoBuMa. [lossorbasarte
yMHOX@Bake, ANCTPUBYLUM]Y W jaBHC caonwTaBake Aena, W Npepaje, ako ce Haseae
uMe ayTopa Ka HauuH ogpefleH of CTpaHe ayTopa UNW A3Baoua NMMUEHUE U aKo ce
npepapa AucTpuBydpa nNog UCTOM WM GAMdHOM nmueduom. OBa NULEHLa He
[A03BOrLABA KOMEpUKjanHy ynoTpeSy Nena 1 npepaga.

5. Aytopctso — Ges npepape. [ossorbasare yMHOKaBatse, AMCTPUBYLMY U jaBHO
caonwrasawe Aena, Ge3 npomeHa, npeoSnukoBakwa WAW ynoTpebe aena y ceom
Aeny, Ko ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH oapefieH of cTpaHe ayTopa wnu Aasaoua
nuuerue. OBa NWLEHLa f0380rbasa KoMepLmjanHy ynoTpeby gena.

6. AyTopcTBO - [€nUTH NoA WCTMUM Yycnoeuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakke,
AUCTRUBYLM)Y U [aBHO CaonliTaBakke fiena, 1 Npepaie, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha
HaumH ofpefled og cTpaHe ayTopa WNW Aasaola NUUEHUE W ako Ce npepaga
ANCTPOYMpa NOA WCTOM MMM CMMYHOM NMUeHLoM. OBa nNULeHua A03BOSbaea
KoMepumjansy ynoTpeby Aena w npepaga. CnudyHa je cobTBepckMM nuueHuama,
OAHOGHO NWLIEHLIaMa OTBOPEHOT KOAA.
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