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Uvod

1. Uvod

Promjene u prehrambenim navikama, s naglaskom na konzumaciji egzoti¢ne i sirove hrane,
porast broja i kretanja stanovni$tva, globalizacija trziSta hrane i promjene u sustavima proizvodnje
hrane, klimatske promjene te osvijestenost javnosti i bolji dijagnosticki alati smatraju se glavnim
razlogom porasta zabiljezenih slu¢ajeva hranom prenosivih nametnickih bolesti posljednjih godina
[1]. Nametnici iz obitelji Anisakidae nedavno su uvrsteni u prvih deset hranom prenosivih
nametnika terestrickog i vodenog podrijetla u odnosu na javnozdravstveno znacenje u svim
europskim regijama, odnosno u prvih pet za sjevernu i jugozapadnu Europu, [2]. 1z navedenih je
razloga prevencija i zastita od zoonoti¢nih nametnika prenosivih putem morske hrane postala
prioritetnom aktivnoscéu [1]. Svijest javnozdravstvenih ustanova i ribarske industrije o vaznosti
proucavanja oblic¢a koji pripadaju rodu Anisakis Dujardin, 1845 (Nematoda, Anisakidae), porasla
je, ne samo zbog njihova stetnog utjecaja na ljudsko zdravlje, nego i negativnog utjecaja na

komercijalnu vrijednost morske ribe dostupne na trznicama [3].

Akvati¢ni helminti (skupina nametnika koja obuhvaca trakavice, metilje i obli¢e, prema
engl. helminths) etioloski su agensi brojnih zoonoza prenosivih ribom, kao $to su difilobotrijaza,
metiljavost i anisakijaza. U usporedbi s ljudskim nametnicima gastrointestinalnog sustava,
zoonoze uzrokovane ribom tek su posljednjih godina privukle ve¢u znanstvenu i javnozdravstvenu
pozornost [4]. Stoga ne iznenaduje da se dosadasnje znanje o mehanizmima patogeneze
nametnickih bolesti, kao i 0 razvoju imunosnog odgovora potrebnog da se nametnicka infekcija
razrijesi, temelji upravo na eksperimentalnim infekcijama na modelima glodavaca, a radi se o
sljede¢im gastrointestinalnim obli¢ima: Trichuris muris (Nematoda, Trichuridae), Trichinella
spiralis (Nematoda, Trichinellidae), Heligmosomoides polygyrus bakeri (Nematoda,
Heligmosomatidae) i Nippostrongylus brasiliensis (Nematoda, Nippostrongylinae). Uobicajeni je
put infekcije jajima T. muris, infektivnim li¢inackim stadijem T. spiralis i H. polygyrus bakeri
oralan, dok je za infektivne licinke N. brasiliensis put infekcije kroz kozu, te migracija kroz pluca

do jednjaka, gdje jednom progutane li¢inke zavrSe u crijevima [5].

Tipi¢an imunosni odgovor domacina na infekciju gastrointestinalnim obli¢ima ukljucuje
aktivaciju polariziranih CD4" (prema engl. cluster of differentiation) pomo¢ni¢kih T limfocita tipa

2 (Th2, prema engl. T-helper lymphocytes) koji proizvode citokine interleukin 4 (1L4), IL5 i IL13,
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nakon $to im antigen-prezentirajuce stanice (APCs, prema engl. antigen-presenting cells) predoce
specifi¢ni antigen. Citokini odgovora tipa 2 promoviraju novacenje makrofaga, eozinofilnih
granulocita (eozinofila), bazofilnih granulocita (bazofila) i mastocita u crijevima, povecavaju broj
vréastih stanica koje luce sluz i izazivaju mnoge fizioloske promjene koje zajedno olaksavaju
izbacivanje oblica iz gastroinestinalnog sustava [5]. Komponente imunosnog odgovora tipa 2, koje
sudjeluju u odgovoru na gastrointestinalne oblice, iznimno su raznovrsne, a njihovo se djelovanje
u svojoj slozenosti stalno otkriva novim istrazivanjima, ne samo u smislu identifikacije novih
tipova stanica, vec i prepoznavanju povecanog preklapanja, paralelnosti i meduovisnosti izmedu
stanica 1 njihovih molekularnih medijatora. Da bismo razumjeli tu slozenost, moramo se
odmaknuti od paradigmi temeljenih na linearnim enzimskim i signalizacijskim kaskadama i vidjeti
odgovor tipa 2, onako kako dozivljavamo neuralnu mrezu, s razgranatim interakcijama i
alternativnim putevima iz kojih aktivirane populacije stanica mogu integrirati informacije kako bi
odabrale 1 kalibrirale svoj u¢inak na odgovarajuc¢i nacin. Bolje razumijevanje ovih mreza otvorit
¢e put razumijevanju infekcije gastrointestinalnim obli¢ima i razvoja odgovora domacina na njih,
kao 1 kako posti¢i u¢inkovitu imunost u odsutnosti patologije te, sto je jo§ vaznije, kako najbolje

modulirati imunosni sustav u alergiji, autoimunosti i novotvorevinama [6].

1.1 Imunoreakcija domacina na infekciju gastrointestinalnim obli¢cima

1.1.1 Kratki uvod u imunosni sustav

Imunost ili otpornost sadinjava slozeni sustav stani¢nih i humoralnih (topljivih tvari u
tjelesnim tekuc¢inama) sastavnica koje $tite organizam od drugih organizama ili tvari koje mogu
uzrokovati infekciju ili bolest. Temelji se na dva obrambena mehanizma koji suraduju: urodena
(nespecificna ili prirodena) i steCena (specificna ili adaptivna) imunost, a oba obrambena
mehanizma mogu se podijeliti na stani¢ne i humoralne sastavnice. Urodena imunost kljucna je za
obranu od uzro¢nika bolesti u prvih nekoliko sati i dana nakon infekcije, jer se ste¢eni imunosni
odgovor nije imao prilike razviti u tom vremenu, a vodena je mehanizmima koji su bili prisutni
prije negoli je infekcija nastala i koji omogucuju trenutni odgovor [7]. Osnovne sastavnice urodene

imunosti su [8]:
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- fizicke i kemijske prepreke, poput epitela i antimikrobnih tvari proizvedenih na
povrsini epitela;

- fagociti (neutrofilni granulociti /neutrofili/ i makrofagi), dendriti¢ne stanice, mastociti,
stanice NK (prema engl. natural killer) i druge urodene limfoidne stanice;

- proteini u krvi, ukljucuju¢i komponente sustava komplementa i druge medijatore upale.

SteCena ili adaptivna imunost potaknuta je izlaganjem uzro¢niku, a snaga i sposobnost
obrane pojacava se opetovanim susretom s uzro¢nikom bolesti. Ova vrsta imuniteta vodena je
limfocitima i njihovim produktima. Limfociti izrazavaju velik broj razli¢itih receptora koji imaju
sposobnost prepoznavanja brojnih antigena, a dijele se na dvije populacije ukljuéene u razli¢ite
tipove ste¢ene imunosti: limfociti B i limfociti T [7]. Ste¢ena imunost pokrece se kad uzroénik
generira razinu praga antigena koja dovodi do aktivacije antigen-prezentirajucih stanica. Steceni

obrambeni mehanizam imunosnog sustava ¢ine tri glavna procesa [9]:

- prepoznavanje specifi¢nog antigena tijekom procesa prezentacije antigena;
- generiranje odgovora koji ¢e ucinkovito eliminirati uzro¢nika ili stanice inficirane
uzro¢nikom;

- razvoj imunosne memorije generiranjem memorijskih stanicaB i T.

Najvazniji je dogadaj s pocetka imunoreakcije razlikovanje vlastitog od tudeg na temelju
prepoznavanja kemijskih biljega. Specificno prepoznavanje povrSinskim receptorima obavljaju
dva klonski organizirana sustava: klonovi limfocita T i B. Limfociti B prepoznaju antigene izvan
stanica s pomoc¢u dvovaljanih imunoglobulinskih (lIg) receptora, dok limfociti T prepoznaju tude
peptide koji nastaju unutarstani¢nom preradom antigena i vezani su za povrSinske molekule
kompleksa gena tkivne podudarnosti (MHC, prema engl. Major Histocompatibility Complex).
Antigeni su najcesce slozene organske molekule (proteini, glikoproteini, lipoproteini, polisaharidi,
lipopolisaharidi, nukleinske kiseline) koje mogu sadrzavati mnogo antigenskih determinanata ili

epitopa koje prepoznaju limfociti i protutijela [10].

Sazrijevanje limfocita zbiva se u dvije faze. Prvo se stvaraju zrele imunokompetentne
stanice (primarna diferencijacija), a u drugoj se nakon susreta sa stranim antigenom razvijaju i

diferenciraju efektorske stanice imunosnog odgovora (sekundarna diferencijacija). Tijekom
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primarne diferencijacije zbiva se preuredenje gena za antigenski receptor i izrazaj receptora na
membrani te selekcija limfocita koji su izrazili receptor za antigen. Tijekom sekundarne
diferencijacije, za ucinkovit odgovor limfocita B na proteinske antigene potrebna je pomoc
limfocita T. Pod utjecajem pomoc¢nickih limfocita T i njihovih citokina dogodi se gensko
prekapcanje razreda protutijela, pa umjesto IgM, dio limfocita B sintetizira imunoglobulin drugog
razreda (IgG, IgA ili IgE) [11]. Antigenski je receptor limfocita T (TCR, prema engl. T-cell
receptor) heterodimer graden od dva razli¢ita polipeptidna lanca, a s obzirom na vrstu lanca,
razlikuju se TCR-ap i TCR-y3. U stanice steCene imunosti spadaju pomocnicki i citotoksi¢ni
limfociti T, koji izrazavaju receptor afs. Pomoc¢nicki limfociti (Th) gotovo uvijek na membrani
izrazavaju i koreceptor CD4 (CD4"), dok citotoksi¢ni limfociti izrazavaju CD8 (CD8). Limfociti
CD4" T prepoznaju tude antigene u sklopu molekula MHC II na membrani profesionalnih antigen-
prezentiraju¢ih stanica (primjerice dendriti¢nih stanica i makrofaga), a citotoksi¢ni limfociti CD8*
T prepoznaju tude antigene u sklopu molekula MHC I na svim stanicama s jezgrom. Pomo¢nicki
limfociti T izrazavaju Karakteristican fenotip TCR-off"CD3*CD4"CD8 i nakon aktivacije
proliferiraju i razviju se u jednu od funkcijskih subpopulacija (Thl, Th2, Thl7 itd.). Ove
subpopulacije poslije se razlikuju na temelju citokina koje lu¢e nakon aktivacije i izrazaju

specifi¢nog unutarstani¢nog transkripcijskog faktora [11].

1.1.2 Lokalizirani upalni odgovor

Upala je zastitna reakcija zivog tkiva na ozljedu (fizickog, kemijskog ili bioloskog uzroka),
koja se sastoji od [12]:

- crvenila, zbog vazodilatacije arteriola u blizini ozlijedena podrucja,

- otekline, zbog nakupljanja tekucine izvan krvnih Zzila i dijelom zbog akumulacije
upalnog infiltrata;

- topline, nastale zbog povecana protoka krvi, odnosno vazodilatacije i prikupljanja tople
krvi u ozlijedenom podrudju;

- boli, dijelom zbog oticanja tkiva i dijelom zbog kemijskih posrednika akutne upale, kao

Sto je bradikinin;
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- gubitka funkcije, dijelom zbog nemoguénosti pokretanja i otekline, a dijelom zbog

svjesnog ili refleksnog ogranicenja pokreta zbog boli.

Upalna reakcija pocinje razaranjem ili ogradivanjem Stetne tvari i vlastitih uniStenih
stanica, nakon Cega najéeSée slijedi zacjeljivanje 1 uspostavljanje homeostaze. Promjena
hemodinamike u zahva¢enome mikrocirkulacijskom podrucju uzrokuje veéinu gore navedenih
znakova upale. Nastanak lezije prati vazokonstrikcija arteriola, zatim vazodilatacija i naposljetku
vazoparaliza. Agregacija eritrocita i trombocita rezultat je usporavanja protoka krvi, koje dovodi
do zgrusavanja i tkivne hipoksije, marginacije (priljepljenja) leukocita uz kapilare te ostecenja
kapilarnog endotela [13].

Nastanak lezije ili infekcije moze rezultirati aktivacijom kaskada plazmina i kinina.
Kaskada kinina proizvodi vazoaktivne peptide kalidin i bradikinin, koji djeluju na vaskularni
endotel s ciljem povecanja propusnosti krvnih Zzila, a enzimi kaskade kinina takoder mogu
aktivirati kaskadu komplementa. Povecanje propusnosti vaskularnog endotela na mjestu lezije i
poviSeni tlak u krvi dovode do prodiranja plazme u ekstravaskularno tkivo, koja je bogata
proteinima komplementa. Jedan od molekularnih signala koji pocinju i reguliraju lokaliziranu
upalu upravo je kaskada komplementa, koja dovodi do stvaranja proteina koji se vezu na receptore
stanica, kao $to su neutrofili, koje se na taj na¢in poziva na mjesto infekcije preko kemotakti¢nog
koncentracijskoga gradijenta, a sam proces napustanja krvne cirkulacije i odlazak na mjesto lezije

ili infekcije naziva se ekstravazacija [14].

Kaskada plazmina vazna je u remodeliranju izvanstani¢noga matriksa, koje prati proces
zacjeljivanja, a enzimi kaskade plazmina takoder mogu aktivirati kaskadu komplementa. Jednom
aktivirani, proteini komplementa uzrokuju ve¢ spomenutu ekstravazaciju neutrofila, ali i drugih
tipova leukocita, primjerice limfocita i monocita. I ekstravazacija i navodenje leukocita S pomocu
kemotaksije regulirani su citokinima koje proizvode lokalni mastociti (aktivirani proteinima
komplementa) i makrofagi (aktivirani bakterijskim produktima). Poznato je da citokini faktor
tumorske nekroze o (TNFa), IL1 1 IL6 reguliraju upalnu reakciju u razli¢itim tkivima, iako vaznost

pojedinog citokina varira u odnosu na tkivo [14].
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1.1.3 Integrirana dinamika urodenog i ste¢enog imunosnog odgovora na gastrointestinalne

oblice

Gastrointestinalni (GI) obli¢i ve¢ unutar nekoliko sati nakon infekcije probavnog sustava
pokusavaju uspostaviti vlastitu niSu u domadinu. Za vecinu vrsta GI obli¢a to ukljucuje visoko
dinami¢nu interakciju sa sluznickim preprekama domacina kako bi se pri¢vrstili na povrsinu
crijeva ili probili intestinalna tkiva. Sluznica domacina sadrzava epitelne stanice i vréaste stanice
koje luce sluz, koje su stalno izloZene oStecenjima izazvanima GI obli¢em i stranim antigenima,
podrijetlom od oblica i intestinalne bakterijske komenzalne flore. Epitelne stanice mogu reagirati
urodenim odgovorom na izloZenost patogenu i izraziti nekoliko receptora koji detektiraju
nametnike, kao $to su Toll-u sli¢ni receptori (TLRs, prema engl. Toll-like receptors) [15] i NOD-
u sli¢ni receptori (NLRs, prema engl. Nod-like receptors) [16], koji prepoznaju molekularne
obrasce povezane s patogenima (PAMP, prema engl. pathogen-associated molecular patterns).
Nadalje, epitelne stanice sposobne su orkestrirati uroden imunosni odgovor proizvodnjom topivih
medijatora, koji mogu aktivno prezentirati antigene izrazajem molekula razreda MHC Il (prema

engl. Major Histocompatibility Complex class I1) [17].

Istrazivanja koja su koristila GI obli¢e u modelima glodavaca potvrdila su ulogu epitelnih
stanica na povrsini sluznice kao klju¢nih organizatora urodenog i ste¢enog imunosnog odgovora,
uglavnom zbog njihove sposobnosti da proizvode/luce citokinske medijatore nakon stani¢nog
oStecenja 1/ili 1zloZenosti stranim antigenima nakon nastalog oSte¢enja. Povisen izrazaj IL1f nakon
T. spiralis infekcije pripisuje se epitelnim stanicama [18], kao i lu¢enje kemokina CCL2, CCL3,
CCL5 i CCL20 tijekom T. muris infekcije, nuznih za novacenje dendriti¢nih stanica koje vode
odgovoru tipa Th2 [19]. Intestinalne epitelne stanice, medu ostalim, proizvode citokine I1L25, IL33
I TSLP (prema engl. thymic stromal lymphopoietin) kao odgovor na ozljedu tkiva i izlaganje

patogenu, Sto rezultira indukcijom i aktivacijom viSestrukih sastavnica urodene i steCene imunosti.

IL25 (poznat i pod nazivom IL17E) poti¢e populaciju multi-potentnih progenitora MPPYPe2
(prema engl. multi-potent progenitor type2), koji se mogu dalje diferencirati u mastocite,
makrofage i bazofile nakon stimulacije citokinima, a imaju i sposobnost pojac¢avanja poticaja na
odgovor Th2. Nadalje, 1L25 i/ili IL33 poti¢u nekoliko leukocitnih populacija koje imaju

sposobnost proizvodnje citokina povezanih s Th2, ukljuc¢ujué¢i 1L4, ILS i IL13. Ove stanice
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nazivaju se prirodnim pomoc¢ni¢kim stanicama (prema engl. natural helper cell), urodenim
pomoc¢nickim stanicama 2 (prema engl. innate helper cell 2) i nuocitima (prema engl. nuocyte) te
dijele mnoge fenotipske znacajke. IL33 takoder snazno potie eozinofiliju, glavnu znacajku
imunosnog odgovora na GI obli¢e. IL25 mogu proizvesti mnoge stanice, ukljucujuéi epitelne
stanice, mastocite, eozinofile, bazofile, limfocite Th2 i limfocite CD8" T [5]. Izrazaj IL25 mogu
potaknuti komenzalne bakterije u crijevu i njegova uloga moze biti klju¢na za odrzavanje

homeostaze u crijevima i utisavanja I1L23 vodene, IL17A posredovane upale [20].

Citokini, koje proizvode limfociti Th2, kao i navedene stanice urodenog imunosnog
odgovora, poti¢u snazne fizioloSke promjene u zahvacenim tkivima i regrutiraju makrofage,
eozinofile i druge limfocite na mjesto infekcije. Kako bi se tkiva domacina zastitila od oStecenja
tijekom upalnog procesa, pokreéu se regulatorni odgovori koji sluze kao povratna sprega i
potiskuju efektorske stanice. Tijekom infekcije Gl obli¢ima uz efektorski odgovor dogada se
razvoj regulatornih T stanica (Treg), koje imaju supresivnu ulogu, a ovakav tip odgovora Cesto se

naziva ,,modificiranim odgovorom Th2* [5].

Buduéi da IL4 i IL13 dijele IL4Ra potreban za njihovu signalizaciju, i oba citokina
oslanjaju se na nizvodnu signalnu molekulu STAT6, imaju neke preklapajuce uloge u intestinalnim
tkivima. IL4 i IL13 povecavaju propusnost sluznice, smanjuju apsorpciju glukoze i sekreciju
klorida u epitelnom sloju, povecavaju odaziv na medijatore mastocita i izazivaju hiper-kontrakcije
glatkih misi¢a u ovisnosti o IL4Ra/STAT6 [21], $to u konacnici moze rezultirati izbacivanjem GI
obli¢a iz domacina. IL4/IL13 signalizacija u crijevu vodi pove¢anom broju vrcastih stanica, koje
lu¢e mucine i RELM (prema engl. resistin-like molecule-$). Mucini i RELMP imaju vazne uloge
u posredovanju izbacivanja nametnika iz organizma tako da ometaju senzorne funkcije obli¢a i
time uspostavljanje ekoloske nise. IL4/IL13 takoder uzrokuju brzu izmjenu stanica epitela,
sprjeCavajuci obli¢a da se prihvati za epitelnu prepreku. Hiperplazija mastocita ovisna o odgovoru
Th2 u crijevima, uz njihovu degranulaciju i posljedicno oslobadanje proteaza, vodi disrupciji
epitelne prepreke, povecavajuci propusnost izmedu stanica i izmjenu tekué¢ine u lumenu. Kod
nekih GI oblica (primjerice H. polygyrus bakeri i T. spiralis), li¢inacki stadiji nametnika mogu se
probiti u intestinalno tkivo, $to moze rezultirati novacenjem stanica urodenog imunosnog

odgovora koje su povezane s upalom. IL4/IL13 ovisna aktivacija makrofaga moze izazvati
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alternativno aktiviran fenotip i sintezu arginaze. Arginazna aktivnost liSava lokalno podrucje od

L-arginina i izaziva smanjenu vijabilnost li¢inke, $to olakSava unistenje nametnika [5].

lako infekcije obli¢ima najéesée poticu ,,modificirani® Th2/regulatorni steCeni imunosni
odgovor, proupalni pomo¢nicki limfociti T, poput Th1 (koji proizvode citokin IFN-y) i Th17 (koji
proizvode IL17A, IL17F i 1L22), mogu pridonijeti patologiji i patogenezi infekcije
gastrointestinalnim obli¢ima. Mnogi gastrointestinalni obli¢i oStecuju epitelnu prepreku, sto vodi
izlozenosti rezidentnih antigen-prezentirajucih stanica i drugih stanica s TLR izrazajem
produktima komenzalnih bakterija, prisutnima u velikom broju u crijevima. Uz infekciju obli¢ima,
na ovaj nacin domacin dobije snazan antigeni podrazaj prisutnih mikrobnih patogena, §to moze

voditi razvoju drugih oblika ste¢enog imunosnog odgovora [5].

U miseva, eksperimentalno inficiranih obli¢ima, disrupcije Th2 odgovora vode u promjenu
regulacije imunoreakcije i poticanje proupalnog odgovora, $§to moze uzrokovati razvoj Stetne
patologije. Primjerice, nedostatak jednog od klju¢nih Th2 ili regulatornih citokina, uklju¢ujuci IL4
[22], IL10 [23], IL13 [24], kao i nedostatak sastavnica poput IL4Ro i STAT6 [25], moze
uzrokovati nemoguénost razvoja zastitne imunosti i posljedicnog razvoja neprikladnog pro-
upalnog odgovora, karakteriziranog proizvodnjom IFNy i/ili IL17A. Nadalje, nedostatak
regulatornog citokina IL10 u miseva inficiranih gastrointestinalnim obli¢em T. muris [26] ili T.
spiralis [27] vodio je razvoju bolesti koja nalikuje kolitisu, povezanoj s visokim morbiditetom i

mortalitetom te ovisnoj o IFNy [5].

Medutim, imunosni odgovor netipi¢nog ili slu¢ajnog domacina obli¢a vjerojatno se nece
razvijati jednako odgovoru domacina koji su koevoluirali s nametnikom [3]. Anisakijaza je, prema
tome, zanimljiv model istrazivanja jer predstavlja slu¢ajnu i prolaznu infekciju ¢ovjeka li¢inkom
nametnika, gdje je potrebno istraziti stani¢ne i molekularne mehanizme imunosnog odgovora da
bi se razumio razvoj i ishod ove bolesti. U konaénici to moze pomoc¢i u razvoju ucinkovite
profilakticke 1 terapijske strategije lijeCenja Covjeka. Istrazivanja su pokazala da su patoloske
promjene koje se javljaju u gastrointestinalnom sustavu tijekom infekcije Anisakis li¢inkom
rezultat udruzenog izravnog djelovanja li¢inke tijekom invazije tkiva i sloZene interakcije izmedu

imunosnog sustava domacina i tvari koje se oslobadaju, ili su sadrzane unutar nametnika [28].



Uvod

1.2 Bioloske i ekoloske karakteristike obli¢a Anisakis spp.

Zivotni ciklus Anisakis spp. nametnika, prikazan na slici 1.1, kao glavne (kona¢ne ili
krajnje) domacine ukljuuje morske sisavce, najcesce Kitove zubane, koji spadaju u porodice
Delphinidae i Ziphiidae. U zivotni ciklus ukljucene su razne vrste morskih riba i glavonozaca kao
parateni¢ni domacini, u kojima se li¢inka ne razvija u idu¢i stadij [29]. Dosad su oko 200 vrsta
riba i 25 vrsta glavnonozaca potvrdeni kao parateni¢ni domacini, a smatra se da bi veéina vrsta
morskih riba i glavonozaca mogla postati domaé¢inom Anisakis spp. nametnika [30,31].
Sistematski, dosad zabiljezeni redovi riba u kojima je pronadena Anisakis spp. li¢inka ukljucuju
Gadiformes, Perciformes, Clupeiformes, Pleuronectiformes, Scorpaeniformes, Zeiformes,
Bericiformes, Lophiiformes, Anguilliformes i Atheriniformes, a rijede i u nekim hrskavi¢njacama.
Sto se tiée glavonozaca, najéesée se radi o porodici Ommastrephidae [32]. Razni beskraljesnjaci,
najéeSce planktonski racici svjetlonosci, koji spadaju u porodicu Euphausidae, intermedijarni su
domacini Anisakis spp., odnosno domacini U kojima se zbiva jedno presvlacenje li¢inki [29].
Zivotni ciklus pocinje u glavnim domadéinima, morskim sisavcima, u kojima se odrasle jedinke
Anisakis spp. odvojena spola razmnozavaju i oplodena jaja otpustaju se zajedno s fecesom
domacina u morski okolis. 1z embrioniranih jaja u morskom okolisu izvale se li¢inke prvog stadija
(L1), a zatim li¢inke L2, koje jedu beskraljesnjaci, najéeSce planktonski rac¢i¢i. Prema Kagie i
suradnicima, li¢inka je u jaju obavijena dvjema kutikulama, a autori smatraju da bi se ve¢ tada
licinka trebala nazivati L3 stadijem [33]. Ipak, veéina autora smatra da se u planktonskim ra¢i¢ima
licinka presvlaci jo$ jednom i postaje ranom li¢inkom treceg stadija (L3) [34-36]. Intermedijarne
domacine zatim pojede neki od parateni¢nih domacina, $to moze ukljucivati, kako je veé
navedeno, razne vrste riba i glavonozaca. Anisakis spp. li¢inke L3 migriraju iz probavnih organa
u visceralnu Supljinu, gdje se uglavnom spiraliziraju ispod ili unutar serozne ovojnice
(peritoneuma), a ponekad migriraju i u muskulaturu [29]. Ribu ili glavono$ca moze izravno pojesti
glavni domacin i tada se L3 licinka jo$ dvaput presvlaci i potom sazrijeva u odrasli oblik nametnika
spreman za reprodukciju i zatvaranje Zivotnog ciklusa oplodnjom. Zivot obli¢a Anisakis spp. u
zelucu kita moze trajati od 2 do 3 mjeseca [37]. U eksperimentalnim uvjetima (medij RPMI,
atmosferski zrak obogacen s 5% CO-, pH = 4) bilo je potrebno izmedu 3 i 4 dana da se li¢inke L3
presvuku u L4, odnosno izmedu 30 i 42 dana za L5. Dodatkom pepsina nakon 14 dana uzgoja, bio

je potreban jos 51 dan nakon presvlac¢enja u L5 da odrasla zenka po¢ne polagati jaja [38].
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Alternativno, ribu mogu pojesti piscivorne ribe. U tome slucaju li¢inke L3 ponavljaju
proces migracije iz probavnih organa i spiraliziraju se u visceralnoj Supljini, odnosno organima
novog domacina. Spekulira se da se ova pojava moze ponoviti nekoliko puta, ovisno o duzini
zivotnog vijeka li¢inke koji nije sa sigurno$¢u utvrden, ali moze uzrokovati nakupljanje Anisakis
spp. li¢inki u predatorskih vrsta riba duz troficke mreze [29]. Ljudi su slu¢ajni domacini nametnika
iz obitelji Anisakidae, a mogu se zaraziti unosom sirove ili nedovoljno termicki obradene morske
ribe i glavonozaca, u kojima je prisutna ziva li¢inka L3 Anisakis spp. Nametnici koji pripadaju
obitelji Anisakidae, a povezani su s ljudskim slucajevima infekcije, spadaju u rodove: Anisakis,
Pseudoterranova i Contracaecum [39]. Bolest se naziva anisakijazom ako je uzro¢nik vrsta iz

Anisakis roda ili anisakidozom ako je uzroénik opcenito iz obitelji Anisakidae [28,40].

Do danas je u svijetu potvrdeno devet vrsta Anisakis roda (slika 1.1 i slika 1.2): Anisakis
simplex (sensu stricto), A. pegreffii, A. berlandi, A. typica, A. ziphidarum, A. nascettii, A.
physeteris, A. brevispiculata i A. paggiae [29,39,41,42], a geografska distribucija ovih nametnika,
prema nalazu u gospodarski vaznim vrstama riba, prikazana je naslici 1.2. Dosad se ove nametnike
dijelilo na dva tipa li¢inki, no noviji molekularni dokazi ukazuju na Cetiri skupine [29]. Za zdravlje
ljudi najvaznija je skupina I, koja obuhvaca vrste A. simplex (s. s.), A. pegreffii i A. berlandi (slika
1.1).
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Slika 1.1 Shematski zivotni ciklus Anisakis spp., ukljucuju¢i njihov zoonotski potencijal, neke
od glavnih (kitovi), intermedijarnih i parateni¢nih domacina (planktonski raci¢i, glavonosci i
ribe). Preuzeto iz literature [29] i prilagodeno hrvatskom jeziku uz dopustenje izdavaca.
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Slika 1.2 Relativna pojavnost vrsta Anisakis roda, prema razli¢itim geografskim podru¢jima, s
uvecanim prikazom Sredozemnog mora i1 podrucja Japana. Podaci potjeCu od epidemioloskih
istrazivanja vrsta Anisakis spp. u gospodarski vaznim vrstama riba, identificiranim molekularnim
metodama. Zvjezdica oznacava da je rije¢ o migratornoj vrsti domacina ribe, pa je nalaz vrste
nametnika relativan u odnosu na podrucje izlova. Preuzeto iz literature [29] i prilagodeno
hrvatskom jeziku uz dopustenje izdavaca.

1.3 Covjek kao slu¢ajni domaéin i razvoj anisakijaze

Anisakijaza je zoonoti¢na bolest uzrokovana obli¢em koji spada u Anisakis spp. rod, a
ljudska populacija predstavlja slu¢ajne domacine koji se zaraze zivom li¢inkom tre¢eg stupnja
konzumacijom sirove ili termicki nedovoljno obradene morske ribe ili glavonozaca [43]. Dosad
zabiljezeni uzrocnici su vrste A. simplex (s.s.) i A. pegreffii (slika 1.3) [29]. lako se li¢inke ne
mogu dalje razviti u adultni oblik u ¢ovjeku, a presvlacenje u stadij L4 dogada se jako rijetko [44],
pacijenti mogu imati klini¢ke simptome infekcije [45], ali se ipak najces¢e manifestira slabo do
srednje izrazena klinicka slika i infekcija uglavnom zavr$ava izbacivanjem lic¢inke [46]. Nadalje,

postoje i tezi zabiljezeni klini¢ki simptomi, koji su ukljucivali promjene izazvane prodorom li¢inke
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kroz sluznicu Zeluca, tankog i debelog crijeva, uzrokujuc¢i eozinofilni gastroenteritis, uz stvaranje

eozinofilnih granuloma u sluznici [4,28,46].

Prilikom razvoja anisakijaze moze do¢i do: (i) izbacivanja li¢inke izvan organizma zajedno
sa stolicom 1i/ili povracanjem, bez izazvanih lezija gastrointestinalne sluznice; (ii)
prihvacanja/prodiranja/spiralizacije li¢inke, najcesc¢e u podru¢ju gastrointestinalnog sustava, ili u
rjedim slu¢ajevima, li¢inka ektopi¢no migrira u peritonealnu/pleuralnu Supljinu i spiralizira se u
mezenteriju, jetri, gusteraci, limfnim ¢vorovima, jajnicima i potkoznom tkivu [40,46,47]. S
obzirom na mjesto lokalizacije zive ili uginule li¢inke, sSimptomatska anisakijaza klasificira se kao
gastri¢na, intestinalna, ektopi¢na (ili izvangastrointestinalna) [40,46]. Nadalje, susret sa Zivom
Anisakis L3 moze dovesti do senzibilizacije imunosnog sustava ¢ovjeka i kasnijih alergijskih
reakcija pri svakom novom susretu s licinkom. U malom broju slu¢ajeva, osjetljivi pojedinci mogu
reagirati znakovima preosjetljivosti, ¢ak i nakon ingestije mrtvih i termicki obradenih li¢inki [48].
Ovaj klinicki oblik naziva se alergijskom/gastroalergijskom anisakijazom [46]. Moneo i suradnici
[49] smatraju da bi se u petu vrstu anisakijaze trebali uvrstiti Slucajevi senzibiliziranih
asimptomati¢nih osoba kod kojih nedostaje klinicka slika bolesti, ali koji pokazuju poviSen titar
Anisakis spp. specifi¢nih IgE protutijela.

Gastri¢ni oblik ove bolesti nastupa 1-12 sati nakon konzumacije inficirane ribe, a
karakterizira ga epigastri¢na bol, mu¢nina i povracanje [46]. Gastrointestinalni oblik moze se
pojaviti bez alergijske reakcije, popracen boli i upalom, te se preporuca fizicko odstranjivanje
licinke kako bi se izbjegli kroni¢ni simptomi. Anthelmintici nisu uobicajen tretman anisakijaze,
iako se albendazol u nekim slucajevima pokazao ucinkovitim tretmanom [46]. U nedavno
objavljenom slu¢aju anisakidoze u Sjedinjenim Americkim Drzavama osim pacijenta, profilakticki
su tretirani albendazolom i ¢lanovi obitelji koji su jeli gravlax (jelo od sirovog lososa sa za¢inima)
[50]. Gastroalergi¢na anisakijaza moze imati akutne alergijske simptome, od urtikarije ili
angioedema do anafilakse, uz popratne blage gastrointestinalne simptome. U pravilu se li¢inke
povracanjem ili proljevom izbace iz organizma, pa gastroskopija nije nuzna [48,51]. Alergiju
mogu izazvati somatski ili ekskretorno-sekretorni (ES) produkti Anisakis li¢inki. Dosad je
identificirano 14 A. simplex alergena (nazvani Ani s 1 do 14) [52], dok su istrazivanja proteoma i

transkriptoma A. simplex li¢inki otkrila pregrst novih potencijalnih alergena [53,54]. Vecina
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prepoznatih alergena spadaju u ES produkte, a protutijela u ljudskim serumima kod pacijenata s

alergijskim manifestacijama anisakijaze najceS¢e prepoznaju Anis 1, Anis 51 Anis 7 [55].

Intestinalni oblik pojavljuje se 5-7 dana nakon ingestije te je abdominalna bol najces¢i
simptom [40]. Smatra se da se pojavljuje u blagom ili tezem obliku, a posljednji je vjerojatno
uzrokovan ponovljenom infekcijom [56]. Tezi oblik mozZe biti popracen alergijskom reakcijom i
intestinalni zid moze ote¢i 3—5 puta zbog edema i stani¢nog infiltrata. U tom su slu¢aju histoloske
promjene najizrazenije oko mjesta lokalizacije li¢inke, s upalnim edemom popracenim eksudatom
fibrina i hemoragi¢nim lezijama. Li¢inke obi¢no uginu kroz nekoliko dana u ovjeku i razgrade se
kroz 8 tjedana. Na mjestu lokalizacije li¢inke, nakon ugibanja, njezini ostaci okruzeni su edemom,
nekrozom, upalnim eozinofilnim infiltratom uz primjesu neutrofila, limfocita i monocita, te
naslagama fibrina, $to u konacnici rezultira stvaranjem granuloma [48]. Prema Audicana i
Kennedy [28], hemoragi¢ne lezije prisutne su ve¢ nakon sat vremena, a 4 sata do 6 dana nakon
infekcije Anisakis licinkom u ¢ovjeka nastaju erozivne lezije. Granulom se stvara od tjedan do dva
tjedna nakon infekcije, popracen ulceroznim lezijama. Potrebno je vise od dva tjedna da li¢inka

ugine, a u tkivu se oko ostataka li¢inke formiraju kroni¢ne ulceracije.
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Slika 1.3 Pojavnost slucajeva anisakijaze u svijetu, prema objavljenoj literaturi za razdoblje od
1960. do 2017. godine. Prikazani su samo slucajevi gdje je pronadena li¢inka, dok slucajevi IgE-
Anisakis preosjetljivosti nisu uzeti u obzir. Grafovi u obliku pita prikazuju relativnu proporciju
sluajeva prema vrsti uzro¢nika (A. pegreffii i A. simplex (s.s.), utvrdeno od 1999. do 2017.).
Preuzeto iz literature [29] i prilagodeno hrvatskom jeziku uz dopustenje izdavaca.

1.3.1 Stani¢ni i molekularni odgovor na Anisakis infekciju

Patoloske promjene koje se dogadaju u gastrointestinalnom sustavu tijekom Anisakis spp.
infekcije nastaju zbog udruzena djelovanja patogenosti li¢inki i interakcije imunosnog sustava
domacina s antigenima koje je otpustila. S nametnikom se prvo susrefu rezidentne antigen-
prezentirajuce stanice (poput dendriti¢nih stanica i makrofaga) u tkivima zahva¢enima prodorom
Anisakis spp. li¢inke [57]. Uz mehanic¢ku disrupciju tkiva odvija se degradacija ekstracelularnog

matriksa djelovanjem snaznih proteolitickih enzima koje otpusta li¢inka, koji pospjeSuju
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prodiranje i migraciju li¢inke kroz gastrointestinalnu sluznicu i tkiva [28]. Pretpostavlja se da je
ekspresija receptora TLR na epitelnim stanicama i aktiviranim dendritiénim stanicama prisutna
prilikom anisakijaze [28], medutim zasad ne postoje kona¢ni dokazi o kojim se to¢no receptorima
radi. Veéina dosad objavljenih znanstvenih radova histopatoloski je opisivala prisutne lezije
nastale prodorom Anisakis spp. li¢inke [58-60] ili je analizirala alergijske reakcije [49,51,61-65],

a rani odgovor domacina prvi je put analiziran u ovom istrazivanju na razini transkriptoma.

U uznapredovalom slucaju anisakijaze ¢ovjeka, fibrozni i eozinofilni infiltrati najznacajnije
su obiljezje lokalnog upalnog odgovora. Eozinofili su posebno koncentrirani oko kutikule obli¢a
(poglavito u oralnom dijelu, gdje su ES produkti lokalizirani), gdje oslobadaju citotoksi¢ne faktore,
odgovorne za velik dio oSte¢enja tkiva domacina na mjestu oko nametnika u akutnoj i kroni¢noj
fazi infekcije (slika 1.4). Eozinofilni granulomi opazeni su kod ljudi i zivotinjskih modela infekcije
[28,58,59,66]. Tek u manje od 30% slucajeva anisakijaze zabiljeZena je i sustavna eozinofilija, za
koju se smatra da je uobicajena kod gastrointestinalnih obli¢a [28,43]. Ostali tipovi stanica, koji

se obi¢no utvrduju histopatoloskim nalazima, ukljucuju mastocite, limfocite i plazme stanice [58].

Buducdi da je Anisakis vrlo specifican nametnik u smislu raspona simptoma i oblika bolesti
koje moze izazvati, i preosjetljivost na njegove alergene varira s obzirom na istrazivanu populaciju
i najéesce izrazene simptome. Istrazivanje, koje je usporedivalo prevalenciju IgE specificnog za 5
odabranih Anisakis alergena medu pacijentima na podrugju Italije i Spanjolske, utvrdilo je da obje
populacije najcesce reagiraju na Ani s 1 alergen. Medutim, dok su svi $panjolski pacijenti bili
pozitivni na bar jedan od alergena, samo 76,2% talijanskih pacijenata imalo je pozitivnu reakciju.
Medu Talijanima je bio znacajno veci broj pacijenata s gastrointestinalnim simptomima, dok su
Spanjolci &eiée imali urtikariju, angioedem ili anafilaksu. Autori smatraju da je razlog mozda u
des¢em susretu Spanjolaca s Anisakis li¢inkom, jer je anisakijaza tu rasirenija i opetovani susret s

licinkom ili njezinim ES produktima omogucava razvoj alergijske reakcije [65].

Da su razlike u klinickim simptomima Anisakis senzibiliziranih pacijenata povezane s
razli¢itim Th1/Th2 odgovorom, testirano je u odnosu na ukupni proteinski ekstrakt i termostabilne
proteine A. simplex nametnika. Istrazivanje je provedeno na primarnoj stani¢noj kulturi cijele krvi
pacijenata senzibiliziranih na A. simplex, a kvantificirali su se citokini specifi¢ni za pojedini

odgovor koriste¢i multipleks proto¢nu citometriju. IL4, IL5 i IL10 bili su indikatori Th2 odgovora,
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a IL2, INFy, TNFa bili su indikatori Thl odgovora. Vise koncentracije IL2, IL4 i IL5 izmjerene
su nakon stimulacije ukupnim proteinskim ekstraktom i termostabilnim proteinima kod svih
pacijenata, u odnosu na kontrolu. Sli¢no kao i u prethodno opisanoj studiji [65], pacijenti s
gastrointestinalnim simptomima imali su nize ukupne i specifi¢ne razine IgE u odnosu na pacijente
s urtikarijom/angioedemom ili anafilaksom. Skupina s urtikarijom/angioedemom ili anafilaksom
imala je visoke razine IL4 i IL5 (indikativno za Th2 odgovor) i nizi izrazaj INFy u odnosu na
skupinu s gastrointestinalnim simptomima. Nadalje, Cetiri pacijenta u skupini s gastrointestinalnim
simptomima su s odmakom reagirali na test na kozi (prema engl. skin prick test) i imali su jako
nisku zabiljeZenu razinu IgE specifi¢nog za A. simplex i visi INFy/IL4 omjer u odnosu na ostatak
skupine s gastrointestinalnim simptomima, a cijela skupina opcenito je imala znacajno visi
INFy/IL4 omjer u odnosu na skupinu s urtikarijom/angioedemom ili anafilaksom [67]. Zaklju¢no,
postoje razlike u ravnotezi Th1/Th2 imunosnog odgovora kod pacijenata senzibiliziranih na A.
simplex u odnosu na izrazene simptome bolesti. Razli¢ito ponasanje citokina s obzirom na klini¢ku
sliku pacijenata ukazuje na to da imaju vaznu ulogu u patogenezi Anisakis infekcije. Zanimljivo
je da su termostabilni antigeni izazvali isti stani¢ni odgovor kao i ukupni proteinski ekstrakt A.
simplex nametnika, Sto ukazuje na rizik prilikom konzumiranja kuhane ribe u kojoj se nalazi

nametnik.

17



Slika 1.4 Histoloski preparat tkiva pacijentice iz Sibenika s identificiranom Anisakis pegreffii
licinkom. Prikazan je dio zida debelog crijeva u kojem se nalazi degradirano tijelo spiraliziranog
obli¢a A. pegreffii (crne strelice) i intenzivna eozinofilna infiltracija (ei). Duljina oznake = 100
pum. Gornji lijevi ugao: Obiljezeno propadanje kutikule obli¢a (strelica). Duljina oznake =20 pum.
Hematoksilin-eozin bojanje. Preuzeto iz literature [59] uz dopustenje izdavaca.

1.4 Srdela kao gospodarski vazna mala pelagi¢na vrsta ribe i potencijalni izvor Anisakis
spp. infekcije ljudi

Ribarska industrija u Europskoj uniji (EU) peta je po veli¢ini u svijetu, gdje se svake godine
preradi gotovo 5 milijuna tona ulovljenih divljih riba. Ribarstvo i prerada ribe osiguravaju radna
mjesta za najmanje 275.000 ljudi. Stovise, EU je medu vodec¢im ribarskim trziitima u svijetu s
uvozom ribe i ribljih proizvoda od oko 21 milijardu eura u 2014., uz tendenciju porasta, $to je vise

od 40% vrijednosti svjetskog uvoza ribe [68,69]. Prosjec¢na potrosnja ribljih proizvoda u zemljama
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¢lanicama EU-a u 2011. godini iznosila je 24,9 kg/osobi, iako godiS$nja stopa potros$nje po glavi
stanovnika varira od 5,3 kg u Madarskoj do 56,8 kg u Portugalu [68,69]. Medutim, neke od
najznacajnijih vrsta riba na lovnom podrucju europske ribarske industrije izlozene su riziku
infekcije nametnicima, koji na taj nacin preko ribarnica dospijevaju i do potrosaca. Polazeé¢i od
opceprihvacena stava da je prevencija najbolja strategija za izbjegavanje senzibilizacije ljudi
putem morske hrane zarazene nametnicima roda Anisakis spp., potrebno je smanijiti vjerojatnost
pojavnosti nametnika u ribljem mesu namijenjenom neposrednoj konzumaciji, ali i preradi.
Geneticka identifikacija vrste nametnika i odredivanje prevalencije i1 intenziteta infekcije
gospodarski vaznih vrsta riba od klju¢ne su vaznosti za kvantitativnu procjenu i prikladne mjere

smanjenja rizika.

U sredozemnoj regiji, srdela Sardina pilchardus gospodarski je vrijedna mala pelagi¢na
riba, koja se lovi plivaricama i pelagicnim ko¢ama. Jako je bitna za ribarstvo na podrucju
Jadranskog mora jer je sacinjavala 41% ukupne jadranske lovine, zajedno s inCunom, u razdoblju
od 1970. do 2005. godine [70]. Prema Organizaciji za prehranu i poljoprivredu pri Ujedinjenim
narodima (FAO prema engl. Food and Agriculture Organization of the United Nations), ukupna
lovina srdele u Jadranskome moru u 2014. godini iznosila je 75.000 tona, dok je na cijelom
Sredozemnome moru dosegla 187.171 tona [71]. Srdele se na trZznicama mogu naéi svjeze,
zamrznute ili konzervirane. Jedu se suSene, soljene, dimljene, marinirane, pecene, przene i kuhane.
U zemljama zapadnog Sredozemlja, poput Spanjolske, Portugala, Francuske ili Italije, ¢esée se
jedu svjeze (marinirane, dimljene, pecene ili przene) [72], dok u Hrvatskoj jela s dodatkom slanih
ili mariniranih srdela predstavljaju ¢est specijalitet domacih trpeza i restorana. Jedu se jos$ i svjeze

pecene ili przene te konzervirane.

DosadaSnja istrazivanja prevalencije oblica Anisakis spp. u srdelama na podrucju
sredozemnih zemalja pokazala su znatnu varijabilnost [72—75], u rasponu od 0% u Ligurskome
moru [75] do 28,3% na atlantskoj obali Spanjolske [72]. Epidemiolosko istraZivanje stupnja
senzibilizacije zdravog priobalnog stanovnistva Dalmacije na Anisakis spp. antigene Ani s 1 i Ani
s 7, ukazalo je na postojanje Anisakis infekcije u tom podrucju, a dovedeno je u vezu S
konzumacijom marinirane ili soljene ribe pripremljene u domacinstvima [76]. Medu pacijentima

s alergijom koji su dozivjeli anafilakti¢ki ok u Spanjolskoj, bar Getiri sluaja specifi¢no su
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povezana s konzumacijom kuhanih ili konzerviranih srdela [28]. Nadalje, konzumacija

mariniranih srdela navedena je u anamnezi tri slu¢aja akutne anisakijaze u Spanjolskoj [72,77,78].

lako Japan prednjaci kao zemlja s najveéim brojem zabiljezenih slucajeva anisakijaze
[40,79], nekoliko slu¢ajeva zabiljezeno je u sredozemnim zemljama, osobito u Italiji i Spanjolskoj
[80-82]. U nekoliko istrazivanja na zdravim ljudima, u Spanjolskoj je opaZena visoka prevalencija
anti-Anisakis IgE protutijela (12 — 22%), sto je povezano s velikom koli¢inom ribe u svakodnevnoj
prehrani $panjolske populacije [83,84]. U posljednje vrijeme sve vecu pozornost dobiva in¢un kao
potencijalni izvor Anisakis spp. infekcije Covjeka, Sto je potvrdeno u nedavno provedenoj
kvantitativnoj analizi procjene rizika s obzirom na konzumaciju prethodno nezamrznutih sirovih
ili mariniranih in¢una u S$panjolskoj populaciji. Temeljeno na prevalenciji Anisakis li¢inki u
misi¢ju inc¢una od 13,13%, smatra se da broj slucajeva anisakijaze u Spanjolskoj populaciji doseze
izmedu 7700 i 8320 slucajeva godisnje [85]. Za usporedbu, procijenjena je ucestalost anisakijaze
u Japanu, temeljena na prijavljenim klinickim sluc¢ajevima, oko 2000 slu¢ajeva godisnje, u Juznoj
Koreji 200 slucajeva godisnje, dok se za neke europske zemlje procjene krecu od 20 [86] do 500
slu¢ajeva godi$nje [49]. Nedavno objavljen sustavni pregled literature o epidemiologiji
nematodijaza prenosivih hranom na podru¢ju EU-a za razdoblje od 2000. do 2016. godine,
prijavilo je ukupno 236 autohtonih klinickih slucajeva anisakijaze. Vecina navedenih slu¢ajeva
zabiljezena je u Spanjolskoj (158 ili 66,9%) i Italiji (67 ili 28,4%) [87]. Medutim, prema Cavallero
I suradnicima [88], broj zabiljezenih klinickih slucajeva anisakijaze, na temelju otpusnih pisama
iz talijanskih bolnica od 2005. do 2015. godine, bio je 370, sto je znatno vise od procjene obavljena
sustavnog pregleda literature [87]. Suprotno tomu, u retrospektivnom istrazivanju za razdoblje od
2010. do 2014. godine, identificirano je 37 klini¢kih sluéajeva anisakidoze u francuskim
bolnicama. Drugim rijeCima, u Francuskoj je =zabiljeZzeno 0,62 slucaja/mjesec ili 7,4
slu¢aja/godinu, a najc¢esce su pogodene osobe prosjecne dobi 42 godine (raspon 11 — 69 godina) i
zenskog spola [89]. Uzme li se u obzir procjena kvantitativne analize rizika [85], trenutacne

prognoze broja slucajeva na podru¢ju Europe znatno podcjenjuju broj stvarnih slucajeva.
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1.5 Upotreba modelnih organizama u istrazivanjima Anisakis spp.

Dosadasnja istrazivanja na eksperimentalnim modelima infekcije koristila su ribe s ciljem
usporedbe patogenosti dviju vrsta obli¢a povezanih s ljudskim slu¢ajevima anisakijaze, A. pegreffii
1 A. simplex (s.s.) [90] te odredivanjem osjetljivosti ribe kao domacina [91,92]. Zanimljiv je primjer
nedavno objavljeno istrazivanje o utjecaju Anisakis simplex ES produkata na eksperimentalno
izazvanom Kolitisu u zebrice [93]. Cesto koristen model su i mi$evi [94], najéesce u istrazivanjima
alergenosti [95-97]. Eksperimentalno zarazeni Stakori kao modelni organizmi u istrazivanju
Anisakis infekcije dosad su koriSteni za usporedbu patogenosti razlic¢itih Anisakis vrsta [98—100]
ili patogenog potencijala Zive li¢inke u usporedbi s kuhanim i zaledenim Anisakis li¢inkama [101].
Prekretnicu u istrazivanjima svakako je pruzilo uvodenje orogastricnog puta infekcije Stakora
zivom Anisakis li¢inkom, koji simulira put zaraze kod ¢ovjeka [66]. Glavnina dosad objavljenih
istrazivanja na Stakorima bavi se alergenim potencijalom cijele lic¢inke ili odredenih spojeva ili
produkata Anisakis li¢inki [102,103] te utjecajem prirodnih i sintetickih kemijskih spojeva na
Anisakis li¢inke u ovome Zzivotinjskom modelu [104,105]. Modeli glodavaca za infekcije
intestinalnim obli¢ima pokazali su se relevantnima u mapiranju stani¢ne i molekularne osnove
zaStitnih mehanizama sisavaca [106]. Osim toga, prethodna istrazivanja potvrdila su da infekcija
oblicem Anisakis spp. kod Stakora dovodi do razvoja sli¢ne patologije kao kod ljudi [48]. Smatra
se da su miSevi prikladan in vivo model za istrazivanje alergijskih reakcija na Anisakis spp., a
senzibilizacija se naj¢e$¢e postize injektiranjem odredenih alergena, ES produkata ili ukupnog
proteinskog ekstrakta. lako je optimizirana orogastri¢na intubacija jedne zive Anisakis li¢inke u
misa [94], stakorski model prikladniji je za intubaciju veceg broja li¢inki po jednoj zivotinji [66],
smanjujuci na taj na¢in potreban broj zivotinja u eksperimentu, u skladu s nac¢elom ,,3R* (potjece

od engl. rijeci: replacement — zamjena, reduction — smanjenje i refinement — poboljsanje).
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2. Ciljevi i hipoteze

Ciljevi istrazivanja na modelnom slu¢ajnom domacinu bili su:

- opisati histopatoloske promjene u Sprague-Dawley Stakora na mjestu prodora
infektivne lic¢inke treceg stadija oblica Anisakis pegreffii prilikom eksperimentalne
infekcije;

- kvalitativno i kvantitativno opisati transkriptome inficiranih tkiva upotrebom RNA

sekvenciranja.

Nulta hipoteza istrazivanja modelnog slu¢ajnog domacina glasi da ne postoji razlika u
izrazenim genima izmedu inficiranog tkiva i pripadaju¢e zdrave kontrole eksperimentalno

inficiranih $takora obli¢em A. pegreffii.

Ciljevi istrazivanja na parateni¢cnom domacinu bili su utvrditi:

- prevalenciju, abundanciju i intenzitet infekcije li¢inke treceg stadija obli¢a A. pegreffii
u srdeli (Sardina pilchardus) tijekom dvogodisnjeg uzorkovanja u Jadranskome moru
i jednogodisnjeg uzorkovanja u zapadnom Sredozemnome moru;

- odnos abundancije nametnika i duljine ribe;

- distribuciju nametnika u fileima u odnosu na visceralne organe;

- ¢imbenike Koji mogu utjecati na modele analize rizika za razvoj anisakijaze.

Nulta hipoteza istrazivanja parateni¢cnog domacina, odnosno srdele S. pilchardus, glasi: Ne
postoji razlika u prevalenciji i intenzitetu infekcije srdele oblicem A. pegreffii s obzirom na duljinu

ribe, godinu uzorkovanja i geografsko podrugje.
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3. Metode i materijal

3.1 Analiza transkriptoma eksperimentalno inficiranih Stakora oblicem Anisakis

pegreffii
3.1.1 Etika u istrazivanju

Sve eksperimente na Zzivotinjama i primijenjene protokole odobrili su Eticki odbor
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu (registracijski broj 2181-198-03-04-18-004), kao i Ured
za veterinarstvo i sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske (registracijski
broj 525-10/0255-16-7). Svi eksperimenti na Stakorima provedeni su u Nastambi za laboratorijske
zivotinje Sveucilista u Splitu (broj dozvole HR-POK-019), gdje su uzgajani u parovima, u
plasti¢nim kavezima sa steljom od piljevine i kukuruza. Zivotinje su odrzavane u kontroliranom
okolisu, s hranom i vodom ad libitum, temperaturom od 22 + 1 °C, i ciklusom od 12 sati dana i 12
sati noéi. Zivotinje su odvojene u pojedinacne kaveze i liSene hrane 24 sata prije eksperimentalne

infekcije.

.....

Li¢inke treceg stadija obli¢a Anisakis pegreffii prikupljene su iz svjeze ulovljene ugotice
pucinke, lat. Micromesistius poutassou, iz ribolovne zone C1 u Jadranskome moru (FAO 37.2.1).
Ugotice pucinke su u jutarnjim satima na dan infekcije isporu¢ene na ledu u Laboratorij za
akvakulturu, Institut za oceanografiju i ribarstvo u Splitu. Vidljivo aktivne licinke odabrane su,
isprane nekoliko puta u fizioloskoj otopini i provjerene pod Olympus BX 40 svjetlosnim
mikroskopom, (Olympus Corp., Shinjuku, Tokyo, Japan), kako bi se potvrdilo da nije doslo do
ostec¢enja kutikule tijekom skupljanja. Protokoli za intubaciju Zeluca Stakora i pripremu sonde
usvojeni su iz literature [66]. Odabrane li¢inke (N = 10) unesene su u prethodno pripremljene

zeluCane sonde.
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Preliminarni eksperiment sluzio je za procjenu vremenskog tijeka infekcije Anisakis
licinkama, a koriStena procedura bila je jednaka onoj koja je koriStena u kasnijoj eksperimentalnoj
infekciji, pojasnjenoj detaljnije u iducem odlomku. Preliminarno ispitivanje provedeno je na 15
zenki Sprague-Dawley $takora (prosje¢na masa 197 + 13.6 g, tri zivotinje po vremenskoj tocki), a
tocke uzorkovanja bile su 6, 10, 24, 48 i 72 sata nakon intubacije li¢inki. Na temelju rezultata
preliminarnog istrazivanja, trajanje glavnog eksperimenta skra¢eno je na 32 sata nakon infekcije.
Smanjen je i pocetno planiran broj zivotinja u kontrolnoj skupini, jer je dizajn eksperimenta
preusmjeren na endogenu (internu) kontrolu. Ista podrazumijeva uzorkovanje zdravog tkiva
Anisakis-inficiranog Stakora iz kojeg je prethodno uzet uzorak inficiranog tkiva, odnosno lezije. U

glavnom eksperimentu sve su zivotinje bili muzjaci.

Svaka tocka uzorkovanja u glavnom eksperimentu (6, 10, 18, 24 i 32 sata nakon infekcije)
ukljucivala je sedam $takora, od toga pet inficiranih s 10 Anisakis li¢inki te dva intubirana s 1,5
ml fiziologke otopine (N = 35, prosje¢na masa 207 + 20,1 g). Zivotinje su prije intubacije
anestezirane intraperitonealnom injekcijom mjesavine anestetika i analgetika (Ketaminol, Richter
Pharma AG, Wels, Austrija, 50 — 100 mg/kg; i Xylapan, Vetoquinol UK Ltd, Buckingham, Velika
Britanija, 5 — 10 mg/kg) te im se injektirala dodatna doza Ketaminola (Richter Pharma AG, Wels,
Austrija, 50 — 100 mg/kg) ukoliko je test refleksa Stipanja noznih prstiju bio pozitivan.
Usmr¢ivanje zivotinja prethodilo je uzorkovanju tkiva, provedeno visokom dozom anestetika
Ketaminola (Richter Pharma AG, Wels, Austrija, >150 mg/kg) i dekapitacijom. Uzorci tkiva

.....

pohranjeni u TriReagentu (Ambion Inc., Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) na -80 °C.

3.1.3 Priprema tkiva za polutanke preparate

Za histopatolosku analizu, mali komadiéi zeluca (N = 5) i abdominalnog misi¢ja (N = 2)
u 4% paraformaldehidu u 0,1 M fizioloskoj otopini puferiranoj fosfatnim puferom (PBS) na ledu.
Uzorci tkiva postfiksirani su u 1% osmijtetroksidu (OsQOa4) i dehidrirani u nizu otopina acetona

rastu¢ih koncentracija te se dehidrirano tkivo prozelo Durcopan smolom (Honeywell-Fluka,
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Morris Plains, NJ, SAD). Blok tkiva rezao se na ultramikrotomu RMC Products MTX (Boeckeler
Instruments, Inc., Tucson, AZ, SAD). Pripremljeni polutanki prerezi (500 nm) zatim su obojeni
1% otopinom toluidinskog modrila i pretrazeni svjetlosnim mikroskopom Olympus BX 40
(Olympus Corp., Shinjuku, Tokyo, Japan). Polutanki prerezi fotografirani su Olympus Camedia
kamerom (Olympus Corp., Shinjuku, Tokyo, Japan), te su fotografije uredene u programu

Photoshop CS 5 (Adobe Systems, San Jose, CA, SAD).

3.1.4 lzolacija RNA i DNA

Ukupna RNA izolirana je koristenjem TriReagent (Ambion Inc., Invitrogen, Carlsbad,
California, SAD) otopine prema uputama proizvodaca. Ukratko, ru¢no usitnjeni uzorci tkiva
zeluca 1 miSica Stakora (30 — 40 mg) potpuno su homogenizirani u 1 ml TriReagent otopine
(Ambion Inc., Invitrogen, Carlsbad, California, SAD) s pomocu MagNA Lyser instrumenta
(Roche Diagnostics, Basel, Svicarska), koristeéi se programom homogenizacije od 2 x 15 sekunda
na 6000 g. Nakon 10 minuta centrifugiranja na 4 °C i prebacivanja supernatanta u ¢istu plasti¢nu
tubicu od 1,5 ml, u svaki uzorak dodano je 300 pl kloroforma. Uzorci su nakon toga protreseni 15
sekunda na vorteks aparatu, inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi i centrifugirani 20 minuta
na 13.000 okretaja u minuti na 4 °C. VVodeni sloj oprezno je prebacen u Ciste plasti¢ne tubice te je
dodan jednak volumen izopropilnog alkohola. Uzorci su nekoliko puta okrenuti, inkubirani 10
minuta na sobnoj temperaturi i centrifugirani 8 minuta na 13.000 okretaja u minuti na 4 °C.
Supernatant je pazljivo uklonjen i na precipitirani RNA talog dodano je 1000 ul 75% etilnog
alkohola. Uzorci su zatim inkubirani na ledenom postolju pola sata uz povremeno okretanje tubica,
kako bi se talog $to bolje isprao. Nakon toga uzorci su centrifugirani 5 minuta na 13.000 okretaja
u minuti na 4 °C i sva tekuc¢ina oprezno je uklonjena, talog RNA osusen je na zraku za 3 —5 minuta
i otopljen u 20 — 40 pl vode slobodne od RNaza/DNaza (Merck Millipore, Billerica, MA, SAD).

Prema kvaliteti izolirane RNA (provjera kvalitete objasnjena u idu¢em poglavlju), za
daljnju analizu transkriptoma odabrana su tkiva zeluca i misica Stakora s vidljivim lezijama
uzrokovanima prodorom li¢inki nametnika, odnosno gdje su bile uoCene teske

upalne/hemoragijske lezije. 1z istih Zivotinja skupljeni su uzorci za endogene kontrole (koje su
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oznacene u tekstu kao zdrava tkiva ili kontrole), odnosno zdrava Zelucana i miSi¢na tkiva
uzorkovana s mjesta bez lezije, ali komplementarna mjestu prodora li¢inke. Ove kontrole koriStene
Su u svim statistickim analizama za usporedbu sa zarazenim tkivima. Detalji o analiziranim
uzorcima Zelu¢anih i migiénih tkiva navedeni su u tablici 3.1. Zeludac je obuhvaéao veliku krivinu
(kurvaturu), fundus, piloric¢ki antrum i piloricki kanal. MiSi¢na tkiva obuhvacala su abdominalne,
dorzalne, interkostalne misice i dijafragmu. U nastavku teksta prilikom koristenja izraza ,,zeludac*
i,,mi$i¢” misli se na transkriptome skupnih uzoraka. Osim navedenih, RNA je izolirana iz istih
tkiva neinficiranih $takora (vanjske kontrole, nadalje ponekad nazvane i neinficirane, kako bi se
izbjegla zamjena s endogenim kontrolama). Pripremljeni su skupni uzorci inficiranih i zdravih
dijelova tkiva Zeluca (N = 8, 4 testna i 4 kontrolna) i miSi¢a (N = 6, 3 testna i 3 kontrolna) Zivotinja
koje su bile eksperimentalno inficirane, te skupni uzorak po tkivu koji sluzi kao vanjska kontrola,

a sadrzava tkiva neinficiranih zivotinja iz svih vremenskih tocaka.

Tablica 3.1 Detaljni opis skupnih uzoraka pripremljenih za RNA sekvenciranje. Navedeno je
stanje, broj (N) bioloskih replika u skupnom uzorku, uparivanje s komplementarnim kontrolnim
tkivom, vrijeme uzorkovanja nakon pocetka eksperimenta (u satima) i opis bioloSkih replika.
Uzorci koji potjecu od Stakora intubiranih s fizioloskom otopinom oznaceni su kao nezarazeni.

ID Tkivo Stanje N replika Uparivanje Uzorkovanje Opis
u uzorku (h)
Zahvacen 6 abdominalni misi¢
1M misié prodorom 3 M1 24 dorzalni misic¢
licinke 32 interkostalni mi$ic
Zahvacen 18 abdominalni mi§i¢
2 M misié prodorom 3 M2 24 abdominalni misi¢
li¢inke 32 dijafragma
Zahvacen 18 abdominalni misi¢
3 M misié prodorom 3 M3 24 abdominalni misi¢
li¢inke 32 abdominalni mi$i¢
6 abdominalni misi¢
1K M misic Kontrola 3 M1 24 dorzalni misi¢
32 interkostalni mi$ic
2K_M misic Kontrola 3 M2 1o abdominalni misic
24 abdominalni mi§i¢
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32 dijafragma
18 abdominalni misié¢
3K_M misi¢ Kontrola 3 M3 24 abdominalni mi§i¢
32 abdominalni mi$i¢
10 abdominalni mi$i¢
18 abdominalni mi$i¢
18 abdominalni mi$i¢
24 dorzalni misi¢
KO M misi¢ NezaraZzen 9 MO 24 abdominalni mi$i¢
24 abdominalni misi¢
32 interkostalni misi¢
32 abdominalni misié
32 dijafragma
6 velika krivina
Zahvacen ] o
18 velika krivina
1S zeludac  prodorom 4 S1
24 fundus
liéinke
32 piloricki antrum
6 pilori¢ki kanal
Zahvacen . .
18 velika krivina
2_S zeludac  prodorom 4 S2
24 fundus
li¢inke . .
32 velika krivina
6 fundus
Zahvacen . .
18 velika krivina
3_S zeludac  prodorom 4 S3 ) o
24 velika krivina
li¢inke
32 velika krivina
6 fundus
Zahvacen
6 fundus
4 S zeludac ~ prodorom 4 S4 ] o
24 velika krivina
li¢inke
24 velika krivina
6 velika krivina
18 velika krivina
1K_S  Zeludac Kontrola 4 S1
24 fundus
32 piloricki antrum
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6 piloricki kanal
18 velika krivina
2K S Zeludac Kontrola 4 S2
24 fundus
32 velika krivina
6 fundus
18 velika krivina
3K S  Zeludac Kontrola 4 S3 ) o
24 velika krivina
32 velika krivina
6 fundus
6 fundus
4K S Zeludac Kontrola 4 S4 ) o
24 velika krivina
24 velika krivina
6 piloricki antrum
6 fundus
KO S zeludac  Nezarazen 4 SO
- 24 velika krivina
32 piloricki kanal

Kako bi se potvrdila vrsta nametnika roda Anisakis, koristenih u ovom eksperimentu,
odabrano je 14 li¢inki uzorkovanih u procesu prodiranja zeluca ili misi¢a, kojima je izolirana DNA
iz TriReagent otopine (Ambion Inc., Invitrogen, Carlsbad, California, SAD), prema uputama
proizvodaca. Nakon odvajanja vodene faze (prema protokolu prethodno opisanom u ovom
poglavlju), uzorci su se centrifugirali 5 minuta na 13.000 okretaja u minuti na 4 °C. Svi ostaci
vodene faze pazljivo su uklonjeni da se sprijeci kontaminacija uzoraka DNA putem RNA. Zatim
je dodano 250 pl BEB pufera (prema engl. back extraction buffer) uz treskanje od 1 minute na
vorteks uredaju. Nakon centrifugiranja 20 minuta na 13.000 okretaja u minuti na 4 °C, skupljen je
vodeni sloj te je na njega dodan jedan volumen izopropilnog alkohola. Uzorci su promijesani,
inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi i centrifugirani 15 minuta na 13.000 okretaja u minuti
na 4 °C. Uklonjen je supernatant i na pelet je dodano 500 ul 70% etilnog alkohola te su uzorci
nekoliko puta okrenuti i centrifugirani 10 minuta na 13.000 okretaja u minuti. Alkohol je oprezno
uklonjen 1 uzorci su nakon suSenja otopljeni u odgovaraju¢em volumenu (20 — 30 pl, ovisno o

koli¢ini vidljiva taloga DNA) TE pufera (0,05 M Tris-HCI, 1 mM EDTA).
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Izolirana DNA koriStena je za odredivanje polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata
(prema engl. Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP) na ITS (prema engl. internal
transcribed spacers) regiji ribosomske DNA. ITS regija umnozena je lan¢anom reakcijom
polimeraze (PCR) prema protokolu: pocetna denaturacija DNA na 94 °C 10 minuta, zatim 30
ciklusa koji su ukljucivali denaturaciju 30 sekundi na 94 °C, 30 sekundi spajanja pocetnica s
kalupom na 56 °C i 75 sekundi produzenja lanaca na 72 °C. Zavr$no produZenje lanaca trajalo je
7 minuta. Prisutnost produkta provjerena je na 1% agaroznom gelu, te su se potom uzorci (2 ul
PCR produkta) inkubirali 3 sata na 37 °C s restrikcijskim enzimom Hinfl i vizualizirali na 2%
agaroznom gelu. RFLP uzorak karakteristi¢an za hibridni genotip Anisakis simplex (sensu stricto)
x A. pegreffii (fragmenti od 620-370-300-250 parova baza) [107] uocen je za jednu li¢inku, dok je
RFLP uzorak karakteristiCan za vrstu A. pegreffii (fragmenti od 370-300-250 parova baza) [107]
potvrden kod ostalih li¢inki.

3.1.5 Priprema cDNA knjiznice i lllumina sekvenciranje

Ukupna RNA poslana je na suhom ledu u Laboratorij za naprednu genomiku (Institut Ruder
Boskovi¢, Zagreb), koji je puzio uslugu provjere kakvoce uzoraka i RNA sekvenciranja.
Koncentracija, ¢isto¢a i cjelovitost RNA odredena je uporabom Agilent 2100 Bioanalyzera
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD) i Qubit 3.0 Fluorometera (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD). S obzirom na kvalitetu uzorka i mjesto lezije,
napravljeno je 16 skupnih uzoraka od najmanje tri bioloske replike; sedam za mi$i¢no tkivo i devet
za tkivo zeluca, kako bi se dobili robusni uzorci za procjenu promjena izrazaja gena u zahvacenim,
u odnosu na neostecena tkiva (tablica 3.1). Zatim se pripremila cDNA knjiZnica koriste¢i TruSeq
Stranded mRNA kit (Illumina, San Diego, California, SAD) te fragmentacija i vezanje adaptora
(dodatna slika 10.1) potrebnih za masovni paralelni proces sekvenciranja kratkih sljedova na

[Mlumina NextSeq 500 uredaju (Illumina, San Diego, California, SAD).

Koristeni Illumina sekvencer Kkoristi se tehnologijom sekvenciranja s pomocu sinteze
(dodatna slika 10.2). Proto¢na ¢elija duz cijele povrSine ima pri¢vr§éene pocetnice u oba smjera,

na koje hibridiziraju fragmeti denaturiranih, jednolan¢anih cDNA modificiranih s adaptorima koji
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su komplementarni po¢etnicama. Slijedi umnazanje s pomocu premoséujuc¢eg PCR-a te se stvaraju
nakupine identi¢nih cDNA molekula koje sluze pojac¢avanju signala. Koristene su Cetiri odijeljene
staze na plocici, a na svakoj stazi moze nastati nekoliko milijuna nakupina, koje se mogu
razlikovati izmedu staza. U idu¢em koraku identi¢ne cDNA molekule u nakupinama sluze kao
kalup za reakciju sinteze. Osnova je ovog tipa sekvenciranja da se zabiljezi fluorescentni signal
koji nastane nakon ugradnje obiljeZenih deoksiribonukleotida. Naime, obiljezeni nukleotidi imaju
na 3" hidroksilnoj skupini odcjepljivi privjesak i u jednom ciklusu sekvenciranja moze se ugraditi
samo jedan nukleotid u polinukleotidni lanac, ¢iji se fluorescentni signal snimi kamerom.
Odcjepljenje biljega omogucuje ugradnju novog nukleotida i iduc¢eg ciklusa sekvenciranja [108].
U ovom istrazivanju generirane su knjiznice kratkih udaljenosti izmedu parova ocitanih
fragmenata (prema engl. paired end). Ova vrsta knjiznica se koristi kad je dio oko kojeg se
sekvencira dugacak izmedu 200 i 800 parova baza. Rezultat su dva ocitana slijeda izmedu koji se

nalazi dio kojemu se ne zna slijed, ali se zna duzina [109].

RNA sekvenciranje revolucionaliziralo je istrazivanje transkriptoma. Transkriptom ¢ini
ukupan skup transkripata u stanici ili tkivu za specifican razvojni stadij ili fiziolosko stanje.
Razumijevanje transkriptoma nuzno je za tumacenje funkcionalnih elemenata genoma i otkrivanje
molekularnih konstituenata stanica i tkiva, kao i za razumijevanje razvoja bolesti. Klju¢ni ciljevi
transkriptomike su: katalogizirati sve vrste transkripata, uklju¢uju¢i mRNA, nekodiraju¢e RNA i
male RNA; odrediti transkripcijsku strukturu gena, u smislu pocetnih kodona, 5' i 3' krajeva,
obrazaca alternativnog prekrajanja (prema engl alternative splicing) i drugih posttranskripcijskih
modifikacija; i kvantificirati promjene razine izrazaja svakog transkripta tijekom razvoja i pod
razli¢itim eksperimentalnim uvjetima [110]. Svrha opisanog istrazivanja na modelnom slu¢ajnom

domacinu bila je kvalitativno 1 kvantitativno razlu€iti promjene u transkriptomima tkiva Stakora

.....
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3.1.6 Obrada sirovih podataka i mapiranje

Prosje¢an broj uparenih sljedova generiran po jednom uzorku iznosio je 31,2 milijuna (u
rasponu od 16,4 do 37,6 milijuna sljedova). FASTQC program (Babraham Bioinformatics,
Babraham Institute, Cambridge, VB) upotrijebljen je za procjenu kvalitete dobivenih sljedova i
opsega potrebnog podrezivanja datoteka u svrhu uklanjanja nepouzdanih sekvenci. Procjena
kvalitete sljedova potvrdila je dobru kvalitetu podataka za sve Cetiri koristene staze te su sljedovi
spojeni u dvije uparene FASTQ datoteke po uzorku. Primjecena je veéa kvaliteta nizvodnih (prema
engl. forward) sljedova u odnosu na uzvodne (prema engl. reverse), kao §to je opéenito opisano
za lllumina sekvenciranje [111]. Program Trimmomatic [112] koriSten je za uklanjanje lllumina
adaptora, skracivanje sljedova koristenjem kliznog okvira citanja (prag kvalitete 20, veli¢ina
okvira 4) i u konacnici za uklanjanje prekratkih sljedova (< 30 baza). Sljedovi s niskom
kompleksnoscu (prag entropije 70) i vise od maksimalno 10% neimenovanih baza (N) uklonjeni
su uporabom programa PRINSEQ [113]. U prosjeku, 87% uparenih sljedova preostalo je nakon
ove procedure. Sljedovi su zatim mapirani na genom Stakora, Rattus norvegicus (Berkenhout,
1769) (v6), Ensembl izdanje 91 [114] s pomoc¢u programa STAR [115], koji je upotrijebljen i za
brojenje sljedova mapiranih u podrucju gena. Za potrebe mapiranja koristeni su rac¢unalni resursi
klastera Isabella (https://www.srce.unizg.hr/isabella). Generirani podaci pohranjeni su u javne
baze podataka i javno su dostupni pod pristupnim brojem SRP150499 (ID projekta
PRINA475982) preko NCBI Sequence Read Archive (SRA).

3.1.7 Analiza diferencijalnoga genskog izrazaja

Paket edgeR [116,117] za program R (verzija 3.4.2) [118] i Bioconductor verzija 3.6 [119]
koriSteni su za eksploratornu analizu podataka, normalizaciju broja o¢itanih nukleotidnih sljedova
po transkriptu (logCPM, prem engl. log2-counts-per-million) te su proprijetetni statisticki testovi
paketa edgeR koristeni za analizu diferencijalnog izrazaja gena. Na temelju razlicite razdiobe
varijabilnosti izmedu uzoraka i diskretnoga grupiranja nakon analize glavnih komponenti (PCA,
prema engl. principal component analysis), uzorci Zelu¢anih i misi¢nih tkiva analizirani su

odvojeno. Uzorci neinficiranih Stakora nisu bili uklju¢eni u statistiCke analize jer su bili
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predstavljeni jednim skupnim uzorkom po setu podataka te su koristeni samo u svrhu eksploratorne
usporedbe s glavnim uzorcima u vizualnim prikazima. Znac¢ajke koje su bile nisko izrazene (S
manje od jednog ocitanja po milijun po uzorku i najmanje tri u bilo kojem eksperimentalnom
stanju) iskljucene su prije analize. Podaci izrazaja gena mapirani su i prikazani preko Entrez Gene

genskih identifikatora s pomoc¢u paketa za anotiranje Stakora org.Rn.eg.db [120].

S obzirom na to da uzorci nisu neovisni, u statistickoj analizi koriSten je upareni dizajn
kako bi se uzela u obzir ¢injenica da su inficirani uzorci i njihove kontrole podrijetlom iz iste
zivotinje. U svim testovima prihvatljiva je vjerojatnost nastanka greske tipa I iznosila 0,05, nakon
korekcije za viSestruko testiranje koristenjem Benjamini et Hochberg metode, poznate pod
nazivom FDR (prema engl. false discovery rate). U idu¢em koraku koriStena je metoda TREAT
[121], takoder implementirana u paketu edgeR, kako bi se identificirali geni s najmanje
dvostrukom promjenom izrazaja u eksperimentalnom stanju [116,117]. TREAT je produzetak
empirijske Bayezijanske moderirane t-statistike koju je predstavio Smyth [122], a postize
pouzdane p i FDR vrijednosti za pronalazenje gena s diferencijalnim izrazajem Koji je bioloski
znacajan, kada se ukljuci prag omjera izrazaja od interesa u formalnom testiranju hipoteze. Na
ovaj nacin analiza se usredoto¢i na gene koji imaju snazniju promjenu izrazaja. Paket
ComplexHeatmap [123] koristen je za vizualizaciju obrazaca izrazaja diferencijalno reguliranih

gena s pomocu raspona boja.

3.1.8 Analize funkcionalnog obogacéenja

Projekt Gene Ontology (GO) predstavlja sistematski pokusaj razvoja ontologije za potporu
bioloSki smislenim anotacijama gena i njihovih produkata u Sirokom rasponu organizama, a
obuhvaca tri domene: stani¢ne komponente (dijelove stanice ili njezino izvanstani¢no okruzje),
molekularne funkcije (elementarne aktivnosti genskog produkta na molekularnoj razini) i bioloske
procese (operacije ili skupove molekularnih dogadaja s definiranim pocetkom i krajem, koji se

odnose na funkcioniranje integriranih zZivotnih jedinica: stanice, tkiva, organa i organizama) [124].
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Analiza obogacenja termina genske ontologije (prema engl. Gene Ontology Enrichment
Analysis) u skupu diferencijalno izrazenih gena (FDR < 0,05, | LogFC | >> 1, prema engl log fold
change) izradena je koristenjem ,,goana“ funkcije, koja je implementirana u paketu edgeR
[116,117], s pragom FDR < 0,05, te uzimajuéi u obzir i ispravljajuc¢i pristranost nastalu zbog
Cinjenice da dulji geni imaju vecu vjerojatnost prolaska statistickih testova kod RNA sekvenciranja
[125]. Prvih deset statisticki znacajno obogaéenih pojmova za Zeludac i prvih Sest za misi¢, Koji
opisuju bioloske procese, odabrani su za vizualizaciju koriste¢i paket GOplot [126], koji se temelji
na paketu ggplot2 [127].

Paket gage [128] i GAGE test (prema engl. Generally Applicable Gene-set Enrichment)
iskoriSteni Su za analizu obogacenja metaboli¢kih mreZa i puteva iz baze KEGG (prema engl.
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) [129]. KEGG je sustav baza podataka koji sluze za
razumijevanje funkcija bioloSkog sustava na razini stanice, organizma i ekosustava, polazeci od
informacija na genomskoj i molekularnoj razini. KEGG je organiziran u cetiri Kategorije:
sistematske informacije, genomske informacije, kemijske informacije te zdravstvene informacije.
KEGG putevi (prema engl. pathway) ¢ine kolekciju ru¢no iscrtanih mapa koje predstavljaju
sabrana znanja 0 metabolizmu i stani¢nim procesima te su molekularne interakcije i reakcije

umrezene s ciljem povezivanja gena i njihovih produkata [129].

Logaritmirani (log2) omjeri izrazaja, dobiveni nakon uklapanja linearnog statistickog
modela u paketu edgeR [116,117], koriSteni Su kao obiljeZje gena. T-test izveden je kako bi se
usporedile prosjecne vrijednosti log omjera izrazaja gena po funkcionalnom KEGG setu, za
Zeludac i misi¢ odvojeno, u relativnom odnosu na prosjec¢ni log omjer izrazaja svih filtriranih gena.
Testovi su napravljeni za potaknute, utisane i obostrano regulirane puteve, odvojeno za
metabolicke 1 signalne setove te setove povezane s bolestima. Prag statisticke znacajnosti
postavljen je na zadanu grani¢nu ¢ vrijednost od 0,1. U rezultatima su predstavljeni oni
metabolicki i signalni putevi s povisenom ili snizenom regulacijom, koji su zadovoljili stroze
kriterije statistiCke znacajnosti (q vrijednost < 0,01). Paket Pathview [130] koriSten je za
vizualizaciju log omjera diferencijalno izrazenih gena (FDR < 0,05) na mapama KEGG baze, za
odabrane statisti¢ki znacajne puteve za koje se smatra da predstavljaju najzanimljivije nalaze ovog

eksperimenta.
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3.2 Metode i materijal u istrazivanju parateni¢nog domacina
3.2.1 Uzorkovanje parateni¢nog domacina (Sardina pilchardus)

Ukupno 1564 jedinke srdele uzorkovane su iz razli¢itih geografskih podrucja Sredozemnog
mora, u razdoblju od 2013. do 2015. godine (slika 3.1). Tijekom 2013. i 2014. godine prikupljeno
je 908 srdela s postaja uzorkovanja u Jadranskome moru, dok je u 2015. godini skupljeno 656
srdela s postaja uzorkovanja u zapadnom Sredozemnome moru. Svi uzorci prikupljeni su tijekom
toplijeg dijela godine, odnosno tijekom proljetnog i ljetnog razdoblja. lako su sve postaje
uzorkovanja u Jadranskome moru dio iste FAO (prema engl. Food and Agriculture Organization)
europske ribolovne zone 37.2.1, uzorci su dodatno podijeljeni u dvije podregije: sjeverni (NA) i
srednji (MA) Jadran, jer ih Kkarakteriziraju jedinstvene batimetrijske, hidrografske i ekoloske
osobine [131]. Na temelju navedenih osobina Jadran je opéenito podijeljen u tri regije: sjeverni,
srednji 1 juzni Jadran [132—-134] (prikazano kao isprekidane linije na slici 3.1). Sjeverni Jadran
najpli¢i je i pod snaznim utjecajem priljeva rijeka sa sjevera Italije [135], §to uzrokuje njegove
borealne osobine i najvisu stopu organske proizvodnje u Sredozemnome moru [131]. Srednji
Jadran dublji je i doseze 280 metara u Jabuckoj kotlini, a Palagruski prag (180 metara dubine)
odvaja ga od juznog Jadrana [135]. Juzni Jadran najdublji je dio Jadranskog mora i nalazi se pod
snaznim utjecajem Jonskog mora [131]. Sto se ti¢e postaja uzorkovanja u zapadnom
Sredozemnome moru, one obuhvadaju mnogo veée podrucje, koje je heterogeno u smislu
abiotickih 1 biotickih obiljezja. Stoga su sve tri postaje uzorkovanja u zapadnom Sredozemnome
moru analizirane odvojeno. To su postaja u sjevernom Tirenskome moru (FAO 37.1.3), postaja
uzorkovanja pokraj zapadne Sardinije (WS) (FAO 37.1.1) i postaja uzorkovanja pokraj juzne
Sicilije (SS) (FAO 37.2 .2).
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EUROPA sjeverno Jadransko
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Slika 3.1 Karta Sredozemnog mora na kojoj su oznacena uzorkovana geografska podrudja.
Postaje uzorkovanja u zapadnom Sredozemnome moru: WS — postaja pokraj zapadne Sardinije,
SS — postaja pokraj juzne Sicilije, NT — sjeverno Tirensko more. Postaje uzorkovanja na
Jadranu: MA — srednje Jadransko more, NA — sjeverno Jadransko more.

3.2.1 UV-kompresijska metoda detekcije Anisakis spp. i identifikacija vrste licinki

Svi uzorci srdela kupljeni su na ribarnici ili su ih ribari ili pouzdani trgovci isporuéili
poledene u istrazivacke ustanove. Nakon mjerenja ukupne duljine do najblizih 1 mm i mase do
najblizih 0,1 g, svakoj srdeli odvojeni su visceralni organi od filea i spremljeni u prozirne plasti¢ne
vrecice, presani pod hidraulickom preSom i pohranjeni na -20 °C najmanje 24 sata. Za
pregledavanje uzoraka koristena je UV-kompresijska metoda [136], koja iskoriStava prirodnu
pojavu fluorescencije zamrznutih li¢inki obitelji Anisakidae. Metoda se temelji na vizualnoj
inspekciji presane riblje utrobe (visceralnih organa) i filea koji su nakon dubokog zamrzavanja
pregledani pod UV svjetlom valne duljine od 366 nm. Lijevi i desni filei odvojeni su na anterio-
ventralni (AV), anterio-dorzalni (AD), posterio-ventralni (PV) i posterio-dorzalni (PD) dio, te je
broj nametnika zabiljeZzen za svaki dio filea zasebno. Isto je primijenjeno na visceralnim organima,
koji su razdijeljeni na jetru, gonade i Zeludac/pilori¢ne nastavke/crijevo. Nametnici su izbrojeni i
identificirani do roda s pomoc¢u svjetlosnoga mikroskopa Olympus SZX10 (Olympus Corp.,
Shinjuku, Tokyo, Japan), prema morfoloskim dijagnosti¢kim klju¢evima [137].

35



Metode i materijal

Uzorak od 67 li¢inki Anisakis tipa I identificiran je do vrste upotrebom genotipizacije preko
vise biljega. Prema alelima promatranima na dijagnosti¢kim alozimskim lokusima, tj. Adk-2100,
Pep C-1100 i Pep C-2100 [138], 67 licinki Anisakis tipa I iz svih to¢aka uzorkovanja identificirane
su kao vrsta Anisakis pegreffii. Ukupna DNA izolirana je koristenjem CTAB metode, kako je
prethodno opisano u literaturi [138]. Ukratko, komadi¢ usitnjena tkiva obli¢a duljine 0,5 — 1 cm
(ili 15 — 20 mg tkiva) dodan je u plasti¢nu tubicu od 1,5 ml s 500 ul CTAB otopine i 5 pl enzima
proteinaze K (10 mg/ml). Uzorci su inkubirani uz treskanje 5 sati na 55 °C, do potpune razgradnje
tkiva. Nakon razgradnje tkiva, u svaki uzorak dodano je 500 ul smjese fenol : kloroform : izoamilni
alkohol u omjeru 25 : 24 : 1, saturirane s 10 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA. Uzorci su nakon toga
protreseni 15 sekunda na vorteks aparatu i centrifugirani 10 minuta na 13.000 okretaja u minuti.
Supernatant u vodenom sloju premjesten je u ¢istu plasti¢nu tubicu od 1,5 ml i ponovljena je
procedura smjesom fenol : kloroform : izoamilni alkohol. Nakon toga je ponovno supernatant
prebacen u Cistu plasti¢nu tubicu od 1,5 ml i dodano je 500 pl kloroforma. Uzorci su nakon toga
protreseni 15 sekunda na vorteks aparatu, centrifugirani 10 minuta na 13.000 okretaja u minuti.
Supernatant u vodenom sloju prebacen je u €istu plasti¢nu tubicu od 1,5 ml i dodano je 1000 pl
apsolutnog etilnog alkohola i 20 ul 5M NaCl, te su uzorci stavljeni na -20 °C pola sata. Nakon
toga su centrifugirani 10 minuta na 13.000 okretaja u minuti i sva tekué¢ina oprezno je uklonjena,
jer je talog DNA pri¢vr§éen na dnu tubice. Dodano je 500 ul 70% etilnog alkohola, uzorci su
nekoliko puta okrenuti i centrifugirani 10 minuta na 13.000 okretaja u minuti. Alkohol je oprezno
uklonjen i uzorci su nakon susenja otopljeni u odgovaraju¢em volumenu (20 — 30 ul, ovisno o
koli¢ini vidljiva taloga DNA) TE pufera (0,05 M Tris-HCI, 1mM EDTA). Kvaliteta i kvantiteta

DNA procijenjena je s pomocu spektrofotometra (Eppendorf, Qiagen, Ilden, Njemacka).

Dio podjedinice 1l mitohondrijske (mtDNA) citokrom c oksidaze (cox2) amplificiran je s
pomo¢u pocetnica 211F (5-TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTYAT-3) i 210R (5-
CACCAACTCTTAAAATTATC-3") [139] lancanom reakcijom polimeraze (PCR) prema
protokolu: pocetna denaturacija DNA na 94 °C 3 minute, zatim 34 ciklusa koji su se sastojali od
denaturacije 30 sekunda na 94 °C te 1 minutu spajanja pocetnica s kalupom na 46 °C i 90 sekunda
produZzenja lanaca na 72 °C. Zavr$no produzenje lanaca trajalo je 10 minuta. Prisutnost produkta
provjerena je na 1% agaroznom gelu te je produkt nakon proc¢is¢avanja komercijalno sekvenciran

(Macrogen Europe, Amsterdam, Nizozemska). Dobivene sekvence usporedene su s onima koje su
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prethodno objavljene u GenBank bazi podataka za vrste A. simplex (s. s.) (DQ116426), A. pegreffii
(JQ900761), A. berlandi (KC809999), A. typica (DQ116427), A. ziphidarum (DQ116430), A.
nascettii (FJ685642), A. physeteris (DQ116432), A. brevispiculata (DQ116433) i A. paggiae
(DQ116434). Svih 67 sekvenci mtDNA cox2 potvrdile su identifikaciju vrste A. pegreffii te su
priloZzene u GenBank bazu pod pristupnim brojevima: MF960820, MF960821 i MF960822. Uz
oblica A. pegreffii, uzorci nametnika Hysterothylacium sp. (Nematoda, Raphidascarididae) takoder
su prikupljeni s visceralnih organa i identificirani prema morfoloskim dijagnostickim kljuc¢evima
[137].

3.2.2 Statisti¢ke analize

Parametri koji opisuju populaciju nametnika: prevalencija, prosjecni intenzitet i prosje¢na
abundancija izraCunani su u programu Quantitative Parasitology 3.0 [140]. Sterneov 95% interval
pouzdanosti (ili prilagodeni Waldov za N > 1000) izra¢unan je za prevalenciju i bootstrap 95%
interval pouzdanosti (2000 bootstrap ponavljanja) za prosje¢nu abundanciju i intenzitet. Negativni
binomialni model predstavljao je analizirane podatke prema metodi maksimalne vjerojatnosti
[141]. Indeksi agregiranja koriSteni u ovom istrazivanju omjer su varijance i srednjaka te indeks
nepodudarnosti D [142]. Usporedba razina infekcije oblicem A. pegreffii u srdele izraGunana je u
programu Quantitative Parasitology 3.0 [140] koriste¢i Fisherov egzaktni test ili egzaktni
nekondicionirani test (za prevalenciju, ovisno o veli¢ini uzorka) [143] i bootstrap t-test za dva
uzorka (prosje¢na abundancija i intenzitet infekcije). Pearsonova korelacija koriStena je za
testiranje povezanosti abundancije nametnika i duljine ribe (SPSS Statistics, verzija 14.0, SPSS
INC., Chicago, lllinois, SAD). Budu¢i da se duljina ribe pokazala znacajnim prediktorom
abundancije nametnika za oba istrazivana geografska podrucja i obje vrste istrazivanih nametnika
(u Jadranu za A. pegreffii: p = 0.20, p < 0,01 i za Hysterothylacium sp.: p = 0,21, p < 0,01; u
zapadnom Sredozemnom moru za A. pegreffii: p = 0,44, p < 0,01 i za Hysterothylacium sp.: p =
0,02, p = 0,76 — za posljednji podatak nije zabiljezena korelacija zbog niske prevalencije obli¢a
Hysterothylacium sp.), u sve iduce analize duljina ribe uvedena je kao kovarijabla. Trofaktorska
analiza varijance s kontrolom kovarijabli (ANCOVA) upotrijebljena je za testiranje abundancije

nametnika u odnosu na lokaciju unutar ribe (visceralni organi i dijelovi filea) u Jadranskome moru
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(faktori ,,lokacija“, ,,godina® i ,,postaja uzorkovanja“), dok je za podrucje zapadnog Sredozemnog
mora primijenjena dvofaktorska ANCOVA, bez faktora ,,godina“. Na isti nacin testirana je

abundancija nametnika prema lokaciji unutar filea (dorzalni i trbusni dio/lijevi i desni file).

Trofaktorska ANCOVA koristena je za testiranje razlike u abundanciji nametnika s
obzirom na vrstu obli¢a, kao 1 izmedu postaja uzorkovanja i tijekom vremena za podatke iz
Jadranskog mora (buduci da je uzorkovanje trajalo dvije godine), dok je za zapadno Sredozemno
more koristena dvofaktorska ANCOVA. Trofaktorski model ukljucivao je fiksne i medusobno
ortogonalne faktore ,,vrsta nametnika“, ,,postaja uzorkovanja“ i ,,godina‘“. Duljina ribe smatrala se
kovarijablom s ve¢ navedenim faktorima u jednome modelu, na taj na¢in ne uzimaju¢i u obzir
varijaciju u abundanciji nametnika koja je povezana s duljinom ribe. Dvofaktorski model nije imao

faktor ,,godina“.

Prije provodenja testa ANCOVA, pretpostavka normalne razdiobe i homogenosti varijance
testirana je Kolmogorov-Smirnov i Levene testovima. Parametrijske statisticke metode nisu
idealno prilagodene uobicajenoj negativnoj binomijalnoj raspodjeli nametnika, ali ANCOVA
testovi na netransformiranim podacima relativno su robusni kad se koriste na velikom broju
uzoraka, kao sto je ovdje slucaj. Buducéi da podaci za oba geografska podru¢ja nisu imali normalnu
razdiobu, u svim analizama koriSteni su netransformirani podaci. Zbog povecane vjerojatnosti
pogreske tipa I [144], razina znacajnosti postrozena je (p < 0,01). Post-hoc test u slucaju
pronalaska znacajne razlike izmedu podataka bio je Games-Howell, jer ne pretpostavlja jednake

varijance te je prikladan kad postoji razlika u veli¢ini uzoraka [145].
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4. Rezultati

4.1 Rezultati istrazivanja na modelnom slu¢ajnom domacéinu

4.1.1 Vremenski tijek infekcije

Rezultati preliminarnog eksperimenta pokazali su da je vrijeme zadrzavanja Anisakis
pegreffii licinki kod Stakora relativno kratko (odnosi se na razdoblje od intubacije infektivnih
licinki u Zeludac Stakora do trenutka napustanja domacina) (tablica 4.1). Vec Sest sati nakon
infekcije, licinke napustaju domacina (izmedu 80 i 90% L3 je opazeno unutar domacina u
preliminarnoj i eksperimentalnoj infekciji), a nakon 24 sata pronadeno ih je oko 30% unutar
domacina. A. pegreffii licinke nisu sinkronizirano migrirale tijekom infekcije. Uoc¢ena su dva
naéina napustanja domacina tijekom preliminarne i eksperimentalne infekcije. Jedan je nacin
pasivno izbacivanje kroz probavni sustav, potpomognuto peristaltikom, bez vidljiva ostecenja
tkiva. Drugi je naéin penetracija zeluca, tankog ili debelog crijeva, s migracijom kroz trbusnu,
prsnu ili zdjeli¢nu Supljinu, ukljucujuéi i abdominalne misice. Prodiranje epidermisa zapazeno je
samo u preliminarnom eksperimentu. U veéini slucajeva A. pegreffii L3 zapazene su tijekom
prodiranja na razli¢itim mjestima sluznice Zeluca, potom i abdominalnih misica, te su upravo ta

tkiva odabrana za daljnje molekularne i histopatoloske analize.
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Tablica 4.1 Sazeti prikaz eksperimentalne infekcije Sprague-Dawley Stakora s tre¢im stadijem

.....

organ na kojem su li¢inke pronadene tijekom razudbe i postotak pronadenih li¢inki (% L3).

N Uzorkovanj % Organ na kojem su pronadene L3
Istrazivanje Zivotinja e p/i (h) L3 SD (%) (%)
0, 1] 04 7 04 i
preliminarno 3 6 83,3 5.8 52% crijevo, 36% zeludac, 12% jetra

35,3% Zeludac/crijevo (pojedinacno),
11,7% misi¢, 5,9%
preliminarno 3 10 55,6 41,1 epidermis/slezenaljetra (pojedinacno)

25% misi¢/peritoneum/zdjelicna
Supljina (pojedinaéno), 12,5%
preliminarno 3 24 27,0 28,6  Zeludac/crijevo (pojedina¢no)

0 v
preliminarno 3 48 16,7 15,3 100% Zeludac

33,3% peritoneum/slezena/crijevo
preliminarno 3 72 15,0 21,2 (pojedinacno)

46,7% zeludac, 37,8% crijevo, 6,7%
peritoneum, 4,4% misi¢, 2,2%
eksperimentalno 5 6 89,3 13,6  jetra/trbusna Supljina (pojedinacno)

57% crijevo, 38% zeludac, 5%
eksperimentalno 5 10 78,9 11,7  peritoneum

70% zeludac, 10% zdjeli¢na
Supljina/misié¢/peritoneum
eksperimentalno 5 18 38,3 33,3  (pojedinacno)

33,3% zeludac, 25% misi¢, 16,7%
crijevo/trbusna Supljina (pojedina¢no),
eksperimentalno 5 24 30,0 18,2  8,3% peritoneum

45,4% 7eludac, 27,3% misi¢, 18,2%
eksperimentalno 5 32 29,2 27,9  peritoneum, 9,1% crijevo

p/i — nakon infekcije, SD — standardna devijacija.

4.1.2 Histopatologija infekcije modelnog slu¢ajnog domacina obli¢em Anisakis pegreffii

Unutar Zzeluca A. pegreffii lic¢inke pronadene Su u ranoj fazi migracije kroz zelucani zid,
uzrokujuéi kompresiju i nekrozu okolnih parijetalnih i zimogenih stanica sluznice (slika 4.1 A).

Na mjestu penetracije uocen je infiltrat polimorfonuklearnih leukocita (pretezno neutrofili i
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povremeno eozinofili), dok su makrofagi uo¢eni u manjem broju. Na rezovima tkiva vidljivo je da
stanice nisu u izravnom dodiru s kutikulom li¢inke, vjerojatno zbog sazimanja tkiva zbog pripreme
uzoraka. Na mjestu migracije licinke vidljiva je ruptura bazalne membrane i muscularis mucosae.
U blizini dviju susjednih arterija u submukozi primijec¢eno je veliko nekroti¢no podrucje
pomijesano s manjim upalnim infiltratom i blago krvarenje (slika 4.1 A i B, zvjezdica). Obilna
krvarenja koja su opazena prilikom razudbe Zivotinja takoder su vidljiva u submukoznom sloju.
Submukoza je pretezno infiltrirana polimorfonuklearnim leukocitima (pretezno neutrofilima) i
makrofagima, Kkoji su prisutni izmedu vlakana vezivnoga tkiva, fibroblasta i fibrocita.
Polimorfonuklearni leukociti koncentrirani su oko nekroti¢nog podrucja pokraj susjednih krvnih
zila 1 migrirajué¢e A. pegreffii licinke (slika 4.1 C). Makrofagi su vidljivi u dubljim slojevima

submukoze, blize velikom submukoznom krvarenju (slika 4.1 D).

U abdominalnoj muskulaturi, A. pegreffii li¢inka uzrokovala je fragmentaciju tkiva i
nekrozu duz migracijskog puta (slika 4.2 A). U perimizijalnom vezivu prisutan je izvanstani¢ni
edem i umjereno krvarenje s upalnim infiltratom sa¢injenim od polimorfonuklearnih leukocita
(pretezno neutrofila) i makrofaga (slika 4.2 B). Nekoliko polimorfonuklearnih leukocita takoder
je bilo vidljivo u endomiziju i izmedu miocita na mjestu penetracije li¢inke. Pri poveéanju 1000
puta otkriveno je strukturno raspadanje i nekroza misi¢nih vlakana koja okruzuju li¢inku, S
nakupljanjem obilnog stani¢énog detritusa, pomijesanog s brojnim polimorfonuklearnim

leukocitima i makrofagima (slika 4.2 C).
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Slika 4.1 Histopatoloski nalazi u zelucu nakon penetracije A. pegreffii L3 li¢inke. (A) Rana faza migracije A. pegreffii L3 li¢inke
kroz sluznicu Zelucane stijenke te uzrokovana kompresija i nekroza okolnih parijetalnih (Pc) i zimogenih stanica (Zc). Migracija
licinke uzrokovala je rupturu bazalne membrane i muscularis mucosae (Mm). Veliko nekroti¢no podruéje (zvjezdice) moze se vidjeti
pored dviju krvnih zila (Bv), odmah ispod glatkih misi¢nih vlakana. Nekoliko tipova upalnih stanica, (vrhovi strelica), moze se
vidjeti na mjestu penetracije li¢inke. Na periferiji se moze vidjeti veliko krvarenje (H) sa zrelim eritrocitima u submukozi. Duljina
oznake = 200 um. (B) Detalj velikog nekroti¢nog podrucja (zvjezdice) pored krvne Zile na mjestu penetracije licinke, pomijesan s
nekolicinom eritrocita (tanke strelice). Na dnu lezije, mogu se vidjeti neutrofili (strelice) koji su okruzili mjesto penetracije li¢inke.
Duljina oznake = 50 um. (C) Upalni infiltrat pri velikom povecéanju, blize mjestu prodiranja li¢inke i veliko nekroti¢no podrucje s
brojnim neutrofilima (strelice) i nekolicinom makrofaga (vrhovi strelica) rasprSenima izmedu kolagenskih vlakana (Cf), fibroblasta
(Fb) i fibrocita (Fc). Duljina oznake = 20 um. (D) Opsezno submukozno krvarenje pri velikom povecanju, s brojnim zrelim
eritrocitima (tanke strelice) i nekoliko makrofaga (vrhovi strelica) izmedu kolagenskih vlakana (Cf), te u manjoj mjeri fibroblasta
(Fb) i fibrocita (Fc). Duljina oznake = 20 um (1% otopina toluidinskog modrila).
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Slika 4.2 Histopatoloski nalazi u abdominalnome misi¢u nakon penetracije 4. pegreffii L3 liinke.
(A) Zbog migracije A. pegreffii L3 lic¢inke kroz perimizijalno vezivno tkivo, nastala je nekroza
tkiva 1 pucanje misi¢nih vlakana (Mf) duz migracijskog puta. Mogu se vidjeti velike povrSine

ispunjene stani¢nim detritusom, pomijeSane s obilnim upalnim infiltratom (zvjezdice). Umjereno
krvarenje (H) u perimiziju (Pm), zajedno s umjerenim upalnim infiltratom, moZe se vidjeti u
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neposrednoj blizini li¢inke. Nekolicina polimorfonuklearnih leukocita moze se vidjeti u
endomiziju i u migraciji preko misi¢nih vlakana (Mf) prema mjestu prodora li¢inke (strelice).
Duljina oznake = 200 um. (B) Perimizijalno krvarenje pri velikom povecanju (H) sa zrelim
eritrocitima (tanke strelice) i upalnim infiltratom sastavljenim uglavnom od neutrofila (strelice) i
malim brojem makrofaga (vrhovi strelica) rasprSenih izmedu vlakana vezivnog tkiva. Duljina
oznake = 20 pum. (C) Nekrotino podruc¢je pri velikom povecanju, koje pokazuje pucanje
zahvacenih mi$i¢nih vlakana (Mf) i obilni stani¢ni detritus (Cd), pomijesan s brojnim neutrofilima
(strelice) 1 makrofagima (vrhovi strelica) blizu li¢inke u perimiziju (Pm) (1% toluidinsko modrilo).
Duljina oznake = 20 pm.

4.1.3 Diferencijalno izraZeni geni

L3 lic¢inke vrste A. pegreffii migrirale su nesinkronizirano i nisu pokazale preferenciju za
mjesto prodiranja unutar pregledanih tkiva. Sukladno tomu, opaZena je nesto veca varijabilnost
izmedu uzoraka unutar eksperimentalnih skupina koriStenjem PCA analize (slika 4.3). Ipak,
statistiCka analiza otkrila je zajednicke uzorke regulacije gena povezanih s A. pegreffii infekcijom
u zelu¢anim i misiénim tkivima. Ukupno je bilo 1372 (855 povisenog izrazaja i 517 sniZzenog
izrazaja) diferencijalno izrazenih (DE, prema engl. differentially expressed) gena (FDR < 0,05) u
tkivima zeluca zahvaéenima prodorom li¢inke A. pegreffii i 1633 (1230 povisenog izrazaja i 403
snizenog izrazaja) DE gena u misi¢nim tkivima Stakora zahva¢enima prodorom li¢inke A. pegreffii
(slika 4.4), u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama. Potpuni popis gena javno je dostupan medu
dodatnim  materijalima objavljenog znanstvenog c¢lanka na sljedecoj  poveznici:

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.02055/full#supplementary-material.

Samo dio DE gena povisenog izrazaja prosao je TREAT test i pokazao snazne i zna¢ajne promjene
u odnosu na kontrolu (LogFC >> 1): 41 gen u zelu¢anim (tablica 4.2) i 111 gena u mi$i¢énim
tkivima (tablica 4.3).
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Slika 4.3 Vizualizacija prvih dviju komponenti proizaslih iz analize glavnih komponenti (prema
engl. principal component analysis, PCA) izvrSenih na logCPM (prema engl. log2 counts per
million) normaliziranim vrijednostima izrazaja gena u tkivima domacina (zeludac i misic) koja
su bila zahvacena prodorom li¢inki (Anisakis), susjednih zdravih tkiva eksperimentalno
zarazenih Sprague-Dawley Stakora (Kontrola) i istih tkiva neinficiranih Stakora (Vanjska

kontrola).
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Slika 4.4 Vizualizacija odnosa izmedu logaritma omjera izrazaja gena u tkivima Stakora zahvacenima prodorom A. pegreffii licinke
u odnosu na kontrolna tkiva i prosjeéne jafine izrazaja gena preko svih eksperimentalnih skupina. Statisticki zna¢ajno (FDR < 0,05)
diferencijalno izrazeni geni su prikazani u crvenoj boji, dok su diferencijalno izrazeni geni koji su prosli TREAT test (| logFC | >> 1)
oznaceni simbolima gena. Puni nazivi gena prema engleskom jeziku su navedeni u tablici 4.2 i tablici 4.3.
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Tablica 4.2 Popis diferencijalno izrazenih gena (FDR < 0,05) u Zelucima Stakora inficiranih s oblicem A. pegreffii, nakon TREAT testa,
sloZeni prema rastu¢im FDR vrijednostima. Navedeni su opisi (prema engleskom nazivu) i simboli gena, log2 omjera izrazaja gena
(logFC), p vrijednosti i FDR. Vece vrijednosti omjera izrazaja istaknute su tamnijim nijansama plave boje.

Opis gena Simbol gena logFkC  p vrijednost FDR
1 regenerating family member 3 gamma Reg3g 1,24E-178 1,53E-174
2 regenerating islet-derived 3 alpha Reg3a 1,05E-39 6,49E-36
3 S100 calcium binding protein A8 S100a8 4,678 5,52E-30 2,26E-26
4 C-C motif chemokine ligand 2 Ccl2 3,347 1,32E-29 4,07E-26
5 regenerating family member 3 beta Reg3b - 1,28E-21 3,16E-18
6 matrix metallopeptidase 13 Mmp13 3,874 2,24E-19 4 59E-16
7 S100 calcium binding protein A9 S100a9 3,532 9,49E-19 1,67E-15
8 C-X-C motif chemokine ligand 1 Cxcll 3,463 1,28E-17 1,97E-14
9 matrix metallopeptidase 3 Mmp3 4,431 1,05E-16 1,43E-13
10  C-X-C motif chemokine ligand 6 Cxcl6 3,802 1,00E-15 1,23E-12
11  regenerating family member 1 alpha Regla 3,041 8,71E-14 9,34E-11
12 C-C motif chemokine ligand 7 Ccl7 2,566 9,10E-14 9,34E-11
13  5'-aminolevulinate synthase 2 Alas2 3,56 2,59E-13 2,45E-10
14 glycosylation dependent cell adhesion molecule 1 Glycaml 2,283 2,24E-11 1,97E-08
15 chitinase 3 like 1 Chisl1 2,31 2,42E-11 1,99E-08
16  pentraxin 3 Ptx3 3,645 1,96E-10 1,51E-07
17 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 Cxcl3 3,738 4,05E-10 2,94E-07
18 hemoglobin subunit beta Hbb 3,369 2,66E-09 1,82E-06
19  C-X-C motif chemokine ligand 2 Cxcl2 3,921 2,81E-09 1,82E-06
20  hemoglobin, alpha 2 Hba2 3,291 3,36E-09 2,07E-06
21  hemoglobin, alpha 1 Hbal 3,381 1,51E-08 8,82E-06
22 FOS like 1, AP-1 transcription factor subunit Fosl1 3,471 6,46E-08 3,61E-05
23 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 Timpl 1,915 1,06E-07 5,69E-05
24 dual oxidase maturation factor 2 Duoxa?2 2,01 3,14E-07 0,000161218
25 lipocalin 2 Lcn2 1,943 5,49E-07 0,000270176
26  STEAP family member 1 Steapl 2,82 1,18E-06 0,000557445
27  heme oxygenase 1 Hmox1 2,099 1,52E-06 0,00069466
28  phospholipase A2 group IVC Pla2g4c 4,402 2,01E-06 0,00088506
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

beta globin minor gene

hemoglobin alpha, adult chain 1
arachidonate 15-lipoxygenase

protease, serine, 22

metallothionein 2A

interleukin 11

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3N
TNF alpha induced protein 6

epiregulin

matrix metallopeptidase 10

C-C motif chemokine ligand 3
complement factor |

C-type lectin domain family 4, member D

LOC100134871
Hba-al
Alox15
Prss22
Mt2A

111
Serpina3n
Tnfaip6
Ereg
Mmp10
Ccl3

Cfi
Clec4d

3,229
3,338
2,06

2,439
2,154
2,155
2,476
2,242
2,133
2,485
2,279
2,106
2,273

2,31E-06
7,43E-06
7,84E-06
4,02E-05
4,52E-05
6,60E-05
7,36E-05
0,000105925
0,000109574
0,000118703
0,000148223
0,000154753
0,000158448

0,000978512
0,003047367
0,003114085
0,015450787
0,016867502
0,023880457
0,025869244
0,036220297
0,036455565
0,038453685
0,046785114
0,047572957
0,047572957
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Tablica 4.3 Popis diferencijalno izrazenih gena (FDR < 0,05) u miSi¢ima Stakora inficiranih oblicem A. pegreffii, nakon TREAT testa,
sloZeni prema rastu¢im FDR vrijednostima. Navedeni su opisi (prema engleskom nazivu) i simboli gena, log2 omjera izrazaja gena
(logFC), p vrijednosti i FDR. Vece vrijednosti omjera izrazaja istaknute su tamnijim nijansama plave boje.

Opis gena Simbol gena logFC pvrijednost FDR

1 C-X-C motif chemokine ligand 1 Cxcll 3,069 2,18E-20 2,53E-16

2 S100 calcium binding protein A8 $100a8 14619 2,41E-18 1,40E-14

3 C-C motif chemokine ligand 2 Ccl2 3,799 1,02E-12 2,82E-09

4 S100 calcium binding protein A9 S100a9 4405  1,16E-12 2,82E-09

5 NLR family, pyrin domain containing 12 NIrp12 E5550 1,21E-12 2,82E-09

6 interferon regulatory factor 6 Irf6 3,072 5,43E-10 1,05E-06

7 angiopoietin 4 Angpt4 3,042 7,48E-10 1,24E-06

8 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1B-like Ifitlbl 3,059 9,24E-10 1,34E-06

9 STEAP family member 1 Steapl 3,041 1,94E-09 2,51E-06

10  stefin A2 Stfa2 4,265 2,18E-09 2,53E-06

11  triggering receptor expressed on myeloid cells 3 Trem3 3,741 | 5,09E-09 5,38E-06

12 interleukin 1 receptor antagonist 11 4,221 | 8,97E-09 8,70E-06

13  insulin-like growth factor binding protein 4 Igfbp4 2,083 1,06E-08 9,45E-06

14 nipshap homolog 3B Nipshap3b 2,552 1,77E-08 1,47E-05

15 CD8a molecule Cd8a 3,497 2,47E-08 1,92E-05

16  glucagon receptor Gegr P55 4,07E-08 2,96E-05

17 C-X-C motif chemokine receptor 2 Cxcr2 3,052 1,09E-07 7,45E-05

18 insulin-like growth factor 1 Igfl 2,073 1,18E-07 7,62E-05

19  myeloperoxidase Mpo 3,136 2,53E-07 0,00015474
20  selectin L Sell 2,779  4,05E-07 0,000235412
21  C-C motif chemokine ligand 20 Ccl20 3,896 4,28E-07 0,000237022
22 solute carrier family 41 member 2 Slc4la2 2,243  4,91E-07 0,000259573
23 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3N Serpina3n 3,788 5,41E-07 0,000273616
24 C-type lectin domain containing 5A Clecba 3,27 5,72E-07 0,000277163
25  C-C motif chemokine ligand 3 Ccl3 3,495 6,29E-07 0,000292993
26  colony stimulating factor 3 receptor Csf3r 3,305 6,61E-07 0,00029573
27  prostaglandin E receptor 3 Ptger3 2,755 9,67E-07 0,000406771
28  mast cell-expressed membrane protein 1 Mcempl 3,957 9,79E-07 0,000406771
29  ATP binding cassette subfamily G member 5 Abcg5 14,613 | 1,16E-06 0,000467424
30  cell death-inducing DFFA-like effector ¢ Cidec 2,799 1,34E-06 0,000515101
31  GTP cyclohydrolase 1 Gcehl 2,377 1,37E-06 0,000515101
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

G protein-coupled receptor, class C, group 5, member D
crystallin beta-gamma domain containing 2
ATPase copper transporting beta

SLP adaptor and CSK interacting membrane protein
galectin 12

G0/G1switch 2

versican

C-X-C motif chemokine ligand 2

neuregulin 4

syndecan 1

glutaredoxin

aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2
paired Ig-like receptor B

niacin receptor 1

complement C6

fibronectin 1

tubulin, beta 3 class I11

cell migration-inducing hyaluronan binding protein
coagulation factor V

FGR proto-oncogene, Src family tyrosine kinase
C-C motif chemokine ligand 7

hyaluronan synthase 1

aconitate decarboxylase 1

CCAAT/enhancer binding protein alpha
UDP-glucose 6-dehydrogenase

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 4

activated leukocyte cell adhesion molecule
S100 calcium-binding protein A4

bone marrow stromal cell antigen 1

solute carrier family 7 member 5

similar to Al661453 protein

microsomal glutathione S-transferase 1

leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily C, member 2

secreted phosphoprotein 1
TNF alpha induced protein 6
pentraxin 3

Gprcsd
Crybg2
Atp7b
Scimp
Lgals12
GO0s2
Vcan
Cxcl2
Nrg4
Sdcl
Glrx
Aldh112
Pirb
Niacrl
C6

Fnl
Tubb3
Cemip
F5

For
Ccl7
Has1
Acodl
Cebpa
Ugdh
Adamts4
Alcam
S100a4
Bstl
Slc7a5
RGD1561662
Mgstl
Lilrc2
Sppl
Tnfaip6
Ptx3

2,649
4,356
4,232
3,708
3,078
2,44
3,298
3,761
4,09
2,506
1,995
2,976
2,979
3,416
2,17
2,199
2,455
2,455
3,083
2,726
3,503
2,23
4,114
2,381
1,872
2,583
1,987
2,253
2,2
2,272
2,701
3,226
2,855
2,173
2,954
3,691

1,75E-06
1,77E-06
2,07E-06
2,29E-06
2,51E-06
3,30E-06
3,37E-06
4,35E-06
4,62E-06
4,75E-06
4,85E-06
5,03E-06
5,06E-06
5,55E-06
5,95E-06
7,33E-06
7,50E-06
8,16E-06
9,75E-06
1,02E-05
1,25E-05
1,36E-05
1,50E-05
1,58E-05
1,63E-05
1,79E-05
2,30E-05
2,67E-05
2,73E-05
2,75E-05
3,25E-05
3,33E-05
3,68E-05
4,20E-05
4,35E-05
4,50E-05

0,000623899
0,000623899
0,000708271
0,00076037

0,000812243
0,001030448
0,001030448
0,001297336
0,001337521
0,001337521
0,001337521
0,001337521
0,001337521
0,001434919
0,001503894
0,001814979
0,001819213
0,001937298
0,00227009

0,002327038
0,002797185
0,002982018
0,003221686
0,003348953
0,003382712
0,003658945
0,004608345
0,005243165
0,005243165
0,005243165
0,006092824
0,006144272
0,006684128
0,007527339
0,007663159
0,007815724
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68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

resistin

7-dehydrocholesterol reductase

phytanoyl-CoA dioxygenase domain containing 1
interleukin 1 receptor-like 1

CD44 molecule (Indian blood group)
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 9
solute carrier family 6 member 12

nicotinamide N-methyltransferase

matrix metallopeptidase 3

prema engl. heme oxygenase 1

CD244 molecule

toll-like receptor 2

schlafen 4

ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3
matrix metallopeptidase 19

pleckstrin and Sec7 domain containing 4
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104  C-type lectin domain containing 7A Clec7a 2,666 0,000389087 0,04320085

105 acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 Acsl5 1,793 0,000389832 0,04320085

106 keratin 79 Krt79 3,463 0,000398417 0,043735676
107 ficolin B Fcnb 3,723 0,000408671 0,044442021
108 potassium calcium-activated channel subfamily N member 4 Kcnn4 2,74 0,000413364 0,044536169
109 C-type lectin domain family 4, member D Clec4d 2,965 0,000420054 0,044841749
110 integrin subunit alpha X Itgax 2,481 0,000423964 0,044847678
111 LDL receptor related protein 3 Lrp3 2,869 0,000461637 0,048392879
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Medu genima s najveé¢im log omjerom izraZaja, 16 je bilo zajednickih Zelu¢anim i mi§i¢nim
tkivima zahvacenima prodorom li¢inke A. pegreffii (slika 4.5). Profili genskog izrazaja
neinficiranih uzoraka (vanjske kontrole) za oba seta podataka bili su u skladu s kontrolnim
uzorcima (slika 4.5). Medu genima koji su bili zajednicki zelu¢anim i miSi¢nim tkivima su S100
proteini, odnosno S100a8 (4,68 logFC u Zelucu i 4,62 u misi¢u) i S100a9 (3,53 logFC u Zelucu i
4,41 u misic¢u). S100A8 je protein koji veze kalcij 1 cink 1 ima vaznu ulogu u regulaciji upalnih
procesa i imunosnog odgovora te je takoder bitan za kemotaksiju i adheziju neutrofila. Kompleks
S100A8/A9 poznat je kao kalprotektin (prema engl. calprotectin), koji ima mno§tvo unutar i
izvanstani¢nih funkcija. Luéi se za vrijeme upalnog procesa, jedan je od glavnih topljivih proteina
koji se nalaze u citosolu neutrofila, a zbog sposobnosti kelacije metalnih iona ima antimikrobna
svojstva. Proupalno S100A8/A9 djeluje poticanjem produkcije citokina i kemokina, $to je u ovom
istrazivanju podrzano nizom diferencijalno izrazenih kemokina potporodice Cc (Ccl2, Ccl3i Ccl7)
i Cxc (Cxcll, Cxcl2 i Cxcl6) u tkivima zahvacenima prodorom li¢inke A. pegreffii. Jos jedan visoko
izraZzeni gen u tkivima Zeluca i miSica bila je matriks metalopeptidaza 3 (prema engl. matrix
metallopeptidase 3) (Mmp3, 4,43 logFC u Zelucu i 2,89 u mis$i¢u), ukljucena u degradaciju
fibronektina, laminina, kolagena i proteoglikana hrskavice te aktivaciju prokolagenaze.
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Slika 4.5 Dvodimenzionalno hijerarhijsko grupiranje gena i prikaz normaliziranih vrijednosti
diferencijalno izrazenih gena (IlogCPM) zajedni¢kih (N = 16) Zelu¢anim i miSi¢nim tkivima.

.....

tkiva eksperimentalno inficiranih Sprague-Dawley Stakora (Kontrola) i ista tkiva neinficiranih
Stakora (Vanjska kontrola). Geni su grupirani prema profilima uo¢enima u zelucu, a raspon boja
od plave do crvene predstavlja razine poviSenog izrazaja gena. Puni nazivi gena prema
engleskom jeziku navedeni su u tablici 4.2 i tablici 4.3.

4.1.4 Funkcionalna interpretacija promjena u transkriptomima Stakora izazvanih Anisakis

pegreffii infekcijom

Od 259 znacajno obogacenih termina genske ontologije (FDR < 0,05) povezanih s 41
diferencijalno izrazenim genom u Zelu¢anim tkivima Stakora zahvacenih prodorom licinke obli¢a
A. pegreffii, pet najvise rangiranih koji su povezani s bioloskim procesima bili su: odgovor na
stres, obrambeni odgovor, upalni odgovor, odgovor na citokine te kemotaksija neutrofila (slika
4.6 i dodatna tablica 10.1). Prisutnost gena povezanih sa sintezom hemoglobina (hemoglobin alfa
1 (Hbal), 2 (Hba2), hemoglobin podjedinica beta-1 (Hbb) i 5'-aminolevulinat sintaza 2 (Alas2))
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izravno je povezana s odgovorom na stres. Nekoliko gena koji su ¢lanovi regenerativne obitelji
(Reg3a, Reg3g, Reg3b i Regla), s izrazito izrazenom povisenom regulacijom u tkivima zeluca
(slika 4.6 i tablica 4.2), povezani su s pojmovima vezanim uz upalu, imunosnim i obrambenim
odgovorom. Ostali termini genske ontologije, medu pet najzastupljenijih, imali su mnogo
zajednickih gena. Pored S100a8/S100a9 i Cc/Cxc kemokina, zanimljivi transkripti obuhvacali su
lipokalin 2 (Lcn2), gen koji je uklju¢en u viSe procesa kao $to su apoptoza i urodena imunost, i
gen Chi3l1 (prema engl. chitinase 3-like 1), koji ima ulogu u Th2 upalnom odgovoru i upali
induciranoj citokinom IL13.

Pet najviSe rangiranih obogacenih termina genske ontologije povezanih s diferencijalno
izrazenim genima u miSi¢nim tkivima Stakora, zahvacenih prodorom li¢inke obli¢a A. pegreffii, od
ukupno 494 znacajnih (FDR < 0,05), bili su jako sli¢ni onima iz tkiva zeluca: obrambeni odgovor,
upalni odgovor, odgovor na vanjski podrazaj, migracija granulocita i migracija neutrofila (slika
4.7 i dodatna tablica 10.2). Odgovor na stres takoder je pronaden medu znacajno obogacenim
GO terminima za miSi¢na tkiva, iako je rangiran 21. prema vrijednosti FDR (dodatna tablica
10.2). Najveci skup DE gena pronaden je u odgovoru na vanjski podrazaj, nakon ¢ega slijedi
obrambeni odgovor (slika 4.7). Neki od gena povezani su samo s odgovorom na vanjski podrazaj,
kao S§to je gen Alcam (prema engl. activated leukocyte cell adhesion molecule), koji potice
aktivaciju limfocita T i njihovu proliferaciju putem interakcija s Cd6. Medutim, vecina gena
dijelila je prvih pet obogacenih termina genske ontologije. Pored sveprisutnih Cc i Cxc kemokina
i S100a8/S100a9, vrijedi spomenuti dva citokina koji snazno poti¢u upalu; interleukin 1B (//1p) i

116; potonji je poznat kao zacetnik akutne faze imunosnog odgovora.
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Slika 4.6 GOChord graf s prvih deset znac¢ajno obogacenih termina genske ontologije, prema
FDR vrijednosti, koji opisuju bioloSke procese za tkiva Stakorskih Zeludaca zahvacenih
prodorom A. pegreffii lic¢inke. Geni su povezani s njihovim dodijeljenim terminima preko
obojenih vrpci, a poredani su prema log omjeru izrazaja (logFC), koji je prikazan silaznim
intenzitetom crvenih kvadrata koji se nalaze pored odabranih gena. Puni nazivi gena prema
engleskom jeziku navedeni su u tablici 4.2.
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Slika 4.7 GOChord graf s prvih Sest znacajno obogacenih termina genske ontologije, prema
FDR vrijednosti, koji opisuju bioloske procese za tkiva Stakorskih miSi¢a zahvac¢enih prodorom
A. pegreffii li¢inke. Geni su povezani s njihovim dodijeljenim terminima preko obojenih vrpci,
a poredani su prema log omjeru izrazaja (logFC), koji je prikazan silaznim intenzitetom crvenih
kvadrata koji se nalaze pored odabranih gena. Puni nazivi gena prema engleskom jeziku

navedeni su u tablici 4.3.
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Potpuni rezultati analize KEGG signalnih puteva prikazani su u dodatnoj tablici 10.3 i
dodatnoj tablici 10.4, ukljuc¢ujuéi metabolicke i signalne puteve te puteve povezane s bolestima,
za transkriptome zelucanih i misi¢nih tkiva zahvacéenih prodorom li¢inke obli¢a A. pegreffii. Na
slici 4.8 prikazani su metabolicki i signalni putevi s povisenom ili snizenom regulacijom koji su
zadovoljili stroze kriterije statistiCke znacajnosti (q vrijednost < 0,01). Pet najznacajnijih KEGG
metaboli¢kih 1 signalnih puteva koji su regulirani u transkriptomima tkiva zeluca Stakora
ukljuc¢uju: 03010 Ribosom, 04610 Komplement i koagulacijske kaskade, 04060 Interakciju
citokina i citokinskih receptora, 04657 1L17 signalni put i 04640 Hematopoetsku liniju stanica
(slika 4.8 i dodatna tablica 10.3). Osim 03010 Ribosoma (slika 4.9), ostali metabolicki i signalni
putevi koji su na popisu u prvih pet su takoder nadeni u transkriptomima misi¢nih tkiva, iako se
nisu svi rangirali u prvih pet rezultata (dodatna tablica 10.4). Uz 04060 Interakciju citokina i
citokinskih receptora i 04640 Hematopoetsku stani¢nu liniju, prvih pet KEGG puteva s povisenom
regulacijom za misi¢na tkiva $takora ukljucivali su 04062 Kemokinski signalni put, 04514 CAMs
(prema engl. Cell adhesion molecules) i 04145 Fagosom (slika 4.8 i dodatna tablica 10.4). Jedini
signalni put sniZzene regulacije u misi¢nim tkivima stakora bio je 00190 Oksidativna fosforilacija.
Prema funkcionalnim KEGG kategorijama, najveci broj diferencijalno izrazenih puteva pripada
imunosnom sustavu, prac¢en prenoSenjem signala i signalnim molekulama i interakcijama (slika
4.8). 04657 1L17 signalni put (slika 4.8, slika 4.10 i slika 4.11) imao je najveci broj DE gena (N
=12 za oba seta podataka pojedina¢no) u transkriptomima zelu€anih i misi¢nih tkiva, a nakon toga

slijedi 04060 Interakcija citokina i citokinskih receptora (N = 10) za misi¢na tkiva.
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Slika 4.8 Znacajno regulirani KEGG metabolicki 1 signalni putevi u tkivima Zeluca (A) 1 miSi¢a (B) Stakora kroz koje je prodirala
licinka obli¢a A. pegreffii. Veli€ina seta prikazana je u odnosu na logl0 ¢ vrijednost i veli¢ina kruga odgovara broju DE gena po
svakom signalnom putu.
04060 Interakcija citokina i citokinskih receptora, 04062 Kemokinski signalni put, 04514 CAMs (prema engl. Cell adhesion molecules), 04145
Fagosom, 04640 Hematopoetska stani¢na linija, 04610 Komplement i koagulacijske kaskade, 04657 IL17 signalni put, 04380 Diferencijacija
osteoklasta, 04668 TNF signalni put, 04670 Migracija leukocita izmedu endotela, 04015 Rap1 signalni put, 04621 NLR (prema engl. Nod-like
receptor) signalni put, 04080 Interakcija neuroaktivnog liganda i receptora, 04064 NF-kB signalni put, 04151 PI3K-Akt signalni put, 04620 TLR
(prema engl. Toll-like receptor) signalni put, 04666 Fc gamma R-posredovana fagocitoza, 04612 Procesiranje i prezentacija antigena, 04630 Jak-
STAT signalni put, 00190 Oksidativna fosforilacija, 03010 Ribosom, 03030 Replikacija DNA, 04110 Stani¢ni ciklus.
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Vizualizacija podataka koristenjem KEGG baze u Pathview paketu

Slika 4.9 Vizualizacija znacajno izraZzenih gena (FDR < 0,05) u transkriptomima tkiva Zeluca Stakora inficiranih li¢inkom 4. pegreffii

u KEGG putu specificnom za Ribosom, iscrtanih s pomoc¢u paketa Pathview za R/Bioconductor.
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Slika 4.10 Vizualizacija zna¢ajno izrazenih gena (FDR < 0,05) u transkriptomima tkiva Zeluca Stakora inficiranih li¢inkom A. pegreffii
u KEGG IL17 signalnom putu, iscrtanih s pomoc¢u paketa Pathview za R/Bioconductor.
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Vizualizacija podataka koristenjem KEGG baze u Pathview paketu

Slika 4.11 Vizualizacija znacajno izraZzenih gena (FDR < 0,05) u transkriptomima tkiva miSica Stakora inficiranih li¢inkom A. pegreffii
u KEGG IL17 signalnom putu, iscrtanih s pomoc¢u paketa Pathview za R/Bioconductor.
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4.2 Rezultati istraZivanja infekcije parateni¢nog domacina (Sardina pilchardus)

4.2.1 Epidemioloski rezultati

Ukupna prevalencija obli¢a A. pegreffii u srdelama uzorkovanima od 2013. do 2015. godine
u Sredozemnom i Jadranskome moru iznosila je 12,2% (95% CI 10,7 — 13,9, raspon 0 — 44,9%),
a prosjecni intenzitet infekcije 1,8 (bootstrap 95% CI 1.6 — 2.0) (tablica 4.4). Nadalje, ukupna
prevalencija u fileima bila je 1,5% (95% CI 1,0 — 2,3). Daleko najvisa zabiljezena prevalencija
bila je u srdelama koje su ulovljene u podrucju oko zapadne Sardinije (WS), a iznosila je 44,9%
(95% CI 39,7 — 50,2). Kako je veli¢ina domacina vazan prediktor abundancije nametnika, vazno
je istaknuti da su srdele iz postaje WS takoder bile najveée u ovom istrazivanju (prosje¢na ukupna
duljina (TL) 173,2 mm = 11,6 mm SD), prosje¢no > 2 cm vece od ostalih uzoraka. Najmanje srdele
uhvacene su na postaji u sjevernom Tirenskome moru (NT) (prosje¢na TL 129,7 mm + 6,0 mm
od one zabiljeZene na postaji WS bila je na postaji u blizini juzne Sicilije (SS) (1,5%, 95% CI 0,4
—4,4)). Izmedu sve tri postaje uzorkovanja na podrucju zapadnog Sredozemnog mora (WS, NT i
SS) utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,001) u prevalenciji, a posljedi¢no i prosje¢noj
abundanciji nametnika A. pegreffii. U Jadranskome moru, gdje je dvogodi$nje uzorkovanje
omogucilo testiranje vremenskih razlika izmedu srednje 1 sjeverne podregije (MA i1 NA), zapaZeno
je znacajno smanjenje prevalencije od 2013. do 2014. godine u sjevernome Jadranu (sa 6,0 na
1,0%) (tablica 4.4 i tablica 4.5). Za razliku od prevalencije, prosjecni intenzitet infekcije nije
pokazao promjene u trendovima u obje podregije Jadranskog mora. Medutim, kad se usporedi
ukupna prevalencija u fileima izmedu Jadranskog i zapadnog Sredozemnog mora, znac¢ajno nize

vrijednosti zabiljezene su u uzorcima srdela iz Jadranskog mora (p < 0,01).
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Tablica 4.4 Srednja ukupna duljina domacina (TL) sa standardnom devijacijom (SD), ukupna prosje¢na prevalencija (%) sa Sternovim
to¢nim (ili prilagodenim Waldovim za N > 1000) 95% intervalom pouzdanosti (Cl), prosje¢nim intenzitetom (I), prosjecnom
abundancijom (A) s bootstrap 95% CI, omjerom varijance i srednjaka (v/m), indeksom nepodudarnosti (D) i eksponentom negativne
binomnijalne raspodjele (k) nametnika Anisakis pegreffii za svaku postaju uzorkovanja, odnosno podregiju Jadranskog mora i ukupni
uzorak srdele Sardina pilchardus iz Sredozemnog mora, u razdoblju od 2013. do 2015. godine.

Varijabla Prosjecna TL Prevalencija Prosjecni | (95%  Prosjeéna A (95%  v/im D k
+ SD (mm) (%) (95% CI) Cl) Cl)

MA 2013 (N = 234) 133,66 + 6,97 1,7 (0,6 —4,4) 2,3(1,0-2,8) 0,04 (0,01 -0,09) 2,53 0,982 /
MA 2014 (N = 453) 134,62 + 6,05 3,5(2,2-57) 23(1,4-41) 0,08 (0,04 —0,16) 504 0,978 0,025
MA ukupno (N = 687) 134,29 + 6,39 29(1,9-45) 2,3(1,6-3,8) 0,07 (0,04-0,12) 454 0,982 0,021

NA 2013 (N = 117) 150,61 + 6,67 6,0 (2,9-11,9) 1,1(1,0-1,3) 0,07 (0,03-0,12) 1,19 0,939 /

NA 2014 (N = 104) 138,85 + 6,47 1,0(0,1-5,1) 1,0 0,01 (0,00 — 0,03) 1,00 0,981 /

NA ukupno (N =221) 145,05 + 8,82 3,6 (1,7-7,0) 1,1(1,0-1,4) 0,04 (0,01 -0,07) 1,19 0,963 /
Ukupni Jadranski uzorak 136,91 + 8,43 31(2,1-44) 1,9(1,4-3,1) 0,06 (0,04 - 0,10) 3,98 0,980 0,027

(N =908)
Ukupni Jadranski uzorak filea ~ 136,91 + 8,43 0,8(0,4-1,6) 1,1(1,0-1,4) 0,01 (0,00 —0,02) 1,24 0,992 /
(N =908)

NT 2015 (N = 100) 129,70 £ 5,98 0 / / / / /

SS 2015 (N = 200) 140,30 + 8,40 1,5(0,4-4,4) 1,7(1,0-2,3) 0,03 (0,00 — 0,08) 2,19 0,984 /
WS 2015 (N = 356) 173,17 £11,62 44,9 (39,7 - 50,2) 1,7(1,6-1,9) 0,78 (0,67 — 0,90) 161 0,679 1,197
Ukupni Sredozemni uzorak (N 156,52 + 21,00 24,8 (21,6 — 28,3) 1,7(1,6-19) 0,43 (0,37 -0,51) 196 0,822 0,380

= 656)
Ukupni Sredozemni uzorak 156,52 + 21,00 2,6(1,6-41) 1,1(1,0-1,3) 0,03 (0,02 — 0,04) 1,18 0,975 /
filea (N = 656)
Ukupni uzorak srdela 145,16 £ 17,90 12,2 (10,7 — 13,9) 1,8 (1,6 —2,0) 0,22 (0,19 - 0,25) 244 0915 0,140
(N = 1564)
Ukupni uzorak filea srdela 145,16 £ 17,90 1,5(1,0-2,3) 1,1(1,0-1,3) 0,02 (0,01 -0,02) 1,21 0,986 /
(N = 1564)

Uzorak iz Jadrana: MA — srednji Jadran, NA — sjeverni Jadran, Uzorak iz zapadnog Sredozemnog mora: NT — sjeverno Tirensko more,
SS — juzna Sicilija, WS — zapadna Sardinija. Eksponent negativne binomijalne raspodjele (K) nije pokazao statisti¢ki znacajnu razliku
izmedu zabiljezenih i o¢ekivanih frekvencija, p < 0,05.
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Tablica 4.5 Usporedba prevalencije, prosjecnog intenziteta i prosje¢ne abundancije (Varijabla I1)
obli¢a Anisakis pegreffii u srdeli Sardina pilchardus izmedu godina na istoj postaji uzorkovanja,
izmedu postaja uzorkovanja te izmedu ukupnog jadranskog uzorka i uzorka iz zapadnog

Sredozemnog mora i pripadajuéih filea (Varijabla I).

Varijabla |

Varijabla 11

Test

p vrijednost

MA 2013. u odnosu na MA
2014.

NA 2013. u odnosu na NA
2014.

MA ukupno u odnosu ha
NA ukupno

NT 2015. u odnosu na SS
2015.

NT 2015. u odnosu na WS
2015.

SS 2015. u odnosu na WS
2015.

Ukupni jadranski uzorak u
odnosu na ukupni
sredozemni uzorak

Ukupni jadranski uzorak
filea u odnosu na ukupni
sredozemni uzorak filea

prevalencija

prosjecni intenzitet
prosjec¢na abundancija
prevalencija

prosjeéni intenzitet
prosjecna abundancija
prevalencija

prosjecni intenzitet
prosjec¢na abundancija
prevalencija

prosjecni intenzitet
prosjecna abundancija
prevalencija

prosjecni intenzitet
prosjecna abundancija
prevalencija

prosjecni intenzitet
prosjecna abundancija
prevalencija

prosjecni intenzitet
prosjecna abundancija
prevalencija

prosjecni intenzitet
prosjec¢na abundancija

Fisherov egzaktni test
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Exact unconditional test
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Fisherov egzaktni test
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Exact unconditional test
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Exact unconditional test
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Fisherov egzaktni test
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Fisherov egzaktni test
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Bootstrap t-test na 2 uzorka
Fisherov egzaktni test
Bootstrap t-test na 2 uzorka

Bootstrap t-test na 2 uzorka

0,23

1,00

0,28
0,05*
1,00

0,07

0,65

0,15

0,33

0,40

1,00

0,25

< 0,001**
1,00
<0,001**
<0,001**
0,72
<0,001**
< 0,001**
0,66
<0,001**
0,006*
0,87
0,01*

*statistiCki znacajna razlika na p < 0,05, ** statisticki znacajna razlika na p < 0,001.

4.2.2 Pojavnost nametnika u fileima u odnosu na visceralne organe

Detaljnija analiza varijacije A. pegreffii infekcije s obzirom na lokaciju unutar ribljeg

domacina provedena je kako bi se utvrdilo razlikuju li se visceralni organi (jetra, gonade, crijeva)

jedni od drugih. Nadalje, detaljnija analiza posluzila je za usporedbu visceralnih organa s

dijelovima filea, odnosno usporedbom dijelova filea medusobno. Jedno od pitanja na koji ovakva

analiza pruza odgovor jest moze li se ocekivati ve¢a infekcija u dijelovima filea koji su blizi
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visceralnim organima. Rezultati ove analize, uzimajuci u obzir i prostorno-vremenski ucinak i
duljinu srdela kao kovarijablu, prikazani su u tablici 4.6 za oba istrazivana geografska podrucja.
Cak i kad se izuzme varijabilnost u abundanciji obliéa A. pegreffii koja je nastala zbog razlika u
duljini srdela, ovom analizom dokazano je da lokacija parazitiranja unutar srdela ima znacajan
u¢inak. Naknadnom analizom parova utvrdeno je da su razlike uvijek 1 samo izmedu
zeluca/pilori¢nih nastavakal/crijeva i svih ostalih dijelova - jetre, gonada i svih dijelova filea. U
Jadranu su utvrdene razlike bile postojane tijekom godina i znacajne na razini p < 0,05. Na
podru¢ju zapadnog Sredozemlja, postaje uzorkovanja razli¢ito su utjecale na odredivanje
znacajnosti varijabilnosti infekcije nametnika prema lokaciji unutar ribe. Razlike izmedu lokacija
unutar ribe nisu utvrdene znacajnima za SS postaju uzorkovanja, jer je infekcija na ovoj postaji
bila opcenito vrlo niska. Naspram tome, na WS postaji potvrden je tipi¢an uzorak jako inficiranog
zeluca/piloriénih nastavaka/crijeva u odnosu na bilo koji drugi dio srdela s visokom razinom
znacajnosti (p < 0,001) za sve post-hoc usporedbe. Razlike izmedu dva filea ili njihovih AV, AD,
PV i PD anatomskih dijelova nisu pronadene ni u jednoj kombinaciji prostorne i vremenske analize
za istrazivana geografska podru¢ja. Za potvrdu ovih nalaza provedene su dodatne analize na
ventralnim (AV i PV) i dorzalnim (AD i PD) dijelovima filea, koji su analizirani odvojeno od
visceralni organa, te su analize ponovljene na lijevom i desnom fileu. Rezultati tih analiza dostupni
su u dodatnim materijalima (dodatna tablica 10.5 i dodatna tablica 10.6), jer je potvrdeno

nepostojanje razlike.

Tablica 4.6 Sazeti rezultati trofaktorijalne (Jadransko more) i dvofaktorijalne (zapadno
Sredozemno more) ANCOVA analize varijabilnosti infekcije oblicem Anisakis pegreffii prema
lokaciji unutar domacéina (Sardina pilchardus), uzimajuéi u obzir prostorno-vremenski ucinak i
duljinu tijela domacina kao kovarijablu.

\zvor varijacije Jadransko more zapadno Sredozemno more
df MS F df MS F
Duljina tijela ribe 1 1,41 73,07 1 1,69 23,84*
Lokacija unutar ribe 9 0,10 5,16* 9 3,16 44 61*
Godina 1 0,12 6,15 / / /
Postaja uzorkovanja 1 0,58 30,09 2 0,28 3,95
Lokacija x godina 9 0,01 0,07 / / /
Lokacija x postaja uzorkovanja 9 0,06 0,32 18 4,09 57,72*
Godina x postaja uzorkovanja 1 0,04 2,03 / / /
Lokacija x godina x postaja 9 0,03 1,29 / / /
uzorkovanja
Ostatak 9039 6529
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df — stupnjevi slobode, MS — prosjecna suma kvadrata, F — F vrijednost, *statisti¢ki znacajna
razlika na razini p < 0,01.

4.2.3 Infekcija oblicem Anisakis pegreffii u odnosu na infekciju obli¢em Hysterothylacium

sp.

Infekcija srdele oblicem Hysterothylacium sp. bila je gotovo dvostruko visa od infekcije
oblicem A. pegreffii (ukupna prevalencija 20,1%, 95% CI 18,2 — 22,2). Medutim, koinfekcija ovih
nametnika zabiljeZena je u 13 jedinki srdela, $to predstavlja samo 0,8% ukupnog uzorka. Parametri
koji opisuju infekciju Hysterothylacium sp. Prikazani su u dodatnom materijalu (dodatna tablica
10.7); tablica 4.7 sadrzava rezultate analize razlika u abundanciji dviju vrsta nametnika (A.
pegreffii i Hysterothylacium sp.), uzimajuéi u obzir prostorno-vremensku varijabilnost i duljinu
ribe kao kovarijablu. Ove dvije vrste nametnika pokazale su znaéajno razliCite trendove
abundancije u dvije jadranske podregije, sjevernom i srednjem dijelu Jadranskog mora, tijekom
dvogodisnjeg istraZivanja, §to se ocituje znacajnim interakcijama varijabli ,,vrsta nametnika x

godina x postaja uzorkovanja“.

Post-hoc analizom parova utvrdeno je da je abundancija Hysterothylacium sp. bila znatno
veca (p < 0,001) od abundancije nametnika A. pegreffii za sjeverni Jadran u 2013. godini i za
srednji Jadran u 2014. godini (tablica 4.4 i dodatna tablica 10.7). Naspram tome, obje vrste
nametnika pokazale su sli¢ne srednje vrijednosti u 2013. godini za srednji Jadran i 2014. za
sjeverni Jadran. Vremenski trend za obje vrste pokazao je porast u abundanciji za podruéje
srednjeg Jadrana, dok su se na sjeveru Jadrana prosje¢ne abundancije smanjile u razdoblju od
2013. do 2014. Medutim, za vrstu A. pegreffii, zabiljezeno godisnje povecanje ili smanjenje na
srednjem (MA) ili sjevernom Jadranu (NA) nije znac¢ajno. S druge strane, trend koji je prisutan za
Hysterothylacium sp., bio je mnogo izrazeniji i znacajan na razini p < 0,01. Sli¢no kao i na
jadranskom porucju, na zapadnom Sredozemlju takoder je zabiljezena znacajna interakcija ,,vrsta
nametnika x postaja uzorkovanja“. Post-hoc analizom parova utvrdila se znacajna razlika izmedu
abundancije dviju vrsta samo za WS postaju uzorkovanja (p < 0,01), gdje je vrsta A. pegreffii imala
izuzetno vecu abundanciju od Hysterothylacium sp. Na SS postaji uzorkovanja abundancija vrste

A. pegreffii bila je niska i nije se jako razlikovala od nezabiljezene prisutnosti Hysterothylacium
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sp., dok na NT postaji uzorkovanja nijedna od istrazivanih vrsta nametnika nije bila zabiljezena u

ukupnom uzorku.

Tablica 4.7 Sazeti rezultati trofaktorijalne (Jadransko more) i dvofaktorijalne (zapadno
Sredozemno more) ANCOVA analize razlika u abundanciji nametnika s obzirom na vrstu obli¢a
(Anisakis pegreffii i Hysterothylacium sp.), uzimajuéi u obzir prostorno-vremenski u¢inak i duljinu

tijela domacina kao kovarijablu.

Izvor varijacije

Jadransko more

zapadno Sredozemno more

df MS F df MS F
Duljina tijela ribe 1 166,14 118,15* 1 8,30 23,98*
Vrsta nametnika 1 85,35 60,69* 1 18,23 52,66*
Godina 1 28,95 20,59* / / /
Postaja uzorkovanja 1 80,56 57,28* 2 1,44 4,17
Vrsta nametnika x godina 1 2,25 1,60 / / /
Vrsta nametnika x postaja 1 1,92 1,36 2 23,78 68,68*
uzorkovanja
Godina x postaja uzorkovanja 1 29,94 21,29* / / /
Vrsta nametnika x godina x 1 87,49 62,22* / / /
postaja uzorkovanja
Ostatak 1807 1305

df — stupnjevi slobode, MS — prosjecna suma kvadrata, F — F vrijednost, *statisticki znacajna

razlika na razini p < 0,01.
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5. Rasprava

......

Anisakis pegreffii

U okviru ove doktorske disertacije prvi je put analiziran transkriptom tkiva Stakora
eksperimentalno zaraZenih infektivnim li¢inkama oblica Anisakis pegreffii. Sprague-Dawley
Stakori odabrani su kao model domacina u kojem je simuliran tijek i patogeneza slu¢ajne infekcije
ljudi. Metoda RNA sekvenciranja prethodno je uspjesno primijenjena u identifikaciji i
karakterizaciji potencijalnih novih Anisakis sp. alergena [54] i u otkrivanju patogenih mehanizama
vrsta A. simplex (s.s.) i A. pegreffii [146,147], odnosno njhovih hibrida [146], ali je imunosni
odgovor sluc¢ajnog domacina na razini transkriptoma prvi put opisan u ovom doktorskom radu.
Nadalje, molekularnom identifikacijom potvrdeno je da je u ovom istrazivanju uzro¢nik bolesti
bila vrsta A. pegreffii, §to je vazno uzeti u obzir, jer je ta vrsta najées$c¢i uzro¢nik anisakijaze u
Sredozemlju [58,59,80,81]. Prethodno istrazivanje, koje je provedeno in vivo i in vitro, na istom
zivotinjskom modelu koji je koristen u ovom doktorskom radu, potvrdilo je patogeni potencijal
puno duze nego li¢inke vrste Anisakis simplex (sensu stricto) (s.s.) [98]. Sukladno rezultatima ovog
doktorskog rada, autori su zakljucili da migratorno ponasanje L3 li¢inki nije sinkronizirano, kao i
da L3 li¢inke ne pokazuju predispoziciju prema odredenome mjestu prodiranja u tkiva domacina.
Medutim, autori nisu zabiljezili prodiranje kroz misi¢je, vjerojatno zbog kraceg vremenskog

trajanja eksperimenta (24 sata) [98].

Anisakidi nisu koevolucijski razvili nametni¢ki odnos s ljudima kao terestriCkim
domacinima, jer ne obitavaju u istom okolisu i tek slu¢ajno mogu do¢i u dodir s covjekom, za
razliku od ostalih prirodnih ljudskih nametnika [3]. Neovisno o tome, humani slu¢ajevi i modeli
glodavaca u kontekstu Anisakis infekcije uglavnom su karakterizirani Thl, Th2 ili Th1l/Th2
tipovima imunosnih odgovora, jednako kao i kod humanih parazitoza. Na ovo upucuju rezultati
razli¢itih seroloskih studija usmjerenih k razlucivanju kinetike alergijske reakcije prema ovom
obli¢u, zabiljezene nakon razli¢itih postupaka senzibilizacije [48,67,97]. Medutim, u ovoj je

studiji, u Stakorima eksperimentalno zarazenima L3 li¢inkom A. pegreffii, koji prethodno nisu bili
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u dodiru s patogenom, identificiran akutni proupalni odgovor, pretezno karakteriziran aktivacijom
Th17 linije efektorskih pomo¢nickih limfocita T. Th17 limfociti poznati su po proizvodnji 1L17
[148], citokina koji inducira lucenje kemokina i antimikrobnih peptida u razli¢itim tkivima i
tipovima stanica (fibroblastima, epitelnim stanicama, keratinocitima i makrofagima), sto dovodi
do novacenja neutrofila i pojacane upalne reakcije [149]. Ovo se poklapa s histopatoloskim
nalazima lezija Stakora u Zelucu i misic¢u, koje obiluju neutrofilima i makrofagima pomijesanima
s nekroti¢nim stanicama i stani¢nim detritusom. Nekroza moze dodatno stimulirati upalu zbog
propustanja unutarstani¢nih komponenata u okolno tkivo [150]. Ovo mozZe biti izraZenije u tkivima
s visokom metabolickom aktivno$¢u, kao $to je epitel Zeluca, koji je bogat parijetalnim i
zimogenim Zljezdanim stanicama koje proizvode kloridnu kiselinu i razli¢ite probavne enzime
[151]. Nekroza i eozinofili obi¢no Su prisutni u sredi$tu granuloma koji obuhvacaju ostatke
Anisakis li¢inke, zajedno s gigantskim stanicama i vezivnim tkivom. Nakon toga, stani¢ni infiltrat,
ponajprije sastavljen od limfocita, nakuplja se na mjestu granuloma, §to oteZzava prepoznavanje
nametnika kao uzrok njegova stvaranja. Tijekom prve infekcije domacina stvaraju se memorijske
stanice T i B, te se kod prethodno senzibiliziranih domacina moze pojaviti alergijska reakcija

prilikom ponovnog izlaganja Anisakis infektivnim li¢inkama [48].

U alergijskom modelu Anisakis infekcije u C57BL/6 misevima, nakon subkroni¢nog
intranazalnog izlaganja (7 puta tijekom 15 dana) rekombinantnom Ani s 1 (rAni s 1) alergenu,
zabiljezeno je znacajno povecanje proizvodnje citokina IL6 i IL17A, povezanih s odgovorom tipa
Th17 [96]. In vivo rezultati ove studije dodatno su potvrdeni in vitro eksperimentom na
splenocitima tretiranima alergenima rAni s 1 ili rAni s 9, koji su nakon aktivacije zapoceli s
lucenjem IL6 i IL17A, ukazavsi da IL17 moze igrati kljuénu ulogu u alergijskoj reakciji izazvanoj
oblicem Anisakis roda [96]. Medutim, u drugom istraZivanju provedenom na Wistar Stakorima
oralnim putem, izlozenima svjezim i smrznutim Anisakis li¢inkama (tretirani dvaput tijekom 7
dana i uzorkovani nakon 21 dan), zabiljezena je znatno povisena razina citokina IL17 u plazmi,
dok intraperitonealna injekcija ukupnog proteinskog ekstrakta licinki nije imala isti u¢inak [152].
Moguce je da zive Anisakis lic¢inke razli¢ito poti¢u imunosno prepoznavanje i aktivacijske puteve
u odnosu na ukupni proteinski ekstrakt ili ¢ak ekskretorno-sekretorne produkte Anisakis li¢inki
[153]. Ovo dodatno podupire nedavno istrazivanje U kojem je proucavana sekrecija citokina i

kemokina dendriticnih stanica (DC) izlozenih zivim A. pegreffii li¢inkama ili ukupnom
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proteinskom ekstraktu [57]. Zanimljivo, nakon interakcije s dendriti¢énim stanicama koje su bile
izloZene gore navedenome, stimulirane autologne stanice CD4" T nisu, suprotno ocekivanome,
uspjele proizvesti IL4, 1L17 i IL10. Buduci da proizvodnja IL17 nije potaknuta zivom li¢inkom
niti ukupnim proteinskim ekstraktom, autori su zakljucili da DC mogu pridonijeti uspostavi
lokalizirane upale u najranijoj fazi infekcije, ali njihova uloga u polarizaciji Th2/Th17 ili
regulatornog T (Treg) odgovora ostaje nepoznatom. Sukladno tomu, rezultati ove doktorske
disertacije potvrduju postojanje naizgled snazno induciranih signalnih puteva Th17 i IL17, ali bez

zabiljezene regulacije gena 1117.

Naspram navedenom, poznato je da stanice Th17 proizvode citokine specijalizirane za
poticanje imunosne reakcije u prvom redu na ekstracelularne bakterije i gljivice [154], iako je
odgovor tipa Thl7 zabiljezen 1 kod nekih viSestani¢nih nametnika. Primjerice, terestricki
zoonoti¢ni obli¢ Trichinella spiralis moze izazvati imunosnu reakciju tipi¢nu za Th2 i/ili Th17
odgovor tijekom svoje intestinalne faze, nakon prvog tjedna infekcije [155]. Infekcija T. spiralis
u ljudi zapocinje konzumiranjem mesa inficiranog licinkama prvog stupnja koje su incistirane u
preobrazenim miSi¢nim stanicama, tzv. ,njegovateljicama™ (prema engl. nurse cell). Nakon
oslobadanja li¢inki iz cista tijekom probavljanja mesa i njihove penetracije kroz epitelne stanice
tankog crijeva, u ¢ovjeka zapocinje intestinalna faza, gdje se licinka presvlaci, raste i kao odrasla
jedinka reproducira. U ovoj fazi imunosni odgovor tipa Th2, potpomognut Thl7, ima klju¢nu
ulogu u zastiti domacina i kona¢nom izbacivanju odraslih jedinki [156]. Medutim, novonastale
licinke prije toga obi¢no zapocinju migratornu fazu kroz cirkulacijski sustav i inficiraju periferno
misiéno tkivo, gdje zapocinje transformacija miocita u njegovateljski kompleks nuzan za
prezivljavanje li¢inki. U ranoj fazi nastajanja stanica ,,njegovateljica“ (otprilike tjedan dana nakon
infekcije), odgovori Th2 i Thl7 inhibirani su novacenjem stanica Treg iz perifernih limfnih
¢vorova u neposrednoj blizini mjesta parazitiranja li¢inki zaSticenih Stanicama, Sto odgovara
vremenu od oko dva tjedna nakon infekcije [155]. Ovo pokazuje da limfociti Th2 i Th17 imaju
presudnu ulogu u pokretanju upalnog odgovora na infekciju obli¢ima, $to je opazeno i U 0VOj

disertaciji.

Ovaj se odgovor kasnije moze razviti u drugom smjeru kad infekcija postane kronic¢na.

Kroni¢na upala je proces koji nastane ako akutna upala nije razrijeSena ili je ozljeda tkiva
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produljena te obi¢no ukljucuje novacenje i aktiviranje monocita i limfocita. Podru¢ja kroni¢ne
upale Cesto su podvrgnuta remodeliranju tkiva, s angiogenezom i fibrozom. Iako urodeni imunosni
podrazaji mogu pridonijeti razvoju kroni¢ne upale, steCeni imunosni sustav takoder moze biti
ukljucen, zbog citokina koje luc¢e limfociti Th1l i Th17, a snazni su induktori upale [157]. Zanimljiv
rezultat ove disertacije, vezan za funkcionalnu interpretaciju transkriptoma zarazenih Zeluca i
misica, znacajna je regulacija KEGG puteva povezanih s bolestima koje izazivaju snazan upalni
odgovor, kao $to su 05323 Reumatoidni artritis i 05321 Upalna bolest crijeva (dodatna tablica
10.3 i dodatna tablica 10.4), podrzavajuci opazeni Th17 odgovor u eksperimentalnoj Anisakis
infekciji. Budu¢i da su Thl7 stanice snazni pokretai upale tkiva, takoder su povezani s
patogenezom mnogih autoimunih bolesti i upalnih stanja kod ljudi. U zivotinjskim modelima,
stanice Th17 odgovorne su za autoimuni encefalitis, eksperimentalno izazvani artritis induciran
kolagenom, Kolitis i psorijazu [158—160]. Stovise, brojne bolesti povezane s bakterijama, koje su
uocene znacajno regulirane u Zelucu i misi¢u Stakora, kao Sto je 05150 Infekcija bakterijom
Staphylococcus aureus i 05132 Infekcija bakterijom Salmonella (dodatna tablica 10.3 i dodatna
tablica 10.4), najvjerojatnije su rezultat opsezno provedenih istrazivanja Th1l7 odgovora na

bakterijske infekcije, koja su pridonijela popunjavanju KEGG baze podataka.

Cesta pojava imunosnih odgovora vezanih uz bakterije u okviru KEGG regulacijskih
puteva u ovim rezultatima moze se i dodatno objasniti. Naime, imunosni sustav sluznica, a naro¢ito
probavnog sustava domacina, jedinstveno je okruzenje koje mora obuzdati imunosne reakcije
usmjerene protiv komenzalnih mikroba i antigena u prehrani, a istodobno $tititi tkivo sluznice
tijekom infekcije drugim uzro¢nicima bolesti, kao §to su obli¢i [161]. Smatra se da su komenzalni
mikroorganizmi fizi¢ki odvojeni od crijevne povrsine te je ta prepreka kljuéna za ograni¢avanje
imunosne aktivacije, odrzavanje homeostaze u probavilu i mutualisti¢ke veze izmedu domacina i
mikroorganizama [162]. Poremeceni prostorni odnosi izmedu mikroorganizama i domacina u
odnosu su s bolesnim stanjima poput upalne bolesti crijeva [163]. Regllly, identificiran u ovom
istrazivanju kao DE gen s najvisim log omjerom izrazaja u tkivima zeluca Stakora (logFC 6,25),
izlu€eni je antibakterijski lektin koji ima klju¢nu ulogu u odrzavanju sluznicke prepreke probavila
(oko 50 pm razmaka), odnosno izmedu mikroorganizama i epitela tankog crijeva [164]. Stovise,
nestanak odvojenosti domacina i bakterija kod Regllly’~ miSeva rezultiralo je povecanom

bakterijskom kolonizacijom crijevnog epitela i aktivacijom crijevnih stecenih imunosnih odgovora
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na mikroorganizme [164]. Izgledno je da je mehani¢ko osteéenje tkiva uzrokovano prodorom A.
Sto je moglo rezultirati imunosnim odgovorom domacina usmjerenim prema bakterijama inace
prisutnima na granici sa sluznicom, odnosno bakterijama autohtonog podrijetla ili onima

unesenima preko A. pegreffii li¢inki.

Vazan put, povezan s upalom koji je bio poviseno reguliran, u ovoj disertaciji je KEGG
04657 IL17 signalni put, u koji je ukljuc¢eno 12 DE gena iz Zelu¢anih i miSiénih tkiva Stakora
pojedinacno (slika 4.8, slika 4.10 i slika 4.11). lako IL17A i IL17F nisu bili medu DE genima,
¢ine dio IL17 signalnog puta i imaju zastitne uloge u obrambenom mehanizmu sluznice domacina
protiv odredenih patogena. Iako uglavnom povezani s bakterijskim infekcijama [165], poznato je
da su povezani i s infekcijama filarijalnim [166], i drugim obli¢ima [167]. U tkivima zeluca i
misica Stakora pojavili su se drugi bitno poviseno geni koji su tijesno povezani s IL17 signalnim
putem: S100 proteini (S100a8 i S100a9), matriks metalopeptidaze (Mmp3 i Mmp13), Cxc i Cc
kemokini (Cxcll, Cxcl2, Ccl2, Ccl7 i Ccl20). 116 bio je prisutan samo u mi8i¢nim tkivima, a
lipokalin 2 (Lcn2) bio je prisutan samo u zelu¢anom tkivu. Upalne funkcije S100A8/A9 ocituju se
kroz novacenje leukocita, poveéanu proizvodnju citokina i kemokina te regulaciju leukocitne
adhezije i migracije [168]. Novacenje neutrofila, kao tipi¢no kod infekcije obli¢ima, nastaje kao
odgovor na visoke razine izrazaja proteina S100A8 i S100A9. Tako je primjerice, novacenje
neutrofila bilo znacajno u prolaznom upalnom odgovoru pluéa uzrokovanog migratornom
filarijalnom licinkom Litomosoides sigmodontis (Nematoda, Onchocercidae) u BALB/c misevima
[169]. Unutarstanicne i izvanstani¢ne funkcije S100a8/a9 u zelucu i misi¢u Stakora ogledaju se i u
obogacenim terminima genske ontologije, poput kemotaksije i migracije neutrofila/leukocita,
proizvodnje citokina i kemokina, povisene regulacije TLR i NF-kB signalnih puteva [168],
podupirudi izrazen upalni pocetak imunosne reakcije 32 sata nakon eksperimentalne infekcije

licinkama Anisakis u Stakora.

Zanimljiv je nedostatak procesa aktivnog zacjeljivanja rana u transkriptomima zelucanih i
miSi¢nih tkiva. Medutim, moguée je da medu brojnim matriks metalopeptidazama, koje se
pojavljuju u popisima gena za Zelucana i misi¢na tkiva (neke od znacajnih su Mmp3, Mmp10,

Mmp13 i Mmp19), neke imaju ulogu u preoblikovanju i popravku tkiva kao odgovor na nastalu
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leziju [170]. S obzirom na njihovu ucestalost i specificnost uloga u pojedinim okruZenjima u
kojima se izluCuju, teSko je izvuéi opcu pretpostavku o to¢nim ulogama ovih enzima u ovom
istrazivanju. Tako npr. MMP, koju luci jedan tip stanice, poput makrofaga, vjerojatno obavlja
druk¢iju funkciju od istog enzima proizvedenog drugim tipom stanice, kao $to je epitelna stanica
[171]. Dodatno, MMP enzimi imaju ulogu u upali i imunosti, djeluju¢i na upalne citokine,
kemokine i druge proteine [171]. Visenamjenska uloga ovih enzima o¢ituje se i u Cinjenici da
MMP13 sudjeluje u zacjeljivanju rana putem mehanizma koji vjerojatno ukljucuje aktivaciju
transformirajuceg faktora rasta beta 1 (TGFP1) i degradaciju faktora rasta vezivnog tkiva (CTGF),
kao i u migraciji keratinocita tijekom zarastanja rana [168]. Medutim, u ovom istrazivanju moguce
je da su hemoragijske lezije i aktivnost IL1f i IL6 mogli utjecati na odgadanje procesa zacjeljivanja
rana [172] ili je prikupljanje uzoraka tkiva nastupilo prerano da bi se proces zacjeljivanja rana
uhvatio kao signal u transkriptomima. Manji broj eozinofila zabiljezen u usporedbi s neutrofilima
moze biti rezultat uzorkovanja u perakutnoj fazi koja se pojavljuje prije tipi¢ne eozinofilne
infiltracije tkiva oko nametnika i formiranja odgovora Th2. Prema literaturi, eozinofilija se obi¢no

razvija nekoliko dana nakon pojave klini¢kih simptoma anisakijaze [173].

Nadalje, intenzivna infiltracija neutrofila i makrofaga u oste¢ena tkiva u ovom istrazivanju
mogla je imati dvojake posljedice. U pocetku je njihovo djelovanje korisno u svrhu uklanjanja
uzrocnika 1 detritusa te u poticanju ¢imbenika koji promicu zacjeljivanje rana. Medutim, tijekom
procesa ozdravljenja, kontrola upale moze biti klju¢na za u¢inkovito zacjeljivanje tkiva [174], s
makrofagima koji imaju vaznu ulogu u razrjeSavanju oSteCenja tkiva, kao §to je uoceno tijekom
virusne infekcije [175]. Opcenito se smatra da rana aktivacija neutrofila s pomocu citokina IL17
pokreée dogadaje koji vode u razvoj odgovora tipa 2, koji onda povratno kontrolira pretjeranu
neutrofiliju. Ukoliko odgovor tipa 2 ne uspije suprimirati odgovor IL17 ili ga dalje potice, rezultat
moze biti patologija zbog pretjeranog odgovora tipa 2. SloZena interakcija izmedu citokina IL17,
neutrofila i odgovora tipa 2 jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena i €ini se da dinamika ovisi 0
raznim ¢imbenicima, medu ostalim i o specificnim tipovima stanica koji su ukljuceni [176,177].
Dok je uloga neutrofila u akutnoj upali prilicno dobro razjasnjena, kompleksnost njihove uloge u

kroni¢nim bolestima, lezijama tkiva i zacjeljivanju tek se pocinje otkrivati [178].
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IL6 bi mogao biti vazan ¢imbenik u patogenezi uzrokovanoj licinkom obli¢a Anisakis [96],
a pojavio se u nekoliko razli¢itih signalnih puteva zastupljenih u ovom istrazivanju. Uz njegovu
ulogu u aktivaciji i diferencijaciji makrofaga, limfocita i terminalnoj diferencijaciji limfocita B u
plazma stanice, IL6 takoder regulira akutnu i kroni¢nu upalu [179]. Istrazivanja na glodavcima
identificirala su TGFP i IL6 kao klju¢ne citokine koji poti¢u Th17 diferencijaciju iz naivnih
limfocita CD4" T [180,181]. U¢&inkovitost Th17 diferencijacije mogu povecati proupalni citokini
kao sto su IL1B i TNFa [182]. 116 i 771§ bili su medu DE genima u tkivima Stakora inficiranima A.
poviSenoj razini IL6 izlucuje u krvotok kao odgovor na kontrakciju misi¢a prilikom vjezbanja
[183], te bi njegovu ulogu u misi¢nom tkivu $takora trebalo tumaciti s oprezom. Hiperaktivacija
IL6/STAT3 signala u mi$i¢ima moze stimulirati sintezu i sustavno oslobadanje proteina koji imaju
ulogu u imunosnom odgovoru akutne faze, kao $to su serumski amiloid A (SAA) i fibrinogen. Oni
mogu pojacati kataboli¢ke signale u misicu, pretvaraju¢i misi¢e u kljuéne elemente u urodenoj
imunosti, Sto je dokazano u eksperimentalno induciranom modelu raka s u¢inkom propadanja
misica i indirektnim promicanjem atrofije kod miseva [184]. Moguce proupalno ili protuupalno

.....

istrazivanjima.

Uz izrazen upalni odgovor temeljen na signalnim putevima Th17 i IL17, kao i DE genima
uklju¢enima u ove puteve, u rezultatima ovog istrazivanja zabiljezen je i odgovor na stres.
Najzastupljeniji pojam genske ontologije u tkivima Zeluca Stakora bio je odgovor na stres, dok
najvisa g vrijednost u istom tkivu neoc¢ekivano pripada KEGG 03010 Ribosomskom putu. lako ni
jedan od ribosomskih gena u ovom istrazivanju nije pokazao velike razlike u izrazaju u odnosu na
kontrolu, radi se o dosljedno povisenoj regulaciji (FDR < 0,05) velikog broja gena. Vizualizacija
KEGG Ribosomskog puta, koji je znacajno zastupljen u inficiranim tkivima zeluca Stakora,
prikazana je na slici 4.9. Znacajna zastupljenost ovog signalnog puta upucuje na to da je infekcija
oblicem A. pegreffii mogla potaknuti razvoj ribosomskog stresa tijekom prodiranja sluznice Zeluca.
Odnedavno se smatra da vecina ribosomskih proteina ima ulogu i u imunoreakcijama domacina,
pojacavanjem imunosnog signaliziranja ili olakSavanjem proliferacije patogena u razli¢itim
okolnostima [185]. U okviru odnosa domacina i nametnika, transkripti funkcionalno vezani uz

biogenezu ribosoma i translaciju, pronadeni su u studiji RNA sekvenciranja nametnika i stanica
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epitela jejunuma svinje IPEC-J2, prilikom infekcije merozoitima vrste Cryptosporidium parvum
(Apicomplexa, Cryptosporidiidae) (rani aseksualni stadiji). Geni koji kodiraju ribosomske
funkcije bili su izrazeno obogaceni u transkriptomu domacina i nametnika, s prevagom u
nametniku, medutim nisu bili diferencijalno izrazeni u inficiranim intestinalnim stanicama svinje
zarazenima C. parvum [186]. Zanimljivo je da medu DE genima u transkriptomu intestinalnih
stanica nisu pronadeni ni geni vezani uz stres i apoptozu, kao $to je tumorski protein P53 (prema
engl. tumor protein P53) ili gen Mdm2 (prema engl. Mdm2 proto-oncogene), te su autori kao
moguca objasnjenja naveli da je signal mozda bio ispod detekcije provedenog in vitro
eksperimenta ili je nametnik bio manje virulentan, intenzitet infekcije nije bio dovoljno visok ili
se radi o specifi¢nosti upotrijebljene stani¢ne linije. S obzirom na broj DE ribosomskih gena u
inficiranim tkivima Zeluca $takora i sukladno nedavno otkrivenim ulogama ribosomskih proteina
u imunosignalizaciji, kao $to su aktivacija [187,188] ili inhibicija [189,190] jezgrinog ¢imbenika
kappa B (prema engl. nuclear factor kappa B, NF-xB), promicanje [191,192] ili inhibiranje virusne
produkcije [193], moguce je da li¢inke obli¢a A. pegreffii induciraju ribosomski stres u ranoj fazi
infekcije u odredenim tkivima. Budu¢im ciljanim istrazivanjima bit ¢e potrebno potvrditi ovu
hipotezu te utvrditi kinetiku i dinamiku nastanka ribosomskog stresa pri infekciji li¢inkom

Anisakis.

5.2 Prevalencija i intenzitet infekcije oblicem Anisakis pegreffii u parateni¢nom

domacdinu, srdeli

Najvazniji nalaz analiziranih 1564 jedinki srdela, vrste Sardina pilchardus, predstavlja
pojava infektivne li¢inke obli¢a A. pegreffii u gotovo svakoj drugoj analiziranoj srdeli ulovljenoj
pored zapadne Sardinije (WS), S§to daleko nadmasuje Sve ostale postaje uzorkovanja s
prevalencijom od najvise 6%. Uzrok tomu dijelom je u velicini jedinki srdele, koje su iz WS
postaje uzorkovanja bile u prosjeku > 2 cm vece od ostalih. Ipak, vazno je napomenuti da 0vo nije
prvi nalaz visoke prevalencije obli¢a A. pegreffii na ovom podrucju. Piras i suradnici [194] utvrdili
su prevalenciju oblica A. pegreffii od 13,1% u tjelesnoj Supljini i 2,8% u fileima srdela ulovljenih
u blizini sjeverne Sardinije, u skladu s rezultatima ovog istrazivanja. Najveéa zabiljezena

vrijednost prevalencije u literaturi prijavljena je za atlantsko ribolovno podrucje (ICES 1Xa), od
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gotovo 62% u visceralnim organima srdele i 17% u misic¢ju [69]. Ipak, ¢ak i u slu¢ajevima izrazene
prevalencije, u ovom istrazivanju, kao i u drugoj raspolozivoj literaturi, prosje¢ni intenzitet
infekcije u srdelama obi¢no je nizak, od jedne do dviju li¢inki obli¢a [72—74,194]. Za razliku od
nalaza na postaji uzorkovanja WS, najmanje srdele iz sjevernog Tirenskog mora (NT) nisu bile
inficirane A. pegreffii licinkama. Veca prevalencija U uzorku vece ribe moze Se objasniti
akumulacijom nametnika tijekom duljeg Zivotnog vijeka putem hrane u kojoj se nalaze li¢inke
Anisakis spp. [195]. Zorica i suradnici [196] proveli su istrazivanje na srdelama iz Jadranskog
mora i utvrdili da je sastav prehrane srdele, koji pretezno ukljucuje kopepodne racice, li¢inacke
stadije dekapodnih rakova i jaja, jednak u svim veli¢inskim kategorijama srdele. Istrazivanje
provedeno u Sjevernome moru potvrdilo je kopepodne raci¢e kao posrednicke domacine obli¢a
Anisakis simplex [197] te se moze pretpostaviti da su oni jedan od glavnih izvora infekcije oblicem

u srdelama tijekom zivota.

S obzirom na javnozdravstveni problem infekcije ovjeka putem konzumacije srdele,
znacajan rezultat ovog istrazivanja utvrdena je ukupna prevalencija u fileima od 1,5%. Budu¢i da
su svi uzorci kupljeni ili isporuceni svjezi, broj sati od ulova ribe do dostave u istrazivacke
institucije usporediv je s vremenom isporuke svakom domacinstvu. lako se ne moze sa sigurnoséu
tvrditi, postoji mogucnost da Anisakis licinke migriraju u file ¢ak i tijekom Zivota parateni¢nog
domacina. Sli¢ni zakljucci izvedeni su u istrazivanju provedenom na inéunu Engraulis
encrasicolus na podru¢ju Sredozemnog mora [198]. Dodatna olakSavajuca okolnost za migraciju
Anisakis licinke u podru¢je misi¢ja mala je udaljenost od visceralnih organa do filea, kao u slucaju
male plave ribe, poput infuna i srdele. U eksperimentalnim istrazivanjima utvrdeno je da su
temperatura i vrijeme trajanja skladistenja ribe najvaznije varijable koje odreduju aktivnost i
pokretljivost Anisakis li¢inki u konzumnoj ribi [198,199]. Nadalje, mjesto parazitiranja unutar ribe
ima znacajan ucinak, ¢ak i kada se izuzme varijabilnost abundancije obli¢a A. pegreffii uzrokovane
veli¢inom paratenicnog domacina. Naime, najveca je vjerojatnost da ¢e zarazeni dio srdele
ukljucivati zeludac/piloricke nastavke/crijevo, sto je vazno znati ako postoji praksa da se ribi zbog
male veli¢ine ne odstranjuje utroba prije konzumacije. Budu¢i da se srdele u sredozemnim
zemljama uobicajeno konzumiraju termicki neobradene (npr. soljene ili marinirane), a da se pritom
ne vadi utroba zbog veli¢ine ribe, ¢imbenici rizika nisu zanemarivi. lako su restorani obvezni po

zakonu zamrzavati ribu prije pripreme, mnoga kucanstva pripremaju navedena jela sa svjezim,

78



Rasprava

prethodno nezamrznutim srdelama, a Anisakis li¢inke mogu preZivjeti proces soljenja ili

mariniranja [200].

Vazan je nalaz ovog istrazivanja pojava Hysterothylacium sp. s ukupnom prevalencijom
od 20,1%. Prisutnost Hysterothylacium sp. prethodno je zabiljezena u srdeli i drugim vrstama riba
iz Jadranskog [73] i zapadnog Sredozemnog mora [201,202], iako s razli¢itim prevalencijama za
svako istrazivano podrucje. Rello i suradnici [202] zamijetili su Hysterothylacium aduncum kao
jedinog nametnika prisutnog u srdelama s juZzne i isto¢ne obale Spanjolske s ukupnom
prevalencijom od 11,85% (TL raspon 12,2 — 21,0 cm). Cavallero i suradnici objavili su jednu od
najvisih zabiljezenih prevalencija nametnika Hysterothylacium sp. (42,4%) u velikom uzorku
srdela tijekom 2011. i 2012. godine (N = 3300) na podrugju sjevernog Jadrana [73]. Cak i u tako
velikom uzorku s vrlo visokom prevalencijom Hysterothylacium sp., prevalencija Anisakis spp
bila je vrlo niska (0,2%). Navedeni su rezultati dijelom sli¢ni nalazima u ovom istrazivanju za
sjeverno Jadransko more 2013. godine (Hysterothylacium sp. prevalencija 42,7% i A. pegreffii
prevalencija 6,0%) (tablica 4.4 i dodatna tablica 10.7). Medutim, u 2014. godini prevalencija
obaju nametnika smanjila se u analiziranim uzorcima, osobito za Hysterothylacium sp.
(prevalencija 1%). Trend je bio suprotan u srednjem Jadranu; od 1,3% u 2013. godini, do najvise
zabiljezene prevalencije Hysterothylacium sp. od 57,4% u 2014. godini. Isti trend bio je prisutan,
iako manje naglasen, u obli¢a A. pegreffii (od 1,7 do 3,5%). Razlog ove promjene u abundanciji
nametnika u srdelama moze biti u oceanografskim dogadanjima u Jadranskome moru, a samim
time i dostupnosti plijena koji ima ulogu intermedijarnog domacina. Ovo se jedino moze istraziti
analizom sadrzaja zeluca i pra¢enjem oceanografskih uvjeta na mjestu uzorkovanja, uz napomenu
da bi uzorkovanje trebalo obuhvatiti dulje vremensko razdoblje ( > 2 godine) kako bi se mogli

izvesti zakljucéci o povezanosti klimatskih promjena i populacija nametnika.

Nedavno otkriée prisutnosti li¢inki oblic¢a Anisakis spp. u brojnim mezozooplanktonskim
organizmima sugerira da su putevi prijenosa Siri nego Sto se pretpostavljalo [35,197], dok su
razli¢iti organizmi, kao §to su kalanoidni kopepodi, mnogocetinasi i gamaridni amfipodi poznati
kao intermedijarni domacini obli¢a Hysterothylacium sp. [203]. Medutim, nalazi iz Jadranskog
mora uvelike premasuju prevalenciju oblica Hysterothylacium sp. na podru¢ju zapadnog

Sredozemnog mora, uglavnom jer na dvije postaje uzorkovanja nametnik nije otkriven (postaja u
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sjevernom Tirenskom moru i pokraj juzne Sicilije). lako se Hysterothylacium sp. opéenito smatra
nepatogenim za ljude, njegova prisutnost moze imati ekonomske implikacije [202] zbog odbojnog

izgleda utrobe ribe u kojoj su vidljivi nametnici.

Ispitivanje koje je provedeno anketiranjem S$panjolskih potrosaca ribe uputilo je na
percepciju i stavove potroSaca U 0dnosu na prisutnost li¢inki Anisakis roda u ribi [204]. Rezultati
su ukazali na zabrinutost vecine potrosaca, ali koji bi bili spremni platiti do 10% vecu cijenu ribe
(6.60€/kg u usporedbi s cijenom od 6€/kg), ako bi im se jamcilo da je proizvod nezarazen. UV-
kompresijska metoda, koriStena u ovom istrazivanju, jako je ucinkovita u otkrivanju nametnika,
medutim proces zamrzavanja trenutacno zahtjeva previse vremena da bi se koristila na ribarskim
brodovima i prikladnija je za ribopreradivacke pogone [205]. Dodatno, nakon UV-kompresijske
metode uzorak je unisten te se ne moze staviti na trziste, a postoji ogranicenje i kod koriStenja na
jako velikim uzorcima ribe. Poboljsanje i razvoj tehnologije, trenutacno dostupne na trzistu za
pregledavanje i sprjeGavanje pojave Anisakis li¢inke u proizvodima ribarstva i ribopreradivacke
industrije, omogucila bi bolju ekonomsku odrzivost ove industrije i pritom ostvarila dobrobit za
javno zdravstvo [204]. Nadalje, sprijecilo bi se odbijanje izvoznih morskih proizvoda na granici
[206], §to se dogada prilikom izvoza in¢una za Italiju i Spanjolsku, zbog infekcije nametnikom

Anisakis [207].

Vise od 25% anketiranih $panjolskih potrosaca izjavilo je da su u proslosti izbjegavali
kupiti ili jesti morsku ribu zbog prisutnosti Anisakis li¢inke, a gotovo dvije trec¢ine potroSaca
izjavilo je da su spremni prestati kupovati ili jesti morsku ribu zbog prisutnosti Anisakis li¢inke.
Posebno je zanimljiv rezultat, u odnosu na rezultate ovog istrazivanja, taj da su $panjolski potrosaci
svjesni zarazenosti Anisakis li¢inkom odredenih vrsta morskih riba, poput osli¢a (19% ispitanika
oznacilo je da su izbjegavali osli¢a u proslosti), dok je jako malo ispitanika bilo svjesno rizika
konzumacije male plave ribe (samo 1% ispitanika oznacio je izbjegavanje srdele u proslosti i 4%
ispitanika izbjegavalo je incun). 40% ispitanika odgovorilo je da konzumiraju sirovu ili slabije
kuhanu ribu, a 10% ispitanika potvrdilo je koristenje svjeze, prethodno nezamrznute ribe, za
pripremu sirove ili lagano kuhane ribu u domacinstvima. Medu ispitanicima koju su potvrdili

konzumiranje sirove svjeze ribe u kuéi, 22% navelo je izbjegavanje incuna, a 2% srdele [204].

80



Rasprava

Srdele se opc¢enito smatraju niskim ili vrlo niskim izvorom infekcije ljudi licinkama
Anisakis s obzirom na prevalenciju u mi$i¢ju, pogotovo u usporedbi s velikim predatorskim
vrstama riba, kao $to je osli¢. Zanimljivo je da se incun ipak smatra visoko rizi¢nim za ljude, iako
razina rizika ovisi o geografskom podruc¢ju [69]. Nedavno objavljeno istrazivanje o pojavnosti
Anisakis li¢inki u blago preradenim proizvodima in¢una (soljeni, u ulju i marinirani inéuni),
prikupljenih s talijanskih trznica, umjetnom digestijom otkrilo je iznimno velik broj li¢inki [208].
Ukupno 1283 mrtve li¢inke prikupljene su u 107 analiziranih proizvoda, bar jedna li¢inka
pronadena je u 54,2% proizvoda, a prednjacili su soljeni proizvodi Koji su svi bili zarazeni, S 1 —
105 li¢inki po proizvodu. Poduzorak obli¢a (N = 122) molekularno je identificiran kao vrsta A.
pegreffii (N = 92) i A. simplex (N = 30). lako je rizik za anisakijazu bio zanemariv, jer se radilo o
mrtvim li¢inkama, pojavnost potencijalnih alergijskih reakcija senzibiliziranih pojedinaca,
medutim, nije isklju¢ena. Takoder, odbojan izgled proizvoda kod potrosaca bio je izrazen [208].
Cinjenicu da u sredozemnim zemljama komercijalno vazna mala plava riba nije zanemariv izvor
infekcije ljudi potvrdila je i nedavno objavljena retrospektivna analiza literature o slucajevima
anisakijaze u Italiji, s posebnim naglaskom na izvoru zaraze [209]. Kriterij ukljucenja bila je
prisutnost li¢inke i1 njezina identifikacija, a analizirali su se epidemioloski podaci i klinicka slika
73 sluéaja koji su zadovoljili kriterije. Kod veéine pacijenata izvor zaraze bio je sirov ili lagano
kuhan in¢un (65,7%), in¢un ili srdela (15,1%), opéenito sirova morska hrana (15,1%) i srdele
(1,4%).

Ovo istrazivanje potvrdilo je da je prisutnost obli¢a A. pegreffii u srdelama iz Sredozemnog
mora pod snaznim utjecajem geografske varijacije i varijacije u veli¢ini domacina. Navedene
varijable, zajedno s podacima o prevalenciji i intenzitetu A. pegreffii infekcije (posebno za file
srdela), mogu se izravno ukljuciti u buduce procjene izlozenosti hrvatske populacije ovom riziku,
koriste¢i i podatke iz upitnika o prehrambenim navikama stanovnistva (detaljna metodologija
prikazana u literaturi [85]). Dodana je vrijednost ovog istrazivanja pruzanje osnove potrebne za
izradu kvantitativne procjene rizika za srdelu i razvoj HACCP (prema engl. hazard analysis and

critical control points) protokola za proizvode ribopreradivacke industrije.
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6. Zakljucak

Istrazivanje u okviru ove doktorske disertacije predstavlja napredak u razumijevanju
mehanizama rane infekcije licinkom obli¢a Anisakis pegreffii u modelu slu¢ajnog domacina jer
prvi put primjenjuje metodologiju visokoproto¢nog sekvenciranja u ispitivanju patogeneze
anisakijaze. Molekularni rezultati pokazali su snazan lokaliziran upalni odgovor, ve¢im dijelom
temeljen na aktivaciji signalnog puta IL17 i razvoj odgovora Thl7, uz mogucu pojavu
ribosomskog stresa. Isto je dodatno potkrijepljeno nalazima na stani¢noj razini, koji su pokazali
teSke upalne/hemoragicne lezije u tkivima Zeluca i abdominalnih misi¢a. Mjesto prodora li¢inke
oblica A. pegreffii u prva 32 sata infekcije infiltrirano je polimorfonuklearnim leukocitima
(pretezno neutrofilima) te u manjoj mjeri makrofagima. Bolje razumijevanje efektorskih
mehanizama postavlja temelje za buduca istrazivanja fokusirana na mehanizme interakcija

nametnika koji nisu koevolucijski razvili nametnicki odnos s ljudima.

Opsezno uzorkovanje srdela na podru¢ju Jadranskog mora i zapadnog Sredozemnog mora,
kao i1 primjena specificne metode pregledavanja ribljeg mesa i utrobe upotrijebljenih u ovom
istrazivanju, pruzaju klju¢ne podatke za krajnjeg potrosac¢a, ribopreradivacku industriju, ali i
javnozdravstvene struénjake i lije¢nike. Istrazivanje je potvrdilo da se prisutnost infektivne licinke
oblica A. pegreffii u srdelama na podrucju Jadranskog i zapadnog Sredozemnog mora znacajno
mijenja ovisno o geografskom podrucju i veli¢ini domacina. Navedene varijable, zajedno s
podacima o prevalenciji i intenzitetu infekcije oblicem vrste A. pegreffii (poglavito u fileima
srdele), mogu se iskoristiti kao osnova za izradu kvantitativne procjene rizika infekcije ljudi te za

razvoj HACCP protokola unutar ribopreradivacke industrije.
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7. Kratki saZetak na engleskom jeziku (Summary)

Prevalence of infectious nematode larvae Anisakis pegreffii (Nematoda, Anisakidae) in
paratenic host (Sardina pilchardus) and molecular characterization of model accidental

host response (Rattus norvegicus)

Aims of the research performed on model accidental host infected with Anisakis pegreffii
larvae were to: histopathologically describe severe inflammatory/hemorrhagic lesions at the
infection site and explore the transcriptomes of affected tissues using RNA-Seq. Elicited strong
local proinflammatory reaction seems to favor the activation of the interleukin 17 signaling
pathway and the development of the T helper 17-type response. The lesion sites showed infiltration
by polymorphonuclear leukocytes and macrophages. Understanding the cellular and molecular
mechanisms underlying host responses to Anisakis infection is important to elucidate many aspects

of the onset of anisakiasis, a disease of growing public-health concern.

The study of European pilchards from different Adriatic and Mediterranean regions aimed
to assess prevalence and intensity of A. pegreffii infection during a three-year period. The overall
prevalence in pilchards was 12.2% (range 0-44.9% for different sampling points) and mean
intensity 1.8, while an overall larval prevalence in fillets was 1.5%. This study demonstrates that
the presence of A. pegreffii in European pilchards from the Adriatic and Mediterranean Sea is
highly influenced by geographic and host size variation. Results suggest the need to implement
these variables in future planning of risk management measures, to mitigate potential effects on
the public health.
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8. Kratki sazetak

Ciljevi istrazivanja provedenog na modelu sluc¢ajnog domacina inficiranog li¢inkama
obli¢a Anisakis pegreffii bili su: histopatoloski opisati teSke upalne/hemoragijske lezije na mjestu
infekcije i istraziti transkriptome zahvacenih tkiva s pomo¢u RNA sekvenciranja. Snazna lokalna
upalna reakcija temelji se na aktivaciji signalnog puta interleukina 17 i razvoju odgovora limfocita
Th17, a podrucja lezija infiltrirana su polimorfonuklearnim leukocitima i makrofagima.
Razumijevanje stani¢nih i molekularnih mehanizama odgovora domacina na infekciju obli¢em
Anisakis vazno je za shva¢anje mnogih osobitosti nastanka anisakijaze, sve vaznije bolesti javno-

zdravstvenog interesa.

Cilj istrazivanja na srdelama (Sardina pilchardus) iz razli¢itih jadranskih i zapadno-
sredozemnih regija bio je procijeniti prevalenciju i intenzitet infekcije licinkom obli¢a A. pegreffii
kroz trogodisnje razdoblje uzorkovanja. Ukupna prevalencija iznosila je 12,2% (raspon 0 — 44,9%
za razliCite postaje uzorkovanja) i prosjecni intenzitet 1,8, dok je ukupna prevalencija li¢inki u
fileima bila 1,5%. Ovim istrazivanjem potvrdeno je da se prisutnost infektivne li¢inke oblic¢a A.
pegreffii u srdelama na podruc¢ju Jadranskog i zapadnog Sredozemnog mora znacajno mijenja
ovisno o geografskom podrucju i veli¢ini domacina. Rezultati upucuju na potrebu ukljucivanja
ovih varijabli u budu¢e mjere upravljanja rizikom kako bi se smanjio potencijalni utjecaj na

zdravlje ljudske populacije.
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10. Dodatni materijal

Dodatna tablica 10.1 Prvih 50 znacajno obogacenih (FDR < 0,05) termina genske ontologije (GO) povezanih s diferencijalno izrazenim
genima u tkivima Zeluca $takora inficiranih li¢inkama oblica A. pegreffii. Za svaki GO pojam prikazana je domena (bioloski proces
(BP), stani¢ne komponente (CC) ili molekularna funkcija (MF)), broj gena koji su uklju¢eni u GO pojam, broj gena povisene regulacije
u ovoj disertaciji koji su ukljuéeni u GO pojam, p vrijednost i FDR.

Broj gena u GO

Broj gena poviSene

Termini genske ontologije (GO) Domena terminu regulacije p vrijednost FDR
1 odgovor na stres BP 2568 33 4,68E-16 8,85E-12
2  obrambeni odgovor BP 826 22 8,49E-16 8,85E-12
3 upalni odgovor BP 417 17 5,30E-15 3,69E-11
4 odgovor na citokine BP 670 19 5,89E-14 3,07E-10
5  kemotaksija neutrofila BP 61 9 3,02E-13 1,11E-09
6  kompleks hemoglobina CcC 5 5 3,18E-13 1,11E-09
7  aktivnost kemokina MF 24 7 8,80E-13 2,36E-09
stani¢ni odgovor na podrazaj
8  citokinima BP 571 17 9,05E-13 2,36E-09
9  migracija neutrofila BP 73 9 1,64E-12 3,80E-09
10 aktivnost citokina MF 75 9 2,11E-12 4,41E-09
11 kemotaksija granulocita BP 76 9 2,39E-12 4,53E-09
12 vezanje kemokinskog receptora MF 32 7 8,39E-12 1,44E-08
13 imunosni odgovor BP 772 18 9,54E-12 1,44E-08
14  receptor-ligand aktivnost MF 179 11 9,77E-12 1,44E-08
15 migracija granulocita BP 89 9 1,03E-11 1,44E-08
16 aktivnost nosaca kisika MF 8 5 1,77E-11 2,17E-08
17 prijenos kisika BP 8 5 1,77E-11 2,17E-08
18 odgovor na bakterije BP 402 14 1,98E-11 2,26E-08
19 signalni put posredovan kemokinima BP 36 7 2,06E-11 2,26E-08
20 odgovor na vanjski podrazaj BP 1537 23 3,02E-11 3,14E-08
21 aktivnost regulatora receptora MF 206 11 4,49E-11 4,46E-08
22 izvanstani¢na regija CcC 2769 29 6,22E-11 5,74E-08
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

37
38
39

40
41
42
43
44
45

46
47
48
49
50

reakcija na spoj koji sadrzi kisik
proces imunosnog sustava
proces visestrukih organizama
migracija mijeloidnih leukocita
transport plina

odgovor na drugi organizam

odgovor na vanjski bioticki podrazaj

regulacija aktivnosti receptora
odgovor na biotic¢ki podrazaj
kemotaksija leukocita
zacjeljivanje rana

stani¢ni odgovor na interleukin-1
vezanje kisika

aktivnost molekularnog nosaca
pozitivna regulacija kemotaksije
leukocita

urodeni imunosni odgovor
odgovor na lipopolisaharid
odgovor na molekule bakterijskog
podrijetla

odgovor na interleukin-1
odgovor na organsku tvar

dio izvanstani¢ne regije
kemotaksija stanica

regulacija kemotaksije leukocita
pozitivna regulacija odgovora na
vanjske podrazaje

odgovor na kemikalije

odgovor na ranjavanje
izvanstani¢ni prostor

vezanje citokinskog receptora

BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
MF
MF

BP
BP
BP

BP
BP
BP
CcC
BP
BP

BP
BP
BP
CcC
MF

1430
1462
1352
126
12
597
598
258
621
138
338
93
14
15

68
382
299

314
118
2366
2636
187
83

195
2945
453
2514
147

6,33E-11
9,81E-11
1,90E-10
2,46E-10
2,48E-10
3,18E-10
3,26E-10
5,02E-10
5,51E-10
5,56E-10
5,84E-10
6,09E-10
6,24E-10
9,33E-10

2,22E-09
2,35E-09
2,39E-09

3,99E-09
4,12E-09
4,56E-09
7,42E-09
8,19E-09
9,15E-09

1,18E-08
1,44E-08
1,60E-08
1,67E-08
2,34E-08

5,74E-08
8,52E-08
1,58E-07
1,91E-07
1,91E-07
2,34E-07
2,34E-07
3,49E-07
3,62E-07
3,62E-07
3,69E-07
3,71E-07
3,71E-07
5,40E-07

1,25E-06
1,28E-06
1,28E-06

2,08E-06
2,09E-06
2,27E-06
3,60E-06
3,88E-06
4,24E-06

5,35E-06
6,38E-06
6,93E-06
7,11E-06
9,75E-06
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Dodatna tablica 10.2 Prvih 50 znacajno obogac¢enih (FDR < 0,05) termina genske ontologije (GO) povezanih s diferencijalno izraZzenim
genima u misi¢nim tkivima $takora inficiranih licinkama obli¢a A. pegreffii. Za svaki GO pojam prikazana je domena [bioloski proces
(BP), stani¢ne komponente (CC) ili molekularna funkcija (MF)], broj gena koji su ukljuc¢eni u GO pojam, broj gena povisene regulacije

u ovoj disertaciji koji su ukljuceni u GO pojam, p vrijednost i FDR.

Termini genske ontologije Domena Broj gena u GO terminu _ Broj gena povisene regulacije  p vrijednost FDR
1 obrambeni odgovor BP 798 46 4,02E-25 8,25E-21
2 upalni odgovor BP 404 34 2,01E-23 2,06E-19
3 odgovor na vanjski podrazaj BP 1494 57 8,99E-23 6,15E-19
4 migracija neutrofila BP 72 18 2,89E-21 1,22E-17
5 migracija granulocita BP 86 19 2,98E-21 1,22E-17
6 kemotaksija granulocita BP 75 17 2,53E-19 8,59E-16
7 kemotaksija neutrofila BP 62 16 2,93E-19 8,59E-16
8 odgovor na bakterije BP 402 30 3,91E-19 1,00E-15
9 proces imunosnog sustava BP 1426 51 9,50E-19 2,16E-15
10  migracija mijeloidnih leukocita BP 123 19 3,88E-18 7,65E-15
odgovor na vanjski bioticki
11  podrazaj BP 596 34 4,48E-18 7,65E-15
12 odgovor na drugi organizam BP 596 34 4,48E-18 7,65E-15
13 odgovor na bioticki podrazaj BP 618 34 1,35E-17 2,13E-14
14 imunosni odgovor BP 757 36 1,28E-16 1,88E-13
pozitivna regulacija procesa
15  imunosnog sustava BP 568 31 6,37E-16 8,34E-13
16  odgovor na lipopolisaharid BP 303 24 6,54E-16 8,34E-13
17  kemotaksija leukocita BP 138 18 7,29E-16 8,34E-13
18  migracija leukocita BP 213 21 7,32E-16  8,34E-13
pozitivna regulacija odgovora na
19  vanjske podrazaje BP 191 20 1,15E-15 1,25E-12
odgovor na molekule
20  bakterijskog podrijetla BP 316 24 1,64E-15 1,68E-12
21  odgovor na stres BP 2460 61 3,91E-15 3,82E-12
regulacija odgovora na vanjski
22 podrazaj BP 479 27 3,45E-14 3,21E-11
23  kemotaksija stanica BP 185 18 1,20E-13 1,07E-10
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24
25

26
27
28
29
30
31

32

33
34
35

36
37
38
39
40
41

42
43
44
45
46
47

48
49

50

odgovor na podrazaj

regulacija procesa imunosnog
sustava

pozitivna regulacija migracije
leukocita

odgovor na lipid

regulacija migracije leukocita
migracija stanica

aktivnost citokina

regulacija migracije neutrofila
pozitivna regulacija stani¢ne
migracije

pozitivna regulacija odgovora na
podrazaj

kemotaksije

taksije

pozitivna regulacija pokretljivosti
stanica

regulacija upalnog odgovora
regulacija obrambenog odgovora
pokretljivost stanica

lokalizacija stanica

kretanje

pozitivna regulacija kretanja
stani¢ne komponente

reakcija na spoj koji sadrzi kisik
proces visestrukih organizama
pozitivna regulacija kretanja
akutni upalni odgovor
regulacija izlu€ivanja

regulacija kemotaksije
granulocita

regulacija lokalizacije

pozitivna regulacija migracije
neutrofila

BP

BP

BP
BP
BP
BP
MF
BP

BP

BP
BP
BP

BP
BP
BP
BP
BP
BP

BP
BP
BP
BP
BP
BP

BP
BP

BP

5072

813

97
851
131
919

72

33

368

1377
334
336

376
204
385
974
974
1094

387
1363
1298

397

84

497

37
1889

27

86

33

14
33
15
34
12

22

41
21
21

22
17
22
34
34
36

22
40
39
22
12
24

47

2,26E-13
3,00E-13

3,65E-13
1,15E-12
1,57E-12
1,71E-12
3,14E-12
3,57E-12

4,00E-12

4,43E-12
4,98E-12
5,54E-12

6,07E-12
6,75E-12
7,92E-12
8,68E-12
8,68E-12
9,79E-12

1,09E-11
1,57E-11
1,58E-11
1,76E-11
1,84E-11
3,08E-11

3,72E-11
4,10E-11

1,02E-10

1,93E-10
2,46E-10

2,88E-10
8,76E-10
1,15E-09
1,21E-09
2,14E-09
2,36E-09

2,56E-09

2,75E-09
3,01E-09
3,25E-09

3,46E-09
3,74E-09
4,28E-09
4,45E-09
4,45E-09
4,90E-09

5,31E-09
7,39E-09
7,39E-09
8,02E-09
8,19E-09
1,34E-08

1,59E-08
1,72E-08

4,20E-08
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Dodatna tablica 10.3 Znacajno regulirani KEGG metabolicki i signalni putevi te putevi povezani s bolestima u tkivima Zeluca
inficiranim li¢inkama obli¢a A. pegreffii, prema rezultatima GAGE analize (q < 0,1). Putevi koji nisu u suviSku (nisu pokazali veliko
preklapanje u popisu efektivnih gena) prikazani su podebljanim slovima. Za svaki signalni put naveden je tip, tkivo, smjer regulacije,
identifikacija (ID), statisti¢ka srednja vrijednost i q vrijednost.

Smjer
Tip puteva TKivo regulacije ID puteva Stat. srednjak g vrijednost
rno03010 Ribosom 5774 3,90E-06
rno04610 Komplement i koagulacijske kaskade 4,121 0,003
rno04060 Interakcija citokina i citokinskih receptora 3,989 0,003
rno04657 1L17 signalni put 4,085 0,003
rno04640 Hematopoetska stani¢na linija 3,865 0,005
rno03030 Replikacija DNA 3,738 0,007
rno04062 Kemokinski signalni put 3,567 0,007
Signalni i metabolicki 5 N rno04110 Stanié'ni cikl}ls 3,524 0,007
putevi Zeludac Povisena rno04668 TNF signalni put 3,547 0,007
rno04380 Diferencijacija osteoklasta 3,390 0,009
fno04145 Fagosom 3,068 0,024
rno03050 Proteasom 3,053 0,032
rno04115 p53 signalni put 2,955 0,032
rno04064 NF-kB signalni put 2,813 0,045
rno00590 Metabolizam arahidonske kiseline 2,729 0,061
rno04621 NLR (prema engl. Nod-like receptor)
signalni put 2,639 0,062
rno04060 Interakcija citokina i citokinskih receptora 4,171 0,005
rno04610 Komplement i koagulacijske kaskade 3,752 0,017
Signalni i metabolicki Zeludac PoviSena i rno04657 IL17 signalni put 3,662 0,017
putevi sniZena rno04640 Hematopoetska stani¢na linija 3,334 0,034
rno04080 Interakcija neuroaktivnog liganda i
receptora 3,016 0,064
Putevi povezani s 5 rno05150 Infekcija bakterijom Staphylococcus aureus 4,814 0,000
bolestima Zeludac PoviSena rno05152 Tuberkuloza 3,623 0,007
rno05144 Malarija 3,666 0,008
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rno05140 LiSmanioza 3,459 0,008
Rno05132 Infekcija bakterijom Salmonella 3,057 0,019
rno05322 Sistemski eritemski lupus 3,082 0,019
rno05143 Africka tripanosomijaza 3,120 0,023
rno05323 Reumatoidni artritis 2,886 0,024
rno05133 Pertusis 2,796 0,026
rno05167 Infekcija Herpes virusom povezana s
Kaposijevim sarkomom 2,679 0,028
rno05134 Legioneloza 2,746 0,028
rno05321 Upalna bolest crijeva (IBD) 2,610 0,035
rno05164 Virus gripe A 2,397 0,050
rno05142 Chagasova bolest (americka
tripanosomijaza) 2,358 0,051
rno05166 HTLV-I infekcija 2,331 0,051
rno05168 Infekcija virusom Herpes simplex 2,196 0,068
rno05169 Infekcija virusom Epstein-Barr 2,144 0,072
rno05332 Bolest odbacivanja transplantata 2,151 0,078
rno05145 Toksoplazmoza 2,037 0,085
rno05150 Infekcija bakterijom Staphylococcus aureus 3,539 0,024
Putevi_ povezani s Zeludac PoviSena i rno05144 Malarija 3,508 0,024
bolestima sniZena rno05323 Reumatoidni artritis 2,860 0,070
rno05143 Africka tripanosomijaza 2,815 0,087
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Dodatna tablica 10.4 Znacajno regulirani KEGG metabolicki i signalni putevi te putevi povezani s bolestima u misi¢nim tkivima
inficiranim li¢inkama obli¢a A. pegreffii, prema rezultatima GAGE analize (q < 0,1). Putevi koji nisu u suvisku (nisu pokazali veliko
preklapanje u popisu efektivnih gena) prikazani su podebljanim slovima. Za svaki signalni put naveden je tip, tkivo, smjer regulacije,
identifikacija (ID), statisticka srednja vrijednost i g vrijednost.

Smjer

Tip puteva Tkivo rnguIacije ID puteva Stat. srednjak g vrijednost
rno04060 Interakcija citokina i citokinskih receptora 6,570 4,29E-08
rno04062 Kemokinski signalni put 5,521 3,89E-06
rno04514 CAMs (prema engl. Cell adhesion molecules) 5,541 3,89E-06
fno04145 Fagosom 4,923 4,51E-05
rno04640 Hematopoetska stanic¢na linija 4,849 1,25E-04
rno04610 Komplement i koagulacijske kaskade 4,583 3,32E-04
rno04657 I1L17 signalni put 4,484 3,32E-04
rno04380 Diferencijacija osteoklasta 4,334 3,32E-04
rno04668 TNF signalni put 3,945 0,001
rno04670 Migracija leukocita izmedu endotela 3,880 0,002
rno04015 Rapl signalni put 3,719 0,002
rno04621 NLR (prema engl. Nod-like receptor) signalni put 3,740 0,002

Signalnii Migié Povisena  N004080 Interakcija neuroaktivnog liganda i receptora 3,689 0,003

metabolicki putevi rno04064 NF-kB signalni put 3,651 0,003
rno04151 PI13K-Akt signalni put 3,465 0,004
rno04620 TLR (prema engl. Toll-like receptor) signalni put 3,507 0,004
rno04666 Fc gamma R-posredovana fagocitoza 3,403 0,005
rno04612 Procesiranje i prezentacija antigena 3,439 0,005
rno04630 Jak-STAT signalni put 3,394 0,005
rno04650 Citotoksiéno_st posredovana stanicama NK 0018
(prema engl. Natural killer) 3,001 '
rno04810 Regulacija aktinskog citoskeleta 2,884 0,022
rno00100 Biosinteza steroida 2,921 0,034
rno00260 Metabolizam glicina, serina i treonina 2,745 0,039
rno00140 Biosinteza steroidnih hormona 2,732 0,049
rno04512 Interakcija ECM i receptora 2,565 0,051
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rno04974 Probava i apsorpcija proteina 2,544 0,051
rno00790 Biosinteza folata 2,633 0,051
rno04672 Intestinalna imunosna mrezZa za proizvodnju IgA 2,518 0,062
rno04510 Fokalna adhezija 2,335 0,075
rno04978 Mineralna apsorpcija 2,360 0,077
rno04662 Signalni put receptora stanica B 2,243 0,093
rno00830 Metabolizam retinola 2,300 0,093
rno04611 Aktivacija trombocita 2,200 0,096
Signalni i Mikic .y rno00190 Oksidativna fosforilacija -4,230 0,004
vy s . iSi¢ Snizena . .
metabolicki putevi rno04120 Proteoliza posredovana ubikvitinom -3,656 0,018
rno04060 Interakcija citokina i citokinskih receptora 5,914 0,000
rno04610 Komplement i koagulacijske kaskade 4,832 0,000
rno04062 Kemokinski signalni put 4,574 0,000
rno04514 CAMs (prema engl. Cell adhesion molecules) 4,507 0,000
rno04657 I1L17 signalni put 4,349 0,001
rno04380 Diferencijacija osteoklasta 4,081 0,001
fno04145 Fagosom 3,743 0,004
rno04640 Hematopoetska stani¢na linija 3,739 0,005
rno04080 Interakcija neuroaktivnog liganda i receptora 3,597 0,006
rno04621 NLR (prema engl. Nod-like receptor) signalni put 3,475 0,007
Signalni i Migie  PoviSenai  rno04668 TNF signalni put 3,392 0,009
metabolicki putevi sniZena rno04670 Migracija leukocita izmedu endotela 3,195 0,015
rno04620 TLR (prema engl. Toll-like receptor) signalni put 2,876 0,040
rno04650 Citotoksiéno_st posredovana stanicama NK 0043
(prema engl. Natural killer) 2,825 '
rno04151 PI3K-Akt signalni put 2,752 0,044
rno04064 NF-xB signalni put 2,753 0,046
rno04015 Rapl signalni put 2,702 0,046
rno04611 Aktivacija trombocita 2,674 0,049
rno03320 PPAR signalni put 2,610 0,058
rno04630 Jak-STAT signalni put 2,578 0,058
rno01230 Biosinteza aminokiselina 2,584 0,058
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rno00260 Metabolizam glicina, serina i treonina 2,553 0,068
rno04923 Regulacija lipolize u adipocitima 2,494 0,069
rno04974 Probava i apsorpcija proteina 2,467 0,069
rno04672 Intestinalna imunosna mreza za proizvodnju IgA 2,432 0,086
rno04666 Fc gama R-posredovana fagocitoza 2,334 0,087
rno04020 Signalni put kalcija 2,283 0,090
rno00100 Biosinteza steroida 2,405 0,090
rno04659 Diferencijacija stanica Th17 2,280 0,090
rno05150 Infekcija bakterijom Staphylococcus aureus 6,255 0,000
rno05144 Malarija 5,464 0,000
rno05152 Tuberkuloza 4,661 0,000
rno05133 Pertusis 4,337 0,000
rno05140 LiSmanioza 4,143 0,001
rno05323 Reumatoidni artritis 4,139 0,001
rn0051_§7 _Infekcija Herpes virusom povezana s 0.001
Kaposijevim sarkomom 3,904 '
rno05332 Bolest odbacivanja transplantata 3,830 0,002
rno05320 Autoimuna bolest Stitnjace 3,670 0,002
rno05330 Odbacivanje transplantata 3,672 0,002
Putevi povezani s rno05164 Virus gripe A 3,432 0,002
bolestima Misié PoviSena  rno05143 Africka tripanosomijaza 3,476 0,004
rno05142 Chagasova bolest (ameri¢ka tripanosomijaza) 3,169 0,005
rno04940 Dijabetes tip | 3,269 0,005
Rno05132 Infekcija bakterijom Salmonella 3,169 0,005
rno05168 Infekcija virusom Herpes simplex 2,965 0,008
rno05146 Amebijaza 2,945 0,008
rno05321 Upalna bolest crijeva (IBD) 2,993 0,008
rno05134 Legioneloza 2,972 0,008
rno05418 Razvoj ateroskleroze 2,853 0,009
rno05162 Ospice 2,680 0,014
rn004933 ,_A_\G E-RAGE signalni put u dijabetickim 0016
komplikacijama 2,629 '
rno05310 Astma 2,827 0,017
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rno05416 Virusni miokarditis 2,574 0,018
rno05322 Sistemski eritemski lupus 2,550 0,019
rno05145 Toksoplazmoza 2,443 0,022
rno05340 Primarna imunodeficijencija 2,553 0,022
rno05202 Transkripcijske pogreske regulacije u raku 2,241 0,034
rno05200 Putevi u raku 2,212 0,035
rno05204 Kemijska karcinogeneza 2,123 0,047
rno05205 Proteoglikani u raku 1,762 0,094
rno05160 Hepatitis C 1,754 0,094
Rno01523 Otpornost na antifolate 1,748 0,099
rno05166 HTLV-I infekcija 1,697 0,099
Putevi povezani s Mikic .y rno05012 Parkinsonova bolest -3,444 0,026
. iSi¢ SniZena .
bolestima rno05016 Huntingtonova bolest -2,954 0,063
rno05150 Infekcija bakterijom Staphylococcus aureus 5,362 0,000
rno05144 Malarija 5,223 0,000
rno05152 Tuberkuloza 3,786 0,002
rno05323 Reumatoidni artritis 3,881 0,002
rno05140 LiSmanioza 3,850 0,002
rno05133 Pertusis 3,620 0,003
rno05143 Afri¢ka tripanosomijaza 3,408 0,009
rno05146 Amebijaza 3,168 0,009
_ _ . no05416 Virusni miokarditis 3,025 0,013
Eutew_ povezanis iy Poxlsena 1 rno05167 _Infekcija Herpes virusom povezana s 0.015
olestima snizena Kaposijevim sarkomom 2,887 ’
rno05321 Upalna bolest crijeva (IBD) 2,955 0,015
rno05134 Legioneloza 2,898 0,016
Rno05132 Infekcija bakterijom Salmonella 2,818 0,016
mo05202 Transkripcijske pogreske regulacije u raku 2,592 0,024
rno05332 Bolest odbacivanja transplantata 2,703 0,024
rno05142 Chagasova bolest (americka tripanosomijaza) 2,595 0,024
rno05164 Virus gripe A 2,569 0,024
rn0049_33 ,_A_\G E-RAGE signalni put u dijabetickim 0.030
komplikacijama 2,463 ’
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rno05418 Razvoj ateroskleroze

rno05032 Ovisnost o morfiju

rno05320 Autoimuna bolest Stitnjace
rno05330 Odbacivanje transplantata
rno05340 Primarna imunodeficijencija
rno04940 Dijabetes tip |

rno05322 Sistemski eritemski lupus
rno05205 Proteoglikani u raku
rno05162 Ospice

rno04931 Inzulinska rezistencija
rno05200 Putevi u raku

rno05310 Astma

rno05145 Toksoplazmoza

rno05204 Kemijska karcinogeneza
rno05168 Infekcija virusom Herpes simplex

2,419
2,384
2,384
2,253
2,256
2,185
2,077
2,026
1,985
1,977
1,931
2,064
1,886
1,908
1,793

0,032
0,035
0,037
0,049
0,052
0,052
0,061
0,062
0,066
0,066
0,067
0,067
0,071
0,071
0,083
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Dodatna tablica 10.5 Sazeti rezultati trofaktorijalne (Jadransko more) i dvofaktorijalne (zapadno
Sredozemno more) ANCOVA analize varijabilnosti infekcije oblicem Anisakis pegreffii prema
lokalizaciji u fileima (dorzalni i ventralni dijelovi) domacéina (Sardina pilchardus), uzimajuci u
obzir prostorno-vremenski u¢inak i duljinu tijela domacina kao kovarijablu.

- Jadransko more zapadno Sredozemno more
Izvor varijacije df NS = of MS =
Duljina tijela ribe 1 0,043 31,212* 1 0,002 0,456
Lokalizacija unutar ribe 1 0,002 1,379 1 0,012 3,475
Godina 1 0,003 2,052 / / /
Postaja uzorkovanja 1 0,020 14,605* 2 0,014 3,926
Dorzalni_ventralni d. x godina 1 0,001 0,820 / / /
Dorzalni_ventralni d. x postaja 1 0,000025 0,018 2 0,018 5,038*
uzorkovanja
Godina x postaja uzorkovanja 1 0,002 1,424 / / /
Dorzalni_ventralni d. x godina x 1 0,000025 0,018 / / /

postaja uzorkovanja
Ostatak 7263 5247
df — stupnjevi slobode, MS — prosjecna suma kvadrata, F — F vrijednost, *statisticki znacajna

razlika na razini p < 0,01.
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Dodatna tablica 10.6 Sazeti rezultati trofaktorijalne (Jadransko more) i dvofaktorijalne (zapadno
Sredozemno more) ANCOVA analize varijabilnosti infekcije oblicem Anisakis pegreffii prema
lokalizaciji u fileima (lijevi i desni file) domacina (Sardina pilchardus), uzimajuc¢i u obzir
prostorno-vremenski u¢inak i duljinu tijela domacina kao kovarijablu.

Izvor varijacije Jadransko more zapadno Sredozemno more
df MS F df MS F
Duljina tijela ribe 1 0,043 31,212 1 0,002 0,454
Lokalizacija unutar ribe 1 0,002 1,379 1 0,003 0,754
Godina 1 0,003 2,052 / / /
Postaja uzorkovanja 1 0,020 14,605* 2 0,014 3,913
Lijevi_Desni f. x godina 1 0,001 0,820 / / /
Lijevi_Desni f. x postaja 1 0,000025 0,018 2 0,004 1,094
uzorkovanja
Godina x postaja uzorkovanja 1 0,002 1,424 / / /
Lijevi_Desni f. x godina x postaja 1 0,000025 0,018 / / /
uzorkovanja
Ostatak 7263

df — stupnjevi slobode, MS — prosjecna suma kvadrata, F — F vrijednost, *statisticki znacajna
razlika na razini p < 0,01.
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Dodatna tablica 10.7 Srednja ukupna duljina domacina (TL) sa standardnom devijacijom (SD), ukupna prosje¢na prevalencija (%) sa
Sternovim to¢nim (ili prilagodenim Waldovim za N > 1000) 95% intervalom pouzdanosti (CI), prosjecni intenzitet (I), prosjecna
abundancija (A) s bootstrap 95% CI, omjerom varijance i srednjaka (v/m), indeksom nepodudarnosti (D) i eksponentom negativne
binomnijalne raspodjele (k) nametnika Hysterothylacium sp. za svaku postaju uzorkovanja, odnosno podregiju za Jadransko more i
ukupnog uzorka srdele Sardina pilchardus iz Sredozemnog mora, u razdoblju od 2013. do 2015. godine.

Varijabla Prosjecna TL Prevalencija Prosjecni I Prosjecna A v/im D k

+ SD (mm) (%) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
MA 2013 (N = 234) 133,66 + 6,97 1,3(0,4-3,8) 2,0(1,0-2,7) 0,03 (0,00 - 0,07) 2,32 0,986 /
MA 2014 (N = 453) 13462+6,05 574(528-619) 22(20-26) 127(1,10-1,51) 3,85 0,650 0,916
MA ukupno (N = 687) 134,29+ 6,39 38,3(34,7-42,0) 22(20-26) 0,85(0,73-1,01) 4,24 0,766 0,444
NA 2013 (N = 117) 150,61+ 6,67 42,7(33,8-52,1) 22(1,8—-2,7) 0,94 (0,69 —1,24) 2,44 0,711 0,614
NA 2014 (N = 104) 138,85 + 6,47 1,0(0,1-5,1) 1,0 0,01 (0,00 — 0,03) 1,00 0,981 /
NA ukupno (N =221) 14505+8,82 231(178-29,2) 2,2(1,8-2,7) 0,50 (0,35-0,67) 2,85 0,844 0,230
Ukupni Jadranski uzorak 136,91+8,43 346(31,6-37,8) 22(20-25) 0,76 (0,67 -0,88) 4,04 0,786 0,386
(N =908)
NT 2015 (N = 100) 129,70 £ 5,98 0 / / / / /
SS 2015 (N = 200) 140,30 + 8,40 0 / / / / /
WS 2015 (N = 356) 173,17+11,62  0,3(0,0-1,6) 1,0 0,00 (0,00 —0,01) 1,00 0,994 /
Ukupni Sredozemni uzorak 156,52 + 21,00 0,2 (0,0-0,9) 1,0 0,00 1,00 0,997 /
(N = 656)
Ukupni uzorak srdela 145,16 + 17,90 20,10 (18,2 — 2,2(2,0-2,6) 0,44 (0,39-0,52) 4,36 0,875 0,183*
(N = 1564) 22,2)

Uzorak iz Jadrana: MA — srednji Jadran, NA — sjeverni Jadran, Uzorak iz zapadnog Sredozemnog mora: NT — sjeverno Tirensko more,
SS — juzna Sicilija, WS — zapadna Sardinija. Eksponent negativne binomijalne raspodjele (k) nije pokazao statisti¢ki znacajnu razliku
izmedu zabiljezenih i1 oCekivanih frekvencija, p < 0,05.
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TruSeq Stranded mRNA Kit

0.1 -1 pg ukupne RNA
sinteza drugog lanca cDNA

o pomocu dUTP-ova PCR amplifikacija
mRNA 0 0
‘\ alalal
- ™
adenilacija 3' kraja
provjera kvalitete knjiZnice
(qPCR i Bioanalyzer)
I
obogadivanje mRNA i 0
fragmentiranje RNA 0 0 o
ligacija adaptora
YY) normalizacija i
O zdruZivanje knjiznica
|
L AAA @
1 enzimatsko uklanjanje dUTP-ova

sinteza prvog lanca cDNA

opcionalno zaustavljanje:
skladistiti na
-15°C do -25°C,
nakon procis¢avanja

Dodatna slika 10.1 Prikaz pripreme uzoraka, procesa izrade cDNA knjiznice i normalizacije,
prema uputama za korisnike, odakle je slika preuzeta i prilagodena. Prvi je korak purifikacija
MRNA s poly-A repom, nakon Cega slijedi fragmentacija i sinteza prvog lanca cDNA Kkoristeci
reverznu transkriptazu i nasumiéne pocetnice. Prepoznavanje drugog lanca postize Sse zamjenom
dTTP-ova s dUTP-ovima, a sinteza drugog lanca cDNA odvija se s pomo¢u DNA Polimeraze |
I RNaze H. Nakon dodavanja slijeda A na 3' kraj, slijedi ligacija adaptora i PCR amplifikacija.
Knjiznicama se tada provjerava kakvoca, kvantificiraju se i razrijede za sekvenciranje.
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Ml

Denaturirana jednolan¢ana cDNA modificirana s adaptorom
koji je komplementaran pocetnicama na proto¢noj ¢eliji

s

PR | ™ denaturacija, #} |
: cijepanje g '
I —_—
Umnazanje pocetnih kalupa Sekvenciranje u 5'-3' smjeru
}@ . ’POL:‘,\
E, . o
A ~
fluor se
é@ ugradnja odcijepi
—- —— —
uklanjanje
fragmenta

Jednolancani kalup

Dodatna slika 10.2 Prikaz Illumina tehnologije sekvenciranja s pomocu sinteze. Denaturirana,
jednolan¢ana cDNA modificirana adaptorom, koji je komplementaran pocetnicama na proto¢noj
¢eliji, bude pri¢vrséena hibiridizacijom. Nakon toga odvija se umnazanje pocetnih kalupa, zatim
umnazanje njihovih kopija S pomocu pocetnica 1 stvaraju se nakupine identicnih cDNA
molekula. Nakupine se denaturiraju i odcijepe. Osnova je ovog tipa sekvenciranja zabiljeziti
fluorescentni signal koji nastane nakon ugradnje obiljezenih deoksiribonukleotida. Slika je
preuzeta iz literature [210] i prilagodena hrvatskom jeziku, uz dopustenje izdavaca.
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