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UvOD

1. Uvod

Dugo vremena bolestima prenosivima hranom su se smatrale samo one uzrokovane
bakterijskim (Salmonella, Campylobacter, Listeria, Clostridium itd.) ili virusnim (Rotavirus,
Norovirus) uzrocnicima bolesti te nekim protozoarnim patogenima (Cryptosporidium,
Cyclospora). Nasuprot tome, nametniCke bolesti prenosive hranom su istovremeno bile
zanemarivane. Ipak, posljednjih se desetljeca veca pozornost posvecuje upravo nametnickim
bolestima te ih se smatra rastu¢im javnozdravstveno znacajnim problemom uslijed promjena
u brojnim ¢imbenicima koji utjeCu na Sirenje nametnika koji ih uzrokuju [1]. To osobito
vrijedi za nekoliko helmintijaza' za koje je zabiljeZzen poveéan broj prijavljenih slucajeva
izvan prirodnih staniSta njihovih uzro¢nika, prvenstveno zbog promjena u prehrambenim
navikama, poput konzumiranja sirove ili termicki nedovoljno obradene hrane, te pove¢anom
potraznjom za egzoticnom hranom [1,2]. Referentna skupina za epidemiologiju tereta bolesti
prenosivih hranom (FERG, Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference Group) koju
je uspostavila Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) objavila je listu nametnika koji se
mogu prenijeti na ljude hranom ukljucujuéi nekoliko skupina helminata za koje se smatra da
imaju znacajan teret bolesti poput Fasciola spp., Trichinella spp., Echinococcus spp.,
Clonorchis spp., Opistorchis spp., Taenia solium, Anisakis simplex 1 Ascaris lumbriocoides
[3]. Iako je A. simplex kasnije uklonjen s prioritetne liste kao neuobicajeni nametnik prenosiv
hranom [4], Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA, European Food Safety Authority)
je uvrstila pripadnike porodice Anisakidae kao nametnike visokog javnozdravstvenog znacaja
[5]. U prilog tomu ide 1 nedavna kvantitativna procjena rizika koja je ukazala na znacajnu
podcijenjenost broja humanih infekcija Anisakis nametnicima u Spanjolskoj, kao zemlji s

najvis$im brojem klinickih slu¢ajeva bolesti u Europi [6].

1.1. BioloSke osobitosti nametnika roda Anisakis

Pripadnici roda Anisakis Dujardin, 1845 tvore skupinu nametni¢kih obli¢a morskih
kraljeZznjaka. Zajedno s rodovima Pseudoterranova 1 Contracaecum, rod Anisakis pripada
porodici Anisakidae, koja obuhva¢a nametnike morskih sisavaca. Morfoloski se ovi
nametnici neznatno razlikuju te je njihova identifikacija do vrste uvelike oteZana i

primjenjiva samo na odraslim stadijima koriStenjem malog broja morfoloSkih osobina

! Helmintijaze: bolesti ljudi i Zivotinja uzrokovane vrstama viSestani¢nih nametnika koji uklju¢uju trakavice,
metilje i obli¢e (helminti).
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dijagnostickog znacaja (npr. duljina i oblik ventriculusa, raspored kaudalnih papila kod
muzjaka, duljina spikula, veli¢ina i oblik kaudalnih ploca) [7,8]. U li¢inackom stadiju,
identifikacija je moguca jedino do razine roda temeljem oblika i duljine ventriculusa te oblika
repa, tj. prisutnosti/odsutnosti mukrona (repne bodlje) i zubica za busenje [7,9]. KoriStenjem
molekularnih, 1 u manjoj mjeri biokemijskih, tehnika do danas je identificirano devet vrsta
koje pripadaju ovom rodu: Anisakis simplex sensu stricto (s.s.), Anisakis pegreffii, Anisakis
berlandi (klada 1), Anisakis ziphidarum, Anisakis nascetti (klada 2), Anisakis physeteris,
Anisakis brevispiculata, Anisakis paggiae (klada 3), Anisakis typica (klada 4) [10]. Glavnina
vrsta roda Anisakis su kripti¢ne vrste koje se mogu razlikovati samo molekularnim tehnikama
te se u skladu s tim svrstavaju u dva kompleksa srodnih vrsta: i) 4. simplex kompleks kojem
pripadaju 4. simplex s.s., A. pegreffii 1 A. berlandi; ii) A. physeteris kompleks kojem
pripadaju A. physeteris, A. brevispiculata 1 A. paggiae [11]. Od spomenutih se vrsta svojom
rasprostranjeno$¢u i pojavnoscu isticu A. simplex (s.s.) 1 A. pegreffii, od kojih je potonji

dominantna vrsta u Sredozemnom moru [7].

1.1.1. Zivotni ciklus

Zivotni ciklus nametnika roda Anisakis, kao i srodnih vrsta iz porodice Anisakidae,
heteroksenog je tipa, §to znadi da ukljuduje vise od jednog obvezatnog domacéina. Zivotni
ciklus Anisakis spp. slijedi op¢i zivotni ciklus obli¢a koji ukljucuje Cetiri li¢inacka stadija
(L1-L4) te odrasli stadij u krajnjem domacinu, s potpuno razvijenim reproduktivnim
organima i pridruzenim strukturama [9,12,13]. U Zivotnom ciklusu Anisakis spp. morski
sisavei, prvenstveno kitovi zubani, sluze kao krajnji domacini, planktonski rakovi kao
intermedijarni domacini te ribe 1 glavonoSci kao parateni¢ni domacini (Slika 1.) [12]. Putem
fecesa, oplodena jaja se otpustaju u morski okoli§ gdje dolazi do razvoja embrija [14]. Unutar
jaja nakon dva presvlacenja dolazi do razvoja li¢inke ranog treceg stadija (L3). Izvaljena L3
jos uvijek zadrzava debelu kutikulu li¢inke drugog stadija (L2) za koju se pretpostavlja da
povecava plovnost L3 [15] te ovakva L3 ne predstavlja infektivni stadij. Intermedijarni
domacini su u pravilu planktonski® rakovi svjetlonosci (porodica Euphausidae), u kojima L3
postaje infektivna za krajnjeg domacina [14,16]. Osim svjetlonozaca, 1 planktonski rakovi
raSljonosSci (red Mysida) mogu sluZiti kao intermedijarni domacini, buduéi da su jedino

predstavnici ove dvije skupine rakova dovoljno veliki za zadrzavanje L3 unutar njihove

2 Plankton: skupni naziv za organizme koji nastanjuju vodeni stupac, a koji nisu sposobni kretati se suprotno
vodenim strujanjima.
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tjelesne Supljine [17]. Intermedijarni domacin je neophodan za zaokruzivanje zivotnog
ciklusa nametnika, u kojem potonji prolazi kroz znac¢ajne morfoloske i fizioloSke promjene
[18]. Nakon $to intermedijarni domacin proguta slobodno-plivaju¢u L3, ona odbacuje
kutikulu L2, probija crijevo te se zadrzava u hemocelu domacina, bez stvaranja c¢ahure [19].
L3 iz intermedijarnih domac¢ina moze potom neposredno zaraziti kitove usane koji se hrane
ovim skupinama rakova. Ribe 1 glavonosci koji se hrane planktonskim organizmima i manjim
ribama sluze kao parateni¢ni domacini [9,12]. U parateni¢nom domacinu L3 migriraju iz
probavnog sustava u trbusnu Supljinu, gdje se potom spiraliziraju na unutraSnjim organima, a
ponekad li¢inke migriraju 1 u skeletnu muskulaturu [10,19]. Kitovi zubani potom bivaju
inficirani konzumacijom parateni¢nih domacina, dok kitovi usani, kako je ranije spomenuto,
bivaju inficirani konzumacijom intermedijarnih domacina (planktonski rakovi) [9,14].
Alternativno, manje ribe i glavonoSce mogu pojesti druge veée ribe, u kojem slucaju L3
ponavljaju proces migracije iz probavnog sustava i spiralizacije na trbusnim organima, §to

rezultira nakupljanjem velikog broja nametnika duz hranidbenih mreza [10,19]

Morski sisavei
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TRENDS in Parasfiology

Slika 1. Zivotni ciklus Anisakis spp. Prikazani su intermedijarni i parateniéni domacini i
vrste hrane koja moze biti izvor infekcije Covjeka. Ribe takoder mogu biti zarazene
ingestijom drugih zarazenih riba i glavonoZaca. Preuzeto i prilagodeno iz [20] uz dopuStenje
izdavaca.
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Rod Anisakis ima globalnu distribuciju, a do danas su ovi nametnici utvrdeni u 40-ak
vrsta krajnjih i preko 160 vrsta paratenicnih domacina [10]. Usprkos globalnoj distribuciji
nekih vrsta, koja je prvenstveno rezultat pojavnosti krajnjih domacina u razli¢itim
geografskim regijama, neke vrste iz roda Amisakis pokazuju visoku specifi¢nost prema
krajnjem domacinu [9,10]. U Jadranskome je moru utvrdena prisutnost vrsta A. pegreffii, A.
typica 1 A. ziphidarum u brojnim komercijalnim vrstama riba [21-23], dok su iz Cetiri vrste
krajnjih domacéina (dobri dupin, Tursiops truncatus; plavobijeli dupin, Stenella coeruleoalba;
glavati dupin, Grampus griseus; Cuvierov kljunasti kit, Ziphius cavirostris), koje su tu Ceste,

izolirane vrste A. pegreffii, A. simplex 1 A. physteteris [24].

1.2. Anisakijaza

Osim morskih sisavaca, ¢ovjek se kao slu¢ajni domacin moze zaraziti ovim nametnicima
uslijed konzumacije svjezih, sirovih ili termicki nedovoljno obradenih morskih proizvoda
koji sadrze infektivne li¢inke treceg stadija (L3) [2,25]. lako je razvoj L3 zaustavljen do
ulaska u probavilo krajnjeg domacina, u ¢ovjeku je ipak mogu¢ razvoj do li¢inke Cetvrtog
stadija (L4) [20]. Bolest koja se razvija uslijed zaraze ovim nametnicima naziva se
anisakijaza ili rjede anisakidoza, budué¢i da potonji termin ima Sire znacenje te obuhvaca
stanja uzrokovana zarazom drugim nametnicima iz porodice Anisakidae (Pseudoterranova
spp., Contracaecum spp.) [20,26]. Infekcija li¢inkama anisakida moze biti asimptomaticna,
no c¢esto je pracena akutnom klinickom slikom koja se moZe manifestirati perforacijom
stijenke Zeluca uslijed migracije li¢inki. U pravilu je dovoljna jedna vijabilna li¢inka za
razvoj bolesti, no zabiljeZeni su 1 slu€ajevi hiperinfekcije ovim nametnicima (n = 140) [27]. U
novijoj se klasifikaciji navode Cetiri sindroma kojima se ova bolest moze manifestirati: 1)
gastriéni, ii) intestinalni, iii) ektopi¢ni (ekstragastrointestinalni, heterologni) i iv) alergijski
(gastroalergijski) [20,28,29]. Gastri¢ni 1 intestinalni oblik predstavljaju invazivnu anisakijazu
prilikom koje dolazi do migracije licinke kroz stijenku probavila. Gastri¢ni oblik se javlja 1-
12 sati nakon konzumacije sirove ribe, a ocituje se naglom pojavom jake epigastri¢ne boli,
mucninom, povrac¢anjem i blago povisenom tjelesnom temperaturom [28]. Na mjestu prodora
licinke dolazi do pojave crvenila i otoka s krvarenjima te erozivnog gastritisa s ulceracijama
sluznice. Povremeno moze biti prisutno i zadebljanje uzduznih nabora zelu€ane sluznice s
edematoznim promjenama [26,28]. Intestinalni oblik nastupa 5-7 dana nakon konzumacije
sirove ribe, a ocituje se isprekidanom ili postojanom abdominalnom boli [28]. Najcesce se

javlja u terminalnom ileumu, dok su ostali dijelovi crijeva rijetko zahvaceni. Uslijed
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izrazenog otoka sluznice na mjestu lezije dolazi do suzenja lumena koje moze rezultirati
opstrukcijom crijeva te sluzavom i krvavom stolicom. Od ostalih komplikacija zabiljeZene su
intususcepcija, perforacija crijeva i pneumoperitoneum [26,28,30]. Kroni¢ne infekcije mogu
razultirati nastankom apscesa, ulkusa, tumoroznih tvorevina te eozinofilnih granuloma uslijed
ugibanja 1 raspadanja li¢inke [26,28,31]. Ektopi¢na (ekstragastrointestinalna, heterologna)
anisakijaza nastaje u slucajevima kad licinka perforira stijenku probavila te migrira na neke
od organa trbusne Supljine [28]. Preosjetljivost na somatske antigene te antigene koji
pripadaju ekskretorno/sekretornim (ES) produktima li¢inke rezultira razvojem alergijskih
reakcija koje se ocituju pojavom urtikarije, angioedemom te u ekstremnim slucajevima
anafilaksom [28,32]. Medutim, za razliku od ostalih oblika bolesti, ingestija Anisakis liCinki
nije preduvjet, ve¢ se alergijske reakcije mogu razviti i na proteine nametnika prisutne u
ribljim proizvodima ili pak u doticaju s alergenima putem koze i diSnog sustava [33]. Kao i
kod drugih alergijskih reakcija, u slucaju alergije na proteine Anisakis li¢inki dolazi najve¢im
dijelom do proizvodnje specificnih anti-Anisakis IgE protutijela, prisutnih u serumu
pacijenata i nekoliko godina nakon alergijske epizode [34]. Konacno, temeljem nedavnih
studija predlozeno je uvodenje i petog oblika infekcije koji obuhvaéa asimptomaticne
senzitizirane pacijente s visokim titrom specifiénih protutijela, ali bez vidljivih klinickih
znakova [33].

Iako su epidemioloski podaci o pojavnosti anisakijaze oskudni, Panel o bioloskim
opasnostima Europske agencije za sigurnost hrane navodi ~20000 prijavljenih slucajeva u
svijetu do 2010. godine [35]. Anisakijaza je opcenito ucestalija u podrucjima gdje se
tradicionalno konzumira sirova ili termicki nedovoljno obradena riba pa u skladu s tim Japan
prednjaci s oko 2000 prijavljenih sluc¢ajeva godiSnje [2], Juzna Koreja biljezi 200 slucajeva
godisnje [36], dok se na razini Europe ta brojka kre¢e oko 500 slucajeva godisnje, u ¢emu
prednjade Spanjolska, Nizozemska, Njemacka i Francuska [33,35,36]. Medutim, prema
nedavnoj kvantitativnoj analizi rizika za pojavnost anisakijaze u Spanjolskoj, procijenjeni
godis$nji broj slucajeva anisakijaze koji zahtijevaju medicinsku skrb iznosi od 7700 do 8320,
Sto ukazuje na znacajnu podcijenjenost ove bolesti [6]. U Hrvatskoj je do danas zabiljeZen
samo jedan potvrdeni slucaj intestinalne anisakijaze, pri ¢emu je kao uzro¢nik molekularnim
tehnikama utvrdena liinka vrste Anisakis pegreffii izolirana iz arhivskog uzorka eozinofilnog
granuloma [37]. Dodatni slucaj intestinalne anisakijaze nakon konzumacije sirove ribe ostaje
nedorecen, jer iako histopatoloski 1 seroloSki nalazi upucuju na vjerojatnu anisakijazu, sam
uzrocnik nije bio izoliran [38]. Utvrdena seroprevalencija anti-Anisakis protutijela u zdravoj
oto¢noj i obalnoj populaciji u Dalmaciji [39] ukazuje da je, unato¢ dvama prijavljenim
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slucajevima anisakijaze, ova bolest u Hrvatskoj kao i u drugim europskim drzavama znacajno
podcijenjena uslijed pogreSne dijagnoze 1 neprijavljivanja klinickih oblika s blagim

znakovima bolesti.

1.3. Imunoloski odgovor na viSestani¢ne crijevne nametnike (helminte)

U imunoloskom odgovoru na viSestani¢ne crijevne nametnike, kao 1 na patogene
opcenito, sudjeluju oba tipa imunoloSkog sustava, tj. nespecificna (prirodena) i1 specificna
(steCena) imunost, koje se medusobno ispreplicu na razini prepoznavanja patogena i izvrsenja
imunosne reakcije. lako je steCena imunost, karakterizirana visoko specijaliziranim
limfocitima T koji luce citokine i limfocitima B koji luce protutijela, u¢inkovita u obrani od
patogena, obi¢no je potrebno nekoliko dana do tjedana za selekciju, ekspanziju i polarizaciju
djevicanskih limfocita u stanice specificne za odredeni antigen [40]. Medutim, otkri¢em
novih ,,urodenih® stani¢nih populacija razgranicenje izmedu ove dvije grane imunoloskog
sustava u odgovoru na visestani¢ne crijevne nametnike postaje sve manje izrazeno [41]. U
skladu s tim, uloga pojedinih fizioloSki vaznih stani¢nih populacija uvelike ovisi o
okolnostima u kojima se imunoloska reakcija odvija te vrsti nametnika prema kojem je
usmjerena [42,43]. Medutim, iako je imunosna reakcija na nametnike opcenito sloZenija od
reakcije na viruse i bakterije, ona je istovremeno i manje uspjeSna, prvenstveno zbog
varijacija u antigenima izmedu razli¢itih razvojnih stadija nametnika Sto u konacnici vodi
uspostavljanju kroni¢ne infekcije [44,45]. Prilikom infekcija crijevnim viSestani¢nim
nametnicima (helmintima) specifiéna imunost tipi¢cno pokazuje polarizaciju prema Tu2
odgovoru (engl. T helper-2), uz izuzetak vrsta roda Trichuris koje induciraju mijeSani
Tu1/Tu2 odgovor [46,47]. lako razliCite vrste nametnika induciraju Tu2 odgovor, ucinci ovog
tipa imunoloskog odgovora mogu uvelike varirati, od konacnog izbacivanja nametnika pa do
negativne regulacije Tul 1 Tul7 odgovora koji su praceni izraZenom imunopatologijom [48].
Kljuéni dogadaji tijekom Tx2 odgovora su proizvodnja Tu2 citokina poput interleukina-4 (IL-
4), IL-5, IL-9 1 IL-13, hiperplazija vrcastih stanica 1 luenje sluzi, mastocitoza, proizvodnja
IgGl1, IgG4 1 IgE izotipova protutijela te ekspanzija eozinofila, bazofila i1 alternativno

aktiviranih makrofaga koji doprinose fibrozi i popravku oste¢enog tkiva [42,43,49].
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1.3.1. Inicijacija Tu2 odgovora

Kod infekcija viSestani¢nim crijevnim nametnicima, elementi urodene imunosti ¢ine
prvu liniju obrane te ujedno predstavljaju izvor signala za razvoj specificne imunosti. Prva
prepreka s kojom nametnici dolaze u dodir je crijevni epitel, sastavljen od nekoliko razlicitih
tipova stanica, koji tvori fizicku prepreku prodoru nametnika u dublje slojeve tkiva. K tome,
crijevne epitelne stanice su vazna komponenta u detekciji nametnic¢kih infekcija i inicijaciji
Tu2 odgovora kroz lucenje topivih medijatora i prezentaciju antigena putem molekula klase
I glavnog antigena tkivne podudarnosti (MHC 1II, prema engl. class II major
histocomapatibilty complex) [40,46,47].

Prilikom migracije nametnici uzrokuju mehanicko oStecenje epitela crijeva te
proizvode razli¢ite ES produkte Sto dovodi do aktivacije odredenih hematopoetskih i
nehematopoetskih stanica te inicijacije Tu2 odgovora [50]. Nekroti¢ne crijevne stanice luce
citokine interleukin-25 (IL-25), IL-33 1 TSLP (engl. thymic stromal lymphopoietin), tzv.
alarmine. Ovi citokini tijekom rane faze nametnickih infekcija aktiviraju stanice urodene
imunosti (urodene limfoidne stanice, bazofili, eozinofili, mastociti i dendriticne stanice) koje
potom zapocinju Tu2 odgovor i poticu imunost posredovanu Tu2 stanicama (Slika 2.)
[46,50]. Dodatno, epitelne stanice luce i kemokine CXCL1, CXCL2 i CXCLS te eotaksine
koji poti¢u migraciju neutrofila i eozinofila u oste¢ena podrucja [50]. Primarnim izvorom IL-
25 su se pokazale crijevne kemosenzorne stanice (engl. tuft cells) ¢iji se broj tijekom
nametnic¢kih infekcija povec¢a nekoliko puta, a njihova odsutnost se ofituje znacajno
odgodenim imunoloskim odgovorom [51]. Ovaj citokin je kljucan u inicijaciji Th2 odgovora
kroz aktivaciju urodenih limfoidnih stanica tipa 2 (ILC2, eng. type 2 innate lymphoid cells)
[46]. Nakon aktivacije ILC2 lu¢e IL-13, koji mehanizmom pozitivne povratne sprege
stimulira daljnju proliferaciju kemosenzornih stanica, pojacavaju¢i u konacnici sam Tnx2
odgovor [52]. IL-33 je DNA-vezujuci protein, koji se uslijed nekroze epitelnih stanica otpusta
u izvanstani¢ni prostor te se posredstvom proteaza iz mastocita i neutrofila prevodi u
bioaktivni oblik [50]. Aktivni IL-33 potom aktivira spektar imunosnih stanica te potic¢e ILC2,
Tu2 stanice, bazofile i mastocite na proizvodnju Tu2 citokina [47,50]. Osim §to su meta IL-
33, mastociti su ujedno vazan izvor ovog citokina nakon aktivacije izvanstanicnim ATP-om
otpustenim iz apoptoti¢nih epitelnih stanica [52]. Sli¢no kao 1 prethodna dva alarmina, TSLP
primarno luce epitelne stanice crijeva. Ovaj citokin takoder utjeCe na brojne imunosne
stanice, ukljucuju¢i dendriti¢ne stanice, monocite, granulocite, limfocite T 1 B [52]. Ipak,

njegova uloga u imunoloskom odgovoru se pokazala ovisna o vrsti nametnika ¢ine¢i ga
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neophodnim za razvoj otpornosti na infekciju vrstom 7richuris muris, dok kod drugih
nametnika odsutnost ovog citokina nije utjecala na razvoj otpornosti prema nametnicima
[43]. K tome, TSLP posredno regulira polarizaciju Tu2 stanica spreavajuéi razvoj Tul i

Tu17 odgovora kroz inhibiciju proizvodnje citokina IL-12/23p40 [50].
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Slika 2. Aktivacija Tu2 imuniteta u epitelu crijeva u odgovoru na viSestani¢ne crijevne
nametnike. Nakon prihvac¢anja nametnika, crijevne epitelne stanice luc¢e alarmine (IL-25, IL-
33 1 TSLP) koji aktiviraju razli¢ite imunosne stanice za pokretanje Tu2 odgovora i poticanje
imunosti ovisne o Ty2 stanicama (tamno sive strelice). Kao odgovor na alarmine, urodene
limfoidne stanice tipa 2 (ILC2) lu¢e velike koli¢ine IL-13 koji aktivira dendriticne stanice u
lamini propriji (zelena strelica) koje potom migriraju u mezenteri¢ne limfne ¢vorove gdje
polariziraju djevi¢anske CD4" limfocite T u Tu2 stanice. TSLP i, vjerojatno, IL-25 i IL-33
(tockasta strelica) takoder moduliraju dendritiCne stanice prema Tn2-polarizirajuéem
fenotipu. ILC2 i bazofili takoder mogu prezentirati antigene CD4" limfocitima T (svijetlo
siva iscrtkana strelica) 1 potaknuti polarizaciju prema Tu2 stanicama, Sto je u sluc¢aju bazofila
potpomognuto lucenjem IL-4. Tu2-polarizirane stanice luce citokine koji poticu izvr$ne
mehanizme te proliferiraju mehanizmom pozitivne povratne sprege, pojacavajuci tako sam
odgovor. Preuzeto 1 prilagodeno iz [46] uz dopustenje izdavaca.

Djelovanjem IL-25, IL-33 te, posebice, TSLP u lamini propriji crijeva dolazi do
aktivacije dendriti¢nih stanica, koje su primaran izvor signala za diferencijaciju djevicanskih

CD4" stanica u Tu2 stanice [53]. Lamina proprija crijeva je nastanjena dvjema
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subpopulacijama dendriticnih stanica, CD103°CD11b" i CDI103°CD11b" dendriti¢nim
stanicama te manjom populacijom CDI103°CDI11b" dendriti¢nih stanica [43]. Aktivirane
CDI11b" dendriti¢ne stanice potom migriraju u mezenteri¢ne limfne ¢vorove gdje pojatano
eksprimiraju kostimulacijske molekule OX40L i PD-L2 (engl. programmed cell death 1
ligand 2) te IL-6 i IL-10, inducirajuéi polarizaciju djevi¢anskih CD4" stanica u Ty2 stanice
[54]. Medutim, uloga ovih kostimulacijskih molekula nije strogo ogranicena i neophodna za
polarizaciju Tu2 odgovora budu¢i da neki nametnici mogu zaobi¢i TSLP/OX40 os u
aktivaciji sinteze IL-4 [53]. Osim toga, obje kostimulacijske molekule su eksprimirane i na
dendriticnim stanicama tijekom aktivacije Tul/Tul7 odgovora. Medutim, folikularni
pomagacki limfociti T (Tth), koji su jedini izvor Tu2 polarizacijskog citokina IL-4 tijekom
infekcija viSestanicnim nametnicima, pojac¢ano eksprimiraju PD1 (engl. programmed cell
death protein 1), receptor za PD-L2. Stoga PD-L2 vjerojatno posreduje u interkaciji CD11b"
dendriti¢nih stanica koje ga eksprimiraju i PD-1" Tth, potrebnih za pocetak sinteze IL-4 u
limfnom ¢voru [54]. Osim dendriti¢nih stanica, urodene limfoidne stanice i bazofili mogu

takoder djelovati kao prezentirajuce stanice [50].

1.3.2. Izvr$ni mehanizmi Tu2 odgovora

Sredi$nju ulogu tijekom Tu2 odgovora imaju CD4" stanice, koje luée veéinu izvrsnih
citokina. Medutim, druge populacije stanica poput bazofila, eozinofila, mastocita, urodenih
limfoidnih stanica i nedavno definirane grupe stanica, tzv. nuocita (NBNT, engl. non-B, non-
T cells), su vazan pocetni izvor nekih od tih citokina [42,55]. Nuociti su osobito vaZan izvor
IL-13 zato Sto stvaraju uvjete koji promicu diferencijaciju Tu2 stanica a nakon primanja
signala od istih nastavljaju luciti znacajne koli¢ine IL-13 [42] Neovisno o njthovom izvoru,
Tu2 citokini pokrecu velik broj nizvodnih izvr$nih mehanizama (Slika 3.) [42].

Uklanjanje odraslih nametnika koji obitavaju u lumenu crijeva domacina uvjetovano je,
izmedu ostaloga, utjecajem stanicne imunosti Tx2 tipa na fizioloSke procese domacina
mijenjajuci tako okoli§ u kojem nametnik boravi te uzrokujuéi u konaénici ,,ispiranje®
nametnika iz crijeva (engl. weep and sweep response) [46,52]. Najznacajniji pokretaci ovog
odgovora su citokini IL-4 1 IL-13. Zbog signalizacije putem zajednickog IL4Ra receptora,
koji je eksprimiran na brojnim stanicama, ukljucujuci epitelne stanice crijeva, vréaste stanice,
stanice glatkih miSi¢a 1 makrofage, te transkripcijskog faktora STAT6 (engl. signal
transducer and activator of transcription 6) ucinci ovih citokina se donekle preklapaju

[40,47]. Osim IL-4 1 IL-13, zna¢ajnu ulogu u razvoju otpornosti na crijevne nametnike imaju
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1 IL-5 1 IL-9. IL-5 je kljucan ¢imbenik u diferencijaciji 1 ekstravazaciji eozinofila iz koStane
srzi, povecava osjetljivost eozinofila za eotaksin-1 te pospjeSuje njihovo prezivljavanje u
sluznicama tijekom T2 odgovora [50]. IL-9 je klasi¢no svrstavan u Tu2 citokine, medutim
Cinjenica da CD4" stanice rijetko koeksprimiraju ovaj citokin i prototipski Tu2 citokin IL-4,
upucuje na postojanje odvojene skupine pomagackih limfocita T, tj. Tu9 [53]. IL-9 je, uz IL-
18, jedan od klju¢nih faktora za proliferaciju i aktivaciju mastocita na mjestu infekcije [42].

Lucenje IL-4 i IL-13 potice hiperplaziju vréastih stanica i obilnu proizvodnju sluzi. Sluz
predstavlja hidratizirani gel safinjen od visoko O-glikoziliranih proteina, mucina,
najznacajniji od kojih je MUC2 [56]. Osim njega, prilikom nametnickih infekcija pojacano je
1 lucenje MUCS5AC, mucina karakteristicnog za zeludac i pluca, osobito prilikom Trichuris
muris infekcije, buduéi da ovaj nametnik ima sposobnost razgradnje MUC2. Jednako kao
MUC2, i MUCSAC je pod kontrolom IL-13 [43]. Osim S§to predstavlja fizicku prepreku
prihvac¢anju nametnika za crijevni epitel, sluz moze Stetno djelovati na vijabilnost samih
nametnika [56].

Osim mucina, potaknute signaliziranjem putem IL-13/IL-4Ra, vrCaste stanice luce i
heksamerni ili trimerni antiparazitski protein RELM (engl. resistin-like molecule f) [40,56].
Ucinkovitost ovog proteina se ocituje u ometanju hranjenja i vezivanju za kemosenzorne
strukture nametnika §to dovodi do smanjenja kondicije nametnika [50,52]. Medutim, ovaj je
protein djelotvoran samo protiv nametnika koji dio svog Zivota provode u lumenu crijeva, ali

ne utjece na nametnike koji invadiraju epitel crijeva, npr. 7. muris 1 Trichinella spiralis [43].

10



UvOD

" Presretanje u Ko
“ Epitelne
21 5) stanice

Eozinoﬁl
Nametnici u krvnom optoku {mikrofilarije)

@ ( _/] g x FoR gais
T igM?{( jﬁ,:}:&: IL-4R

TH2 stanica  Nuacit Ma.staclt

VR — Meutrofil
Proteaze mastodita | Tiiva HERR
otvaraju &vrste spojeve
| IL-13 || dovodeti do izlaska CrCR2 FceR FeeR
- tekucing L) o PN
Vrgasta stanlca Jula §_ i @ :
(T T e ST T g ! e >
IL-4 2] = U%, Gl“) Neutrofil Eczinafi Bazofi  Makrofag
e Y e
Izmjena epiteinih stanica
Hiperplazija vréastih stanica
Odgaw:f;e dielomiéno w:san
J o protutijeiima i kemplementu. |
Lektini mkoder sudjeiuju.

IgG1 manju;e

Odgover je posredovan
proteinima granula i
reaktivnim meduproduktima

|Mugini I RELMB
spfgecava_lu hranjenje

inamenika Stijenka crijeva

Smanjena kondiciia,
niZi prijencs i ranc
izbaclvanje

Granulem t|pa 2' u stijnci
crijgva bogat makrofagima

Slika 3. IzvrSni mehanizmi Tu2 tipa u imunosti na viSestani¢ne nametnike. Putevi
uklanjanja nametnika posredovani pomagackim limfocitima T (Tu2) su jasnije definirani za
crijevo u odnosu na ostala tkiva, ali u oba sluc¢aja sudjeluju viSestruki mehanizmi. a|] U
sluzni¢koj imunosti na viSestani¢ne nametnike, T2 tip odgovora zapoc€inju i odrzavaju
urodene populacije (ukljucujuéi epitelne stanice) posredstvom interleukina-25 (IL-25) 1 IL-
33. Epitelne stanice su ujedno jedna od primarnih meta citokina tipa 2, budu¢i da IL-13
povecava obnavljanje epitelnih stanica 1 potice diferencijaciju vr€astih stanica, koje
proizvode mucine i antiparazitski protein RELMp. Curenje tekucine u crijevo je pojacano
djelovanjem proteaza iz mastocita koje razgraduju Cvrste spojeve izmedu epitelnih stanica,
poticuci proces ispiranja (engl. weep and sweep). Protutijela iz limfocita B utjeCu na
smanjenje kondicije i1 fekunditeta nametnika. b| U tkivima su nametnici izloZzeni napadu niza
urodenih izvrSitelja domacdina, uklju¢ujuéi makrofage, neutrofile, eozinofile, bazofile i
trombocite (nije prikazano). Sposobnost ovih stanica u ubijanju nametnika je ¢esto ovisna o
jednom ili vise izotipova protutijela (Cesto IgE, ali i [gM u krvotoku) i o proteinima sustava
komplementa. Granulociti ili makrofagi mogu otpustati reaktivne kisikove i duSikove vrste
koje oStecuju nametnika, medutim in vivo mehanizmi ubijanja nisu u potpunosti razjasnjeni.
CXCR, receptor tipa 2 kemokina s C-X-C motivom; FcR, Fc receptor; IL-4R. IL-4 receptor.
Preuzeto 1 prilagodeno iz [42] uz dopustenje izdavaca.
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Oba ranije navedena citokina, IL-4 1 IL-13, uzrokuju i hiperkontraktilnost glatkih
miSica crijeva, Sto u konacnici doprinosi brzem izbacivanju nametnika [46,52].

Makrofagi su klju¢na sastavnica urodene imunosti, prisutni u cijelom tijelu kao
rezidentne tkivne stanice ili stanice diferencirane iz krvnih monocita, koje poprimaju $iroki
spektar funkcionalnih fenotipova [57]. Djelovanjem IL-4 i IL-13 tijekom Tu2 odgovora,
makrofagi poprimaju fenotip koji ih razlikuje od klasi¢no aktiviranih makrofaga (CAM¢)
stimuliranih lipopolisharidom (LPS), interferonom gama (IFN-y) ili faktorom tumorske
nekroze alfa (TNF-a) [49,57]. Ovakvi alternativno aktivirani makrofagi (AAM¢) su prisutni
tijekom brojnih nametnickih infekcija, kako obli¢ima tako 1 trakavicama i metiljima, a
karakterizira ih ekspresija IL-4Ra i1 receptora manoze (CD206) na stani¢noj membrani te
arginaze-1, RELMa (engl. resisistin-like molecule o) 1 YM1/Chil3, proteina nalik hitinazi
[49]. Osim toga, i ekspresija kemokina je visoko polarizirana izmedu ove dvije populacije
makrofaga, pri cemu CAM¢ eksprimiraju npr. CXCL9, CXCL10, CCL3 i CCL4, dok AAM¢
eksprimiraju druk¢iji niz kemokina, ukljucuju¢i CCL17, CCL18, CCL22 1 CCL24 [57].
Prilikom nekih nametnickih infekcija, poput infekcije filarijom Litomosoides sigmodontis
koja parazitira u pleuralnoj Supljini, AAM¢ nastaju ekspanzijom i polarizacijom rezidentnih
tkivnih makrofaga, dok kod crijevnih nametnickih infekcija glavnina AAM¢ nastaje
ekspanzijom 1 diferencijacijom krvnih monocita. U oba slu€aja, proliferacija je posljedica
signalizacije IL-4, izvor kojega moze varirati ovisno o vrsti tkiva i stadiju infekcije, medutim
CD4" limfociti T su potrebni za stvaranje i odrzavanje znacajnijeg broja makrofaga [58].
Primarne funkcije AAM¢ pri nametnickim infekcijama ukljucuju regulaciju imunosnog
odgovora, zarastanje oSte¢enog tkiva i otpornost na nametnike [48].

lako tri ranije spomenuta proteina, karakteristicna za AAM¢, izgledno nemaju
neposredan antiparazitski uc€inak, njihova funkcija se ogleda u regulaciji imunoloSkog
odgovora 1 pregradnji i zarastanju tkiva. YM1 [hitiniaza-3-nalik-3 (Chi313)] ne posjeduje
enzimatsku aktivnost razgradnje hitina, stoga njegova uloga nije u potpunosti jasna [58].
Medutim, YM1 utjeCe na regrutaciju neutrofila prilikom infekcija odredenim vrstama
nametnika stimuliraju¢i yo limfocite T na proizvodnju IL-17A [50] te potencijalno na
regrutaciju eozinofila [48,49]. Za razliku od ostalih proteina nalik hitinazama, YM1 ne vezuje
hitin, ali vezuje druge Secere ukljucujuéi sastavnice izvanstani¢ne tvari poput heparan sulfata,
Sto implicira ulogu ovog proteina u procesu pregradnje ili zarastanja tkiva [57]. RELMa
utjeCe na prezivljavanje nametnika modulacijom imunosnog odgovora domacina [58]. Uloga
ovog proteina u zarastanju tkiva je takoder opre¢na, buduéi da stimulacijom miofibroblasta

potice odlaganje kolagena dok istovremeno utiSavanjem Tu2 odgovora moZe imati zastitnu
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ulogu u fibrozi [48,57]. Arginaza-1 negativno regulira proizvodnju dusikovog oksida (NO)
zbog viSeg afiniteta za L-arginin u odnosu na inducibilnu sintazu duSikovog okisda [49]. K
tome, u in vitro uvjetima, produkti katabolizma arginina, L-ornitin i poliamini, mogu utjecati
na smanjenu pokretljivost nametnika [58]. Daljnji produkti katabolizma, prolin i
hidroksiprolin, su kljuéne komponente kolagena, ukazuju¢i na vaznost ovog enzima u
procesu zarastanja rana [49,57]. Medutim, zbog smanjenja dostupnosti arginina te
posljedicno oslabljenog odgovora limfocita T, arginaza-1 iz makrofaga ima znacajniju ulogu
u supresiji Tu2 odgovora i fibroze posredovane Tu2 odgovorom, dok je za procese odlaganja
izvanstanicne tvari 1 zarastanja znaCajnija arginaza-1 iz fibroblasta [57,58]. Ipak, AAM¢
eksprimiraju proteine znacajne za zarastanje i pregradnju tkiva poput fibronektina, tenascina-
C i matriks metalopeptidaza (MMP-1, MMP-12) [59]. Unato¢ izgledno znacajnijoj ulozi u
regulaciji Tu2 odgovora i procesima zarastanja, AAM¢ su klju¢ni za razvoj pravovremene
otpornosti na sekundarne Nippostrongylus braziliensis [60] 1 Heligmosomoides polygyrus
infekcije [61]. Kona¢no, makrofagi su glavna komponenta granuloma koji redovito nastaju
prilikom nametnickih infekcija [57].

Humoralni tip Tu2 odgovora je karakteriziran polarizacijom prema IgE i IgG1 te kod
covjeka IgG4 razredima protutijela. Prekapfanje prema ovim razredima protutijela
uvjetovano je citokinima (IL-4 za IgE 1 IL-10 za IgG4), izvor kojih mogu biti i stanice
urodene imunosti, medutim ove stanice ne mogu zamijenit limfocite T u CD40 posredovanoj
kostimulaciji limfocita B [42]. Prilikom nametnickih infekcija protutijela mogu djelovati na
nacin da ometaju procese potrebne za migraciju infektivnih li¢inki u duboke slojeve crijevne
podsluznice ili pak ometaju ishranu i migraciju odraslih stadija. Osim toga, unato¢ neznatnom
broju limfocita B, protutijela su obilna u granulomima Tyx2 tipa gdje mogu biti vezana za
receptore na granulocitima i drugim stanicama urodene imunosti te uzrokovati njihovu
degranulaciju, otpustanje citokina i kemokina, poticati fagocitozu ili stani¢nu citotoksi¢nost

ovisnu o protutijelima (Slika 4.) [62].

13



UvOD

/ﬁijaktlum]astanka Kijué:
~— ovisna o protutijelima £, Meutrofi "ﬂ’ || TH2 stanica
;-. (, _-i - I . = IghA
{i} inhibicija invazije _ Q (i} Inhl?}u:ua mlr?lraclje i ' Bazofil - igE
litinkama TH2 granulom hranjenja odraslih - WG
O, 1 U0V X0 Y . Y 0 Eozinofil oG
- = L i - ¥4 imuno-
= ; EEEERE Cdrash ol el
# e y "
L3 = - Fi . Makrofag  * ;;:R_ o
L 5 I = ».Fw';"'aﬂ““‘
Prednje tanko crijevo Alternativno
aktivirani Dendriticna
| makrofag stanica

TRENDE . in Iawmumahagy

Slika 4. Uloga protutijela kod ponovljene infekcije vrstom Heligmosomoides polygyrus.
Protutijela mogu potencijalno doprinijeti otpornosti tijekom tri stadija Zivotnog ciklusa
nametnika. i| Protutijela prisutna u lumenu crijeva ili upaljenoj sluznici mogu ometati enzime
nametnika ili druge osnovne procese potrebne za migraciju L3 u podsluznicu. ii| Vezivanje
IgG ili IgE protutijela moZe aktivirati leukocite unutar granuloma Th2 tipa koji nastaje oko
licinke; aktivacija komplementa ovisna o protutijelima (IgM 1 IgG) moZe dovesti do dodatne
infiltracije leukocita, lucenja citokina i citotoksi¢nosti. iii| Protutijela prisutna u upaljenoj
sluznici tankog crijeva mogu ometati osnovne procese potrebne za ishranu ili migraciju
odraslih iz granuloma u lumen crijeva. Preuzeto i prilagodeno iz [62] uz dopusStenje izdavaca.

Vaznost protutijela u razvoju otpornosti prema odredenom nametniku je razli¢ita te
uvjetovana vrstom nametnika, ¢ak i1 kod ponovljenih infekcija. U tom smislu, pravovremena
rezolucija infekcije vrstom N. braziliensis nije ovisna o razvoju specifi¢nih protutijela [63]
dok su protutijela vazna u razvoju otpornosti prilikom, primjerice, infekcija vrstama H.
polygyrus [63] 1 T. spiralis [64]. Primarna infekcija vrstom H. polygyrus inducira obilnu
proizvodnju IgE i IgG1 razreda protutijela niskog afiniteta (poliklonalna protutijela), koja ne
utjeu na razvoj nametnika, ali negativno utjeCu na proizvodnju jaja. Tek kasnije tijekom
primarne infekcije 1 kod ponovljenih infekcija dolazi do razvoja specifi€nih protutijela koja

inhibiraju razvoj nametnika. Dominantnu ulogu u tome ima IgG1 razred protutijela, koja su
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osobito obilna u granulomima formiranima oko li¢inki, gdje vjerojatno utjeCu na zastitnu
ulogu AAM¢ [65]. Suprotno tome, IgE protutijela imaju dominantnu ulogu kod 7. spiralis
infekcije koja je pradena crijevhom mastocitozom [64]. Vezivanje IgE za Fce receptore
(receptori visokog afiniteta) na mastocitima dovodi do degranulacije i otpustanja upalnih
medijatora (histamin, leukotrieni, prostaglandini), citokina (IL-4, IL-6, TNFa) 1 proteaza
(Mcptl 1 Mcpt2) [50]. Proteaze iz mastocita, izmedu ostalog, razgraduju proteine Cvrstih
spojeva (zonulae occludentes, engl. tight junctions) izmedu epitelnih stanica crijeva,
rezultiraju¢i poja¢anim protokom tekucine u lumen crijeva te pospjesujuci proces “ispiranja”
[47]. Osim na mastocitima, Fce receptori su eksprimirani i na eozinofilima, a upravo je
eozinofilija jedna od znacajki nametnic¢kih infekcija. Uslijed vezivanja IgE za receptore,
eozinofili, kao i mastociti, degranuliraju otpustajuci sadrzaj granula koje sadrze molekule
toksi¢ne za viSestani¢ne nametnike poput glavnog bazi¢nog proteina, kationskog proteina
eozinofila i eozinofilne peroksidaze. Osim njih, eozinofili luce i brojne citokine (npr. I1L-4,
IL-5, IL-10, IL-1B, IL-6) i lipidne medijatore upale (npr. leukotrien C4, leukotrien D4,
prostaglandin E2) [66]. Specifi¢na IgE protutijela se takoder vezuju i za antigene na povrsini
samog nametnika te posljedi¢énim vezivanjem za receptore na granulocitima omogucavaju

otpustanje sadrZaja granula neposredno uz nametnika [67,68].

1.4. Regulacija imunoloSkog odgovora

Regulacija imunoloskog odgovora suzbijanjem izvrSnih mehanizama je potrebna kako bi
se umanjilo oStecenje tkiva domacina tijekom upale [40]. Osim toga, indukcija domacinovih
regulacijskih mehanizama je jedan od preduvjeta i nacina za uspostavljanje kroni¢ne infekcije
od strane nametnika [43]. lako razliCite populacije stanica, poput limfocita B 1 makrofaga,
poprimaju regulacijsku ulogu, regulacijski limfociti T (Treg) imaju srediSnju ulogu u
suzbijanju imunoloskog odgovora [40]. Glavnina Trgc eksprimira CD4 koreceptor te CD25
(IL-2Ra, alfa lanac receptora interleukina 2) i/ili transkripcijski faktor Foxp3 (engl. forkhead
box P3). Pored toga, veliki broj Treg eksprimira i dva povrSinska receptora, CTLA-4 (engl.
cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), koji inhibira kostimulaciju, te GITR (engl.
glucocorticoid-induced TNFR-related protein), koji sudjeluje u aktivaciji regulacijskih 1
neregulacijskih limfocita T [69]. Prilikom infekcija viSestaniénim nametnicima, najznacajniji
su CD4"CD25"Foxp3" Trec, koji tvore dvije podskupine, tj. ,,prirodne i ,stedene®, s
odvojenim 1 preklapaju¢im funkcijama [70]. Prirodni Trec nastaju u timusu i prepoznaju

vlastite antigene, dok ste€eni ili inducibilni Treg nastaju u perifernim limfoidnim organima te
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mogu biti specifini za vlastite ili strane antigene. Osim ligacije receptora limfocita T (TCR),
za razvoj 1 diferencijaciju Trec su potrebni 1 citokini, transformirajuci faktor rasta beta (TGF-
B) i IL-2, koji stimuliraju ekspresiju Foxp3 te poticu diferencijaciju i prezivljavanje Trec.
Aktivirani Treg mogu suprimirati imunoloski odgovor na nekoliko razina: i) lucenjem
protuupalnih citokina IL-10 i TGF-B, ii) smanjenjem aktivnosti prezentirajucih stanica
kompetitivnom inhibicijom putem CTLA-4 na Trec 1 B7 na prezentirajuéim stanicama, iii)
troSenjem IL-2 i spreCavanjem umnazanja i diferencijacije drugih stanica ovisnih o IL-2.
TGF-B inhibira proliferaciju limfocita i aktivaciju CAM¢, neutrofila i endotelnih stanica,
regulira diferencijaciju razli¢itih podskupina limfocita T te potiCe zarastanje tkiva nakon
rezolucije upale. IL-10 primarno djeluje na prezentirajuce stanice, dendritiCne stanice i
makrofage, sprjeCavanjem proizvodnje IL-12 kljucnog za sintezu interferona gama (IFN-y).
Dodatno, IL-10 inhibira i aktivaciju limfocita T kroz smanjenu ekspresiju molekula klase II
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC II) i kostimulacijskih molekula [71].

Upravo je potreba za TGF-B u diferencijaciji Trec jedan od nacina na koji nametnici
mogu suprimirati imunoloski odgovor domacina. Tako primjerice, vrste H. polygyrus, Brugia
malayi 1 Fasciola hepatica lu¢e molekule, strukturno razli¢ite od TGF-p, koje signaliziraju
putem TGF-f receptora i posljedi¢no dovode do imunosupresije [72]. Ovaj mehanizam je
posebno znaCajan za H. polygyrus infekciju koja uzrokuje ekspanziju Trec u lokalnim
Peyerovim plo¢ama [73]. Brojne druge vrste nametnika luce Sirok spektar molekula s
imunomodulatornim u¢inkom, a koji ukljuc¢uje homologe citokina, faktore rasta, enzime 1
inhibitore, unutarstani¢ne signalne molekule te izvanstani¢ne vezikule (egzosome) [72,74]. U
skladu s tim, iz ekskretorno/sekretornih produkata vrste Anisakis simplex je izoliran homolog
faktora inhibicije migracije makrofaga (MIF, engl. macrophage migration inhibitory factor).
Primjena ovog As-MIF na mi§jem (BALB/c) modelu astme je bila dostatna za potpunu
inhibiciju eozinofilije 1 hiperplazije vrcastih stanica u pluéima uz znacajno smanjenje
ekspresije citokina Tu2 tipa (IL-4, -5, -13) 1 povecanje ekspresije TGF-f 1 IL-10 te regrutaciju
CD4"CD25 Foxp3" u slezenu i pluéa [75].

Osim putem Trec, imunoloski odgovor moze biti reguliran 1 epigenetskim mehanizmima
regulacije genske ekspresije. Neki od tih mehanizama ukljuc¢uju nekodiraju¢e RNA molekule,

poput mikroRNA, i kovalentne modifikacije molekule DNA, poput DNA metilacije.
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1.4.1. mikroRNA

Od njihovog otkri¢a prije otprilike tri desetlje¢a, mikroRNA (miRNA) su zbog svoje
uloge u posttranskripcijskoj regulaciji ekspresije gena postale predmetom brojnih
istrazivanja. miRNA su male nekodiraju¢e RNA molekule, duljine ~22 nukleotida, prisutnost
kojih je utvrdena u brojnim skupinama organizama i s razliitim ulogama [76,77]. miRNA
nastaju kao primarni transkripti duljine i do nekoliko kilobaza (pri-miRNA) (Slika 5.).
Djelovanjem RNaze III Drosha u jezgri nastaju prekursori sa strukturom ukosnice duljine 60-
80 nukleotida (pre-mikroRNA), koji se djelovanjem eksportina 5 prenose u citoplazmu
[76,78]. U citoplazmi djelovanjem RNaze III Dicer nastaju dvolancane molekule miRNA
duljine ~22 nukleotida [76,78]. miRNA djeluju u obliku RISC (engl. RNA-induced silencing
complex) u koji se ugraduje samo jedan lanac miRNA dupleksa [78]. RISC ukljucuje jos 1
proteine Argonaut (AGO) 1 GW182, koji vjerojatno djeluju kao izvrSitelji posttranskripcijske
represije, dok miRNA sluze za usmjeravanje i identifikaciju ciljanih glasnickih RNA
(mRNA) [79]. Djelovanje miRNA na ciljanu mRNA moze biti dvostruko, a zasniva se na
komplementarnom vezivanju miRNA na mRNA 1 to naj¢eS¢e na 3' UTR (eng. untranslated
region) (Slika 5.) [77,80]. Ukoliko postoji visoka razina komplementarnosti s ciljanom
mRNA, vezivanje miRNA ¢e uzrokovati degradaciju mRNA. U slucaju djelomiéne
komplementarnosti, miRNA ¢e dovesti do smanjenja prepisivanja ciljane mRNA u protein
[81]. U skladu s tim, jedna miRNA moze regulirati vise gena, u prosjeku oko 200, te jedna
mRNA moze biti meta nekoliko miRNA [82].

ONA W mRNA degradacija

Prepisivanjel it l t

RNA polimeraza Il

Transport
L e

Cijepanje I cliepanje Visoka razina komplementarnosti
Drosha Exportin 5 & Dicer’ E; miRNA/mRNA
RISC kompleks
pri-miRNA pre-miRNA Zrela
miRNA Py —

Djelomi€éna komplementarnost

Suzbijanje prepisivanja

Slika 5. Biogeneza i mehanizam djelovanja miRNA. Preuzeto i prilagodeno prema [83] uz
dopustenje izdavaca.
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Iako funkcija ve¢ine miRNA jo$ uvijek nije razjasSnjena, za nekoliko miRNA je dokazana
kljucna uloga u razvoju i1 funkcioniranju imunoloskog sustava, poput miR-155, porodice
miR-146, miR-150, miR-181a, miR-17-92 klastera i njegovih paraloga® te miR-223 (Tablica
1.) [78,84]. Pored toga, brojne druge miRNA mogu regulirati gene i signalne puteve koji
sudjeluju u razvoju imunosti na nametnike [85]. Unato¢ tome, temeljem kompjutorskih
analiza, smatra se da su citokini i kemokini opéenito slabe mete miRNA buduci da veéina ne
posjeduje miRNA-vezujuce mjesto u 3'UTR regiji. Umjesto toga, miRNA mogu regulirati
signalizaciju citokinima na nacin da reguliraju komponente signalnih puteva nizvodno od
citokinskih receptora, poput JAK-STAT signalnog puta [82]. Nedavno je utvrdeno da su
miRNA jedan od nacina na koji Treg mogu oblikovati ulogu drugih imunosnih stanica. Pri
tom, Trec dostavljaju vlastite miRNA drugim stanicama sadrzane u izvanstani¢nim

vezikulama (egzosomima) utjecuéi na taj nacin na proizvodnju odredenih citokina [86].

Tablica 1. miRNA ukljucene u razvoj i funkciju imunolo§kog sustava, njihovi ciljani
geni i uloge. Preuzeto i prilagodeno prema [78] uz dopustenje izdavaca.

IKKe: I-kappa-B kinase epsilon, FADD: Fas-associated protein with death domain, Maf: musculaoaponeurotic
fibrosarcoma,; SHP2: Src homology 2 domain—containing protein-tyrosine phosphatase; PTP: protein tyrosine
phosphatase; DUSP: dual specificity phosphatase; PTEN: phosphatase and tensin homolog; IRAK: IL-1
receptor activated kinase; TRAF: TNF receptor-associated factor;, Mef: myeloid ELF-1 like factor; NFI-A:
nuclear factor 1 A-type

mikroRNA | Mjesto ekspresije Ciljani geni Uloga
miR-155 Aktivirani limfociti B i PU1, IKKe, FADD, Regulira proliferaciju limfocita T i
monociti/makrofagi c-Maf odgovor limfocita B u germinalnim
centrima
Potrebna za urodenu i steCenu imunost
miR-181a Limfociti B 1 dvostruko SHP2, PTPN22, | Modulira osjetljivost limfocita T na
pozitivni  limfociti T | DUSPS5 i DUSP6 antigene
(CD4°CD8"Y) Regulira razvoj limfocita T i B
miR-17-92 Pre-limfociti B i | BimiPTEN Regulira prijelaz od pro-B stanica
dvostruko pozitivni prema pre-B stanicama
limfociti T
miR-146 Aktivirani monociti IRAK1 i TRAF6 Negativni  regulator ~ TLR-NF-«B
signaliziranja ~u  odgovoru  na
bakterijske infekcije
miR-223 Granulociti Mef2c i NFI-A Sudjeluje u regulaciji sazrijevanja
granulocita i upalnom odgovoru

3 Paralog: par gena koji potjeGe od istog izvornog gena, ali se nalazi na razli¢itim lokacijama u genomu
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1.4.2. Metilacija DNA

Osim posredstvom nekodiraju¢ih RNA, poput ranije spomenutih miRNA, ekspresija gena
moze biti regulirana i1 odredenim kemijskim modifikacijama molekule DNA, poput
metilacije, tj. kovalentnog vezivanja metilne skupine na odredene dijelove DNA molekule.
Metilacija se odvija posredstvom enzima DNA metiltransferaza (DNMT), a mjesto metilacije
je citozin u CpG dinukleotidima. CpG dinukleotidi su osobito brojni u blizini promotorskih
regija gena, gdje tvore tzv. CpG otoke (CGI, engl. CpG islands) [87]. Na metilirane citozine
se potom vezuju metil-CpG vezujuéi proteini koji mogu direktno sprijeciti vezivanje
transkripcijskih faktora ili onemoguditi prepisivanje DNA u mRNA tvore¢i komplekse s
histon deacetilazama, enzimima koji takoder reguliraju razinu prepisivanja DNA [88].
Jednako kao miRNA, i dinamika metilacije DNA je vazna u razvoju i funkcioniranju
imunoloskog odgovora. Medutim, unato¢ fenotipskim razlikama, razlike u metilaciji DNA
izmedu razli¢itih imunosnih stanica su relativno male te se odvijaju u intragenskim CpG
otocima umjesto u promotrorskim regijama [89]. Promjene u metilaciji DNA su osobito
znacajne za razvoj 1 diferencijaciju razlicitih subpopulacija limfocita T te polarizaciju prema
Tul 1 T2 odgovoru [90]. U skladu s tim, razina metilacije Gata3 gena, koji kodira
transkripcijski faktor karakteristican za Tu2 stanice, je bila jedina razlika izmedu in vitro
polariziranih Tul i Tu2 stanica [89]. Stovise, demetilacija TDSR regije (engl. Trec-specific
demethylation region) je klju¢na za stabilnu ekspresiju Foxp3 u in vitro 1 in vivo induciranim
Trec (ITrec) te dugotrajno prezivljavanje istih u odsutnosti aktiviraju¢ih antigena [91]. Osim
ovih transkripcijskih faktora, brojni drugi geni koji sudjeluju u diferencijaciji imunosnih

stanica su takoder regulirani metilacijom DNA (Tablica 2.)

Tablica 2. Geni imunoloSkog sustava regulirani DNA metilacijom tijekom
diferencijacije. Preuzeto i prilagodeno iz [92] uz dopustenje izdavaca.

Gen Naziv/produkt Tip stanice Funkcija

IFNG Interferon gama CD4 (Twul), CD8 Proupalni citokin

1.4 Interleukin 4 CD4 (Th2) Pleiotropni citokin Ty2 stanica

IL13 Interleukin 13 CD4 (Tu2) Sazrijevanje i diferencijacija

limfocita B

IL17 Interleukin 17A CD4 (Tul7) Proupalni citokin

ROR-I'T (RORC) RAR-related  orphan | CD4 (Tyl7) Glavni transkripcijski  faktor za
receptor ¢ diferencijaciju Tu17 stanica
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L2 Interleukin 2 CD4, CDS8 Aktivacija 1 proliferacija limfocita T
iB
CCR6 Kemokinski receptor 6 | Memorijske CD4 Migracija i regrutacija limfocita T
PDI Programmed cell death | CD8 Inhibicijski receptor za kostimulaciju
protein 1 limfocita T
PRF1 Perforin 1 CD8, NK Izvrsna  molekula za  citolizu
posredovanu  limfocitima T i
prirodnoubilackim stanicama (NK)
KIR Killer Ig-like receptor | NK Regulacija citolize NK stanicama
KLRCI (NKG24) Killer cell lectin like | NK Prepoznavanja HLA-E molekula
receptor C1 MHC I klase
PAXS5 Paired box protein 5 B Regulacija diferencijacije limfocita B
CD794 (mbl) Ig-associated a B Sklapanje BCR na  stani¢noj
membrani
CD5 CD5 molekula B Negativni regulator BCR
signaliziranja
MHCII (HLA-DR, - | Glavni kompleks | Prezentirajuce Prezentiranje peptidnih antigena
DQ, -DP tkivne  podudarnosti, | stanice
klasa IT
CD21 CD21 molekula Zrele B Receptor za  C3d  fragment
komplementa
ILIB Interleukin 1 beta Monociti, Proupalni citokin
makrofagi
CD209 (DA-SIGN) | CD209 molekula Dendriticke stanice | Migracija dendritickih stanica i

(DC), makrofagi

olaksavanje DC-limfocit T dodira
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2. Hipoteze i ciljevi istrazivanja
2.1. Hipoteze istrazivanja
Krajnji domacin:
1. Anisakis spp. infekcija uzrokuje kroni¢nu upalu i promjene sluznice probavnog
sustava u krajnjem domacinu

2. Kroni¢ne promjene sluznice probavnog sustava ne uzrokuju nastanak novotvorina kod

krajnjeg domacina

Slu€ajni domacin:
3. U zarazenom tkivu slucajnog domacina postoji znacajna razlika u ekspresiji odabranih
upalnih biljega i nekih miRNA u odnosu na nezarazeno tkivo
4. U zaraZzenom tkivu sluajnog domacina postoji znacajna razlika u koli¢ini metilirane

DNA u odnosu na nezarazeno tkivo

2.2. Ciljevi istrazivanja

Glavni ciljevi istraZivanja:

1. Opisati histopatoloske promjene probavnog sustava krajnjeg domacina uzrokovane
Anisakis  spp. infekcijom koriStenjem klasicne histopatoloske analize 1
imunofluorescencije

2. Odrediti ekspresiju odabranih upalnih biljega u zaraZenom tkivu slu¢ajnog domacina

3. Odrediti ekspresiju miRNA u zaraZzenom tkivu slu¢ajnog domacina

Sporedni ciljevi:
1. Utvrditi mogucée neoplasticne promjene sluznice probavnog sustava krajnjeg
domacina uslijed kroni¢ne upale uzrokovane Anisakis spp. infekcijom
2. Opisati histopatoloSke promjene probavnog sustava Stakora uzrokovane Anisakis spp.
infekcijom koriStenjem klasi¢ne histopatoloske analize, imunofluorescencije 1
transmisijske elektronske mikroskopije

3. Odrediti koli¢inu metilirane DNA u zarazenom tkivu slu¢ajnog domacina
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3. Materijali i metode

3.1. Eti¢ka nacela

Za uzorkovanje lezija probavila dupina uzrokovanih Anisakis spp. infekcijom nije bilo
potrebno odobrenje etickog povjerenstva buduéi da je rije¢ o uginulim Zivotinjama, a
Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu je zakonom odredena ustanova za rad s leSinama
morskih sisavaca. Eksperimentalno zarazavanje Stakora provedeno je u skladu sa zakonskim
odredbama o dobrobiti laboratorijskih zivotinja. Eksperimente na zivotinjama odobrilo je
Eticko povjerenstvo (br. odobrenja EP 18-2/2016) 1 Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane
(br. odobrenja HR-POK-022) pri Ministarstvu poljoprivrede Republike Hrvatske te Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu (br. odobrenja 003-08/18-03/0001).
Svi eksperimenti na Zivotinjama su provedeni u Nastambi za laboratorijske Zivotinje

Sveucilista u Splitu (br. odobrenja HR-POK-019).

3.2. Zivotinje u istraZivanju i prikupljanje uzoraka
3.2.1. Uzoreci tkiva kitova zubana

U ovom su istrazivanju uzorkovana tkiva dviju vrsta kitova zubana koje su Ceste u
Jadranskom moru: dobrog dupina (Tursiops truncatus (Montagu, 1821.)) i plavobijelog
dupina (Stenella coeruleoalba (Meyen, 1833.)). Uzorci tkiva probavnog sustava dupina s
vidljivim lezijama uzrokovanim Anisakis spp. infekcijom uzimani su prilikom razudbi leSina,
a uzorkovane su lezije svjeZih i1 blago raspadnutih leSina. Uzorci lezija su fiksirani u 10%
puferiranom formalinu ili 4% otopini paraformaldehida na ledu (omjer uzorka 1 fiksativa 1 :
9), za klasi¢nu histopatolosku analizu 1 imunofluorescenciju (IF). Za svaku uzorkovanu
jedinku odredena je vrsta, dob, spol, ukupna tjelesna duljina i tjelesna masa. Sve razudbe su
provedene na Zavodu za anatomiju, histologiju i1 embriologiju Veterinarskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu prema standardnim protokolima [93]. Preostale dvije vrste kitova
zubana koje su ¢este u Jadranskom moru, glavati dupin (Grampus griseus (G. Cuvier, 1812.))
1 krupnozubi dupin (Ziphius cavirostris Cuvier, 1823.), nisu imale vidljivih lezija

uzrokovanih Anisakis spp. infekcijom.
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3.2.2. Eksperimentalno zarazavanje Stakora

U istrazivanju je koristeno 15 odraslih Zenki (prosjecna masa 197 £+ 13,6 g) i 10 odraslih
muZjaka (prosje¢na masa 360,2 + 86,67 g) §takora soja Sprague-Dawley. Zivotinje su bile
smjestene u plasticne kaveze s podlogom od piljevine i kukuruzne stelje, u prostoriji s
odrzavanom temperaturom ~22 °C i automatskom izmjenom dnevno-no¢nog ciklusa svakih
12 sati.

Eksperimentalno zarazavanje Stakora je podijeljeno u dva dijela: 1) preliminarni
eksperiment s pet toCaka uzorkovanja (6, 10, 24, 48 1 72 h nakon inficiranja (pi)) kako bi se
odredilo vrijeme prodiranja Anisakis spp. li¢inke kroz stijenku probavila, proveden na 15
odraslih zenki (3 zivotinje po tocki uzorkovanja); ii) glavni eksperiment s jednom tockom
uzorkovanja (6 h pi), proveden na 10 odraslih muzjaka. Neposredno prije infekcije, Zivotinje
su anestezirane kombinacijom anestetika (Ketaminol, Richter Pharma AG, Wels, Austrija;
50-100 mg/kg, ip) i analgetika (Xylapan, Vetoquinol UK Ltd, Buckingham, UK; 5-10 mg/kg,
ip). Nakon izostanka refleksa pritiska na Sapu, svaka Zzivotinja je orogastri¢nim putem
zarazena s po 10 li¢inki treceg stadija (L3) Anisakis spp., izoliranima iz ugotice pucinke
(Micromesistius poutassou), prema ranije opisanom protokolu [94]. U prethodno definiranim
vremenskim toCkama, zivotinje su usmréene primjenom smrtonosne doze anestetika (>150
mg/kg) uz dekapitaciju kao potvrdu smrti. Na svakoj jedinki je obavljena razudba kako bi se
utvrdila prisutnost lezija uzrokovanih migracijom li¢inke nametnika. Uzorci tkiva Stakora iz
preliminarnog eksperimenta su fiksirani u 4% otopini paraformaldehida na ledu, za opisivanje
lezija klasicnom histopatoloSkom analizom, imunofluorescencijom 1 transmisijskom
elektronskom mikroskopijom. Uzorci tkiva iz glavnog eksperimenta su pohranjeni u
TriReagentu (Ambion Inc., Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) za izolaciju RNA 1 mjerenje
ekspresije miRNA 1 upalnih biljega, odnosno u 96% etilnom alkoholu za izolaciju ukupne
DNA za odredivanje koli¢ine metilirane DNA. Za kontrolu je uzorkovano nezaraZeno tkivo

iste jedinke (interna kontrola) kako bi se umanjio utjecaj varijabilnosti izmedu jedinki.

3.3. Opisivanje histopatoloSkih promjena lezija

3.3.1. Svjetlosna mikroskopija parafinskih rezova

3.3.1.1. Izrada parafinskih rezova

Nakon fiksacije, uzorci tkiva su isprani u fosfatnom puferu (PBS-u) tijekom 90

minuta, uz tri izmjene. Isprani uzorci su potom dehidrirani u seriji otopina etilnog alkohola
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rastu¢ih koncentracija (70%, 80%, 96% 1 100%), a u svakoj su otopini inkubirani preko no¢i.
Nakon konac¢ne dehidracije tkiva u 100% etilnom alkoholu, uzorci su preko no¢i inkubirani u
kloroformu (u svrhu prosvjetljivanja), nakon ¢ega je uslijedila inkubacija u teku¢em parafinu
na 60 °C. Uzorci su prvo 1 sat inkubirani u otopini parafina u kloroformu (50 : 50), nakon
cega je uslijedila inkubacija u ¢istom parafinu tijekom 3 sata, uz tri izmjene svjezeg parafina.
Uzorci su konacno uklopljeni u kalupe sa svjezim parafinom te brzo ohladeni na -8 °C na
hladnoj ploc¢i (Leica EG 1130, Leica Microsystems Nussloch GmBH, Nussloch, Njemacka).
Tkivni prerezi debljine 5 um su izrezani na rotacijskom mikrotomu (Leica RM2155, Leica
Microsystems Nussloch GmBH, Nussloch, Njemacka), poravnati na vodenoj kupelji
zagrijanoj na 45 °C te montirani na adhezivna predmetna stakalca (Polysine Adhesion Slides,
ThermoScientific, Waltham, MA, SAD; FLEX IHC microscope slides, Dako, Glostrup,

Danska). Rezovi su pohranjeni u zamrzivacu na -20 °C do bojanja.

3.3.1.2. Standardna histoloSka bojanja

3.3.1.2.1. Hematoksilin i eozin bojanje (H&E)

Nakon deparafiniranja u ksilenu, rezovi su rehidrirani u seriji vodenih otopina
etilnog alkohola opadajucih koncentracija (100%, 96%, 70%), isprani u destiliranoj vodi te
inkubirani u hematoksilinu 8 minuta. Rezovi su potom isprani 20 minuta u vodovodnoj vodi,
s dvije izmjene, nakon ¢ega je uslijedilo bojanje eozinom 3-5 minuta. Nakon bojanja, rezovi
su isprani 10 minuta u destiliranoj vodi, dehidrirani u seriji vodenih otopina etilnog alkohola
rastu¢ih koncentracija, prosvijetljeni u ksilenu te uklopljeni u kanadskom balzamu (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i prekriveni pokrovnim stakalcem. Obojani rezovi su
pregledani i1 fotografirani Olympus BX51 mikroskopom (Olympus Corp., Shinjuku, Tokyo,
Japan) opremljenim Olypus DP27 kamerom (Olympus). Kompozitne slike su sastavljene 1

anotirane koristenjem Photoshop CS5 programa (Adobe Systems, San Jose, CA, SAD).

3.3.1.2.2. Trikromno bojanje po Malloryju

Nakon deparafiniranja u ksilenu 1 rehidracije u seriji vodenih otopina etilnog alkohola
opadajucih koncentracija (100%, 96%, 70%), rezovi su kratko isprani u destiliranoj vodi te
inkubirani u hematoksilinu 10 minuta. Rezovi su potom isprani u destiliranoj vodi i
vodovodnoj vodi, nakon Cega je uslijedilo bojanje kiselim fuksinom 1 minutu uz polagano

zagrijavanje na plameniku. Kiseli fuksin je potom ispran uranjanjem stakalaca nekoliko puta
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u destiliranu vodu nakon cega su tkivni rezovi diferencirani 5 minuta u 1%
fosfomolibdenskoj kiselini. Nakon diferencijacije, rezovi su ponovno kratko isprani u
destiliranoj vodi te inkubirani 1 minutu u anilinskom modrilu (po potrebi i duze). Rezovi su
konac¢no isprani u destiliranoj vodi, dehidrirani u vodenim otopinama etilnog alkohola (96%,
100%) te prosvijetljeni 15 minuta u ksilenu, s dvije izmjene te uklopljeni u kanadskom
balzamu (Sigma-Aldrich) i prekriveni pokrovnim stakalcem. Obojani rezovi su pregledani 1

fotografirani kako je ranije navedeno.

3.3.2. Imunofluorescencijsko bojanje

Nakon deparafiniranja i rehidracije, tkivni rezovi su kratko isprani u destiliranoj vodi
te kuhani 20 minuta u citratnom puferu Dako Antigen Retrieval Solution (pH = 6,0) (Dako)
ili EDTA puferu Dako Antigen Retrieval Solution (pH = 9,0) (Dako) na 95 °C. Nakon
hladenja na sobnu temperaturu, rezovi su isprani u Dako Wash Buffer (Dako) (Tris Buffered
Saline (TBS) + 0,05% Tween 20) 10 minuta, uz dvije izmjene, te inkubirani 1 sat u 1%
otopini govedeg serumskog albumina (BSA) u PBS-u (Sigma-Aldrich) na sobnoj temperaturi,
kako bi se sprije€ilo nespecifiéno vezivanje protutijela. Zbog izraZzene autofluorescencije
eritrocita u zelenom kanalu, uzorci bojani sekundarnim protutijelima konjugiranima s
AlexaFluor®488 fluoroforom su prije blokiranja s BSA inkubirani 30 minuta s Image-
1TT™FX pojacivaem signala (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) te isprani 10 minuta u Dako
Wash Buffer, s dvije izmjene. Rezovi su potom inkubirani u otopinama primarnih protutijela
(Tablica 3.) 1 sat na sobnoj temperaturi ili preko no¢i na 4 °C. Nakon ispiranja u Dako Wash
Buffer 10 minuta, uz dvije izmjene, rezovi su inkubirani u otopinama sekundarnih protutijela
(Tablica 3.) 1 h na sobnoj temperaturi te ponovno isprani u Dako Wash Buffer 15 minuta, uz
tri izmjene. Rezovi su potom inkubirani 1 minutu s DAPI bojom (engl. 4'6-diamidino-2-
phenylindole) (2 pg/ml), koja se vezuje za DNA 1 boji jezgre plavicasto. Nakon zavr§nog
ispiranja u TBS-u rezovi su uklopljeni u fluorescencijski medij Shandon Immu-Mount
(Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD) 1 prekriveni pokrovnim stakalcem. Obojani rezovi
su pregledani Zeiss Axio ImagerM.1 fluorescencijskim mikroskopom opremljenim AxioCam
Mrm Rev3 kamerom (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Njemacka). Fotografije su snimljene
AxioVision Rel. 4.7 programom (Carl Zeiss AG), a kompozitne slike su sastavljene i

anotirane koristenjem Photoshop CS5 programa (Adobe Systems).
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3.3.2.1. Protutijela

3.3.2.1.1. Anti-CD3 epsilon protutijelo

Poliklonalno kuni¢je anti-CD3 epsilon protutijelo prepoznaje epsilon () lanac CD3
kompleksa (engl. cluster of differentiation 3) misa, Stakora, ovce, kokosi, krave, macke, psa,
covjeka, svinje i pjescanog Stakora, s predvidenim prepoznavanjem CD3 epsilon lanca
makaki majmuna i svisca. CD3 je membranski proteinski kompleks kojeg ¢ine dva
heterodimera sastavljena od gama (y) i1 epsilon lanaca, odnosno gama i delta (&) lanaca.
Zajedno s receptorom T stanica (TCR, engl. T-cell receptor) i homodimerom zeta ({) lanaca,
CD3 tvori TCR kompleks koji aktivira T stanice. CD3 proteini su jednaki kod svih populacija
T stanica, stoga su pogodni kao biljezi ukupnih T stanica [95,96].

3.3.2.1.2. Anti-CD4 protutijelo

Kunié¢je poliklonalno anti-CD4 protutijelo prepoznaje CD4 protein miSa, Stakora i
covjeka. CD4 se vezuje za nepolimorfne regije MHC molekula klase II i sluzi kao koreceptor
za aktivaciju pomagackih limfocita T (Tu). lako je primarno eksprimiran na pomagackim
limfocitima T te sluZi kao biljeg za tu populaciju stanica, CD4 je prisutan i na regulatornim
limfocitima T (TreG) te u manjoj mjeri i na membranama mononuklearnih fagocita 1 nekih

dendriti¢nih stanica [96].

3.3.2.1.3. Anti-CD68 protutijelo

Misje monoklonalno anti-CD68 protutuijelo prepoznaje CD68 protein Covijeka, s
predvidenim prepoznavanjem CD68 misa, Stakora 1 kuni¢a. CD68 je visoko glikozilirani
transmembranski protein prisutan na membranama lizosoma i kasnih endosoma krvnih
monocita 1 tkivnih makrofaga, ukljucuju¢i alveolarne makrofage, Kupfferove stanice,

mikroglija, osteoklaste, mijeloidne dendriticne stanice i viSejezgrene orijaske stanice [97,98].

3.3.2.1.4. Anti-FoxP3 protutijelo

Misje monoklonalno anti-FoxP3 protutijelo reagira s FoxP3 (engl. forkhead box protein

3) proteinom covjeka. FoxP3 je transkripcijski faktor nuzan za razvoj i funkciju brojnih
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regulatornih T stanica te je zajedno s CD25 fenotipski biljeg za ovu subpopulaciju T stanica

[71].

3.3.2.1.5. Anti-iNOS protutijelo

Poliklonalno kuni¢je anti-iNOS protutijelo prepoznaje inducibilnu sintazu dusikovog
oksida (iNOS) misa i Stakora. iNOS je jedna od tri sintaze duSikovih okisda eukariotskih
organizama. Za razliku od ostale dvije sintaze duSikovih oksida, neuralne (nNOS) i endotelne
(eNOS), ovaj enzim nije konstitutivno eksprimiran, ve¢ njegova ekspresija znacajno poraste

kao odgovor na razlicite patogene, posebno u fagocitima [99].

3.3.2.1.6. Anti-MRP8+MRP14 protutijelo

S100A8 i S100A9 (MRP8 i MRP14, engl. migration inhibitory factor-related protein;
kalgranulin A 1 B, kalprotektin kao heterodimer) su alarmini (DAMPs, engl. damage
associated molecular pattern proteins) koje luce oSteCene stanice ili aktivirani granulociti i
monociti, a imaju srediSnju ulogu u posredovanju upalnog odgovora [100]. Za misje
monoklonalno anti-MRP8+MRP14 protutijelo nije odredeno prepoznaje li SIO0A8, SI00A9
ili pak njihov heterodimer. Ovo protutijelo reagira s jednim od ova dva proteina ili njihovim

dimerom kod misa, Stakora, kuni¢a, zamorca, macke, psa, svinje, majmuna i babuna.

3.3.2.1.7. Anti-IgG protutijelo

Kuni¢je monoklonalno anti-IgG protutijelo prepoznaje gama teSki lanac humanih
imunoglobulina. Imunoglubulin G (IgG) je monomerni imunoglobulin prisutan kao cetiri
podtipa, s funkcijama koje, izmedu ostalih, uklju¢uju opsonizaciju patogena, aktivaciju

komplementa i stani¢nu citotoksi¢nost ovisnu o protutijelima [101].

3.3.2.1.8. Anti-lipid A LPS protutijelo

Poliklonalno kozje anti-lipid A LPS protutijelo prepoznaje lipid A, hidrofobni dio
lipopolisaharida (LPS). LPS tvori vanjsku membranu veéine Gram-negativnih bakterija, a
lipid A predstavlja njegov unutrasnji sloj na koji se nastavljaju polisaharidne, unutrasnja 1

vanjska okosnica te O-antigen [102].
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Tablica 3. Popis koriStenih primarnih i sekundarnih protutijela

Proizvoda¢ Uzorci

Protutijelo Klonalnost ?azr] edenj | KataloSki

broj

Kuni¢je protutijelo

za CD3, epsilon | poliklonalno 1:200 ab49943 Stakori
lanac

Kuni¢je protutijelo
za CD4 Stakori
xlg]e) 68p rotutijelo monoklonalno | 1:100 ab955 g;ll)(glrli
Kuni¢je protutijelo

za forkhead box | monoklonalno | 1:50 ab450 dupini
P3

Kuniéje protutijelo Abcam,

za inducibilnu . ) Cambridge,
sintazu_dudikovog poliklonalno 1:100 ab15323 UK
oksida

Misje protutijelo

za protein 8 i 14

D hator | monoklonalno | 1:100 ab130234 gt‘;fl’:o“rli
faktorom

migracije

Kuniéje protutijelo

za 1imunoglobulin | monoklonalno | 1 pg/ml ab218427
G

poliklonalno | 1:200 ab203034 dupini

Stakori
Primarna
protutijela

dupini
Stakori

ThermoFisher
PA1- Scientific,
73178 Rockford, IL,
SAD

Kozje protutijelo
za lipid A | poliklonalno 1 pg/ml
lipopolisaharida

dupini

Magarece

protutijelo za

kuni¢ji IgG 2 pg/ml ab150068

konjugirano

AlexaFluor® 594

Kozje protutijelo Abcam,

e niueirao IeG 2 pg/ml ab150117 [Cj?(mb“dge’
AlexaFluor® 488
Magarece
protutijelo za kozji
IgG  konjugirano
AlexaFluor® 594

Sekundarna
protutijela

2 pg/ml ab150136

3.3.3. Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM)

Komadi¢i lezija uzrokovanih Anisakis spp. su nakon fiksacije isprani 1 sat u PBS-u na
sobnoj temperaturi, uz dvije izmjene, nakon Cega su tijekom 2 sata postfiksirani u 1%
vodenoj otopini osmijevog tetroksida (OsOs) te kratko isprani nekoliko puta u destiliranoj
vodi. Uzorci su potom kontrastirani u 2% vodenoj otopini uranil acetata preko noci, nakon
¢ega je uslijedila dehidracija u seriji vodenih otopina acetona rastu¢ih koncentracija (30%,

50%, 70%, 80%, 90%, 95%). Nakon konacne dehidracije u apsolutnom acetonu, uzorci su
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prozimani Durcupan smolom (Honeywell-Fluka, Morris Plains, NJ, SAD), najprije u 50%
otopini smole u apsolutnom acetonu tijekom 2 sata, a zatim 1 sat u ¢istoj smoli. Uzorci su
potom uklopljeni u kalupe s ¢istom smolom te tri dana inkubirani u termostatu na 64 °C kako
bi se smola polimerizirala. Blokovi tkiva su rezani na ultramikrotomu RMC Products MTX
(Boeckeler Instruments, Inc., Tucson, AZ, SAD). Polutanki rezovi debljine 0,5 um su obojani
1% toluidinskim modrilom te pregledani na svjetlosnom mikroskopu za orijentaciju.
Temeljem polutankih prereza odredena su podruc¢ja uzeg interesa te su blokovi tkiva izrezani
na ultratanke prereze debljine 0,07 pum. Ultratanki prerezi su potom dekomprimirani
kloroformom na vodi te postavljeni na bakrene mrezice. Prerezi na mrezicama su potom
dvostruko kontrastirani; najprije 4% vodenom otopinom uranil-acetata tijekom 5-15 minuta, a
zatim 5-10 min otopinom olovnog-citrata [103]. Mrezice s ultratankim prerezima su
pregledane transmisijskim elektronskim mikroskopom Jeol JEM-1400 pri akceleracijskom
naponu od 120 kV (Jeol, Akishima, Tokyo, Japan). Kompozitne slike su sastavljene i
anotirane koriStenjem PhotoShop CS5 programa (Adobe Systems).

3.4. Izolacija RNA, mjerenje ekspresije upalnih biljega i miRNA
3.4.1. Izolacija RNA

Ukupna RNA je izolirana koriStenjem TriReagenta (Ambion Inc., Invitrogen, Carlsbad,
CA, SAD) prema uputama proizvodaca. Tkivo je najprije homogenizirano u 1 mL
TriReagenta, s dodatkom nekoliko keramickih perlica MagNA Lyser Green Beads (Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim, Njemacka), koriStenjem MagNA Lyser uredaja (Roche
Diagnostics Ltd., Rotkreuz, gvicarska), uz hladenje na ledu izmedu dva ciklusa
homogenizacije. Homogenat je prebacen u Ciste tubice, dodano je 300 pL kloroforma, smjesa
je potom izmijeSena na vorteksu te inkubirana 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon 20
minuta centrifugiranja na 13000 okretaja pri 4°C, smjesa TriReagenta 1 kloroforma se
razdvojila na dvije faze, te je gornja vodena faza koja sadrzi RNA prebacena u Ciste tubice.
Na vodenu fazu je potom dodan jednak volumen izopropilnog alkohola kako bi se RNA
precipitirala, te je smjesa prvo inkubirana 5 minuta na sobnoj temperaturi, a potom 30 minuta
na -80 °C. Smjesa je potom centrifugirana 8 minuta na 13000 okretaja pri 4 °C te je
supernatant odbacen, a RNA precipitat (bijeli, Zelatinozni talog) je ispran u 1 mL 75% etilnog
alkohola. Nakon zavrSnog centrifugiranja 5 minuta na 13000 okretaja pri 4 °C, supernatant je

odbacen, talog RNA osusen na zraku te otopljen u 20-40 pL. Mili-Q vode (Merck Milipore,
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Billerica, MA, SAD). Kolic¢ina i kvaliteta izolirane RNA je provjerena spektrofotometrijski
na Genova Nano spektrofotometru (Jenway, Cole-Parmer, Stone, UK) 1 gel-elektroforezom

na 1% agaroznom gelu. Ovako pripremljena RNA je pohranjena na -80 °C do koristenja.

3.4.2. Sinteza cDNA

Prije sinteze komplementarne DNA (cDNA) na izoliranoj RNA je proveden DNaza
tretman koriStenjem DNA-free™ DNA Removal Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) prema
uputama proizvodaca. Ovaj korak je nuzan kako bi se uklonila zaostala genomska DNA te
izbjeglo umnazanje iste u kasnijim analizama. Ukratko, reakcijska smjesa je pripremljena u
volumenu od 50 pL dodavanjem 10 pg RNA uzorka, 5 pL (0,1 volumen) 10x DNaza I pufera
i 1 uL rDNaze I (2U). Tako pripremljena smjesa je inkubirana 30 minuta na 37 °C. Potom je
u reakcijsku smjesu dodano 5 pL (0,1 volumen) DNaza inaktivacijskog reagensa uz dodatnu
inkubaciju 2 minute na sobnoj temperaturi. Cijela smjesa je potom centrifugirana 1,5 minutu
na 10000 okretaja, a supernatant s RNA je prebacen u Ciste tubice.

Za sintezu cDNA iz glasnicke RNA (mRNA) koriSten je High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD) prema uputama proizvodaca.
Prepisivanje je napravljeno iz 1 ug ukupne RNA, a prije pripreme reakcijske smjese uzorci su
razrijedeni Mili-Q vodom do volumena od 10 pL. Reakcijska smjesa za reverzno prepisivanje
je pripremljena na ledu kombiniranjem 2 pL 10x RT pufera, 0,8 pL 25x dANTP mjeSavine
(100 mM), 2 pLL 10x RT nasumic¢nih pocetnica, 1 pL MultiScribe™ reverzne transkriptaze, 1
pL RNaza inhibitora te 3,2 pL Ciste vode (bez nukleaza). Reakcijska smjesa je pomijeSana s
10 puL uzorka 1 inkubirana 10 minuta na 25 °C, 120 minuta na 37 °C 1 5 minuta na 85 °C za
inaktivaciju reverzne transkriptaze.

Za sintezu cDNA iz miRNA frakcije koriSten je miScript® II RT Kit (Qiagen, Hilden,
Njemacka) prema uputama proizvodaca. Prepisivanje je napravljeno iz 1 pg ukupne RNA, uz
prethodno razrjedivanje uzorka do volumena od 10 pL. Reakcijska smjesa za reverzno
prepisivanje je pripremljena na ledu kombiniranjem 4 pL 5x miScript HiSpec pufera, 2 puL
10x miScript mjeSavine nukleotida, 2 pL. miScript mjeSavine reverzne transkriptaze i 2 pL
Ciste vode. Reakcijska smjesa je pomijeSana s 10 uL uzorka te inkubirana 60 minuta na 37 °C

1 5 minuta na 95 °C za inaktivaciju reverzne transkriptaze.
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3.4.3. Mjerenje ekspresije upalnih biljega

Upalni biljezi su odabrani temeljem transkriptoma Stakora zarazenih Anisakis spp. [104] i
podacima o njihovoj regulaciji posredstvom miRNA. Odabrani upalni biljezi su interleukin 1
beta (111b), 116, 1118, kemokinski ligand s C-C motivom 3 (Ccl3), unutar-stani¢na adhezijska
molekula 1 (Icaml) i matriks metalopeptidaza 9 (Mmp9). Kao referentni (engl. housekeeping)
geni su odabrani glukoza-6-fosfat izomeraza (Gpi) i vacuolar protein sorting-associated
protein 29 (Vps29) temeljem njihove stabilnosti u transkriptomu [104] i rezultata analize
provedene paketom BestKeeper [105]. Specificne pocetnice (Tablica 4.) za odabrane gene su
izradene koriStenjem Primer3 (v. 4.1.0.) web sucelja [106]. Mjerenje ekspresije upalnih
biljega je provedeno lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time
PCR, RT-PCR). Za mjerenje ekspresije je koriSten LightCycler® 480 SYBR Green I Master
kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka), prema uputama proizvodaca, na
LightCycler® 480 II platformi (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Svicarska). Reakcijska smjesa
je pripremljena kombiniranjem 1,9 pL Ciste vode, po 0,3 uL F i R pocetnica (10 mM), 5 uL
master mix-a 1 2,5 pL ¢cDNA uzorka prethodno razrijedenog ¢istom vodom u omjeru 1 : 20.
Ekspresija upalnih biljega za svaki uzorak je mjerena u duplikatu. Lancana reakcija
polimerazom je provedena prema sljede¢em profilu: 1) pocetna denaturacija 5 minuta na 95
°C, i1) 40 ciklusa od 10 sekundi na 95 °C, prijanjanje pocetnica (engl. annealing) 20 sekundi
na 60 °C, produzavanje sintetiziranog lanca 30 sekundi na 75 °C, iii) generiranje krivulje
taljenja izmedu 61 °C 1 97 °C. Razina fluorescencije je mjerena pri 75 °C nakon svakog od 40
ciklusa umnaZanja. Koli¢ina transkripata izraZzena kao Ct (engl. cycle treshold) vrijednost je

izraCunata koriStenjem LightCycler® 480 II integriranog programa (v. 1.5.1.62).

Tablica 4. Oligonukleotidne pocetnice koriStene za mjerenje ekspresije upalnih biljega

Naziv pocetnice Nukleotidna sekvenca (5' — 3")
Interleukin-1b Rno Illb F TCAAGCAGAGCACAGACCTG
(111b) Rno Il1b R ACTGCCCATTCTCGACAAGG
Interleukin-6 Rno 116 F GCAAGAGACTTCCAGCCAGT
(116) Rno 116 R TCTGACAGTGCATCATCGCT
Interleukin-18 Rno 1118 F AGGACTGGCTGTGACCCTAT
118 Rno 1118 R TCCTGGCACACGTTTCTGAA
Matriks metalopeptidaza 9 | Rno Mmp9 F CCCGAGACCTGAAAACCTCC

Rno Mmp9 R GGCCTTTAGTGTCTCGCTGT
Unutar-stani¢na Rno Icaml F CGGTGCTCAGGTATCCATCC
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adhezijska molekula 1 Rno Icaml R CZGTCTTCCCCAATGTCGCT
(Icaml)

Kemokinski ligand s C-C | Rno Ccl3 F CACCCTCTGTTACCTGCTCA
motivom 3 Rno Ccl3 R ATCTGCCGGTTTCTCTTGGT
(Ccl3)

Vacuolar protein sorting- | Rno Vps29 F TGGTGACTGAACGGAATCCC
associated protein 29 Rno Vps29 R GGACATCACCAGCCAGAGTC
(Vps29)

Glukoza-6-fosfat Rno Gpi F GACGTGATGCCAGAGGTCAA
izomeraza Rno Gpi R GTTTTGGCAATGTGGGTCCC
(Gpi)

3.4.4. Mjerenje ekspresije miRNA

Za mjerenje ekspresije miRNA koriStene su komercijalno dostupne gotove plo¢e miRNA
PCR Array Rat Immunopathology (MIRN-104ZF) (Qiagen, Hilden, Njemacka) koje sadrze 84
miRNA diferencijalno eksprimirane tijekom normalnih i patoloSkih odgovora imunosnog
sustava. Ploce sadrze i dodatan set od 12 miRNA za normalizaciju i izraun relativne
kvantifikacije, procjenu uspjesnosti reakcije reverznog prepisivanja i procjenu uspjesnosti
lan¢ane reakcije polimerazom. Mjerenje ekspresije miRNA je provedeno RT-PCR metodom.
Za mjerenje ekspresije je koriSten miScript® SYBR® Green PCR Kit za miScript miRNA PCR
Array (Qiagen, Hilden, Njemacka), prema uputama proizvodaca za LightCycler® 480 II
platformu (Roche Diagnostics). Reakcijska smjesa je pripremljena kombiniranjem 1375 pL
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix-a, 275 pL 10x miScript univerzalne pocetnice
(R pocetnica), 1000 pL ciste vode (bez nukleaza) 1 100 pL cDNA uzorka prethodno
razrijedenog u omjeru 1 : 10. Tako pripremljena reakcijska smjesa je ravnomjerno
rasporedena na plocu, po 25 pL u svaku jazicu koja sadrzi specifiénu F pocetnicu za svaku
miRNA. Lancana reakcija polimerazom je provedena prema sljede¢em profilu: 1) pocetna
aktivacija 15 minuta na 95 °C (aktivacija HotStarTaq® DNA polimeraze), ii) 45 ciklusa od
15 sekundi na 94 °C, prijanjanje pocetnica (engl. annealing) 30 sekundi na 55 °C,
produzavanje sintetiziranog lanca 30 sekundi na 70 °C, iii) generiranje krivulje taljenja
izmedu 61 °C 197 °C. Razina fluorescencije je mjerena pri 70 °C nakon svakog od 45 ciklusa
umnazanja. Koli¢ina transkripata izrazena kao Cr (engl. cycle treshold) vrijednost je

izracunata koriStenjem LightCycler® 480 II integriranog programa (v. 1.5.1.62).
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3.5. 1Izolacija DNA i mjerenje koliine metilirane DNA

3.5.1. Izolacija DNA

Neposredno prije izolacije, uzorci lezija Stakora fiksirani u 96% etilnom alkoholu su
kratko isprani u destiliranoj vodi. Za izolaciju ukupne genomske DNA je koriSten DNeasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka), prema uputama proizvodaca. U tubicu s
20 mg tkiva je dodano 180 uL ATL pufera (liziraju¢i pufer) i 20 puL proteinaze K te su uzorci
inkubirani na 56 °C uz treskanje do potpune lize tkiva. U tubice s uzorkom je potom dodano
200 pL AL pufera, smjesa je temeljito izmijeSana na vorteksu te inkubirana dodatnih 10
minuta na 56 °C. Potom je u smjesu dodano 200 pL 96% etilnog alkohola te je ukupni
volumen prebacen na kolone s filter membranom umetnute u sabirne tubice i centrifugiran 1
minutu na 8000 okretaja. Centrifugiranjem izolirana DNA zaostaje na filter membrani, a
otopina pufera i alkohola se prolaskom kroz membranu nakuplja u sabirnim tubicama.
Kolona s filter membranom je potom prebacena u Cistu sabirnu tubicu i na membranu je
dodano 500 pL. AW1 pufera (pufer za ispiranje) nakon cega je uslijedilo ponovno
centrifugiranje 1 minutu na 8000 okretaja. Zatim je kolona s filter membranom prebacena u
Cistu sabirnu tubicu i na membranu je dodano 500 pL. AW2 pufera (pufer za ispiranje).
Nakon 3 minute centrifugiranja na 14000 okretaja, kolona s filter membranom je prebacena u
Cistu tubicu i na kolonu je dodano 50 puL AE pufera (elucijski pufer). Nakon 1 minute
inkubacije na sobnoj temperaturi, tubice s kolonama su centrifugirane 1 minutu na 8000
okretaja kako bi se DNA zaostala na filter membrani eluirala. Ovako pripremljenoj DNA je
izmjerena koli¢ina 1 kakvoca kako je ranije navedeno. Izolirana DNA je pohranjena u

zamrzivacu na -20 °C do koristenja.

3.5.2. Odredivanje koli¢ine metilirane DNA

Za odredivanje koli¢ine ukupne metilirane DNA koriSten je Methylated DNA
Quantification Kit (Colorimetric) (ab117128, Abcam, Cambridge, UK), prema uputama
proizvodaca. Neposredno prije postupka odredivanja koli¢ine metilirane DNA, uzorci DNA
su razrijedeni na ukupnu koli¢inu od 100 ng te su pripremljena serijska razrjedenja pozitivne
kontrole (0,5, 1, 2, 5, 10 ng/uL). U svaku jazicu prozirne mikrotitarske ploce otpipetirano je
80 pL otopine za vezivanje. U jazice je potom pojedinacno dodan po 1 puL negativne kontrole
1 po 1 uL iz svakog razrjedenja pozitivne kontrole kao 1 100 ng DNA uzorka. Sva mjerenja su

radena u duplikatu. Uzorci su potom inkubirani 90 minuta na 37 °C. Zatim je otopina za
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vezivanje uklonjena te je svaka jazica isprana s 3 x 150 puL pufera za ispiranje. Nakon
ispiranja, u svaku jazicu je dodano po 50 uL primarnoga protutijela (1 : 1000) (capture
antibody) te su uzorci inkubirani 60 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja
primarnog protutijela, uzorci su isprani s 3 x 150 pL pufera za ispiranje, u svaku jazicu je
potom dodano 50 pL sekundarnog protutijela (1:2000) (detection antibody) te su uzorci
inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja s 4 x 150 uL pufera za ispiranje,
u svaku jazicu je otpipetirano po 50 pL otopine pojacivaca (1 : 5000) te su uzorci inkubirani
dodatnih 30 minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci su zatim isprani s 5 x 150 pL pufera za
ispiranje. U svaku jazicu je dodano 100 pL otopine za razvijanje te su uzorci inkubirani 1-10
minuta u mraku uz pra¢enje promjene boje. U prisutnosti dovoljne koli¢ine metilirane DNA
otopina za razvijanje promijeni boju u plavu. Nakon $to je pozitivna kontrola poprimila
srednje tamnu plavu boju u svaku jazicu je dodano po 50 pL otopine za zaustavljanje
enzimatske reakcije (promjena boje u zutu). Po zavrSetku testa u ¢itacu mikrotitarskih ploci
Microplate Photometer MPP-96 (Biosan, Riga, Latvija) ocCitana je absorbancija na 450 nm. Iz
ocitanja za razrjedenja pozitivne kontrole linearnom regresijom u MS Excelu 365 (Microsoft,
Redmond, WA, SAD) izracunat je nagib pravca, a koli¢ina metilirane DNA u uzorcima je

izraCunata prema formuli:

(OD uzorka — 0D negativne kontrole)
5 —mC (ng) =

nagib praveca x 2

gdje 5-mC oznacava 5-metilcitozin, a OD opti¢ku gustocu (engl. optical density).

3.6. Statisticki postupci

Za log2 transformaciju 1 analizu diferencijalne ekspresije miRNA 1 uplanih biljega
koristen je paket limma ([107] za program R (ver. 3.4.2) [108]. Temeljem rezultata analize
glavnih komponenti (PCA, engl. principal component analysis) (nije prikazano) uzorak
RN10 3K (nezaraZeno crijevo) je iskljucen iz daljnjih analiza. Analiza ekspresije miRNA i
upalnih biljega je napravljena odvojeno za svako tkivo (Zeludac, crijevo) koriStenjem
uparenog dizajna, koji uzima u obzir ¢injenicu da nezaraZeno (kontrolno) tkivo potjece iz iste
zivotinje kao 1 zarazeno tkivo. Stopa promjene ekspresije (FC, engl. fold-change) veca od 2
(log2FC > 1) je smatrana bioloSki znacajnom, dok je razina statisticke znacajnosti odredena
prema prilagodenoj p-vrijednosti < 0,05. Vizualizacija rezultata analize ekspresije miRNA i

upalnih biljega je napravljena u paketima ggplot2 [109], odnosno gplots [110] za program R.
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Razlike u koli¢ini metilirane DNA izmedu zarazenih 1 nezaraZenih zeludaca i crijeva
testirane su Wilcoxonovim testom rangova zavisnih uzoraka u programu R. Ovaj
neparametrijski test je pogodan za usporedbu srednjih rangova izmedu uparenih uzoraka kao
Sto je slucaj u ovom istrazivanju. Test takoder ne pretpostavlja normalnu (Gaussovu)

razdiobu podataka.
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REZULTATI

4. Rezultati
4.1. Krajnji domacin (kitovi zubani)

U razdoblju od 1990. godine, otkada se provodi uzorkovanje leSina morskih sisavaca
na isto¢noj obali Jadranskog mora, do 2018. ukupno je prijavljeno 449 uginulih morskih
sisavaca. Lezije probavnog sustava uzorkovane su od ukupno 42 Zivotinje, od cega je 13
slu¢aja uzrokovano Anisakis spp. nametnicima. Podaci o vrsti, dobi, spolu i tjelesnim

mjerama uzorkovanih zivotinja su prikazani u Tablica 5.

Tablica 5. Vrsta, dob, spol i tjelesne mjere 13 uzorkovanih jedinki kitova zubana s lezijama
probavnog sustava uzrokovanih Anisakis spp. nametnicima. Tt: Tursiops truncatus; Sc:
Stenella coeruleoalba

Oznaka Vrsta Spol Dob Ukupna Tjelesna

dupina (godine) | tjelesna duzina  masa (kg)
(cm)

D25 Tt F 23 278 228

D40 1t M 13 288 288

D71 Sc M 13 208 99

D99 Tt M 12 256 249

D143 1t M 20 263 163,5

D177 Tt M 19 322 234

D206 Tt F / 210 119

D211 Tt M / 302 232

D212 Tt M 20 299 245

D232 Tt F 19 273 247

D259 Sc F 17 210 73

D411 Sc F / 196 57

D419 Sc M / 213 67

Kod glavnine Zivotinja (n = 10) lezije uzrokovane prisutno$éu Anisakis spp. nametnika
bile su prisutne u prvoj Zelucanoj komori (predzeludac), dok su samo kod dvije Zivotinje
lezije bile prisutne u drugoj Zelucanoj komori (glavni/fundusni Zeludac). Kod tri Zivotinje, od
ukupnog broja uzorkovanih (n = 13), lezije su bile prisutne u obje zelu¢ane komore. Lezije
nisu zabiljezene u trecoj zeluanoj komori (pilori¢ni Zeludac), dok su kod jedne zivotinje
lezije uzrokovane Amisakis nametnicima bile prisutne u jejunumu u neposrednoj blizini
Peyerove ploce. Ve¢i ili manji snopovi nametnika, prihvacenih u stijenku Zeluca, slobodnim
su krajem visjeli u lumen, uzrokujué¢i djelomicnu opstrukciju kod tezih infekcija (Slika 6. a).

Na mjestu prihvata, sluznica je bila ulcerirana, dok je u podsluznici na mjestu prihvata bio
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vidljiv tanki sloj tamnog, nekroticnog tkiva. Podsluznica je Cesto bila znacajno zadebljala 1

edematozna (Slika 6. b).

Slika 6. Nalazi prilikom razudbe dupina. a| Nakupine odraslih nametnika (strelice)
prihvacenih u stijenku predzeluca (PZ) i fundusnog zeluca (Fz). b| Popre¢ni presjek kroz
leziju s brojnim nametnicima prihva¢enima u stijenku zeluca. Na mjestu prihvata vidljiv je
tamni sloj nekroti¢nog tkiva (vrhovi strelica) dok je podsluznica izrazito zadebljala.

4.1.1. Histopatologija Anisakis spp. lezija

Lezije uzrokovane prisutnoséu Anisakis nametnika najcesc¢e su zahvacale duboke slojeve
sluznice, laminu propriju 1 muscularis mucosae, te podsluznicu. Razli¢iti razvojni stadiji
nametnika, ili ostaci koji su ukljucivali dijelove tijela ili samo kutikulu, bili su prisutni. Svi

nalazi su obuhvaceni u Tablica 6.

Tablica 6. Lezije probavnog sustava krajnjeg domacina uzrokovane prisutnoScu
Anisakis spp. nametnika. 7t: Tursiops truncatus; Sc Stenella coeruleoalba; Ug: ulcerozni
gastritis; Fg: fibrozni gastritis; Gg: granulomatozni gastritis; Lp: limfoplazmacitni infiltrat;
Eo: eozinofilni infiltrat; Hc: histiocitni infiltrat.

Ozn.a ka Vrsta Organ Tl[.) . Ostale napomene
dupina lezije
D25 1t Predzeludac Ug Fokalan, izrazen
D40 T ?ljezdanl Fg 1zrazen, umjeren do obilan Lp, He i Eo
zeludac infiltrat
D71 Sc Predzeludac Fibroza = Fokalna, blaga
D99 Tt Predzeludac Ug Lp i Eo infiltrat, bakterije
PredZeludac . . .
D143 e ljezdani Ug Lp 1 Eo infiltrat, bakterije, edem
. Ug muscularis mucosae
zeludac
D177 1t Predzeludac Ug Lp i Eo infiltrat, bakterije
Predzeludac Gg Multifokalan, kroni¢an, umjeren, fokalno
D206 Tt o . : .
Zljezdani Gg umjeren edem muscularis mucosae, Eo
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zeludac infiltrat
Multifokalan do konfluentan, umjeren,
kronic¢an
D211 Tt ?lj ezdani Gg Kroni¢an, blag
zeludac
Predzeludac . )
D22 T¥ ljezdani Edem | Difuzan, umjeren
y Fg Blagi Lp 1 Hc infiltrat
zeludac
Multifokalan, kroni¢an s fokalnom
D232 Tt Predzeludac Ug ulceracijom sluznice, Lp i Eo infiltrat,
bakterije
D259 S Jejunum Jejunitis Grqnulomatoznl, multifokalan, kronican,
umjeren
D411 S Predzeludac Usg Multlf9kalan, izrazen, Lp 1 Hc infiltrat,
bakterije u podlsuznici
Multifokalan, izrazen, Lp i Hc infiltrat,
D419 Sc Predzeludac Ug jaka  piogranulomatozna  upala u

podslunici

Histopatoloski, glavnina se lezija ocitovala dubokim ulceracijama sluznice s potpunim
gubitkom keratiniziranog epitela u predZelucu 1 zljezdanog epitela u glavnom/fundusnom
zelucu (Slika 7. a). Ulceracije su bile pra¢ene obilnim mjeSovitim upalnim infiltratom u
podsluznici, sacinjenim najces¢e od eozinofila, limfocita i plazma stanica te proliferacijom
vezivnog tkiva (Slika 7. a). Dublje u podsluznici, prisutnost nametnika je inducirala
formiranje granuloma s vidljivim degradiranim ostacima nametnika ili kutikule u srediStu
(Slika 7. a, umetak). Kod izraZenijih infekcija, ulceracije sluznice su bile pracene fokalnom
nekrozom podsluznickog tkiva s umjerenim krvarenjima i1 obilnim mjeSovitim upalnim
infiltratom, koji se sastojao od limfocita, plazma stanica, makrofaga i degradiranih neutrofila
s piknoti¢nim jezgrama (Slika 7. b). Ostaci nametnika su cesto bili okruzeni kolonijama
bakterija (Slika 7. a i b). Povremeno su u podsluznici, neposredno ispod ulceracija, bila
prisutna manja podruc¢ja akumulacije pigmenta nalik hemosiderinu (Slika 7. ¢). Kod dvije
jedinke dobrog dupina je u fundusnom Zelucu, odnosno, predzelucu i fundusnom zelucu
zabiljezen kroni¢an, multifokalan do konfluentan, granulomatozni gastritis s eozinofilnim
infiltratom i fokalnim edemom muscularis mucosae. Dodatno, kod jedne jedinke plavobijelog
dupina je zabiljezen multifokalan, kroni¢an granulomatozni jejunitis. Zna€ajnije promjene u
vidu multifokalne, jake piogranulomatozne upale uocene su u predZelucu jedinke
plavobijelog dupina. Dok je sluznica bila duboko ulcerirana, u podsluznici su formirani veliki
granulomi oko degradiranih ostataka nametnika s jakom gnojnom upalom (Slika 7. d). Cijelo

podru¢je granuloma je bilo infiltrirano obilnim mjeSovitim upalnim infiltratom, koji se
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sastojao pretezito od neutrofila, makrofaga i divovskih stanica, te rijetkih limfocita i plazma
stanica. Nakupljanje makrofaga i divovskih stanica, te¢ u manjoj mjeri neutrofila, je bilo
osobito izrazeno na povrsini kutikule nametnika (Slika 7. e), dok su u sredistu granuloma oko
samog nametnika bila prisutna podrucja izrazenijih nakupljanja neutrofila, od ¢ega veliki broj
degradiranih neutrofila s piknoticnim jezgrama (Slika 7. f). Fokalno, na periferiji jednog od
vecih granuloma prisutno je bilo i opseznije krvarenje. Dublje u podsluznici, prema misi¢énom
sloju (muscularis externa) bilo je prisutno jo§ nekoliko podrucja jace piogranulomatozne
upale, s neSto manjim brojem neutrofila i makrofaga, ali bez vidljivih ostataka nametnika
(Slika 7. g 1 h). Dodatni ve¢i ili manji granulomi formirali su se i drugdje u podsluznici oko
ostataka nametnika, s obilnim upalnim infiltratom koji se sastojao prvenstveno od makrofaga,
limfocita i plazma stanica te ve¢eg broja divovskih stanica. Kod jedne jedinke plavobijelog
dupina, duboko u podsluznici uo¢ene su mnogobrojne pojedinacne Stapicaste bakterije. Cijelo
podrugje je bilo infiltrirano ve¢im brojem makrofaga i limfocita te osobito plazma stanicama

(Slika 7. i).
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Slika 7. HistopatoloSki nalazi lezija probavnog sustava krajnjeg domacina uzrokovanih
Anisakis spp. nametnicima. a| Ulcerativni gastritis u fundusnom Zelucu dobrog dupina s
potpunim gubitkom sluznice. U podsluznici su prisutni brojni ostaci nametnika (strelice)
okruzeni kolonijama bakterija (zakrivljene strelice) te obilnim upalnim infiltratom i
proliferiraju¢im vezivnim tkivom (zvjezdica); L: lumen Zeluca. Umetak: granulomi dublje u
podsluznici, formirani oko ostataka nametnika. b| Ulcerozni gastritis u predzelucu
plavobijelog dupina. Tkivo podsluznice neposredno ispod ulceracije je nekroti¢no te
infiltrirano obilnim mjeSovitim upalnim infiltratom (zvjezdice) s brojnim degradiranim
stanicama. Oko ostataka nametnika (strelice) uocava se proliferacija bakterijskih kolonija
(zakrivljene strelice). ¢| Duboka ulceracija sluznice predzeluca plavobijelog dupina s
ostacima nametnika 1 kutikule (strelice) te akumulacijom smedeg pigmenta nalik
hemosiderinu (vrhovi strelica). d| Veliki granulom u podsluznici predzeluca plavobijelog
dupina s ostatkom nametnika (strelica) i podrucjima jake piogranulomatozne upale u sredistu.
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e| Detalj slike iz d| oznaCen zelenim pravokutnikom. Brojni makrofagi i divovske stanice
pri¢vr§éeni na povrSini ostataka nametnika. f| Detalj slike iz d| oznacen crvenim
pravokutnikom. Podrucje izrazenijeg nakupljanja neutrofila i u manjoj mjeri makrofaga; velik
broj neutrofila je degradiran s piknoti¢nim jezgrama. g| i h| Granulomi duboko u podsluznici,
prema vanjskom miSi¢nom sloju, s nakupljanjem gnoja i bez vidljivih ostataka nametnika. il
Podsluznica predzeluca plavobijelog dupina s proliferacijom bakterijskih stanica i obilnim
upalnim infiltratom sastavljenim pretezno od limfocita, plazma stanica i makrofaga. Detalj:
veliko povecanje upalnog infiltrata u podsluznici. Hematoksilin/eozin bojanje, mjerna
ljestvica: a, a umetak, ¢, g, h,1 =200 um, bid =500 pm, e i f= 50 um, 1 umetak = 20 um.

4.1.2. Trikromno bojanje po Malloryju

Trikromnim bojanjem po Malloryju utvrdena je prisutnost opsezne fibroze u podrucju
lezija uzrokovanih prisutnoséu Anisakis nametnika (Slika 8.). Umjerena multifokalna fibroza
bila je prisutna u podrucju manjih granuloma u podsluznici fundusnog Zeluca, formiranih oko
ostataka kutikule nametnika (Slika 8. a). Multifokalna do konfluentna podrucja fibroze su
bila prisutna u podsluznici predzeluca plavobijelog dupina s jakom piogranulomatoznom
upalom. Izrazena proliferacija vezivnog tkiva je uocena u podsluznici neposredno ispod
duboke ulceracije sluznice 1 oko manjih granuloma bez vidljivih ostataka nametnika (Slika 8.
b). Jednako tako, podrucja opsezne fibroze su bila prisutna i oko granuloma s vidljivim
ostacima nametnika s prodorom u vanjski misi¢ni sloj (muscularis externa) (Slika 8. c¢).
Najizrazenija fibroza je uocena oko velikog granuloma u podsluznici s vidljivih nekoliko

ostataka nametnika 1 gnojnom upalom u sredini granuloma (Slika 8. d).

41



REZULTATI

Slika 8. Fibroza u lezijama probavnog sustava krajnjeg domacina uzrokovanima
Anisakis spp. nametnicima. a|] Umjerena multifokalna fibroza (vrhovi strelica) u podrucju
manjih granuloma nastalih oko ostataka kutikule nametnika (strelice) u podsluznici
fundusnog zeluca dobrog dupina. Umetak: detalj granuloma s izrazenim odlaganjem
kolagena (zakrivljene strelice) neposredno uz zaostalu kutikulu nametnika. b| Multifokalna
do konfluentna fibroza (vrhovi strelica) u podsluznici predzeluca plavobijelog dupina,
neposredno ispod duboke ulceracije sluznice s brojnim ostacima nametnika (strelice) i u
podruc¢ju manjeg granuloma (zvjezdica) bez vidljivih ostataka nametnika; L: lumen Zeluca. ¢|
Izrazena fibroza (vrhovi strelica) u podrucju velikog granuloma u podsluznici predzeluca
plavobijelog dupina, s vidljivim ostatkom kutikule nametnika u sredistu (strelica) i obilnim
upalnim infiltratom (zakrivljene strelice). d| Opsezna fibroza u podrucju velikog granuloma s
ostacima nametnika (zvjezdica) i podru¢jima gnojne upale (zakrivljene strelice). Na periferiji
granuloma je vidljivo obilno odlaganje kolagena (vrhovi strelica). Umetak: detalj obilnog
upalnog infiltrata s nekoliko divovskih stanica (strelice) pomijeSanog s manjim brojem
kolagenih vlakana. Bojanje po Malloryju, mjerna ljestvica: a, b, ¢, d = 500 pm, a i d, umetak
=100 pm.
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4.1.3. Imunofluorescencija

Imunofluorescenijsko bojanje lezija uzrokovanih Anisakis spp. infekcijom rezultiralo je
pozitivnim signalom samo za anti-lipid A LPS protutijelo. Bojanje ostalim protutijelima
(anti-CD4, -CD68, -FoxP3, -S100A8/A9, -IgG) nije rezultiralo zadovoljavaju¢im signalima,
kojima bi jednoznac¢no bila potvrdena imunoreaktivnost, stoga su ova protutijela izostavljena
iz daljnje interpretacije.

Bojanjem anti-lipid A LPS protutijelom utvrdena je prisutnost velikog broja bakterija u
podsluznici predzeluca plavobijelog dupina neposredno ispod duboke ulceracije (Slika 9. a,
b, ¢). Bojanje DAPI-jem rezultiralo je maglicastim plavim obojenjem, bez jasnih struktura
koje bi upuéivale na prisutnost stani¢nih jezgara, ukazujuéi na opseznu nekrozu u
zahvacenom podrucju. Zbog toga nije bilo moguce utvrditi preciznu lokalizaciju bakterija u
odnosu na druge strukture u podsluznici, poput krvnih zila. Bakterije su bile prisutne i dublje
u podsluznici, ali u znatno manjem broju (Slika 9. d, e, f). Stani¢ne jezgre su u podrucju

izgledale intaktne, ne ukazujuci na uznapredovale nekroticne procese.

LIPID A PREKLOPLJENO

LIPID A PREKLOPLJENO

Slika 9. Reprezentativne mikrofotografije imunofluorescencijskog bojanja za lipid A
LPS. a| Brojne bakterije (strelice) u podsluznici predZeluca plavobijelog dupina, ispod
duboke ulceracije. b| Maglicasto plavo obojenje DAPI-jem bez prisutnosti jezgara. c|
Preklopljena slika od a| i b|. d| Rijetke bakterije (strelica) dublje u podsluznici predzeluca
plavo bijelog dupina. e| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. f| Preklopljena slika od d| i e|.
Imunofluorescencija, mjerna ljestvica = 10 um.
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4.2. Slucajni domacdin (Stakor)

Preliminarnim eksperimentom je utvrdeno kratko trajanje Anisakis spp. infekcije u
Stakorima. Glavnina li¢inki kojima su eksperimentalne zivotinje zarazene (~70%) napustila je
domacdina unutar prvih 24 sata nakon zarazavanja (pi), prolaskom kroz lumen probavnog
sustava, potpomognuta peristaltikom crijeva, 1 bez vidljivih oStecenja tkiva domacina ili
migracijom kroz stijenku probavnog sustava domacina. Glavnina migriraju¢ih liinki
probijala je stijenku zeluca, uzrokuju¢i umjerena do opsezna krvarenja. Ostatak li¢inki je
migrirao kroz stijenku tankog crijeva, cekuma ili debelog crijeva. Kod tri zivotinje (dvije iz
preliminarnog, jedna iz glavnog eksperimenta), li¢inke su nadene zabodene u misice trbusnog
zida, uzrokuju¢i blaga krvarenja vidljiva prilikom sekcije Zivotinja. Povremeno, li¢inke koje
nisu napustile domacina defekacijom nadene su u trbusnoj Supljini zabodene u trbusno masno

tkivo ili u tijeku spiralizacije na unutrasnjim organima (jetra, slezena).

4.2.1. Histopatologija Anisakis spp. lezija u Stakoru

Lezije uzrokovane migracijom Anisakis li¢inki su opaZene u zelucu, crijevu i misi¢u
Stakora.

Migracija li¢inki kroz stijenku Zeluca uzrokovala je umjerena do opsezna krvarenja u
podsluznici, rijetko s fokalnom do konfluentnom fibrinoidnom (vaskularnom) nekrozom
(Slika 10. a, b). Krvarenja su bila praena umjerenim do obilnim mjeSovitim upalnim
infiltratom koji su €inili neutrofilni granulociti (neutrofili), makrofagi, limfociti i eozinofilni
granulociti (eozinofili). Kod Zivotinja eutanaziranih u prve dvije vremenske tocke
uzorkovanja (6 h 1 10 h pi), neutrofili su €inili glavninu upalnog infiltrata (Slika 10. ¢, d) s
rijetkim eozinofilima rasprSenima u lamini propriji. Neutrofili, 1 povremeni makrofazi, su bili
posebno brojni neposredno uz velika podrucja nekroze oko krvnih zila (Slika 10. e, f). Kod
zivotinja eutanaziranih u kasnijim vremenskim to¢kama uzorkovanja eozinofilni infiltrat u
lamini propriji 1 podsluznici je bio izrazeniji s vidljivo manjim brojem neutrofila (Slika 10. g,

g umetak).
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Slika 10. HistopatoloSke promjene u Zelucu Stakora zaraZenih licinkom treceg stadija
(L3) Anisakis spp. a| Opsezno krvarenje (H) u podsluznici Zeluca s fibrinoidnom
vaskularnom nekrozom (zakrivljene strelice) i obilnim neutrofilnim infiltratom dublje u
podsluznici, prema muscularis externa (vrhovi strelica). b| Opsezno krvarenje (H) u
podlsuznici kardijalnog dijela zeluca s ve¢im podrucjima perivaskularne fibrinoidne nekroze
(zvjezdice) okruzenima obilnim upalnim infiltratom (vrhovi strelica). ¢| Neutrofilni infiltrat iz
a|. d| Vece povecanje fibrinoidne nekroze krvne Zile iz a| s brojnim neutrofilima 1 limfocitima
u lumenu zile. e] Vece povecanje podrucja perivaskularne nekroze iz b|. f| Veliko povecanje
upalnog infiltrata iz b| kojim dominiraju neutrofili s umjerenim brojem makrofaga. g|
Zeludac $takora eutanaziranog 24 h pi s obilnim eozinofilnim infiltratom u lamini propriji i
podsluznici; umetak: vecée povecanje eozinofilnog infiltrata u podsluznici s rijetkim
neutrofilima. Hematoksilin/eozin bojanje; mjerna ljestvica: a, b, g = 200 um, ¢, d, e, f, g
umetak = 50 pm.

U crijevu su Anisakis spp. li¢inke nadene u trenutku migracije kroz tkivo podsluznice,
uzrokuju¢i pritom opsezna krvarenja s perivaskularnom fibrinoidnom nekrozom (Slika 11.
a). Blagi upalni infiltrat sastavljen od neutrofila, makrofaga i limfocita je bio prisutan u
podsluznici, dok su u lamini propriji bili prisutni rijetki eozinofili (Slika 11. a umetak).
Nasuprot tome, u podsluznici cekuma je bilo prisutno umjereno do jako krvarenje (Slika 11.

b), ali sa znatno izrazenijim mjeSovitim upalnim infiltratom koji su cinili neutrofili,
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makrofagi, limfociti 1 osobito eozinofili. U odnosu na ostatak crijeva, eozinofilni infiltrat je
bio ja€e izrazen u lamini propropriji (Slika 11. b umetak).

Migracija Anisakis spp. li¢inke kroz miSi¢no tkivo uzrokovala je umjereno krvarenje u
epimiziju i perimiziju (Slika 11. a i b) praceno umjerenim upalnim infiltratom koji se

sastojao pretezito od neutrofila 1 makrofaga te rijetkih eozinofila i limfocita (Slika 11. a i b,

umetak). Fokalno, miSiéna vlakna su pokazivala osobitosti kaogulativne nekroze (Slika 11.

b).

swe

Slika 11. HistopatoloSke promjene u crijevu Stakora zaraZenog li¢inkom treceg stadija
(L3) Anisakis spp. a| Opsezno krvarenje (H) u podsluznici s popre¢nim presjekom Anisakis
spp. li¢inke (L3) i fokalnom perivaskularnom nekrozom (zvjezdica); umetak: rijetki
eozinofili (strelice) u lamini propriji crijeva. b| Jace krvarenje (H) u podsluznici cekuma;
umetak: detalj sluznice s izraZzenim eozinofilnim infiltratom (zvjezdice) u lamini propriji 1
mjeSovitim infiltratom (eozinofilni i neutrofilni) u podsluznici. Hematoksilin/eozin bojanje;
mjerna ljestvica: a, b =200 um, a i b umetak = 50 pm.

Slika 12. HistopatoloSke promjene u miSi¢u Stakora zaraZenog li¢inkom treéeg stadija
(L3) Anisakis spp. a| Trenutak prodora Anisakis spp. li¢inke (L3) kroz vezivno tkivo
epimizija (Epm) koji uzrokuje blago do umjereno krvarenje; umetak: umjereni mjeSoviti
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upalni infiltrat kojim dominiraju neutrofili (strelice). b| Misi¢ distalno od mjesta prodora
licinke s blagim krvarenjem u perimiziju (zvjezdice) i fokalnom nekrozom misi¢nih vlakana
(Mv); umetak: umjereni upalni infiltrat u perimiziju, saCinjen pretezito od neutrofila (strelice)
i rijetkih makrofaga. Hematoksilin/eozin bojanje; mjerna ljestvica: a, b = 200 um, a i b
umetak = 50 um.

4.2.2. Imunofluorescencijsko bojanje lezija Stakora

Imunofluorescenijsko bojanje lezija uzrokovanih migrirajuéom Anisakis liCinkom je
provedeno na tkivu Zeluca, crijeva 1 miSic¢a. Bojanje je rezultiralo pozitivnim signalom za
CD3, CD4, (D68, inducibilnu sintazu duSikovog oksida (iNOS) 1 SI100A8/A9
(MRP8+MRP14). Primijenjeno protutijelo za imunoglobulin G (IgG) nije dalo pozitivan

signal.

4.2.2.1. Imunolokalizacija CD3" stanica

Bojanje anti-CD3 protutijelom rezultiralo je tankim prstenastim (membranskim)
obojenjem neposredno uz velike jezgre, Sto odgovara morfologiji limfocita T s oskudnom
citoplazmom. Imunoreaktivne stanice su bile najbrojnije u Zelucu, prisutne u manjim
grupama unutar ili u neposrednoj blizini velikih krvnih zila (Slika 13. a, b, ¢), ukazujuc¢i na
proces ekstravazacije. Povremeno su pojedina¢ne stanice bile prisutne dublje u podsluznici
unutar opseznih krvarenja, ili rijetko, u lamini propriji. U crijevu je u podsluznici primije¢en
manji broj CD3" stanica, sa sli¢nom lokalizacijom kao i u Zelucu, tj. unutar ili neposredno uz
krvne zile (Slika 13. d, e, f). Najmanji broj CD3" stanica, ali s najja¢im intenzitetom bojanja,
je naden u miSi¢u. Pojedina¢ne stanice su povremeno bile prisutne unutar krvnih Zila ili kao

dio upalnog infiltrata u vezivnom tkivu perimizija (Slika 13. g, h, i).
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PREKLOPLJENO

PREKLOPLJENO

PREKLOPLJENO

Slika 13. Reprezentativne mikrofotografije imunofluorescencijskog bojanja za CD3 u
Stakora zaraZenih licinkom treceg stadija (L3) Anisakis spp. a| Umjerena ekspresija CD3
na veéem broju limfocita T (strelice) u Zelucu, neposredno uz krvnu zilu. b| Stani¢ne jezgre
obojene DAPI-jem. ¢| Preklopljena slika od a| i b|. d| Dva limfocita T (strelice) u podsluznici
crijeva s izrazenom ekspresijom CD3. e| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. f| Preklopljena
slika od d| 1 e|. g| Limfocit T (strelica) u vezivnom tkivu perimizija, s izrazenom ekspresijom
CD3. h| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. i| Preklopljena slika od g| 1 h|.
Imunofluorescencija, mjerna ljestvica = 10 um.

4.2.2.2. Imunolokalizacija CD4" stanica

Bojanje anti-CD4 protutijelom je rezultiralo tankim prstenastim (membranskim)
obojenjem, sli¢no kao 1 bojanje s anti-CD3 protutijelom §to odgovara morfologiji limfocita T,
iako s naizgled nesto slabijim intenzitetom signala. Ponovno je najve¢i broj imunoreaktivnih
stanica zabiljezen u Zelucu, dok iste nisu zabiljeZene u crijevu. U zelucu su pojedinacne
imunoreaktivne stanice bile prisutne u velikim krvarenjima u podsluznici, rasprSene u blizini
krvnih zila (Slika 14. a, b, ¢) ili rijetko, unutar manjih krvnih zila u podsluznici (Slika 14. d,

e, f). U crijevu nisu uoene CD4" stanice. Najmanji broj CD4" stanica je, sli¢no kao i CD3"
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stanica, zabiljezen u mi$i¢u. Ponovno su rijetke CD4" stanice bile prisutne kao dio upalnog

infiltrata u vezivnom tkivu perimizija i, rjede, epimizija (Slika 14. g, h, i).

PREKLOPLJENO

PREKLOPLJENO

PREKLOPLJENO

Slika 14. Reprezentativne mikrofotografije imunofluorescencijskog bojanja za CD4 u
Stakora zaraZenih licinkom treceg stadija (L3) Anisakis spp. a| Umjerena ekspresija CD4
na malom broju limfocita T (strelice) rasprSenith oko krvne zile u velikom krvarenju u
podsluznici zeluca. b| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. ¢| Preklopljena slika od a| i b|. d|
Izrazenija ekspresija CD4 na limfocitu T unutar manje krvne Zile (strelica) u podsluznici
Zeluca. e| Stanicne jezgre obojene DAPI-jem. f| Preklopljena slika od d| 1 e|. g| Izrazenija
ekspresija CD4 na limfocitu T (strelica) u vezivhom tkivu perimizija. h| Stani¢ne jezgre
obojene DAPI-jem. i| Preklopljena slika od g| i h|. Imunofluorescencija, mjerna ljestvica = 10
pm.

4.2.2.3. Imunolokalizacija CD68+ stanica

Bojanje anti-CD68 protutijelom proizvelo je umjerene do intenzivne signale, s
granularnim ili difuznim citoplazmatskim obojenjem imunoreaktivnih stanica. CD68" stanice
su bile najbrojnije u Zelucu, kao pojedinacne stanice (Slika 15. a, b, ¢) ili u manjim

nakupinama (Slika 15. d, e, f). Iako su CD68" stanice bile prisutne kroz cijelu podsluznicu,
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nesto veci broj stanica je primije¢en oko krvnih zila neposredno ispod bazalne membrane,
ukazuju¢i na nedavnu ekstravazaciju. Kao i kod anti-CD4 protutijela, bojanje anti-CD68
protutijelom nije proizvelo pozitivne signale u tkivu crijeva. U miSi¢u je zabiljezen nesto
manji broj imunoreaktivnih stanica u odnosu na Zeludac, ali s naizgled intenzivnijim
signalom (Slika 15. g, h, i). Pojedinacne stanice, s izrazenom ekspresijom CD68 su bile

prisutne u vezivnom tkivu perimizija, distalno od mjesta prodora li¢inke u tkivo misica.

PREKLOPLJENO

PREKLOPLJENO

PREKLOPLJENO

Slika 15. Reprezentativne mikrofotografije imunofluorescencijskog bojanja za CD68 u
Stakora zaraZenih licinkom treéeg stadija (L3) Anisakis spp. a| IzraZena ekspresija CD68
u citoplazmi fagocita (strelica) u velikom krvarenju u podsluznici Zeluca u blizini krvne Zile.
b| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. ¢| Preklopljena slika od a| i b|. d| Umjerena ekspresija
CD68 u citoplazmi nekoliko fagocita u podsluznici Zeluca. e| Stanicne jezgre obojene DAPI-
jem. f] Preklopljena slika od d| i e|. IzraZena ekspresija CD68 u citoplazmi fagocita (strelica)
u vezivnom tkivu perimizija u blizini krvne Zile. h| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. ij
Preklopljena slika od g| i h|. Imunofluorescencija, mjerna ljestvica = 10 um.
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4.2.2.4. Imunolokalizacija iNOS™ stanica

Bojanje anti-iNOS antitijelom proizvelo je umjerene do intenzivne signale, s
granuliranim ili difuznim citoplazmatskim obojenjem imunoreaktivnih stanica. U Zelucu,
pojedinacne ili male nakupine iNOS™ stanica su bile prisutne rasprSene u krvarenjima u
podsluznici (Slika 16. a, b, ¢). Vec¢ina ovih stanica je pokazivala granulirano citoplazmatsko i
perinuklearno obojenje umjerenog intenziteta, povremeno jaceg intenziteta. Prema
morfologiji jezgre, neutrofili i fibrociti su bili najbrojnije iINOS imunoreakativne stanice.
Slicno kao u Zelucu, i u crijevu su iNOS"™ bile rasprSene u opseznim Kkrvarenjima u
podsluznici, ali s tendencijom nakupljanja oko migrirajue Anisakis li¢inke. Ponovno,
razliCite populacije stanica su bile imunoreaktivne, ali s neSto izrazenijim signalima u
odnosnu na stanice u Zelucu (Slika 16. d, e, f). Najveci broj imunoreaktivnih stanica, ujedno s
najintenzivnijim signalima, je naden u miSi¢u. Glavnina stanica je pokazivala intenzivno
granulirano ili difuzno citoplazmatsko obojenje (Slika 16. g, h, i). Slicno kao u Zelucu i
crijevu, neutrofili i fibrociti su bili najbrojnije iNOS® stanice. Mali broj stanica,
najvjerojatnije mononuklearni fagociti, s izrazito jakim difuznim citoplazmatskim obojenjem,

bio je prisutan nasumicno rasprSen u vezivnom tkivu perimizija ili neposredno uz krvne Zile.

51



REZULTATI

Slika 16. Reprezentativne mikrofotografije imunofluorescencijskog bojanja za iNOS u
Stakora zaraZenih li¢inkom treceg stadija (L3) Amisakis spp. a|] Umjerena do jaka,
granulirana citoplazmatska ekspresija iNOS kod pojedina¢nih stanica u podsluznici zeluca
(strelice). b| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. ¢| Preklopljena slika od a| i b|. d| IzraZena
ekspresija iNOS u stanicama u podsluznici crijeva (strelice) u blizini migrirajue Anisakis
licinke. e| Stanicne jezgre obojene DAPI-jem. f] Preklopljena slika od d| i e|. g| Intenzivno
citoplazmatsko obojenje u mononuklearnim fagocitima (strelice) u vezivnom tkivu
perimizija, neposredno uz krvnu Zilu. h| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. i| Preklopljena
slika od g| 1 h|. Imunofluorescencija, mjerna ljestvica = 10 pm.

4.2.2.5. Imunolokalizacija S100A8/A9+ stanica

Bojanje anti-MRP8+MRP14 (anti-S100A8/A9) antitijelom je proizvelo umjereno do
intenzivno, granulirano citoplazmatsko obojenje. Kod Zivotinja eutanaziranih u ranijim
vremenskim to¢kama uzorkovanja, relativno mali broj imunorekativnih stanica, s umjerenom
do jakom ekspresijom S100A8/A9, je bio prisutan u muscularis externa, zajedno s rijetkim
fibrocitima u podsluznici i eozinofilima u lamini propriji (Slika 17. a, b, ¢). Kod Zivotinja
eutanaziranih u kasnijim tockama uzorkovanja, u lamini propriji je zabiljeZen ve¢i broj

imunorekativnih eozinofila. U crijevu, rijetki fibrociti 1 endotelne stanice su pokazali
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umjerenu ekspresiju SI00A8/A9 (Slika 17. d, e, f). Najveci broj imunoreaktivnih stanica i s
najizrazenijom ekspresijom S100A8/A9 je zabiljezen u miSi¢u. Brojne imunoreaktivne
stanice, ukljucujuéi fibrocite, eozinofile i neutrofile, povremeno s intenzivnim obojenjem, su
bile prisutne u vezivnom tkivu epimizija i perimizija. Primjetno izrazenija ekspresija
ST100A8/A9, povremeno izrazito jaka, je zabiljezena u miocitima, koji su ujedno bili i
najbrojnije imunoreaktivne stanice (Slika 17. g, h, i). Na uzduznom prerezu kroz misi¢na
vlakna, vidljivo je bilo intenzivno granulirano sarkoplazmatsko obojenje, dok su na

poprecnim prerezima stanice pokazivale intenzivno, difuzno sarkoplazmatsko obojenje.

S100A8/A9

S100A8/A9

#

S100A8/A9

Slika 17. Reprezentativhe mikrofotografije imunofluorescencijskog bojanja za
S100A8/A9 u Stakora zaraZenih li¢inkom treceg stadija (L3) Anisakis spp. a| Jaka,
difuzna citoplazmatska ekspresija u malobrojnim stanicama unutarnjeg sloja muscularis
externa u Zelucu Stakora. b| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. ¢| Preklopljena slika od a| 1
b|. d| Umjerena, difuzna citoplazmatska ekspresija u endotelnim stanicama u podsluznici
crijeva (strelice). e| Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. f| Preklopljena slika od d| i e|. g|
Intenzivna sarkoplazmatska ekspresija u miocitima miSi¢a trbuSnog zida (strelice). h|
Stani¢ne jezgre obojene DAPI-jem. i| Preklopljena slika od g| i h|. Imunofluorescencija,
mjerna ljestvica = 10 pm.
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4.2.3. Transmisijska elektronska mikroskopija lezija Stakora

Transmisijskim elektronskim mikroskopom utvrdene su ultrastrukturne osobitosti
upalnog infiltrata 1 promjena u Zelucu, crijevu i miSicu Stakora uzrokovanih migracijom
Anisakis li€inki. Sli€no nalazima svjetlosne mikroskopije na parafinskim tkivnim prerezima,
lezije zeluca je karakteriziralo opsezno krvarenje s mjeSovitim upalnim infiltratom,
sastavljenim prvenstveno od neutrofila i makrofaga (Slika 18. a-c). Karakteristicne
citoplazmatske granule oblika ,,zrna kave* (Slika 18. d) su upucivale na prisutnost eozinofila
1 odsutnost mastocita u lezijama. Makrofagi s izraZzenim pseudopodijima su bili osobito brojni
u podrucjima krvarenja (Slika 18. a, e) te su povremeno bile prisutne stanice s fagocitiranim

eritrocitima (Slika 18. f).

Slika 18. Elektronske mikrofotografije lezija u Zelucu Stakora zaraZenih li¢cinkom treceg
stadija (L3) Anisakis spp. a| Krvarenje (H) u lamini propriji s tri makrofaga (Mo). b| Tkivo
zeluca neposredno uz migracijski put lic¢inke s infiltracijom neutrofila (Neu) i eozinofila (Eo).
c-e| Stanice upalnog infiltrata: ¢| neutrofil, d| eozinofil, e| makrofag. f| Makrofag s
fagocitiranim eritrocitima. Uranil acetat/olovni citrat, mjerna ljestvica: a = 10 um, b-f=2 pm.

U crijevu, slicno kao u Zelucu, u podsluznici je bilo vidljivo opsezno krvarenje s
eritrocitima rasprSenima izmedu snopova kolagenih vlakana 1 rijetkih fibrocita (Slika 19. a).
Mjesoviti se upalni infiltrat vefinom sastojao od neutrofila i1 eozinofila s brojnim
citoplazmatskim granulama (Slika 19. b). Rijetke plazma stanice, s izrazenim

endoplazmatskim retikulumom, su takoder bile prisutne (Slika 19. b). Sli¢ne lezije su
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opazene 1 u cekumu. U lamini propriji je bilo vidljivo umjereno krvarenje, s izraZenijim
upalnim infiltratom u odnosu na ostatak crijeva, rasprSenim izmedu gusto poredanih
kolagenih vlakana (Slika 19. c¢). MjeSoviti upalni infiltrat su, ponovno, sacinjavali
prvenstveno neutrofili (Slika 19. ¢ i d) i makrofagi (Slika 19. ¢ i e), te nesSto rjede eozinofili

(Slika 19. c 1 f). Mjestimi¢no su bili prisutni makrofagi s fagocitiranim eritrocitima (Slika 19.

g).

Slika 19. Elektronske mikrofotografije lezija u crijevu i cekumu Stakora zaraZenih
licinkom treceg stadija (L3) Amnisakis spp. a| Krvarenje u podsluznici s anuklearnim
eritrocitima rasprsenima izmedu snopova kolagenih vlakana (Kv) i rijetkih fibrocita (Fc). b|
Stijenka crijeva neposredno uz migracijski put li¢inke s dva eozinofila. U dnu slike vidljiv je
dio citoplazme s bogatim endoplazmatskim retikulumom koji upucuje na plazma stanicu (Pc).
¢| MjeSoviti upalni infiltrat u podsluznici cekuma, sacinjen od neutrofila (Neu), makrofaga
(Mo) 1 eozinofila (Eo) izmedu gusto pakiranih kolagenih vlakana (Kv). Malobrojni eritrociti
(Er) upuéuju na umjereno krvarenje u podsluznici. d-f| Prikaz mjeSovitog upalnog infiltrata u
podsluznici cekuma: d| makrofag s izrazenim pseudopodijima, e| neutrofil 1 f| eozinofili s
karakteristinim citoplazmatskim granulama. g| Makrofag s fagocitiranim eritrocitima. Uranil
acetat/olovni citrat, mjerna ljestvica: a= 10 pm, ¢ =5 um, b, d-g =2 um.
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U misi¢u je bilo vidljivo nekoliko podruc¢ja strukturno dezintegriranih 1 nekroti¢nih
miSi¢nih vlakana u blizini puta migracije li¢inke, infiltriranih brojnim neutrofilima i
makrofagima (Slika 20. a). Proksimalno putu migracije li¢inke, neposredno uz krvne zile i
ziv€ana vlakna, vezivno tkivo epimizija je bilo infiltrirano mahom neutrofilima i rijetkim
eozinofilima, upucujuéi na nedavnu ekstravazaciju (Slika 20. b). Distalno, u perimiziju je
bilo prisutno blago krvarenje s umjerenim brojem neutrofila rasprSenima izmedu gusto
pakiranih kolagenih vlakana (Slika 20. ¢). Velika nekroticna podruc¢ja misi¢nih vlakana i
vezivnog tkiva su bila infiltrirana obilnim upalnim infiltratom, koji se sastojao od neutrofila i
makrofaga te rijetkih eozinofila (Slika 20. d). Povremeno su mogli biti videni eozinofili 1

neutrofili u procesu degranulacije (Slika 20. e 1 f).

Slika 20. Elektronske mikrofotografije lezija u miSi¢u Stakora zaraZenih li¢inkom treceg
stadija (L3) Anisakis spp. a| Nekroti¢ni miociti miSi¢a trbuSnog zida s fragmentiranim
misSi¢nim vlaknima (Mv); nekroticno podru¢je je infiltrirano neutrofilima (Neu) 1
makrofagima (M¢) s ispruzenim pseudopodijima. b| Vezivno tkivo epimizija s umjerenim
neutrofilnim (Neu) 1 eozinofilnim (Eo) infiltratom neposredno uz krvnu zilu (Kz) i Zivcano
vlakno (lijeva strana slike); Mv: miSi¢na vlakna, Kv: kolagena vlakna. ¢| Blago krvarenje i
umjereni neutrofilni infiltrat u vezivnom tkivu perimizija, distalno od migracijskog puta
licinke; Kv: kolagena vlakna d| Veliko nekroti¢no podrucje infiltrirano obilnim upalnim
infiltratom sacinjenim od neutrofila (Neu), makrofaga (Me) i rijetkih eozinofila (Eo). e|
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Eozinofil u procesu degranulacije (vrhovi strelica). f| Dva neutrofila u procesu degranulacije
(vrhovi strelica). Uranil acetat/olovni citrat, mjerna ljestvica: a-d = 10 um, e = 1 um, f= 2
pm.

4.2.4. Ekspresija upalnih biljega u lezijama Stakora

Ekspresija upalnih biljega je mjerena u Zelucu, crijevu i visceralnom masnom tkivu. Od
Sest mjerenih upalnih biljega, pet ih je bilo diferencijalno eksprimiranih u zelucu, nijedan u
crijevu te svih Sest u visceralnom masnom tkivu. U Zelucu je ukupno pet gena bilo pozitivno
reguliranih, dok je samo Mmp9 bio neznatno negativno reguliran (Slika 21. a). Najveca stopa
promjene ekspresije je uocena za [l6 (log2 FC = 4,077), praéena stopom promjene,
opadajuc¢im redoslijedom, za Ccl3 (log2 FC = 3,11), I/1b (log2 FC = 2,775), Icam1 (log2 FC
= 1,122) 1 1l118 (log2 FC = 0,733) (Slika 21. b). Bioloski znafajna promjena (porast)
ekspresije je uocena za [l6, Ccl3, Il1b i Icaml. U crijevu su ukupno Cetiri gena bila
diferencijalno eksprimirana. Od toga je ///8 bio blago negativno reguliran, dok za Icam! nije
uocena promjena u ekspresiji. Najveca stopa promjene ekspresije je uocena za 1/6 (log2
FC=1,467) te je ujedno bila jedina bioloSki znacajna promjena ekspresije mjerenih upalnih
biljega. U visceralnom masnom tkivu, svi mjereni biljezi su bili diferencijalno eksprimirani.
Najveca stopa promjene ekspresije je uocena za Ccl3 (log2 FC = 3,974), praéena stopom
promjene, opadaju¢im redoslijedom, za 1116 (log2 FC = 3,523), 116 (log2 FC=2,919), Mmp9
(log2 FC = 2,648), Icaml (log2 FC = 1,105) i /18 (log2 FC = 0,777). Bioloski znacajna

promjena (porast) ekspresije je zabiljezena za sve mjerene biljege osim za //18.
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logFC et logFC pvrjedeost logFC prijednost
I1b 2.775 0.004 0.497 0.897 3.523 0.0007
116 4.077 0.004 1.467 0.804 2.919 0.015
118 0.733 0.035 -0.151 0.902 0.777 | 0.022
Map9 -0.036 0.934 0.337 0.897 2.648 | 0.0007
Cel3 3.1 0.008 0.239 0.925 3.974 0.001
Tcam-1 1.122 0.027 0.026 0.946 1.105 0.022

Slika 21. Ekspresija upalnih biljega u Zelucu, crijevu i visceralnom masnom tkivu
Stakora zaraZenih li¢inkom treéeg stadija (L3) Anisakis spp. a] Raspodjela ekspresija
upalnih biljega u Zelucu, crijevu 1 visceralnom masnom tkivu, grupirano prema stanju
(zarazeno 1li nezarazeno). Kutijasti dijagrami (engl. box plot) predstavljaju raspodjelu log2
normaliziranih vrijednosti ekspresije. b| Log2 transformirane stope promjene ekspresije
upalnih biljega s pripadajuc¢im prilagodenim p vrijednostima.

4.2.5. Ekspresija miRNA u lezijama Stakora

Ekspresija miRNA je mjerena u tkivu Zeluca i crijeva. U Zelucu su dvije miRNA bile
diferencijalno eksprimirane (rno-miR-451-5p i rno-miR-223-3p) (Slika 22. a) te je za obje
zabiljezena statisticki 1 bioloSki znaCajna stopa promjene ekspresije. Stopa promjene
ekspresije rno-miR-451-5p (log2 FC = 4,217) je bila priblizno sedam puta veca od stope
promjene ekspresije rno-miR-223-3p (log2 FC = 1,647) (Slika 22. b). U crijevu su, bas kao i
u Zelucu dvije miRNA bile diferencijalno eksprimirane (rno-miR-451-5p i rno-miR-672-5p)
(Slika 22. a) za koje je zabiljeZena statisticki i1 bioloski znacajna stopa promjene ekspresije.

Stopa promjene ekspresije rno-miR-451-5p (log2 FC = 2,424) je bila priblizno jednaka stopi
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promjene ekspresije rno-miR-672-5p (log2 FC = 2,229) (Slika 22. b). Rno-miR-451-5p je
ujedno bila jedina miRNA diferencijalno eksprimirana u oba tkiva, ali je njena stopa
promjene ekspresije u zelucu bila Cetiri puta ve¢a u odnosu na crijevo. Uzimajuéi u obzir
konvencionalnu p vrijednost, u Zelucu su dodatne cetiri miRNA bile diferencijalno
eksprimirane (rno-miR-142-3p, rno-miR-142-5p, rno-miR-205, rno-miR-18a-5p) (Slika 22.
a). Od toga, jedino rno-miR-18a-5p nije imala bioloski znacajnu stopu promjene ekspresije,
dok je rno-miR-205 bila jedina negativno regulirana miRNA. U crijevu su dodatne tri miRNA
bile diferencijalno eksprimirane (rno-miR-363-3p, rno-miR-298-5p, rno-miR-196a-5p) (Slika
22. a). Sve tri miRNA su ujedno imale 1 bioloski znacajnu stopu promjene ekspresije, a rno-

miR-298-5p je ujedno bila i jedina negativno regulirana miRNA.
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Slika 22. Ekspresija miRNA u Zelucu i crijevu Stakora zaraZenih li¢inkom trecéeg stadija
(L3) Anisakis spp. a| Dvodimenzionalno hijerarhijsko grupiranje 1 heatmap log2-
normaliziranih vrijednosti ekspresije miRNA (Manhattan udaljenost), grupiranih prema
profilu ekspresije, tkivu (Zeludac 1 crijevo) 1 stanju (zaraZeno ili nezarazeno). Skala varira od
svijetlo crvene do crne za negativno regulirane miRNA (-2 do 0, Z-vrijednost*) te od crne do
svijetlo zelene za pozitivno regulirane miRNA (0 do 2, Z-vrijednost). OznaCene su samo
diferencijalno eksprimirane miRNA (p-vrijednost < 0,05; prilagodena p-vrijednost < 0,05
podebljano) (RN7 3, RN8 1, RN9 6: Zeludac, zaraZzeno; RN7 3K, RN8 1K, RN9 6K:
zeludac, nezarazeno; RN6 4, RN7 5, RN10 _3: crijevo zaraZzeno; RN6 4K, RN7 5K: crijevo
nezarazeno). b| Log2 transformirane stope promjene ekspresije diferencijalno eksprimiranih
miRNA u Zelucu i crijevu, s pripadajué¢im p-vrijednostima i prilagodenim p-vrijednostima.

*Z-vrijednost: udaljenost nekog rezultata mjerenja od aritmeticke sredine iskazana kao dio
standardne devijacije skupa podataka.
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4.2.6. DNA metilacija u lezijama Stakora

Koli¢ina ukupne metilirane DNA je odredivana u tkivu Zeluca i crijeva. Nije uocena
statistiCki znacajna razlika (pri p < 0,05) u koli¢ini metilirane DNA izmedu zarazenog
(srednja vrijednost 2,56 ng, SD + 1,03 ng) i nezaraZzenog (srednja vrijednost 3,08 ng, SD +
1,39) tkiva Zeluca. Jednako tako, nije uocena statisticki znacajna razlika u koli¢ini metilirane
DNA izmedu zarazenog (4,25 ng, SD + 1,80 ng) i nezarazenog (4,90 ng, SD + 2,25 ng) tkiva

crijeva.
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5. Rasprava
5.1. Krajnji domacin (kitovi zubani)

U ovom je istrazivanju provedena histopatoloska analiza lezija probavnog sustava ukupno
13 jedinki kitova zubana, od ¢ega 9 dobrih dupina (Tursiops truncatus) i 4 plavobijela dupina
(Stenella coeruleoalaba). Ovaj nesrazmjer u broju uzoraka izmedu vrsta uvjetovan je
¢injenicom da je dobri dupin jedina rezidentna vrsta kitova zubana u Jadranskom moru [111],
dok ostale vrste poput plavobijelog dupina, Rissovog dupina (Grampus griseus), obi¢nog
dupina (Delphinus delphis) 1 Cuvierovog kljunastog kita (Ziphius cavirostris) u Jadransko
more migriraju iz Sredozemnog mora. U prethodnom istraZzivanju provedenom na kitovima
zubanima nasukanima na istocnom podrucju Jadranskog mora glavnina uzoraka je takoder
potjecala od dobrog dupina, iako je znacajno veca prevalencija Anisakis nametnika 1 lezija
uzrokovanih istim zabiljeZena kod plavobijelog dupina [24]. Razlog ovom odstupanju lezi u
¢injenici da su u ovom istrazivanju koriSteni samo uzorci prikladni za histopatoloSku analizu,
dok za spomenutu parazitolosku studiju to nije bio preduvijet.

Ulceracije sluznice povezane s prisutnoSéu Anisakis spp. nametnika su redovit nalaz u
nasukanim kitovima [112-114], iako li¢inacki stadiji nametnika mogu biti prisutni u
zelu€anim komorama bez vidljivih oSteCenja stijenke Zzeluca [115,116]. U ovom su
istrazivanju lezije Zeluca najceS¢e bile prisutne u predzelucu te povremeno u glavnom
(fundusnom) zelucu. Iznenadujuce, kod jedne jedinke lezije uzrokovane Anisaksis spp. su
pronadene u jejunumu, dok istovremeno prisutnost lezija ni u jednoj Zivotinji nije utvrdena u
piloricnom zelucu. Ovakvi nalazi su u skladu s prijaSnjim istraZivanjima u kojima je glavnina
lezija, takoder, zabiljeZena u prve dvije Zelu¢ane komore [112—114]. Pored toga, utvrdena je
sklonost odraslih Anisaks simplex prema predzelucu 1 glavnom Zzelucu, dok li¢inacki stadiji
imaju jednoli¢niju razdiobu izmedu Zelu¢anih komora [117,118]. Kao mogu¢i razlog ovakvoj
razdiobi navodi se povecanje vjerojatnosti parenja, ili alternativno, veca potreba odraslih
nametnika za hranjivim tvarima sadrZanima u komorama u kojima se odvija probava [118].

Glavnina ulkusa je djelovala aktivno, upucujuéi na akutni proces. Dio ulkusa je imao
tamne povrsSine koje ukazuju na prethodna krvarenja 1 pocetak zarastanja. U skladu s tim je 1
povremeni nalaz smedeg obojenja nalik hemosiderinu na histoloSkim preparatima, koji se
talozi nakon raspada eritrocita. Kod jac¢ih infekcija, podsluznicko tkivo neposredno ispod
dubokih ulceracija je bilo izraZenije nekroticno. Osim mehanickog oStec¢enja prilikom

migracije kroz tkivo domacina, Anisakis spp. li¢inke lucCe 1 proteoliticke enzime, poput
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serinskih proteaza i matriks metalopeptidaza [119,120], ¢ija je primarna uloga razgradnja
okolnog tkiva i1 olakSavanje migracije, ali istovremeno uzrokuju i stani¢nu nekrozu. Nekroza,
kao nekontrolirana stani¢na smrt, dovodi do istjecanja stani¢nog sadrzaja u okolno tkivo, $to
dodatno moze potaknuti upalni odgovor [121].

Lezije su redovito bile infiltrirane obilnim, rijetko blagim, mjeSovitim upalnim infiltratom
koji se sastojao uglavnom od limfocita, plazma stanica i eozinofila te povremeno od
limfocita, plazma stanica i makrofaga. Eozinofili su jedna od klju¢nih stani¢nih komponenti
tijekom nametnickih infekcija. Iako ¢ine manji udio leukocita u krvi, prilikom nametnic¢kih
infekcija njihov broj u krvi i tkivima drasti¢no poraste, pri ¢emu Tu2 citokin IL-5 ima klju¢nu
ulogu u njihovoj aktivaciji i migraciji prema mjestu infekcije [68]. Medutim, zbog drasticnog
porasta njihovog broja i uslijed otpustanja proteolitickih enzima iz citoplazmatskih granula,
usmjerenih primarno prema ubijanju nametnika, eozinofili znacajno doprinose popratnoj
patologiji budu¢i da su neki od proteina sadrzanih u granulama toksi¢ni i za stanice domacina
[66]. Nasuprot eozinofilima, makrofagi su rjede sacinjavali upalni infiltrat [58]. Makrofagi
imaju vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze tkiva, Sto ukljucuje fagocitozu eritrocita i
uklanjanje stani¢nog detritusa, ali i kao izvrSne stanice imunoloskog odgovora [122]. U
skladu s tim, prihva¢anjem za kutikulu nametnika, makrofagi mogu uzrokovati deformacije
kutikule omoguéavaju¢i migraciju drugih imunosnih stanica ispod kutikule i potencijalno
ubijanje nametnika [123].

U manjeg broja Zivotinja, u podsluznici su uoceni ve¢i ili manji granulomi formirani oko
intaktnih ili ¢eS¢e degradiranih ostataka nametnika, a upravo su makrofagi vazni u nastanku
granuloma. lako su granulomi tradicionalno povezani s Tul tipom odgovora, granulomi
mogu nastati 1 tijekom Tu2 odgovora kao u slucaju H. polygyrus infekcije [124] ili
shistosomijaze [125], pri ¢emu je pocetni odgovor kod shistosomijaze mijeSanog Tul/Th2
tipa s postupnom polarizacijom prema Tu2 [126]. Razlog nastanka granuloma prilikom
nametnic¢kih infekcija nije u potpunosti jasan, medutim zatvaranje nametnika unutar
granuloma moZe sprijeciti pretjerano ostecenje domacinovog tkiva. Granulomi, takoder mogu
zadrzati nametnike u tkivima gdje su dostupniji imunosnim stanicama [49,58]. Dodatno,
granulomi nastali oko uginulih i inkalciniranih ostataka nametnika su osim makrofaga
karakterizirani i infiltracijom eozinofila [127], $to je bio slucaj i u ovom istrazivanju. U
podsluznici predzeluca plavobijelog dupina s jakom piogranulomatoznom upalom bio je
prisutan 1 veci broj viSejezgrenih divovskih stanica. Nastanak divovskih stanica prilikom
nametnickih infekcija predstavlja oblik reakcije prema stranom tijelu pri ¢emu zbog

nemogucnosti makrofaga da fagocitiraju nametnika dolazi do njihovog spajanja. Tako spojeni
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makrofagi mogu potom stvoriti ograni¢en prostor oko nametnika u koji se mogu izlucivati
tvari toksi¢ne za samog nametnika ili se moze ograniciti dostupnost nutrijenata, utjecuci time
na prezivljavanje nametnika [58]. lako Amisakis spp. parazitiraju u probavnom sustavu
krajnjih domacina, Anisakis nametnici su zabiljezeni 1 kao wuzrok granulomatoznog
dermatitisa kod malog dupina (Phocoena phocoena) i dobrog dupina. Kod obje zivotinje su
bile prisutne ulceracije koze okruzne hiperplasticnim epidermisom te fokalno obilnom
fibrozom dermisa i masnog tkiva s mjeSovitim upalnim infiltratom [128]. Sli¢ni nalazi su
zabiljezeni i kod miSeva eksperimentalno zarazenih vrstom A. simplex [129] te kod humane
anisakijaze koja je rezultirala hemoragi¢nim ulkusom [31]. Za razliku od ostalih imunosnih
stanica (makrofaga, eozinofila, limfocita i plazma stanica), neutrofili su bili gotovo potpuno
odsutni u lezijama, ukazuju¢i na kroni¢nu upalu uzrokovanu Anisakis infekcijom. Medutim,
iako karakteristican za akutnu upalu, obilni neutrofilni infiltrat moze biti prisutan i kod
mnogih oblika kroni¢ne upale kao posljedica postojanih patogena ili nekroti¢nih stanica, ili
medijatora koji potje€u od makrofaga [130]. U skladu s tim je i nalaz jake piogranulomatozne
upale u podsluznici predzeluca plavobijelog dupina, koju morfoloski karakterizira infiltracija
neutrofila u podruc¢ja mononuklearnih leukocita (makrofaga, limfocita). SrediSte granuloma
je bilo karakterizirano nakupljanjem gnoja uslijed oStecenja tkiva i velikim brojem vitalnih 1
degeneriranih neutrofila s piknoti¢énim jezgrama, $to je najvjerojatnije posljedica lize stanica
zbog jake upale. Iako je izgledno da je dio stanica bio u apoptozi, buduéi da nisu provedena
specijalna bojanja (npr. IHC/IF, TUNEL), temeljem samo morfologije stanica nije moguce
utvrditi 1 procese apoptoze.

Glavnina lezija je bila karakterizirana fokalnim kolonijama bakterija, dio kojih pripada
skupini Gram-negativnih bakterija, §to je utvrdeno imunofluorescencijskim bojanjem. lako su
bakterijske kolonije bile prisutne u povrSinskim slojevima podsluznice, neposredno ispod
ulceracija te uglavnom oko ostataka nametnika, kod jedne jedinke plavobijelog dupina
bakterije su bile prisutne duboko u podsluznici, na granici prema vanjskom misi¢nom sloju.
Zelu¢ane komore kitova su oblozene viseslojnim plogastim neoroznjalim epitelom
(predZeludac) ili zZljezdanim epitelom (glavni Zeludac, pilori¢ki zeludac) [131], koji tvori
granicu izmedu vanjskog okoliSa i unutraSnjosti organizma te je selektivno propustan
sprjeCavaju¢i prolazak bakterija i toksina [132]. Medutim, naruSeni integritet epitela ili
njegov potpuni gubitak kao u sluaju dubokih ulceracija uzrokovanih Anisakis spp.
infekcijom omogucuje prodor patogena u dublje slojeve tkiva. lako je izvjesno da je dio
bakterija kolonizirao nastale lezije post mortem kao pocetak procesa truljenja, nalaz

bakterijskih stanica duboko u podsluznici, k tome pracenih izrazenim mjeSovitim upalnim
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infiltratom, upucuje da je do bakterijske kolonizacije ovog dijela Zelu¢ane podsluznice doslo
intra vitam.

Trikromnim bojanjem po Malloryju su utvrdena umjerena do opsezna podrucja fibroze,
koja su u tezim slucajevima zahvacdala ve¢i dio podsluznice u podrucju lezija. Fibroza
predstavlja pretjerano odlaganje sastavnica vezivnog tkiva (kolagen, fibronektin) koje se
odvija u plu¢ima, bubrezima, jetri i drugim organima kao posljedica kroni¢ne upale
[130,133]. Odlaganje kolagena je nuzan i tipi¢no reverzibilan proces zarastanja rana.
Medutim, u slucajevima opseznijih ili opetovanih osteenja tkiva ili poremecene regulacije
zarastanja, fizioloSki procesi obnavljanja tkiva mogu napredovati prema ireverzibilnom
reparacijskom odgovoru dovode¢i do nastanka oziljaka 1 poremecene funkcije organa [133].
Pored uloge u imunosnom odgovoru na visestanicne nametnike, brojne stani¢ne populacije
aktivirane tijekom Tn2 odgovora, poput Tu2 stanica, eozinofila, mastocita, urodenih
limfoidnih stanica tipa 2 i alternativno aktiviranih makrofaga, takoder reguliraju zarastanje
tkiva nakon ozljede. Medutim, ako procesi zarastanja ovisni o Ty2 citokinima postanu
kroni¢ni, mogu doprinijeti razvoju patoloske fibroze u razli¢itim organskim sustavima [134].
Pritom sredisnji citokini Ty2 odgovora, IL-4 i IL-13, mogu utjecati direktno na fibroblaste i
inducirati njihovu diferencijaciju u miofibroblaste s posljedicnim odlaganjem kolagena [135].
U glavnini lezija makrofagi su bili prisutni u upalnom infiltratu, osobito u slucaju jake
piogranulomatozne upale kod plavobijelog dupina. Makrofagi, koji tijekom Tu2 odgovora
poprimaju fenotip alternativno aktiviranih makrofaga (AAM¢) nakon stimulacije s IL4/IL13,
imaju srediSnju ulogu u razvoju fibroze i njenoj rezoluciji [135]. Makrofagi aktivirani s IL-13
pokazuju profibrotski fenotip, sintetizirajuci transformirajuci faktor rasta beta (TGF-f), jedan
od klju¢nih profibrotskih citokina [134,135]. S druge pak strane, AAM¢ mogu suprimirati
fibrozu natjecu¢i se s limfocitima Tx2 1 fibroblastima za L-arginin, produkti Ccijeg
katabolizma su poliamini 1 prolin, koji reguliraju stani¢ni rast odnosno sintezu kolagena
[136]. Iako nije provedena tipizacija makrofaga u Ainisakis spp. lezijama, s obzirom na
razliCite stupnjeve fibroze moguce je da su oba fenotipa, tj. profibrotski 1 antifibrotski,
prisutni.

Sukladno ranije navedenom, ovi nalazi upucuju na akutni, ali izraZeni lokalni odgovor
domacina na Anisakis infekciju s postupnim napretkom prema kroni¢nom procesu, neovisno
o vrsti kita zubana.

Imunofluorescencijsko bojanje odabranim biljezima nije rezultiralo zadovoljavajué¢im
signalima kojima bi se nedvosmisleno utvrdio imunofenotip upalnog infiltrata u lezijama

uzrokovanim Anisakis spp. nametnicima. Nasuprot tome, dio biljega primijenjenih u ovom
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istrazivanju je imunohistokemijski dokazan u tkivima kitova zubana, ukljucujuci IgG [137—
139], CD68 [139], Foxp3 [139] te S100 proteine [137,138], iako za ove potonje nije poznato
o kojim se to¢no pripadnicima porodice S100 proteina radi. U skladu s tim, izostanak
pozitivnih signala je najvjerojatnije posljedica nedovoljne specifi¢nosti primijenjenih
protutijela. Jednako tako, moguce je da dio dokazivanih proteina ima neznatnu ili nikakvu
ulogu u imunoloskom odgovoru krajnjeg domacina na Anisakis infekciju, u kojem slucaju bi
rijetke imunoreaktivne stanice bile maskirane izrazenom autofluorescencijom eritrocita
prisutnih u lezijama. Medutim, ¢injenica da je prototipski Tu2 citokin interleukin-4 dobrog
dupina kloniran i sekvenciran [140] i imunohistokemijski utvrden u vrste kita zubana
Pontoporia blainvillei [139], te uzimajuci u obzir opazene histopatoloSke promjene, upucuje
na zakljucak da se imunoloski odgovor krajnjeg domacina na Anisakis spp. infekciju u osnovi

ne razlikuje od imunoloskog odgovora ¢ovjeka ili misa/Stakora na visestani¢ne nametnike.
5.2. Slucajni domacin (Stakor)

U drugom dijelu istrazivanja provedena je analiza stani¢nih i molekularnih komponenti
ranog imunoloSkog odgovora Stakora na eksperimentalnu infekciju Anisakis spp.
nametnicima. U tu svrhu je provedena opseZzna histopatoloska analiza lezija koriStenjem
klasi¢ne histopatologije, imunofluorescencije (IF) i1 transmisijske elektronske mikroskopije
(TEM). Nalazi histopatologije su dodatno validirani mjerenjem ekspresije odabranih upalnih
biljega 1 miRNA u zaraZenim tkivima te odredivanjem koli¢ine ukupne metilirane DNA. Do
danas se relativno mali broj istraZivanja bavio patologijom ovog eksperimentalnog modela,
usredotocuju¢i se uglavnom samo na histopatolosku analizu (hematoksilin/eozin bojanje,
trikromno bojanje) [94]. Tek nedavno, u istrazivanju patologije ovog eksperimentalnog
modela primijenjene su i molekularne tehnike poput analize transkriptoma zaraZenog tkiva
[104] te mjerenje ekspresije cirkuliraju¢ih miRNA [141] 1 koli¢ine Tul, Tu2 1 Tul7 citokina

[142] u serumima zaraZenih Zivotinja.
5.2.1. Histopatologija Anisakis spp. infekcije u Stakoru

HistopatoloSkom analizom Anisakis lezija je utvrden akutni i opcenito jaki upalni
odgovor, s dominantnim neutrofilnim 1 makrofagnim infiltratom. U Zelucu 1 crijevu su bila
prisutna opsezna krvarenja u podsluznici s vaskularnom 1 perivaskularnom nekrozom, Sto je
dodatno olaksalo infiltraciju leukocita u tkivo kroz povecanu propusnost krvnih Zila. Osim
toga, kako je ranije spomenuto, nekroza, kao nekontrolirana stani¢na smrt, moZze dodatno

potaknuti upalni odgovor [121]. Usprkos tome, opaZeni upalni infiltrat je bio primjetno
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opsezniji u zelucu u odnosu na crijevo. Ovakav nesrazmjer u koli¢ini upalnog infiltrata
izmedu ova dva tkiva vjerojatno je posljedica ranijeg prodora li¢inke kroz stijenku zeluca u
odnosu na crijevo, odnosno duzeg trajanja patoloskog procesa, $to ostavlja dovoljno vremena
za nakupljanje leukocita u zarazenom tkivu. Slicna prevaga neutrofila i makrofaga je
utvrdena i1 u zarazenom tkivu miSica, ali s primjetno manjim obimom u odnosu na tkivo
zeluca. Osim kasnije migracije li¢inke kroz tkivo miSi¢a te posljedicnom kasnijom
mobilizacijom leukocita u to podrucje, dodatni doprinos oskudnom upalnom infiltratu moze
predstavljati i niza propusnost krvnih zila koje nisu pokazivale znakove nekroze. Iako su
nametnicke infekcije redovito praéene poviSenim brojem eozinofila [68], izraZeniji
eozinofilni infiltrat je zabiljezen samo u lezijama Zzivotinja eutanaziranih u kasnijim
vremenskim toCkama (24, 48h 1 72 h pi). Izrazena infiltracija eozinofila te posljedi¢no
formiranje eozinofilnih granuloma je zabiljezeno u mnogim slucajevima humane anisakijaze
[31,143]. Medutim, u ranim fazama infekcije prilikom pojave prvih simptoma, eozinofilija
nije postojana [144], ukazujuéi na mogucnost da je mali broj opazenih eozinofila posljedica
uzorkovanja tkiva prije nastupa eozinofilije. Unato¢ tome, TEM-om je utvrdeno da je ve¢ u
ranoj fazi infekcije nastupila degranulacija eozinofila. Neutrofili su stanicna komponenta koja
prva reagira na upalni stimulus 1 oSte¢enje tkiva, reagirajuci na veliki broj PAMP-ova (engl.
pathogen-associated molecular patterns) i DAMP-ova (engl. damage-associated molecular
patterns), ukljucujuci velike 1 antigenski slozene nametnike. Pored toga, neutrofili mogu na
mjesto infekcije regrutirati i druge granulocite 1 monocite [145,146] Sto podupire nalaze ovog
istrazivanja. Alternativno aktivirani makrofagi koji se javljaju tijekom nametnickih infekcija
djelovanjem Tu2 citokina, IL-4 1 IL-13, imaju vaZnu ulogu kao izvr$ne stanice, medutim
njihova uloga u zarastanju 1 pregradnji tkiva bi mogla biti znacajnija od same obrane od
nametnika [122]. U skladu s tim je 1 nalaz ve€eg broja makrofaga zajedno s neutrofilima.
Obje stani¢ne populacije su bile prisutne oko nekroti¢nih ZariSta u Zelucu i miSicu. Pored
toga, TEM-om je utvrdena prisutnost brojnih makrofaga s fagocitiranim eritrocitima. Nadalje,
velik broj makrofaga te, osobito neutrofila, u ranoj fazi infekcije bi mogao nadomjestiti
kasniju aktivaciju 1 infiltraciju eozinofila u zaraZzeno podruc¢je. U skladu s tim je 1 nalaz da su
makrofagi dostatni za ubijanje li¢inki crijevnog nametnika Strongyloides stercoralis u
prisutnosti neutrofila i komplementa [147]. Sli¢na postepena zamjena velikog broja neutrofila
makrofagima 1 eozinofilima je zabiljeZena 1 kod rane Ascaris spp. infekcije kod miSeva [148],
medutim kod usporedbe s ovim eksperimentalnim modelom treba biti oprezan, buduci da se

dio rane faze Ascaris spp. infekcije odvija u plu¢ima.
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Imunofluorescencijskim bojanjem je utvrdena rana (6 h pi) infiltracija CD3" stanica u
podrucja lezija. CD3 je biljeg ukupnih limfocita T, koji sluzi aktivaciji razliitih
subpopulacija limfocita T. U odnosu na zeludac, u crijevu i misi¢u je bio prisutan manji broj
CD3", §to je u skladu s kasnijom migracijom li¢inke kroz ova tkiva. Medutim, nasuprot
rijetkim pojedina¢nim imunorekativnim stanicama u misi¢u, u crijevu su bile prisutne manje
nakupine istih oko krvnih zila, najvjerojatnije zbog blizine lezije jednom od crijevnih
limfoidnih folikula. Sli¢an obrazac je uoen i za CD4" stanice, osim u crijevu gdje nisu
zabiljezena. CD4" stanice su srediSnje stanice tijekom Tu2 odgovora koji je karakteristi¢an za
infekcije viSestani¢nim nametnicima [47]. Medutim, kod infekcije vrstom Trichuris muris,
intenzitet infekcije moze utjecati na polarizaciju prema Tul ili Th2 odgovoru, tako da manji
intenzitet infekcije promic¢e Tul odgovor [149]. Nadalje, u pacijenata s trihinelozom,
otprilike polovina mononuklearnih stanica periferne krvi pokazuje Tu2 profil, dok preostale
stanice pokazuju TyO ili Tl profil [150]. U krvi pacijenata senzitiziranih vrstom A. simplex
zabiljezeni su Tyl 1 Tu2 citokini, no u pacijenata s gastrointestinalnim simptomima
imunoloski odgovor je bio Tul dominantan [151]. Reflektira li se takav periferni imunoloski
odgovor i na lokalni odgovor u probavnom sustavu ostaje nerazjasnjeno, opravdavajuci
potrebu za detaljnim tipiziranjem limfocita T u lezijama uzrokovanim Anisakis spp. Izostanak
pozitivnih signala u crijevu nakon bojanja anti-CD4 protutijelom je pomalo iznenadujudi.
Razlog tome je vjerojatno neravnomjerna prisutnost stanica u uzorku S$to je rezultiralo
odsutno$éu ovih stanica u dijelu tkivnih rezova. Cak i da je rije¢ o nekoj drugoj subpopulaciji
limfocita T prisutnih prilikom nametni¢kih infekcija, poput Foxp3™ Treg Ciji broj brzo
poraste na mjestu infekcije i prije potpune uspostave Tu2 odgovora [70], one bi bile
prepoznate primijenjenim protutijelom, budué¢i da glavnina Foxp3" eksprimira i CD4 ko-
stimulator. Imunofluorescencijsko bojanje anti-CD68 protutijelom je otkrilo prisutnost
manjeg broja imunoreaktivnih stanica u Zelucu i1 miSi¢u. CD68 protein je prisutan na
membranama lizosoma i1 kasnih endosoma krvnih monocita i tkivnih makrofaga, te se
tradicionalno koristi kao biljeg za stanice monocitno/makrofagne linije [97,98]. Medutim,
ovim biljegom nije moguce razlikovati tkivne makrofage od krvnih monocita. Ipak,
prisutnost manjeg broja CD68" stanica u neposrednoj blizini krvnih Zila upuduje na
mogucénost da barem dio imunoreaktivnih stanica potjece od krvnih monocita. U prilog tome
ide 1 ¢injenica da prilikom crijevnih infekcija viSestani€énim nametnicima glavnina makrofaga
nastaje ekspanzijom i diferencijacijom krvnih monocita, dok su rezidentni tkivni makrofagi
znalajni za infekcije drugim nametnicima, poput filarija [58]. Prisutnost razli¢itih iNOS*

stanica je utvrdena u sva tri analizirana tkiva. iNOS moZe eksprimirati ve¢i broj stanica,
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ukljucujuéi neutrofile, makrofage i dendriticne stanice. Makrofagi proizvode velike kolicine
dusikovog oksida (NO) nakon stimulacije mikrobnim produktima i Tu1 citokinima [99], kao 1
protozoarnim [152] 1 metazoarnim nametnicima [153,154]. Pored antimikrobnih i
antiparazitskih uc¢inaka, NO djeluje i citotoksic¢no [99,155], §to moze djelomi¢no doprinijeti
uocenim histopatoloskim promjenama u Amnisakis lezijama. Najjata iINOS ekspresija je
zabiljezena u zarazenom tkivu miSi¢a u fibrocitima, neutrofilima i drugim fagocitima, u
epimiziju proksimalno mjestu prodora liinke, ali i distalno u perimiziju. Visoka ekspresija
iINOS u makrofagima je zabiljezena u miSevima zarazenima 7. spiralis, neposredno uz
zaCahurene li¢inke ili oko miSi¢nih vlakana, a najizraZenija je bila u kasnijim fazama
infekcije [156]. Zbog sposobnosti inficiranja glodavaca, Trichinella spp. prirodno nastanjuje
njihove poprecno-prugaste misice, za razliku od Anisakis spp. za kojeg su Stakori i ljudi
slu¢ajni domacini i s kojim nisu prethodno bili u dodiru. To upuéuje na zakljucak, da bi
pojavom u nepovoljnom okruzenju poput popre¢no-prugastog misi¢a Anisakis spp. mogao
izazvati ranu jaku ekspresiju iNOS kao 1 Trichinella, ali sa znacajnim vremenskim odmakom.
S100A8 i S100A9 su alarmini ili DAMP-ovi, konstitutivno eksprimirani u neutrofilima,
monocitima i dendriti¢kim stanicama, ali koje mogu luciti i aktivirani makrofagi, endotelne
stanice, fibroblasti i keratinociti [100,157]. Prisutnost SI00A8/A9" stanica je utvrdena u sva
tri analizirana tkiva, s najve¢im brojem imunoreaktivnih stanica i najizrazenijom ekspresijom
u misi¢u. Medutim, primijenjenim protutijelom nije bilo moguce razlikovati ova dva proteina
1 njihov kompleks. In vitro studije su pokazale da S100A8/A9 kompleks djeluje
kemoatraktivno ve¢ unutar 3 sata nakon stimulacije [158]. Luceni kompleks potom moze
utjecati na integritet endotela inhibiranjem nekoliko proteina medustani¢nih spojeva [159]
olaksavaju¢i tako migraciju leukocita u tkivo. S obzirom na obilni neutrofilni infiltrat 1
nekoliko perivaskularnih nekroti¢nih ZariSta u Zelucu, rijetke stanice su pokazivale
citoplazmatsku ekspresiju ovih proteina te su uglavnom bile lokalizirane u podruc¢ju vanjskog
miSi¢nog sloja stijenke Zeluca (muscularis externa). Moguéi razlog tome je trenutak
uzorkovanja tkiva kad su stanice ve¢ otpustile ovaj proteinski kompleks u izvan-stani¢ni
prostor otezavajui njegovu unutar-stani¢nu detekciju. Detekcija ovog proteinskog
kompleksa je dodatno bila otezana izraZenom autofluorescencijom eritrocita. Slicno kao u
Zelucu, i u crijevu je zabiljeZen mali broj SI00A8/A9" stanica, a ekspresija je bila uglavnom
ograniena na endotelne stanice i1 povremene fibrocite. S obzirom na opcenito blaZi upalni
infiltrat ostaje nejasno je li mali broj imunoreaktivnih mozda stanica posljedica preranog
uzorkovanja u odnosu na trenutak prodora liinke kroz stijenku crijeva. U miSicu

S100A8/A9" stanice su ukljucivale fibrocite, neutrofile i povremene eozinofile §to je u skladu
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s prijasnjim istrazivanjima [157,160]. Medutim, osobito jaka ekspresija ovih proteina ili
njihovog kompleksa u miocitima je pomalo zagonetna. lako ekspresija ovih proteina u
stanicama glatkih miSi¢a krvnih zila i kardiomiocitima moze biti potaknuta upalnim
stimulansima poput bakterijske infekcije [161], u dostupnoj literaturi nije zabiljezena
ekspresija ovih biljega na razini proteina u skeletnim misi¢ima. U nedavno objavljenoj analizi
transkriptoma Stakora zarazenih vrstom A. pegreffii, SI00A8 1 S100A9 su bili medu
najeksprimiranijim genima [104]. Ekspresija S100A8/A9 proteina je u smislu infekcija
viSestani¢nim nametnicima utvrdena kod upale pluca izazvane li¢inkama treceg stadija (L3)
filarije Litomosoides sigmodontis [162] te na razini mRNA u ovaca zarazenih metiljem

Fasciola hepatica [163].

5.2.2. Molekularni odgovor Stakora na Anisakis spp. infekciju

Akutna upala, kao u Stakorskom modelu Anisakis spp. infekcije, karakterizirana je
lu¢enjem brojnih citokina i signalnih molekula koje upravljaju imunoloskim odgovorom i
zarastanjem uslijed oSte¢enja tkiva. U ovom je istraZivanju mjerena ekspresija nekoliko op¢ih
upalnih biljega (1115, 116, 1118, Icam, Ccl3 te Mmp9 koja sudjeluje u pregradnji tkiva [164]) u
tkivu zeluca, crijeva i visceralne masti. I dok su svi biljezi, osim Mmp?9, bili diferencijalno
eksprimirani u zelucu i masnom tkivu, promjene ekspresije nisu uocene u tkivu crijeva. Kako
je ranije navedeno, u podsluznici Zeluca i crijeva su bila prisutna opsezna krvarenja
uzrokovana migracijom li¢inke. Za krvarenja je utvrdeno da mogu pojacati ekspresiju i
lu€enje proupalnih citokina, poput IL-1 beta 1 IL-6, te odgoditi zarastanje tkiva nakon traume
ili oSte¢enja crijeva uzrokovanih zraenjem [165,166]. Nasuprot tome, izostanak znacajne
ekspresije ovih gena u crijevu je vjerojatno posljedica uzorkovanja neposredno nakon
prodiranja li¢inke kroz stijenku crijeva, §to odgovora zabiljezenom blagom do umjerenom
upalnom infiltratu. Pritom, ne treba iskljuciti moguénost indukcije nekih drugih proupalnih
citokina u odgovoru na migrirajuéu Anisakis li¢inku. U visceralnom masnom tkivu su svi
geni bili diferencijalno eksprimirani uz istovremenu bioloski znacajnu ekspresiju, osim za
1118. Osim najbrojnijih adipocita, masne naslage tvore brojne druge stanice poput endotelnih i
glatkih miSi¢nih stanica i fibroblasta te gotovo sve imunosne stanice, ukljucujuéi rezidentne
makrofage, neutrofile 1 limfocite T 1 B [167]. Osim pohrane energije, masno tkivo ima vaznu
ulogu u regulaciji kako lokalne tako 1 sistemske upale lucenjem protuupalnih i proupalnih
citokina poput IL-1B, IL-6, IL-18 [168] te MMP9 [169]. Ipak, u ovom trenutku ostaje

nejasno je li ovako snazna ekspresija proupalnih citokina u masnom tkivu samo rezultat
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prisutnosti Anisakis liCinke, oStecenja tkiva 1 upale u susjednom tkivu ili oboje. U Zelucu,
Mmp9 je bio jedini gen bez promjene u ekspresiji. Poznata je uloga MMP9 u pregradnji 1
zarastanju tkiva, medutim, zarastanje tkiva moze biti odgodeno zbog krvarenja uslijed
povisene proizvodnje proupalnih citokina [165]. Stoga izostanak promjene u ekspresiji Mmp9
moze biti posljedica odgodene indukcije uslijed opseznih krvarenja u podsluznici. MMP9 se
smatra vaznim i za migraciju neutrofila kroz bazalnu membranu [170], §to je u skladu s
histopatoloskim nalazima, buduéi da nije uocena intraepitelna infiltracija neutrofila. Sva tri
proupalna citokina, tj. 7/1b, 1I-6 1 1I-18, su bila diferencijalno eksprimirana u Zelucu, iako
ekspresija //-18 nije bila bioloski znacajna. Aktivni IL-1 beta i IL-18 nastaju i luce se s
multiproteinskih kompleksa, tzv. inflamasoma, koji sadrze jedan od NLR-a (engl. NOD-like
receptor) poput NLRP3 [171]. Stoga, razlika u ekspresiji ova dva gena moze biti posljedica
djelovanja drugih faktora osim samog mehanizma aktivacije, $to je utvrdeno na misjem
modelu Trichuris muris infekcije, pri ¢emu su sami nametnik i njegovi sekretorni produkti
potakli proizvodnju IL-18 ovisnu o NLRP3 [172]. IL-18 inducira polarizaciju prema Tyl
odgovoru kroz luc¢enje IFN-y, osim u odsutnosti IL-12 ili IL-15, kad poti¢e Tu2 polarizaciju
[173]. U skladu s tim, knockout misSevi za I/18 zarazeni s 7. spiralis su imali znacajno
izrazeniju proizvodnju Ty2 citokina i smanjen intenzitet infekcije u odnosu na miseve divljeg
tipa [174]. Stovise, indukcija ekspresije /118 te njegova uloga u promicanju Tyl odgovora
mogu ukazivati na rani mijeSani Tul/Tu2 odgovor kod Anisakis infekcije, s mogu¢om Tn2
prevagom, slicno kao i kod crijevne faze T. spiralis infekcije misa [175]. IL-1 beta je jedan
od glavnih endogenih pirogena, koji aktivira neutrofile i makrofage za fagocitozu patogena i
proizvodnju kisikovih 1 duSikovih radikala. Pored toga, IL-1 beta stimulira proizvodnju
drugih proupalnih citokina poput TNF-o 1 IL-6 [171]. Medutim, prilikom infekcija
viSestanicnim nametnicima, IL-1 beta moZe imati opre¢ne ucinke. Prilikom H. polygyrus
infekcije IL-1 beta utiSava Tu2 odgovor te poti¢e kroni¢nost infekcije [176], dok suprotno
tome, prilikom 7. muris infekcije inducira Th2 odgovor i izbacivanje nametnika [177]. Na
koji nacin IL-1 beta utjeCe na imunoloski odgovor na Amisakis infekciju ostaje nejasno,
budu¢i da Anisakis u slu€ajnom domacinu ne moze dosti¢i odrasli stadij, Sto bi jamcilo
kroni¢nu wupalu, a moguénost reinfekcije istog sluajnog domacina tijekom duzeg
vremenskog razdoblja ja mala. Osobito jaka ekspresija je zabiljeZena za 116 (logFC = 4,07).
IL-6 je takoder jedan od glavnih endogenih pirogena, koji ima srediSnju ulogu u
imunoloSkom odgovoru kroz mobilizaciju monocita umjesto neutrofila, zakretanje
diferencijacije monocita u makrofage te diferencijaciju limfocita T u Tu2 1 Tul7 [178].

Medutim, miSevi zarazeni s H. polygyrus su imali suprimiran Tu2 odgovor uz poviSen broj
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Foxp3" stanica u odnosu na miseve IL-6 deficijentne miSeve [179], ukazujuéi na visestruku
ulogu ovog citokina u regulaciji imunoloskog odgovora. Osobita jaka ekspresija, izrazenija
od ekspresije 1/1b, je zabiljezena za Ccl3. CCL3 je kemokin s pirogenim svojstvima, ali je
znacajnija njegova uloga kao kemoatraktanta i aktivatora neutrofila [180]. Unato¢ malom
broju S100A8/A9" stanica, obilni neutrofilni infiltrat u Anisakis lezijama je vjerojatno
posljedica izrazene ekspresije Ccl3. Na miSjem modelu Schistosoma mansoni infekcije je
utvrdena povezanost CCL3 s pove¢anim morbiditetom i intenzitetom infekcije kod Zivotinja
divljeg tipa u odnosu na Ccl/3 deficijentne misSeve. K tome, pacijenti inficirani S. mansoni s
hepatosplenomegalijom su imali vise serumske koncentracije CCL3 u odnosu na pacijente s
crijevnim simptomima [181]. Iako znacCajna, u odnosu na prethodno spomenute biljege,
ekspresija Icaml je bila umjerena. ICAM1 eksprimiraju endotelne stanice te nakon upalnog
stimulusa pospjeSuju ekstravazaciju leukocita 1 povecavaju propusnost krvnih zila
negativnom regulacijom proteina medustani¢nih spojeva [182]. ICAMI1 regulira adheziju
neutrofila za endotel krvnih Zila 1 njihovu paracelularnu ili transcelularnu migraciju [183]. U
skladu s tim, obilni neutrofilni infiltrat je vjerojatno posljedica sinergistickog djelovanja
CCL3 i ICAMI, unato¢ cetverostruko nizoj ekspresiji ICAMI. Ovoliki nesrazmjer u
ekspresiji je moguca posljedica vaskularne nekroze S§to je moglo dovesti do djelomicnog
gubitka Icaml mRNA. Za zive Anisakis L3 kao 1 ukupni proteinski ekstrakt (CE, engl. crude
extract), koji simulira ugibajuéu li¢inku, je utvrdeno da stimuliraju ljudske dendriticke
stanice, dobivene od monocita, na lu¢enje CCL3, IL-6, topivog ICAMI1 1 IL-1 alfa [184],
izoforme IL-1 ¢ija se svojstva podudaraju sa svojstvima IL-1 beta, $to dodatno ucvricuje
rezultate ovog istraZivanja.

Analiza ekspresije mikroRNA je proveden na zarazenim tkivima zZeluca i crijeva. Ukupno
su tri miRNA bile diferencijalno eksprimirane, dvije u Zelucu (rno-miR-451-5p 1 7223-3p) 1
dvije u crijevu (rno-miR-451-5p 1 -672-5p), a rno-miR-451-5p je bila diferencijalno
eksprimirana u oba tkiva. Prema dostupnoj literaturi, ekspresija miRNA kod Anisakis
infekcije je do sada bila analizirana samo u serumima zarazenih Stakora [141], stoga ovo
istrazivanje predstavlja prvu analizu ekspresije miRNA u tkivima pogodenim migracijom
licinke. Autori spomenute studije su detektirali ukupno dvije diferencijalno eksprimirane
miRNA u serumima Stakora, uz dodatne Cetiri prema vrijednostima relativne kvantifikacije, a
koje se razlikuju od diferencijalno eksprimiranth miRNA u ovom istrazivanju. Razlike u
vrstama eksprimiranih miRNA izmedu ova dva istrazivanja mogu biti posljedica razli¢itog
nacina infekcije (zive L3 vs. ukupni proteinski ekstrakt inokuliran u sluznicu Zeluca), trajanje

infekcije (6 h pi vs. 2,5 mjeseci) te vrste uzorka (zarazeno tkivo vs. serum). U lezijama Zeluca
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rno-miR-451-5p je bila izrazito eksprimirana (logFC = 4,51, prilagodena p = 1,88¢™®) dok je u
lezijama crijeva bila priblizno Cetverostruko nize eksprimirana (logFC = 2,42, prilagodena p
= 0,036). Na misjem modelu Plasmodium yoelli infekcije je utvrdeno da miR-451 moze
negativno regulirati proliferaciju CD4" limfocita T, bududi da su zaraZeni miSevi divljeg tipa
imali zna¢ajno smanjen broj CD4" limfocita T i visi intenzitet infekcije u usporedbi s miR-
4517 misevima [185]. Pored toga, miR-451 moZe umanjiti kemotaksiju neutrofila [186] te
negativno utjecati na lucenje IL-6 i CCL-3 [187]. Ipak, u Zelucu je zabiljezen obilni
neutrofilni infiltrat i izrazena ekspresija 7/6 i1 Ccl3. Za IL-6 je utvrdeno da pozitivno regulira
ekspresiju miR-451, tvore¢i mogucu regulacijsku petlju ¢iji je vrhunac smanjena ekspresija
116 [187]. Stoga, ekspresija miR-451 u Zelucu je vjerojatno posljedica jake ekspresije 116, s
ciljem utiSavanja pretjerano eksprimiranog /6. lako je u crijevu zabiljezen blagi upalni
infiltrat bez statisticki znacajne ekspresije analiziranih upalnih biljega, miR-451 je bila
znadajno eksprimirana. Stovise, za 116 je u crijevu zabiljeZena bioloski zna¢ajna ekspresija
(logFC = 1,47), koja je mogla biti dostatna za pokretanje ekspresije ove miRNA. Unato¢
osmerostruko nizoj ekspresiji u odnosu na miR-451, miR-223 je takoder bila znacajno
eksprimirana u Zzelucu. U nedostatku miR-223 migracija mijeloidnih stanica
(polimorfonuklarnih leukocita i mononuklearnih fagocita) prema mjestu infekcije je ubrzana,
s posljedi¢nim oStecenjem tkiva [188]. U skladu s tim, moguce je da pojacana ekspresija ove
miRNA u Anisakis lezijama sluzi ograniCenju infiltracije neutrofila i oStecenja tkiva, s
postupnom zamjenom drugim imunosnim stanicama. Nadalje, miR-223 moze direktno
inhibirati Ccl3 1 116 [188], iako represija /6 moze biti 1 posljedica miR-223-uvjetovane
represije STAT3, transkripcijskog faktora koji potice ekspresiju 7/6 [189]. Dodatno, za miR-
223 je utvrdeno da moze negativno regulirati proizvodnju IL-1 beta putem represije NLRP3
inflamasoma [190]. Sude¢i prema ovome, miR-223 bi mogla imati znacajnu ulogu u
oblikovanju patologije Anisakis infekcije unato¢ znacajno nizoj ekspresiji u odnosu na miR-
451. Medutim, IL-6 moze negativno regulirati ekspresiju miR-223 [189]. Stoga se razlika u
ekspresiji miR-223 1 miR-451 moze pripisati izrazenoj ekspresiji //6. Ekspresija miR-672 u
crijevu tijekom Anisakis infekcije ostaje zagonetna, kao i njezina uloga u regulaciji mRNA
opcenito. Naime, podaci o funkciji miR-672 su oskudni te je do sada utvrdena njena uloga u
regulaciji srane hipertrofije, kroz regulaciju Jun gena, koji kodira za podjedinicu
transkripcijskog faktora AP-1 (engl. activator protein 1) [191]. Osim toga, promjena
ekspresije ove miRNA je utvrdena jos i na mi§jem modelu akutne i kroni¢ne astme [192].
Osim posttranskripcijske regulacije posredstvom miRNA, ekspresija gena moze biti

regulirana i kemijskim modifikacijama, poput metilacije DNA, kojom se sprjeava vezivanje
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transkripcijskih faktora promjenama nastalim u promotorskim regijama [88]. Stovise,
poremecena metilacija DNA je povezana s nastankom nekoliko tipova karcinoma zbog
suzbijanja tumor-supresorskih gena [193]. U ovom je istrazivanju mjerena koli¢ina ukupne
metilirane DNA te nije utvrdena znacajna razlika izmedu zarazenog i nezaraZenog tkiva.
Unatoc tome, ulogu metilacije DNA u imunoloSkom odgovoru na Anisakis infekciju, posebno
kod dugotrajnijih infekcija, ne treba a priori iskljuciti. Naime, koriStenim kompletom moguce
je odrediti samo koli¢inu ukupne metilirane DNA bez mogu¢nosti utvrdivanja promjena u
metilaciji na razini specificnih gena, koji bi mogli biti znacajni u regulaciji imunoloskog
odgovora na Anisakis spp. Na misjem modelu urogenitalne shistosomijaze, promjene u razini
metilacije DNA su se podudarale s urotelnom hiperplazijom, klju¢nom pre-neoplasticnom
promjenom koja vodi nastanku karcinoma mokra¢nog mjehura [194]. Za razliku od S.
haematobium, Anisakis spp. se ne smatraju kancerogenima, iako je njihova moguca uloga u
kancerogenezi postala kontroverzna otkada je predloZzeno da bi A. simplex mogao biti ko-
faktor u razvoju raka Zeluca [195]. Nastavno na to, Sonoda i sur. su sazeli 27 prikaza
slucajeva u kojima je prijavljen nalaz Anisakis li¢inke pricvrSéene za rak zeluca/crijeva [196].
Imajuéi u vidu znacaj metilacije DNA u kancerogenezi, potrebno je dodatno istraziti ovu
interakciju koristenjem tehnika visoke rezolucije, poput sekvenciranja ili lanane rekacije
polimerazom u stvarnom vremenu nakon modifikacije DNA bisulfitom, kojima je moguce

odrediti promjene u metilaciji na razini pojedinog gena.
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ZAKLJUCCI

6. Zakljucci

e Anisakis spp. infekcija uzrokuje kroni¢ne promjene sluznice probavila krajnjeg
domacina s izraZzenom imunopatologijom

e Kroni¢ne promjene sluznice probavila krajnjeg domacina uslijed Anisakis spp.
infekcije ne vode nastanku novotvorina

e U slucajnom domacinu, Anisakis spp. uzrokuje snazan i1 izraZzen lokalni upalni
odgovor

e Rani upalni odgovor slucajnog domacina na Anisakis spp. infekciju karakteriziran je
izrazenim neutrofilnim i1 makrofagnim infiltratom, uz znacajnu ekspresiju proupalnih
citokina interleukina-1 beta i interleukina-6

e Izrazena ekspresija miRNA upucéuje na moguéu ranu ulogu u regulaciji imunosnog
odgovora na Anisakis spp. nametnike

e Promjene u metilaciji DNA nisu znacajne u ranom upalnom odgovoru slucajnog

domacdina na Anisakis spp. nametnike



SAZETAK

7. Sazetak

Pripadnici roda Anisakis Dujardin, 1845 tvore skupinu nametni¢kih obli¢a slozenog
zivotnog ciklusa koji ukljuuje morske sisavce kao krajnje domacine, planktonske rakove kao
intermedijarne domacine te ribe i glavonoSce kao parateni¢ne domacine. Konzumacijom
sirovih ili termicki nedovoljno obradenih morskih proizvoda kontaminiranima Zzivim
licinkama trec¢eg stadija covjek moze postati slu¢ajni domacin, pri ¢emu moze do¢i do
razvoja bolesti poznate kao anisakijaza, koja je prepoznata kao rastu¢i javnozdravstveni
problem. U prvom dijelu istrazivanja je provedena histopatoloSka i imunofluorescencijska
analiza lezija probavila krajnjeg domacina. Lezije uzrokovane prisutnos¢u nametnika su
ukljucivale izrazeni ulcerativni gastritis s mjeSovitim upalnim infiltratom 1 cestom
prisutnoSc¢u bakterija, blagi do umjereni granulomatozni gastritis te jaku piogranulomatoznu
upalu. Imunofluorescencijsko bojanje nije proizvelo pozitivne signale za primijenjena
protutijela. U drugom dijelu istrazivanja, na Stakorskom modelu anisakijaze je karakteriziran
rani upalni odgovor slu¢ajnog domacina koriStenjem histopatoloSske analize,
imunofluorescencije (CD3, CD4, CD68, iNOS, SI100A8/A9) i transmisijske elektronske
mikroskopije te mjerenjem ekspresije upalnih biljega (I/1b, 116, 1118, Ccl2, Icaml, Mmp9),
mikroRNA 1 koli¢ine metilirane DNA. Migracija Anisakis liinki je uzrokovala umjerena do
opsezna krvarenja u vezivnom tkivu podsluznice probavila i epimizija/perimizija misSi¢a. U
Zelucu 1 miSicu je bio prisutan umjeren do obilan upalni infiltrat, dominiran neutrofilima 1
makrofagima, dok je u crijevu zabiljeZen samo blagi upalni infiltrat. Lezije su bile
karakterizirane prisutno$¢u CD3", CD4", CD68", iNOS" i S100A8/A9" stanica. 116, 111b i
Ccl3 su pokazali izrazito jaku ekspresiju u Zelucu u visceralnom masnom tkivu. Ukupno su
tri miRNA bile diferencijalno eksprimirane; dvije u Zelucu (miRNA-451-5p 1 miRNA-223-
3p) te dvije u crijevu (miRNA-451-5p 1 miRNA-672-5p). Nije zabiljezena statisticki znacajna
razlika u koli¢ini metilirane DNA izmedu zarazenog i nezarazenog tkiva. Navedeno
istrazivanje ukazuje da Anisakis spp. u slu¢ajnom domacinu potice izraZzeni upalni odgovor sa

zna¢ajnom ekspresijom odredenih proupalnih citokina i miRNA.
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8. SazZetak na engleskom jeziku (Summary)

Characteristics of immune response of dolphin as a definitive and rat as

an accidental host to Anisakis spp. infection

Members of the genus Anisakis comprise a group of parasitic nematodes with indirect life
cycle, that utilize marine mammals as definitive hosts, planktonic crustaceans as intermediate
hosts and fish and cephalopods as paratenic hosts. Following ingestion of raw or undercooked
seafood contaminated with live third stage larvae, humans can become accidental hosts, thus
contracting a disease termed anisakiasis, being recognized as an emerging public health
concern. In the first part of the research histopathological and immunofluorescence analysis
of gastrointestinal tract lesions of the final host was performed. Anisakis spp.-induced lesions
included severe ulcerative gastritis with mixed inflammatory infiltrate often associated with
colonies of bacteria, mild to moderate granulomatous gastritis and severe pyogranulomatous
inflammation. Immunofluorescent staining did not yield positive signals for the applied
antibodies. In the second part of the research we characterized early inflammatory response in
rat model of anisakiasis by means of histopathological analysis, immunofluorescence (CD3,
CD4, CD68, iNOS, S100A8/A9) and transmission electron microscopy, in addition to
measuring inflammatory markers (//1b, 116, 1l18, Ccl2, Icaml, Mmp9) and microRNA
expression, as well as global DNA methylation status. Anisakis larval migration caused
moderate to extensive haemorrhages in submucosal and epimysial/perimysial connective
tissue of the muscles. In stomach and muscle, moderate to abundant mixed inflammatory
infiltrate was present, dominated by neutrophils and macrophages, while only mild
infiltration was seen in intestine. Lesions were characterized by the presence of CD3", CD4",
CD68", INOS™ i SI00A8/A9" cells. 116, 111b and Ccl3 showed particularly strong expression
in stomach and visceral adipose tissue. In total, three miRNAs were differentially expressed;
two in stomach (miRNA-451-5p and miRNA-223-3p) and two in intestine (miRNA-451-5p
and miRNA-672-5p). No changes in global DNA methylation were observed between
infected and uninfected tissues. This study shows, that Anisakis infection induces strong
inflammatory response in accidental host with marked induction of specific proinflammatory

cytokines and miRNA expression.
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Adriatic Sea inferred by genome-derived simple sequence repeats. Int J Parasitol
2017;47. (2017 IF = 3,078, Q1)

Mladineo I, Buseli¢ I, Hrabar J, Radoni¢ I, Vrbatovi¢ A, Jozi¢ S, et al. Autochthonous
bacterial isolates successfully stimulate in vitro peripheral blood leukocytes of the
European Sea Bass (Dicentrarchus labrax). Front Micribiol 2016;7:1244. (2016 IF =
4,019, Q1)

Bosnjak I, Hrabar J, Petri¢ M, Lusi¢ J, Sver L, Mladineo I, et al. Multixenobiotic
resistance mechanism in gills of reared vs. wild Mediterranean mussel Mytilus
galloprovincialis. Water, Air, Soil Pollut 2014;225:1-13. (2014 IF = 1,554, Q3)

Mladineo I, Petri¢ M, Hrabar J, Bocina I, Peharda M. Reaction of the mussel Mytilus
galloprovincialis (Bivalvia) to Eugymnanthea inquilina (Cnidaria) and Urastoma

cyprinae (Turbellaria) concurrent infestation. J Invertebr Pathol 2012;110:118-25.
(2012 IF = 2,669, Q1)

Sudjelovanja na kongresima:
11. - 13. 9. 2018. 7th International Conference “Prevention of trichinosis, anisakiasis and
other foodborne parasitoses”, Rogowo, Poljska. Sudjelovanje usmenom prezentacijom.

4. — 8. 9. 2017. 18th EAFP International Conference on Diseases of Fish and Shellfish,
Belfast, Ujedinjeno Kraljevstvo. Sudjelovanje usmenom i poster-prezentacijom, dodijeljena
nagrada za studente (EAFP Student Award, besplatna kotizacija).
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24, — 29. 9. 2017. 13th Multinational Congress on Microscopy, Rovinj, Hrvatska.
Sudjelovanje usmenom prezentacijom, dodijeljena stipendija Europskog mikroskopijskog
drustva.

15. — 18. 6. 2016. 6th Croatian Congress of Microbiology, Sveti Martin na Muri, Hrvatska.
Sudjelovanje usmenom prezentacijom.

7.—11.9. 2015. 17th EAFP International Conference on Diseases of Fish and Shellfish,
Las Palmas de Gran Canaria, Spanjolska. Sudjelovanje usmenim i poster-prezentacijama.

31. 8. — 4. 9. 2015. 9th International Symposium on Fish Parasites, Valencia, Spanjolska.
Sudjelovanje poster-prezentacijama, dodijeljena nagrada za studente (9" ISFP Student
Award, snizena kotizacija).

Sudjelovanja na projektima:

2019. — 2023. HRZZ AnisCar (A4nisakis kao kancerogen: Izazov rusenja Lancetovog mita ili
otkrivanje prave istine): radno mjesto: suradnik asistent na projektu; podrucje rada:
istrazivanje kancerogenog potencijala licinke zoonoti¢nog obli¢a Anisakis spp. u in vitro i in
vivo mi§jem modelu.

2019. — 2020. Interreg Italija-Hrvatska AdriAquaNet (Enchancing Innovation and
Sustainability in Adriatic Aquaculture); radno mjesto: suradnik asistent na projektu; podrucje
rada: primjena probiotika u akvakulturi kao ekoloski odrzive profilakse.

2016. — 2019. HRZZ projekt ,,Projekt razvoja karijera mladih istrazivaca — izobrazba novih
doktora znanosti”

2015. —2020. H2020 ParaFishControl (Advanced tools and research strategies for parasite
control in European farmed fish); radno mjesto: suradnik asistent na projektu; podrucje rada:
dinamika populacija 1 geneticka struktura jednorodnog metilja Sparicotyle chrisophrii i
izopodnog raka Ceratothoa oestroides u divljim 1 uzgojnim ribljim populacijama.

2015. — 2016. European Social Fund projekt BIOAQUA (Probiotici u akvakulturi —
ekoloski odrziva profilaksa); radno mjesto: suradnik asistent na projektu; podru¢je rada:
analiza bakterijskih izolata iz crijeva lubina i njithova moguca primjena kao probiotika u
uzgoju lubina.

2014. — 2018. HRZZ AnGEl (Anisakis spp. Genomic Epidemiology); radno mjesto:
doktorand; podrucje rada: geografska distribucija Anisakis spp. nametnika u Jadranskome
moru, opisivanje histopatologije Anisakis infekcije u krajnjem 1 modelnom slu¢ajnom
(Stakoru) domacinu koristenjem PHD, IF i TEM, analiza ekspresije miRNA 1 upalnih biljega
u ranom odgovoru modelnog slu¢ajnog domacina na Anisakis infekciju, stimulacija leukocita
periferne krvi modelnog sluc¢ajnog i paratenicnog (lubin) domacina ukupnim proteinskim
ekstraktom, analiza ekspresije upalnih biljega.
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