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SAZETAK

Jelen lopatar (Dama dama L.) je divlji preziva¢ Siroko rasprostranjen u Europi i Hrvatskoj
te je kao takav izrazito vazan za lovno gospodarstvo i turizam. Fascioloidoza je parazitska
bolest uzrokovana neautohtonim metiljem Fascioloides magna, takoder poznatim i kao veliki
americki jetreni metilj. Cilj ovoga istrazivanja bila je usporedba proteoma jetre lopatara
neinvadiranih i invadiranih metiljem F. magna primjenom tandemne spektrometrije masa
spregnute s teku¢inskom kromatografijom. Ukupno je uzorkovano 13 uzoraka jetri zdravih
jedinki i 14 uzoraka tkiva jetre jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna u dobi od dvije
godine ili vise. Statisticka analiza provedena je koristenjem R programa v.4.1.2., a razlike
izmedu skupina ispitane su neparametrijskim Mann—Whitneyevim U testom, s razinom
znacajnosti p < 0,05. Za bioinformaticku analizu koriStena je bioinformaticka platforma
STRINGdb v12.0, dok je analiza bioloskih puteva povezanih s znacajno promijenjenima

proteinima jetre jelena lopatara provedena pomocu alata Reactome.

Analiza proteomskih podataka pokazala je da je ukupno identificirano 520 proteina, dok je
statisticka analiza pokazala da se 50 proteina razlikuje u zastupljenosti (izrazajnosti) izmedu
kontrolne i F. magna invadirane skupine, pri ¢emu je utvrdeno 28 proteina s viSom, a 22

proteina s nizom ekspresijom u invadiranoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu.

Proteomsko profiliranje jetre jelena lopatara omogucuje uvid u slozene meduodnose
nositelja i parazita, s obzirom da je patogeneza fascioloidoze kod konacnih nositelja povezana
s oSteCenjem jetre zbog prisutnosti migratornih kanala i pseudocista, kao i s imunosnim
reakcijama nositelja na molekule izlu¢ene od strane parazita. Rezultati ovoga istrazivanja
pokazali su da je kroni¢na invazija metiljem F. magna povezana s imunosnim odgovorom
nositelja, oksidativnim stresom, fibrozom, translacijskom aktivno$¢u i promjenama u
energetskom metabolizmu u jetri. Identificirani proteini i povezani bioloski putevi predstavljaju
vrijedan doprinos razumijevanju interakcija nositelj-parazit i patogeneze invazije jetrenim

metiljem.

Kljuéne rijeci: jelen lopatar; proteomika; proteom jetre; jetreni metilj; interakcije nositelj—
parazit
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EXTENDED ABSTRACT

INTRODUCTION

The fallow deer (Dama dama L.) is a wild ruminant from the Cervidae family distributed
in parts of Asia and Europe, including Croatia and, as such, is extremely important for the
hunting economy and tourism. The fallow deer is an allochthonous (non-native) species in
Europe, which means that it is not initially present on that continent. It was introduced from its

natural range, Asia Minor, to various European countries.

Parasites are a natural part of the ecosystem and play an essential role in maintaining the
balance in nature. They are an inevitable and integral part of the life of wild animals. Parasites
can affect the behaviour, health and population dynamics of wildlife, and their presence in wild
populations is often used as an indicator of ecosystem health. Fascioloidosis is a parasitic

disease caused by the non-indigenous fluke species Fascioloides magna.

This study compared the liver proteome of fallow deer infected and non-infected with F.
magna, using tandem mass spectrometry coupled with liquid chromatography. Proteomic
profiling of fallow deer liver provided insight into complex host-parasite interactions while
identifying proteins and biological pathways associated with invasion helped to understand the
pathophysiology of the process itself. The research results can be applied to monitor and control
the health and productivity of animals and contribute to developing new tools for managing,

monitoring, and treating fluke in the deer population.

REVIEW OF THE CURRENT KNOWLEDGE

Fascioloidosis is a parasitic disease that affects deer and other ruminants and is caused by
the non-native parasite F. magna, also known as the giant American liver fluke. This disease
has significant implications for wild and domestic animals, namely the management of game
and domestic animal husbandry. Fascioloides magna, the causative agent of this disease, is a
species of liver fluke that parasitizes and develops in the liver of infected animals, where it
causes macroscopic and microscopic lesions, which can lead to severe liver damage and

difficulties in its functioning.

Proteomics, given its complexity and multidisciplinarity, plays a crucial role in various

areas of biomedical research, including identifying disease biomarkers, understanding disease
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mechanisms, discovering new therapeutic targets, and developing personalized medicine.
Proteomics deals with the analysis of the proteome - the complete set of proteins expressed in
a cell, tissue or organism, which plays a crucial role in understanding biological processes and
diseases. The proteome includes all proteins present in a specific cell type, tissue or organism

at a particular time, providing insight into the functional status of a biological system.

Proteomic studies in wild animals are still relatively rare. Research on deer tissues has

focused on understanding antler growth and meat quality.

Most of the previous fluke-related proteomic studies focused on the proteomic analysis of
soluble products of the liver fluke Fasciola hepatica and the parasite itself. For the fluke F.
magna, the transcriptome and the excretory and secretory proteome of sexually mature flukes
were determined. They determined 835 proteins, of which 80 were recognized as excretory and
secretory products of this fluke, including antioxidants, peptidases and proteins involved in
carbohydrate metabolism. Data on host-parasite interactions are relatively scarce. A recent
iITRAQ-based quantitative proteomic study investigated serum changes in water buffalo
infected with the fluke Fasciola gigantica. Comparative analysis of serum and liver proteomes
of wild boars invaded by the F. magna showed host proteome changes at the local and systemic
level, identifying proteins associated with host immune response, oxidative stress and metabolic
changes. Changes in the metabolism of proteins and fatty acids, modifications related to
oxidative stress, fibrosis and metabolism signalling pathways were shown in red deer invaded
by F. magna. Considering all of the above, it should be pointed out that there is no information
in the available scientific literature on the analysis of the proteome in fallow deer infected by

F. magna.

HYPOTHESIS AND AIMS OF THE RESEARCH

The application of a semi-quantitative proteomic approach will enable the analysis of the
liver proteome profile in fallow deer (Dama dama). The research hypothesis is that there are
differences in the liver proteome profile between the control group of fallow deer and those
infected by Fascioloides magna, with the expectation that proteins involved in energy

metabolism and oxidative stress will predominate in the invaded group.
The main research objectives are:

a) to conduct a semi-quantitative proteomic analysis of liver proteins in fallow deer



b) to compare the liver proteome of the control group with the group infected by F. magna

c) to perform bioinformatic analysis of significantly altered proteins and the biological

pathways associated with them.

MATERIAL AND METHODS

The study was funded by the Croatian Science Foundation project IP 8963 "Host-parasite
interaction: the relationship between three different hosts and Fascioloides magna infection".
The Committee for Ethics in Veterinary Medicine approved the research (Class: 640-01118-
17/60, Reg. number: 251-61-44-18-02)

In this study, the sample size was calculated based on the meta-analysis of literature data
using online available statistical calculators. The health status of the deer was assessed based
on the external appearance, fattening condition, the appearance of the hair cover and behaviour
of the individual before the actual shooting, and after the shooting based on the presence of any
visible wounds, discharge from natural openings and after post-mortem examination based on
the macroscopic appearance of the organs. Liver samples were collected during evisceration of
the animals. Tissue samples were labeled and stored at -80 °C until further analysis. Altogether,
13 liver samples from healthy individuals and 14 liver tissue samples from fallow deer infected

with F. magna were collected.

Proteomic analysis of liver samples was performed using a semi-quantitative proteomic
approach with isobaric tags that enable multiplexing - simultaneous analysis of ten samples
according to the previously described protocol. Samples labelled with tandem mass tags (TMT)
were analysed using Dionex UltiMate 3000 RSLCnano system coupled to a Q Exactive Plus
mass spectrometer with a hybrid quadrupole and Orbitrap mass analyser by the data dependent
acquisition (DDA) procedure. The SEQUEST algorithm within the software Proteome
Discoverer was used for protein identification and relative quantification. The Cervidae
database downloaded from UniprotkKB, which contained 105,671 entries, was searched
according to the following parameters: two missed trypsin cleavage sites allowed, an error
tolerance of the measured mass of precursors and fragments of 10 ppm and 0.05 Da,
carbomidomethyl as a fixed peptide modification, oxidation and TMT sixplex as dynamic
peptide modifications. The percentage of false discovery rate (FDR) during peptide

identification was calculated using the Percolator algorithm within the Proteome Discoverer.



Proteins with at least two unique peptides and 1% FDR were considered reliably identified and
were used in further analyses. Proteins that were present in at least 50% of the samples were
included in statistical analysis. Since the majority of identified proteins did not follow a normal
distribution (as determined by the Shapiro-Wilk test), the differences between the groups were

tested using the non-parametric Mann-Whitney U test, with a significance level of p < 0.05.

For bioinformatic analysis, the unique protein 1D was first converted to the official gene
symbol using the UniProtKB ID mapping tool. Proteins for which there was no deer gene
annotation or were listed as “uncharacterized protein” were replaced using the UniProt BLAST
tool with the closest matching ortholog from the Bos taurus database (at least 70% match).
Gene Ontology (GO) functional analysis was performed using the STRINGdb v12.0 tool.
Analysis of biological pathways associated with the liver proteome was performed using the
Reactome tool with the human genome as background and pathways with FDR < 0.05 were

selected as significant.

RESULTS

Using a proteomic approach based on TMT labelling, 27 liver samples were analysed.
Analysis showed that a total of 520 proteins were identified using at least two unique peptides
and with 1% FDR. Only proteins present in at least 50% of the samples were included in further

statistical and bioinformatic processing.

Statistical analysis of the proteins identified by the proteomic approach showed that 50
proteins differed in abundance between the control and F. magna infected groups, whereby 28

proteins were more and 22 proteins less abundant in the invaded group compared to the control
group.

Gene ontology for biological process showed that the largest number of genes (N = 37) is
involved in metabolic processes, namely metabolic processes of organic substances (N = 35),
cellular metabolic processes (N = 34), and metabolic processes of nitrogen compounds (N =
27). The results of gene ontology analysis for cellular localization showed that the most
differentially abundant proteins originate from the cytoplasm (N = 41) and mitochondria (N =
14). Gene ontology analysis for the molecular function of differentially abundant proteins
showed that the most represented proteins are those with catalytic activity (N = 33) and

oxidoreductases (N = 13).
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The analysis of biological pathways associated with differentially abundant proteins in the
liver samples of fallow deer infected with F. magna and healthy deer was performed with
Reactome tool, and 48 biological pathways were found to be significant (FDR < 0.05). The
obtained results indicate that F. magna invasion mostly affects metabolism (N = 33), cellular

responses to stress (N = 14), stimuli (N = 14) and heat stress (N = 8).
DISCUSSION

Proteomic analysis of wildlife opens up new possibilities in biomedical research. Wildlife
research is becoming increasingly important for studying zoonoses. This is particularly evident
when it comes to the introduction of non-native parasite species into specific areas. One such
example is the introduction of the giant American liver fluke into Europe from North America.
Pathological changes, clinical signs, and the outcome of F. magna infection are closely related
to the host species (definitive, aberrant, and dead-end) and their varying tolerance to infection.
Fallow deer serve as definitive hosts for F. magna. Considering the parasite tropism, changes
in biological pathways within liver tissue represent the primary focus of research. The liver
provides a favorable immune environment for parasites that have developed complex and multi-
layered mechanisms to modulate the host response to suppress infection and repair tissue

damage.

Metabolism is the most dominant category among differently expressed proteins in the liver
of fallow deer infected by F. magna and healthy deer. Thus, proteins involved in the metabolism
of carbohydrates, amino acids, and fatty acids, enzymes of the citric acid cycle, oxidative
phosphorylation, and beta-oxidation were identified. Changes in liver energy metabolism have
been documented in various parasitic infections, including Fasciola hepatica infection in sheep
and rats. Our findings are consistent with previous research that has shown changes in energy

metabolism in the livers of wild boar and red deer infected by F. magna.

Previous studies have reported reduced activity of antioxidant enzymes due to parasitic
infections. Infection by F. hepatica results in decreased antioxidant capacity in humans and
rats. Changes in antioxidant enzyme expression were also observed in the livers of red deer
with fascioloidosis as a result of infection. Unlike the aforementioned studies, no changes in
the expression of antioxidant enzymes were recorded in this study. Among the oxidoreductases
with altered expression in fallow deer infected by F. magna, proteins involved in xenobiotic

metabolism such as members of the cytochrome P450 system (CYP2CS8T), flavin
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monooxygenases (FMO3, PAH), and similar proteins (UDP-glucuronosyltransferases) were
identified in this study. Numerous in vitro and in vivo studies have highlighted the role of the
CYP450 system in the development of resistance to antiparasitic drugs. Our results support the
hypothesis of the involvement of these proteins in drug resistance development, suggesting the

need for further research.

Significantly enriched biological pathways in the liver of fallow deer include processes
related to the immune system and host immune response, such as cellular responses to stress,
stimuli, and heat stress, as well as neutrophil degranulation. Among others, several heat shock
proteins (HSPA9, HSP90AA1, HSP1B) were found among the proteins with significantly
different expression between the examined groups. Our results are consistent with previous

findings on the immune response to parasitic diseases.

A large number of differently expressed proteins among the examined groups belonged to
ribosomal proteins (RPL4, RPS18, RPS14, RPS6), nucleosome components (histone H2B),
translational enzymes (tyrosine-tRNA ligase), and proteasome subunits (UBE2V1), or proteins
involved in protein synthesis and degradation. Migration of immature stages of F. hepatica
within the liver is associated with increased protein synthesis, or intensive translational activity.
These results suggest that protein turnover control serves as a host response mechanism to

changes in the environment caused by F. magna infection.

Several proteins associated with fibrosis, cytoskeletal remodeling, and extracellular matrix
accumulation were identified in this study, such as fibronectin (FN) and collagen type VI
(COL6A3). In vivo and in vitro studies have shown that increased fibronectin expression
consistently reflects the degree of liver fibrosis and the degree of extracellular matrix
accumulation, making it an important marker of liver fibrosis. Similar changes in liver fibrosis-
related proteins and extracellular matrix accumulation in liver parenchyma were found in red
deer infected by F. magna. Therefore, these results indicate a local response to fluke migration
through the liver and continuous remodeling of the extracellular matrix in response to F. magna

infection.

In conclusion, understanding the mechanisms by which hosts respond to liver flukes is
crucial for disease monitoring, as well as for the development of effective new interventions
against them. This proteomic study of Fascioloides magna infection in fallow deer represents

a valuable contribution to understanding the pathogenesis of liver fluke infection. The
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pathogenesis of fascioloidosis in definitive hosts is associated with liver damage due to the
presence of encapsulated pseudocysts, as well as host immune reactions to molecules secreted
by the parasite. Our research has shown that chronic F. magna infection is associated with the
host's immune response, oxidative stress, fibrosis, translational activity, and changes in liver
energy metabolism. The identified proteins and associated biological pathways contribute
significantly to understanding the host-parasite interactions and the pathogenesis of liver fluke

invasion.

Key words: fallow deer; proteomics; liver proteome; liver fluke; host-pathogen interactions
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1. UvOoD

Divlje se zivotinje dugi niz godina navode kao potencijalan izvor zaraznih i parazitskih
bolesti za domace Zivotinje i ljude. Pritom je ocCito da se naglasak stavlja na oCuvanje zdravlja
ljudi i domacih Zivotinja, dok je utjecaj uzroc¢nika bolesti na divlje Zivotinje u pravilu u drugom
planu, vrlo vjerojatno kao posljedica nekadasnjeg promatranja kroz ekonomsku prizmu. Takva
usredotoCenost javno zdravstvenih politika je razumljiva zbog velikih rizika utjecaja razlicitih
bolesti na ljude i domace Zivotinje, kao i Sirom potrebom za zasStitom javnog zdravlja, ali i zbog
izuzetno velike ekonomske i drustvene vaznosti domacih Zivotinja. Navedena ¢injenica je i
razlog $to divlje zivotinje nisu u prvom planu, iako divlje zivotinje igraju kljucne uloge u

ekosustavima, a u posljednje vrijeme i sve ve¢u ulogu u gospodarskim aktivnostima ljudi.

Proucavanje zdravstvenog statusa divljih Zivotinja Cesto je sloZenije zbog tezeg pracenja,
prikupljanja podataka i intervencija u slobodno-zivu¢im populacijama te u otvorenim
staniStima, medutim u posljednje vrijeme od strane javnozdravstvenih sluzbi podupire se sve
jaci integrirani pristup (pristup Jedno zdravlje) zdravlju ljudi i Zivotinja te zastiti okoliSa na
nacin da i divlje Zivotinje poprimaju sve znacajniju ulogu, ne samo kao potencijalni izvori, ve¢
i kao ciljne skupine ocCuvanja. Ovaj pristup prepoznaje da su zdravlje ljudi, zivotinja
(ukljucujuéi divlje Zivotinje) 1 ekosustavi medusobno povezani i ovisni. S obzirom na sve vecu
zabrinutost za oCuvanje bioraznolikosti i prepoznavanje ekoloske vaznosti divljih Zivotinja,
podupiru se istrazivanja i pristupi koji ukljucuju i zdravlje divljih Zivotinja, kao i razvoj
multidisciplinarnih timova koji objedinjuju stru¢njake iz podruéja ekologije, veterine i
medicine, ali njihov znaéaj jo$ uvijek nije dovoljno prepoznat od strane Sire javnosti i

javnozdravstvenih rizika.

Jelen lopatar (Dama dama L.) je Cesta vrsta jelenske divljaci u lovistima i uzgajalistima u
Republici Hrvatskoj. Prema podacima iz Sredi$nje lovne evidencije Republike Hrvatske jelena
lopatara moze se pronaci u Republici Hrvatskoj u gotovo svim Zupanijama. Jelen lopatar je
alohtona (nezavicajna) vrsta u Europi, $to znaci da nije izvorno prisutan na tom kontinentu.
Uveden je iz svojeg prirodnog areala, Male Azije, u razli¢ite europske zemlje. Uvodenje jelena
lopatara u Europu pocelo je u 18. stoljecu, a obuhvatilo je zemlje poput Italije, Spanjolske,
Francuske, Njemacke, Danske, Svedske i Portugala. U Hrvatskoj je jelen lopatar prvi put
uveden u 19. stolje¢u. Njegova popularnost odnosno privla¢nost medu lovcima proizlazi iz

atraktivnog izgleda, karakteristi¢nog rogovlja te na taj nacin pridonosi razvoju i u¢inku lovnoga



turizma. Bitna znacajka ove vrste je i njegova prilagodljivost razli¢itim staniStima i klimatskim

uvjetima, kao i otpornost, sto ga ¢ini prikladnim za uzgoj u razli¢itim dijelovima Hrvatske.

Paraziti su prirodni dio ekosustava i imaju vaznu ulogu u odrzavanju ravnoteze u prirodi.
Oni su neizbjezan i integralan dio zivota divljih zivotinja. Paraziti mogu utjecati na ponasSanje,
zdravlje i populacijsku dinamiku divljih Zivotinja, a njihova prisutnost u divljim populacijama

cesto se koristi kao pokazatelj zdravlja ekosustava.

Fascioloidoza je parazitska bolest koja zahvaéa primarno jelene i druge prezivace, ali se
moze naci i u drugih vrsta, a uzrokuje je neautohtoni parazit Fascioloides magna, poznat i kao
veliki americki jetreni metilj. Ova bolest ima znacajne implikacije za divlje 1 domace Zivotinje,
odnosno upravljanje uzgojem divljaci i domacih zivotinja. Fascioloides magna je vrsta jetrenog
metilja koji parazitira i razvija se u jetri invadiranih zivotinja gdje uzrokuje makroskopske i
mikroskopske lezije, a Sto moze dovesti do ozbiljnih oStecenja jetre i poteskoca u njenu

funkcioniranju.

Zivotni ciklus metilja F. magna je primjer kako paraziti mogu razviti kompleksne i
specijalizirane nacine Sirenja i invazije svojih domacina. Ciklus zapoc€inje kada invadirana
zivotinja izluCuje jajaSca parazita izmetom. Ova jajasca se zatim moraju na¢i u vodenom
okruZenju kako bi se mogla dalje razvijati. Jajasca se razvijaju u vodi, prolaze¢i nekoliko faza:
iz njih se izlegu trepetljikave larve (miracidije) koje zatim pronalaze i ulaze u tijelo vodenih
puzeva (primarno puz barnjak), koji sluze kao posrednici. Unutar puzeva, larve prolaze kroz
nekoliko stadija razvoja, transformirajuci se u sporociste, redije i na kraju u cerkarije. Cerkarije
napustaju puzeve i1 oslobadaju se u vodu. One imaju repi¢ i aktivno plivaju traZze¢i vegetaciju
na koju ¢e se popeti. Odbacivanjem repica 1 stvaranjem zastitne ovojnice cerkarije prelaze u
metacerkarije, koje su invazivni stadij za kona¢nog nositelja. Metacerkarije se vezu za biljke u
vodenom okruZenju, gdje mogu preZivjeti dok ih ne konzumira konaéni nositelj. Zivotinje se
invadiraju konzumiranjem biljaka koje su kontaminirane metacerkarijama. Nakon $to ih nositel]
proguta, metacerkarije ulaze u probavni sustav zivotinje gdje se oslobadaju mladi metilji koji

dospijevaju u jetru i razvijaju se u odrasle metilje, nakon ¢ega ciklus pocCinje iznova.

Pravovremena i tocna dijagnoza fascioloidoze vazna je za u¢inkovito lijecenje invadiranih
zivotinja. U posljednje vrijeme sve veca prevalencija fascioloidoze u srednjoj Europi ¢ini je
ekonomski vaznom boleS¢u divljih Zivotinja, a istrazuju se razliCite metode dijagnostike i

kontrole kako bi se poboljsao zdravstveni status invadiranih populacija.



Proteomika, s obzirom na svoju slozenost i multidisciplinarnost, igra klju¢nu ulogu u
razli¢itim podru¢jima biomedicinskih istrazivanja, ukljucujué¢i identifikaciju biomarkera
bolesti, razumijevanje mehanizama bolesti, otkrivanje novih terapeutskih ciljeva, i razvoj
personalizirane medicine. Proteomika se bavi analizom proteoma te igra klju¢nu ulogu u
razumijevanju bioloskih procesa i bolesti. Proteom obuhvaca sve proteine koji su prisutni u
odredenoj stanici, tkivu ili organizmu u odredenom trenutku, pruzajué¢i uvid u funkcionalni

status bioloskog sustava.

Ovim istrazivanjem usporeden je proteom jetre jelena lopatara invadiranih i neinvadiranih
metiljem F. magna pomoc¢u tandemne spektrometrije masa spregnute s tekucinskom
kromatografijom. Proteomsko profiliranje jetre kod jelena lopatara omogucilo je uvid u slozene
meduodnose nositelja i parazita, dok je identifikacija proteina i bioloskih puteva povezanih s
invazijom pomogla razumijevanju patofiziologije samog procesa. Rezultati istrazivanja moci
¢e se primijeniti za pracenje i kontrolu zdravlja i produktivnosti zivotinja te ¢e doprinijeti

razvoju novih alata za kontrolu, pracenje i lije¢enje metiljavosti u jelenskoj populaciji.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA
2.1. JELEN LOPATAR (Dama dama L.)

U Republici Hrvatskoj, gospodarenje divljim zivotinjama veé¢inom se temelji na principima
prirodnog uzgoja. To znaci da se stavlja naglasak na odrzavanje prirodnih uvjeta stanista, s
minimalnim ljudskim intervencijama. Ovakav pristup omogucava divljim zivotinjama da se
razvijaju u skladu s njihovim prirodnim potrebama i ponaSanjem, doprinose¢i pri tome

ocuvanju bioraznolikosti i prirodnih ekosustava.

Jelen lopatar (Dama dama L.) je alohtona i relativno Cesta vrsta jelenske divljaci u lovistima
i uzgajalistima u Republici Hrvatskoj (Slika 1). Zakonom o lovstvu (ANONIMUS, 2018.)

svrstan je u krupnu divljac i zasti¢en je lovostajem.

Slika 1. Jeleni lopatari u magli (foto: D. Konjevi¢)

Opis terminologije koja se koristi za oznaCavanje razli¢itih dobnih skupina i spolova kod
jelena lopatara u lovu i divljoj fauni je vrlo odreden i odrazava specifi¢nosti lovne
terminologije. Odrasli muzjak jelena lopatara naziva se lopatar, lanjac ili $arenjak (JANICKI i
sur., 2007.). Naziv ,,lopatar” dolazi od karakteristi¢nog oblika njihovih rogova koji podsjecaju

na lopatu. Termin ,,Jlanjac” moZe se odnositi na muzjaka u drugoj godini zivota kada mu je
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rogovlje prisutno na glavi, ali jo§ nije potpuno razvijeno. “’Sarenjak’’ je naziv koji dolazi od
Sarene boje dla¢nog pokrova. Odrasle Zenke jelena lopatara nazivaju se koSutama, a mladi
jelena lopatara oba spola do kraja ozujka druge kalendarske godine (Sto oznaCava kraj
lovnogospodarske godine u kojoj su se Zenke telile) nazivaju se tele ili jelenée. Nakon tog
perioda, mlade Zenke jelena lopatara, sve do prvog teljenja, nazivaju se koSutice, a mladi
muzjaci do ¢is¢enja prvih rogova, §to se obicno dogada u drugoj godini zZivota, nazivaju se

jelengi¢ (JANICKI i sur., 2007.).

Muzjaci se mogu kategorizirati prema jakosti 1 veli€ini rogova kao slabi, srednji, dobri ili
jaki lopatari (Slika 2). Ova kategorizacija se Cesto koristi u lovstvu za okvirno odredivanje

vrijednosti i kvalitete trofeja, kao i perspektivnosti muzjaka u uzgoju.

Slika 2. Jelen lopatar, muzjak s rogovljem u bastu (foto: D. Konjevic)

Ovi opisi odrazavaju kompleksnost i tradiciju u terminologiji koja se koristi u lovstvu 1
upravljanju populacijama divljih zivotinja i vazni su ne samo za lovce i uzgajivace divljaci, ve¢
i za biologe, ekologe, Sumare, poljoprivrednike i veterinare koji proucavaju ponasanje,

populacijsku dinamiku i ekologiju ovih Zivotinja.



Opis jelena lopatara i razli¢itih naziva koji se koriste za ovu vrstu odrazava njegovu
karakteristi¢nu boju dlake i prisutnost bijelih pjega. Raznolikost boja i pjega ¢ini jelena lopatara
vizualno prepoznatljivom i atraktivnom vrstom. Kako je prethodno spomenuto, jelen lopatar se
naziva Sarenjak ili Sarenac zbog Sarenih obrazaca na svojoj dlaci. Tijekom ljetnih mjeseci, dlaka
jelena lopatara je crvenkasto smeda, s tamnom prugom duz leda. Bijele pjege po tijelu daju mu
prepoznatljiv i Saren izgled. Ova ljetna boja dlake pomaze u kamuflazi u Sumskom okruzenju,
posebno medu grmljem i niskim drve¢em. Pored ove osnovne boje, boja dlake jelena lopatara
moze varirati od potpuno bijele do gotovo potpuno crne, $to ukazuje na znacajnu varijabilnost
unutar vrste. Ova varijabilnost moZze biti uvjetovana genetikom, okoliSem, prehranom i drugim
¢imbenicima. Pri tome se ne govori o albinizmu i melanizmu, a istodobno oznacava i da pojava
ovakvih varijeteta nije neuobiCajena u ove vrste. Zimi, dlaka jelena lopatara postaje obi¢no
sivo-smeda, §to pruza bolju kamuflazu u zimskom okruzenju. Promjena boje dlake izmedu ljeta
i zime je primjer sezonske adaptacije koja pomaze zivotinjama da se prilagode razli¢itim
okoli$nim uvjetima (JANICKI i sur., 2007.).

Prema znanstvenom razvrstavanju jelen lopatar (Dama dama L.) ubraja se u:

Carstvo:  Animalia (zivotinjsko)

Koljeno: Chordata (svitkovci)

Potkoljeno:Vertebrata (kraljesnjaci)

Razred: Mammalia (sisavci)

Podrazred: Placentalia (plodvasi)

Red: Artiodactyla (parnoprstasi, papkari)

Podred:  Ruminantia (prezivaci)

Porodica: Cervidae (jeleni, punorosci)

Rod: Dama (lopatari)

Vrsta: Dama dama L. (jelen lopatar)



Jelen lopatar ima dvije glavne podvrste koje se razlikuju po svom geografskom

rasprostranjenju: europski jelen lopatar i perzijski jelen lopatar.

Europski jelen lopatar (Dama dama dama) je kao podvrsta prisutan u Europi, ukljucujuci i
podruc¢je Hrvatske. Europski jelen lopatar reintroduciran je u mnoge dijelove Europe, gdje
zemljama, ukljucuju¢i 1 Hrvatsku, europski jelen lopatar je popularan u loviStima i
uzgajaliStima. Perzijski jelen lopatar (Dama dama mesopotamica) je podvrsta koja obitava na
podrucju Male Azije, posebno u regijama koje danas pripadaju Iranu i Turskoj. Perzijski jelen
lopatar se razlikuje od europskog jelena lopatara nekim morfoloskim znacajkama i prilagoden

je zivotu u specifi¢nim ekoloskim uvjetima Male Azije (JANICKI i sur., 2007.).

Jelen lopatar je izvorno iz Male Azije, a njegovo unosenje i Sirenje u Europi su primjer kako
ljudska aktivnost moze utjecati na distribuciju vrsta. Jelen lopatar je, kao $to je navedeno,
alohtona vrsta u Europi, $to znaci da nije izvorno prisutan na tom kontinentu. Uveden je iz
svojeg prirodnog areala, Male Azije, u razli¢ite europske zemlje. Uvodenje jelena lopatara u
Europu poéelo je u 18. stoljeéu, a obuhvatilo je zemlje poput Italije, Spanjolske, Francuske,
Njemacke, Danske, Svedske i Portugala. U Hrvatsku je jelen lopatar prvi put uveden 1850.
godine u Suhopolju, a kasnije i u Belis¢e (1900. godine), Brijune te Kunjevce (1920. godine).
Od tada se prosirio po velikom dijelu Hrvatske, s osobitim naglaskom na podrucja Slavonije 1

Baranje (JANICKI i sur., 2007.).

Smatra se da su neki od najkvalitetnijih primjeraka jelena lopatara prisutni u Madarskoj,
posebno u pograniénom podrucju, Baranji. Prema podacima iz Sredi$nje lovne evidencije
Republike Hrvatske jelena lopatara moze se pronaci u 95 lovista ili uzgajalista u Republici
Hrvatskoj u gotovo svim Zupanijama. U Kunjevcima u VVukovarsko-srijemskoj Zupaniji je jedna
od prvih slobodnih popolacija u Hrvatskoj, a u Hrvatskoj Dubici, lloku i Kutjevu uzgaja se u
ogradenim prostorima. Manje se populacije nalaze na Brijunima, Malom LoSinju, Istri,
Dalmaciji, Hrvatskom primorju i Zagrebu. Pored otvorenog uzgoja i uzgoja u gaterima, lopatara
se Cesto nalazi u sklopu seoskog turizma. Jelena lopatara u Hrvatskoj ima u relativno malom
broju, oko 2500 jedinki (BLAZINA, 2004.).

Jeleni lopatari su jedna od najljepsih 1 najpoznatijih vrsta jelena na svijetu. Poznati su po
svojim jedinstvenim rogovima u obliku lopate, koji ih izdvajaju od ostalih vrsta jelena. Razlike

izmedu europskog jelena lopatara i perzijskog su male, perzijski je lopatar nesto ve¢i te mu



plosnatost rogovlja pocCinje blize bazi roga. Pripadnost istoj vrsti pokazuje 1 Cinjenica da

medusobnim parenjem daju plodne potomke.

Jeleni lopatari su Zivotinje koje obi¢no zive u krdima koja se sastoje od jedinki razli¢itog
spola i starosti. Ovo krdo obi¢no ukljucuje zenke (koSute), mlade Zivotinje i mlade muzjake.
Stariji muzjaci jelena lopatara cesto vode samotnjacki zivot i pridruzuju se krdima samo tijekom
sezone parenja ili rike. Ovo je tipi¢no za mnoge vrste jelena, gdje stariji muZjaci postaju
teritorijalniji i izoliraniji. Jeleni lopatari preferiraju relativno male Zivotne prostore i nisu skloni
migracijama (BLAZINA, 2004.). To znadi da obi¢no ostaju unutar odredenog podrudja, §to je
cesto odredeno dostupnoscu hrane, vode i sklonista. Njihova tendencija da se ne kre¢u na velike
udaljenosti i da se drze istog podrucja ¢ini ih idealnima za Zivot u parkovima, rezervatima i

lovistima gdje su uvjeti stani$ta stabilni i gdje je gospodarenje populacijom olaksano.

Prema podacima iz Sredisnje lovne evidencije Republike Hrvatske jelena lopatara moze se
prona¢i u Republici Hrvatskoj u gotovo svim Zzupanijama. Njegova popularnost odnosno
privla¢nost medu lovcima proizlazi iz atraktivnog izgleda, u prvom redu karakteristi¢nih rogova
te pridonosi lovnom turizmu (Slika 3). Bitna znacajka ove vrste je i njegova prilagodljivost da
se prilagodava razli¢itim staniStima i klimatskim uvjetima kao i otpornost $to ga Sto ga ¢ini

prikladnim za uzgoj u razlicitim dijelovima Hrvatske.



Slika 3. Trofej, rogovlje jelena lopatara (foto: D. Konjevic¢)

Uzgoj jelena lopatara u kontroliranim uvjetima omogucava bolje gospodarenje njihovom
populacijom, zdravljem i genetskim materijalom. To je posebno vazno u kontekstu oCuvanja
ove vrste i odrzivog gospodarenja njome u lovistima. U prirodnim lovistima jelen lopatar igra
vaznu ulogu u ekosustavima, a uzgajalista pridonose o¢uvanju vrste, posebno u podrucjima gdje

su prirodne populacije ugrozene ili smanjene.

Gospodarska vrijednost jelena lopatara narocCito se o€ituje kroz lovni turizam, ali i kroz
prodaju mesa, koZe i rogovlja. Gospodarenje populacijom jelena lopatara u Republici Hrvatskoj
kroz uzgajaliSta i loviSta pomaZe u oCuvanju ove vrste, dok istovremeno pruza ekonomske i
rekreacijske moguénosti. Vazno je osigurati da se takve aktivnosti provode na odrziv nacin, s

postovanjem ekoloskih nacela i dobrog gospodarenja divljim zivotinjama.

Danasnji uvjeti zivota jelena lopatara znatno su promijenjeni zbog urbanizacije,
globalizacije, fragmentacije stanista, i drugih ljudskih utjecaja. To ima duboke posljedice na
izvorne ekosustave i na zdravlje i dinamiku populacija jelena lopatara, ogranicava njegove

migracijske puteve te smanjuje dostupnost hrane i vode.



Opis jelena lopatara (Dama dama L.) (JANICKI i sur., 2007.) pruza uvid u njegove
morfoloske znacajke i kako se one usporeduju s drugim vrstama iz porodice jelena (Cervidae).
Jelen lopatar je manji od jelena obi¢nog (Cervus elaphus) i ima nekoliko specifi¢nih

karakteristika:

*  Muzjak jelena lopatara moze dose¢i visinu do 110 cm u grebenu, dok Zzenka ima do 90

cm.
*  MuZjaci mogu biti dugi do 140 cm, dok su zenke nesto krace s duzinom do 130 cm.
* Rep jelena lopatara je obi¢no dug izmedu 15120 cm.
* Masa muzjaka varira od 50 do 80 kg, ovisno o dobi, sezoni i tjelesnom stanju.
« Zenke su lakse, s tezinom koja se kre¢e od 30 do 60 kg.

» Formula zuba jelena lopatara je 1 0/3; C 0/1; P3/3; M3/3, §to znac¢i da ukupno imaju 32

zuba.

» Zarazliku od jelena obi¢nog, jelen lopatar nema o¢njake na gornjoj ¢eljusti, Sto je vazna

razlika u zubnoj morfologiji.

* Rogovi jelena lopatara razlikuju se od onih kod jelena obi¢nog. Rogovi jelena lopatara

su Siroki 1 ravniji, podsjecajuci na oblik lopate, odakle i dolazi njegovo ime.

Jelen lopatar izvorno potjece iz Sumsko-stepskih podrucja, ima odredene karakteristike koje
ga Cine prilagodljivim u razli¢itim okoliSima te je stoga i pozeljna vrsta divljac¢i u raznim
oblicima uzgoja. Preferira prorijedene Sumske sastojine koje su isprekidane livadama,
Cistinama i mladim Sumskim sastojinama (branjevinama), gdje nalazi hranu poput brsta. Idealno
staniSte za jelena lopatara ukljucuje svijetle i tople hrastike, gdje moze posti¢i visoku trofejnu
vrijednost zahvaljujuci kvaliteti hrane i staniSta. Visoka sposobnost prilagodbe doprinosi
njegovoj popularnosti u lovistima i uzgoju diljem svijeta. Za optimalan razvoj i rast, staniSta
jelena lopatara moraju sadrzavati odgovarajuce povrsine livada i paSnjaka, koje su kljucne za
ishranu. Jelen lopatar ne zahtijeva vodene terene za svoje staniste i ne kaljuZza se, Sto ga razlikuje

od nekih drugih vrsta jelena (JANICKI i sur., 2007.).
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Jelen lopatar ima skromnije zahtjeve za hranom od jelena obi¢nog, ali njegove prehrambene
navike mogu imati znacajan utjecaj na biljne zajednice. Jelen lopatar voli brstiti izbojke i
pupoljke na drveéu, kao i mladice koje izniknu iz zemlje ili panjeva. Zir hrasta je omiljena hrana
jelena lopatara, a takoder konzumira i djetelinsko-travne smjese, koje su idealne za ljetnu pasu.
Kao pasna divljac, jelen lopatar treba vece povrsine pasnjaka. Njegovo brstenje i ispasa mogu
naciniti Stetu na biljnim zajednicama, posebno kada u prevelikom broju (iznad kapaciteta
staniSta) i nedostatku druge prirodne hrane prekomjerno koriste mladice i pupoljke. Jeleni
lopatari su najaktivniji u zoru i sumrak kada izlaze na hranjenje. Preko dana obi¢no borave u
Sumi, osim u stanistima gdje nisu uznemiravani ili su naviknuti na ljudsku prisutnost. U takvim
uvjetima mogu uzimati hranu tijekom cijelog dana. Ako u staniStu nema dovoljno prirodne
hrane poput zira, bukvica ili kestena, potrebno je dodavati zrnatu hranu poput zobi i kukuruza

(JANICKI i sur., 2007.).

Sezona parenja, poznata kao rika, vazno je razdoblje u godiSnjem ciklusu jelena lopatara, s
karakteristiénim promjenama u ponasanju i fiziologiji. Parenje jelena lopatara pocinje u rujnu i
traje do sredine listopada, a rika na nasim stanistima obi¢no zavrsava ¢ak u studenom. Tijekom
rike, muzjaci jelena lopatara mijenjaju svoje ponasanje, vrat im odeblja, pridruzuju se krdima i
aktivno traze koSute za parenje. Jeleni lopatari tijekom rike okupljaju kosute u male hareme,
ricuc¢i predvecer, ujutro 1 nocu. Ovo je 1 vrijeme kada se odvijaju borbe izmedu muzjaka za
dominaciju 1 pravo parenja (JANICKI i sur., 2007.). Muzjaci tijekom sezone parenja uzimaju
vrlo malo hrane, §to dovodi do gubitka tjelesne mase. Odebljanje vrata je fizioloska promjena

koja pomaze muzjacima u borbi i dominaciji (JANICKI i sur., 2007.).

Gravidnost kosute traje otprilike 33 tjedna. Teljenje se obi¢no zbiva krajem svibnja ili
pocetkom lipnja, kada kosuta oteli u pravilu jedno tele (JANICKI i sur., 2007.). Telad sise
maj¢ino mlijeko u trajanju od 3 do 4 mjeseca. U prva dva tjedna zivota, telad je preslaba da
prati majku, stoga ih koSuta ostavlja skrivene u logi kako bi se zastitila od grabezljivaca i drugih

opasnosti (JANICKI i sur., 2007.).
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2.2. FASCIOLOIDES MAGNA

Invazijske bolesti predstavljaju gotovo 70% svih bolesti divljih zivotinja. Fascioloidoza je
parazitska bolest uzrokovana neautohtonom vrstom metilja Fascioloides magna, takoder
poznatom i kao veliki ameri¢ki jetreni metilj (KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2011;
BAZSALOVICZSOVA i sur., 2013.). Invazije ovim parazitom prepoznate su u svijetu
primarno zbog velike ekonomske vaznosti, ali i zbog utjecaja na bioraznolikost u podru¢jima
gdje metilj dolazi u susret s naivnim populacijama nositelja. Ovaj parazit je izvorno iz Sjeverne
Amerike gdje parazitira u americkim vrstama jelena, prvenstveno bjelorepom jelenu
(Odocoileus virginianus), ali se prosirio U druge dijelove svijeta, uklju¢ujuc¢i Europu, gdje je
prvi puta opisan od strane talijanskog veterinara Roberta Bassia, 1875. godine (BASSI, 1875.;
SWALES, 1935.). Njegova pojava u Europi posljedica je nekontroliranog unosa americkih
vrsta jelena u europske parkove, zooloske vrtove i rezervate (SLUSARSKI, 1955.; BOJOVIC
| HALLS, 1984.), a sve kao posljedica ¢injenice da je F. magna evoluirao zajedno s bjelorepim
jelenom u okolici velikih jezera u Americi te da tamosnje invazije ove vrste jelena prolaze bez
izrazitih simptoma. Nekontrolirani unos jelena u Europu je kao posljedicu imao formiranje tri
zari$ta invazije, Sto je imalo znacajan utjecaj na divlje Zzivotinje, posebno jelene, srne
(Capreolus capreolus) i muflone (Ovis musimon) (KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2011.),
i to kako je ranije navedeno na podrucju sjeverne Italije (BASSI, 1875.) u okolici grada Torina,
na dijelu danasnje Republike Ceske i jugozapadne Poljske (ULLRICH, 1930.) te na podrugju
doline toka rijeke Dunav gdje se intenzivnije pocela Siriti pocetkom 21. stoljeca
(WINKELMAYER i PROSL, 2001.; MARINCULIC i sur., 2002.; MARINKOVIC i sur.,
2013.). 1z navedenoga je razvidno da je dolazak ovoga, nezavicajnog metilja izazvao pojavu
loSeg gojnog stanja jelena Sto je potaknulo zanimanje uzgajivaca i veterinara. Tako je prvi puta
uocen u jetri wapiti jelena u kraljevskom parku La mandria na sjeverozapadu Italije, te je nazvan
Distomum magnum (BASSI, 1875.; PYBUS, 2001.). Kasnije ga je dodatno opisao Charles W.
Stiles, a preimenovan je u Fascioloides magna (STILES i HASSALL, 1894.). U Hrvatskoj je
F. magna prvi puta utvrdena na podruéju Baranje 2000. godine (MARINCULIC i sur., 2002.),
u podruéju zvanom Sepreshat, koji je dio Sumarije Tikves. Prvi dokaz metilja F. magna u
Hrvatskoj bio je iz jetre jelena obiénoga (MARINCULIC i sur., 2002.). Smatra se da su na ovaj
prostor dosli ili migracijom jelena iz Madarske ili putem puza barnjaka (Limnea truncatula)
koji dolazi vodotocima. Ovo otkri¢e bilo je povezano s uo¢enim padom gojnog stanja jelenske
divlja¢i na istoku Hrvatske i izrazitim promjenama na jetrima, $to ukazuje na potencijalni

utjecaj parazita na lokalne populacije divljih zivotinja. Takoder je s trajanjem njegove
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prisutnosti na nasim podru¢jima uocen 1 pad brojnosti srne obicne kao aberantnog nositelja.
Invazija metiljem F. magna moze imati ozbiljne posljedice za zdravlje divljih zivotinja,

posebno za jelenske vrste.
Prema znanstvenom razvrstavanju veliki americki metilj ubraja se u:
Carstvo:  Animalia (Zivotinjsko)
Koljeno: Platyhelmintes (plo$njaci)
Razred: Trematoda
Podrazred: Digenea
Red: Echinostomatiformes
Porodica: Fasciolidae
Rod: Fascioloides

Vrsta: Fascioloides magna (veliki americki metilj)
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Slika 4. Spolno nezreli metilji F. magna (foto: D. Konjevi¢)

Fascioloides magna je znacajan zbog svoje veliine i strukture, §to ga ¢ini jednim od
najveéih metilja na svijetu s prosje¢nom duljinom od 40 do 100 mm, $irinom od 20 do 35 mm,
i debljinom od 2 do 4,5 mm (ERHARDOVA, 1961.). Tijelo mu je oblika lista, dorzoventralno
spljosteno, nesegmentirano i bilateralno simetricno (Slika 4). PovrSina tijela ovog metilja
prekrivena je tegumentom, koji je vrsta zaititne vanjske membrane (ERHARDOVA-KOTRLA,
1971.; SPAKULOVA i sur., 2003.). U poéetnim stadijima razvoja, metilj je crveno-smede boje,
zbog vidljivog sadrzaja probavnog trakta (SPAKULOVA i sur., 2003.). Kasnije, kako metilji
postaju spolno zreli, boja im postaje sivkasto-zuckasta zbog nakupina jajaSaca. Metilj ima Siljast
prednji kraj 1 zaobljen straznji kraj. Ima dvije miSi¢ne siske - oralnu sisku koja okruzuje usta i
omogucuje hranjenje, i trbusnu sisku koja sluZi za pri¢vri¢ivanje (ERHARDOVA-KOTRLA,
1971.). Probavni sustav ovoga parazita sastoji se od oralne siske, bukalne Supljine, kratkog
mii¢nog Zdrijela i jednjaka koji se dijeli na dva crijevna sistema (ERHARDOVA-KOTRLA,
1971.; SPAKULOVA i sur., 2003.). Ovaj metilj ima protonefridijalni ekskretorni sustav i dobro
razvijen Ziv&ani sustav s uparenim Zivéanim ganglijama i Zivéanim vrpcama (ERHARDOVA -
KOTRLA, 1971.). Fascioloides magna je hermafrodit, s jednom zajedni¢kom genitalnom
porom za oba spolna sustava.
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Muski spolni sustav ovoga parazita sastoji se od dva razgranata testisa, koji proizvode
spermije. Testisi se nastavljaju u spermatovode koji vode do kopulacijskog organa.
Kopulacijski organ ukljucuje sjemene vrecice, misi¢nu strukturu koja pomaze pri kopulaciji
(bursa cirri), ejakulatorni organ i prostatu (JONES, 2005.). Izmjena genetskog materijala
obi¢no se odvija oplodnjom izmedu dviju jedinki, ali je moguca i samooplodnja (CHEN i

MOTT, 1990.).

......

prosirenja (mjesto gdje se pohranjuju spermiji) i ootipa, strukture koja pomaze u usmjeravanju
jajaSca prema uterusu te kona¢no od uterusa koji je mjesto gdje se jajasca razvijaju nakon
oplodnje (FLORIJANCIC, 2006.).

Ova anatomija omogucuje metilju F. magna da bude izuzetno prilagodljiv u svom
reproduktivnom procesu. Sposobnost samooplodnje povecava vjerojatnost reprodukcije ¢ak i
kada nema drugih jedinki u blizini, dok oplodnja izmedu dviju jedinki omogucava genetsku
raznolikost. Unato¢ hermafroditizmu, u pseudocistama se obi¢no nalaze dva, a iznimno i vise

metilja, Sto ukazuje na nastojanje za razmjenom genetskog materijala.

Fascioloides magna razvija se u Cetiri faze koje omogucuju parazitu da se razmnozava i §iri

u razli¢itim nositeljima i okolisu.

Odrasli metilji zive unutar pseudocista u jetri tipi¢nog nositelja. U ovim pseudocistama,
metilji su zasti¢eni 1 mogu izlucivati veliki broj jajaSaca, do 4 000 dnevno (SWALES, 1935.).
JajaSca se izluCuju putem Zuci nositelja u tanko crijevo, a zatim izlaze iz organizma nositelja
izmetom (ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Ovo je kljuéan korak u Sirenju parazita u okolis.
Nakon $to se jajaSca nadu u vodi, zapo€inje proces njihovog embrioniranja, koji traje oko 35
dana. Tijekom ovog perioda, unutar jajasca se razvija larva poznata kao miracidij (SWALES,
1935.; PYBUS, 2001.).

Miracidij je pokretni larvalni stadij koji aktivno trazi posrednika, odnosno vodenog puza.
Ova faza je klju¢na za nastavak Zivotnog ciklusa, jer bez pronalaska odgovarajuceg posrednika,
miracidij ne moze nastaviti razvoj (SWALES, 1935.). Ova faza je takoder potencijalno izuzetno
vazna za kontrolu i suzbijanje parazita, jer nudi moguce tocke intervencije za prekid njegovog
razvojnog ciklusa, te na taj na¢in pomo¢ U smanjenju broja dostupnih posrednika za razvoj

parazita.
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Prezivljavanje miracidija metilja F. magna ovisno je o uvjetima vlaznosti i temperature
okolisa. Miracidij je vrlo osjetljiv na okoliSne uvjete, a njegova sposobnost prezivljavanja u
razli¢itim uvjetima kljucna je za uspjeSnost Sirenja parazita. U uvjetima slabije vlaznosti,
miracidij moZe prezivjeti samo 10-16 sati, ako ne pronade posrednika (ERHARDOVA, 1961.).
U vlaznim uvjetima, sposobnost prezivljavanja se povecava, i miracidij moze prezivjeti do 2
dana (ERHARDOVA, 1961.). Ovo dodatno vrijeme moZe biti kljuéno za pronalazak vodenog
puza, koji je neophodan za nastavak njegovog razvojnog ciklusa. Temperatura vode takoder
igra vaznu ulogu u vremenu prezivljavanja miracidija. U hladnijoj vodi, miracidiji mogu
prezivjeti dulje nego u toploj vodi. Ovo je vjerojatno zbog brzine metabolizma li¢inke, naime,
niZze temperature usporavaju metabolicke procese, omogucavajuc¢i miracidijima da ocuvaju

svoju energiju duze vrijeme.

Kada miracidij pronade vodenog puza, koristi apikalnu Zlijezdu za prodiranje u tijelo puza.
Ovo je novi klju¢ni trenutak u zivotnom ciklusu parazita, jer bez uspjesnog prodiranja u puza,

miracidij ne moze napredovati u sljede¢u fazu razvoja.

Glavni posrednik u Europi je puz vrste Galba (Limnea) truncatula. Postoje i drugi
potencijalni posrednici, §to ukazuje na prilagodljivost metilja razli¢itim ekoloskim uvjetima, ali
je njihov znacaj manji. Nakon Sto miracidij prodre u tijelo puza, pocinje druga faza odnosno
nastaje razvojni stadij zvan sporocista (ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Ovo je pasivna faza
unutar koje se razvija sljedeca generacija parazita. 1z svake sporociste se razvija majka redija,
izduZena i pokretna larva koja aktivno dovodi do pucanja stijenke sporociste i oslobadanja u
tijelo puza. Majka redija dalje proizvodi kceri redije, koje su razvijenijeg oblika tijela
(ERHARDOVA, 1961.). Iz kéeri redija se razvijaju cerkarije, koje su pokretni larvalni stadiji i
iz kojih nastaje metacerkarija, stadij sposoban za invaziju konaénog nositelja (ERHARDOVA-
KOTRLA, 1971)).

Razvoj od miracidija do cerkarija unutar tijela vodenog puza je kljucna faza u zivotnom
ciklusu F. magna, jer omoguéuje produkciju velikog broja invazivnih stadija iz jedne

miracidije.

U tre¢oj fazi zivotnog ciklusa metilja F. magna cerkarija se transformira u invazivne
metacerkarije. Cerkarije se primarno razvijaju u hepato-pankreasnom tkivu i reproduktivnim
organima puza. Ova lokalizacija omogucuje cerkarijama da koriste resurse puza za svoj razvoj.

Cerkarije su sli¢ne odraslim metiljima u gradi, ali imaju dodatni repi¢ koji im omogucuje
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plivanje (SWALES, 1935.; ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Otprilike 2,5 mjeseca nakon §to
miracidij ude u puza, cerkarije prolaze kroz proces transformacije i postaju spremne za izlazak
iz posrednika (SWALES, 1935.; ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Sposobnost plivanja
neophodna je za njihov izlazak iz posrednika i potragu za mjestom na kojem ¢e se zacahuriti
(SWALES, 1935.; ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Ovo stvaranje &ahure je proces
pretvaranja cerkarija u metacerkarije. Tamno smede metacerkarije mogu ostati invazivne do
2,5 mjeseca, a ponekad i dulje, u pogodnim uvjetima. Ovaj stadij je onaj koji invadira konac¢ne
nositelje (SCHWARTZ i sur., 1993.).

Sukladno navedenome, postoji vise razvojnih stadija metilja, od kojih su metacerkarije
klju¢ne u invaziji konac¢nih nositelja, jer se nakon konzumacije od strane nositelja (npr. jelena)
u njihovom probavnom sustavu oslobadaju mladi metilji koji putuju prema jetri i ukoliko u nju

dospiju razvijaju se u odrasle metilje.

U Cetvrtoj fazi razvojnog ciklusa metilja F. magna, metilji oslobodeni iz metacerkarija se
razvijaju u odrasle jedinke unutar kona¢nog nositelja. Metacerkarije ulaze u probavni sustav
konacnog nositelja putem konzumacije kontaminirane hrane. Ovo je prvi korak u procesu
invazije. Nakon $to se nadu unutar probavnog sustava nositelja, metacerkarije se aktiviraju i
oslobadaju se mladi metilji. Mladi metilji su opremljeni mehanizmima za prodiranje kroz
stijenku crijeva. Jednom kada probuse stijenku crijeva, oni putuju po ventralnom dijelu
peritonealne $upljine do jetre (KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2016.). Ovo putovanje
omogucuje im da dosegnu svoje primarno mjesto invazije. Mladi metilji probijaju Glissonovu
kapsulu jetre, odnosno jetrenu ovojnicu. Dio mladih metilja ponekad moze zavrSiti i u drugim
organima te uzrokovati i klinicki manifestne posljedice, a dio metilja ne uspijeva u svojoj
migraciji i propada (STILES i sur., 2021.). Nakon probijanja ovojnice, mladi metilji ulaze u
tkivo jetre. Unutar jetre, metilji nastavljaju svoj razvoj do stadija odrasle jedinke. Spolno zreli
metilji parazitiraju najée$¢e u paru te kod konacnih nositelja organizam oko njih stvara
pseudociste s tankom stijenkom (FOREYT i TODD, 1976.; PYBUS, 2001.). Ovaj proces
migriranja po jetri do stvaranja pseudociste moze uzrokovati znacajna ostecenja tkiva jetre, $to
dovodi do simptoma i potencijalnih zdravstvenih problema za nositelja (PYBUS, 2001.), a
ponekad, posebice u slucaju aberantnih nositelja i uginuce. Spolno zreli metilji produciraju

jajasca te ih preko izmeta jelena otpustaju u okolis.
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Podjela nositelja velikog americkog metilja na konacne nositelje, aberantne nositelje 1
nositelje tipa slijepa ulica temelji se na njihovim interakcijama s parazitom i posljedicama

invazije.

Konac¢ni nositelji su oni u kojima parazit moze zavrsiti svoj zivotni ciklus, odnosno oni u
kojima moze do¢i do reprodukcije i stvaranja jajasaca koji se ispustaju u vanjsku okolinu. Kod
velikog ameri¢kog metilja svi konac¢ni nositelji spadaju u obitelj Cervidae (PYBUS, 2001.). U
Republici Hrvatskoj u tu skupinu spadaju jelen obi¢ni (Cervus elaphus) i jelen lopatar (Dama

dama). Ove Zivotinje mogu tolerirati prisutnost parazita s minimalnim patoloskim promjenama,

Kod aberantnih nositelja parazit ulazi u organizam zivotinje koja nije tipi¢ni nositelj te ¢esto
uzrokuje ozbiljne patoloske promjene, ali se ne moze uspjesno razmnozavati. Kod aberantnih
nositelja u pravilu izostaje inkapsulacija, a juvenilni metilji nastavljaju s trajnom migracijom
po parenhimu jetre uslijed ¢ega dolazi do uginuéa aberantnih nositelja (FOREYT i TODD,
1976.; MULVEY 1 sur., 1991.). U takve nositelje primarno spadaju domaci prezivaci poput
ovaca 1 koza, ali 1 neki divlji prezivac¢i (CONBOY i STROMBERG, 1991.). U Republici
Hrvatskoj aberantni nositelji su srna obi¢na (Capreolus capreolus) i muflon (Ovis musimon). U
ovome odnosu u posljednje vrijeme su zabiljeZene promjene te su utvrdene isprva pseudociste,

a potom i kroni¢ne invazije srna (DEMIASZKIEWICZ i sur., 2018.; KONJEVIC i sur., 2021.).

Nositelji tipa slijepa ulica su sli¢ni aberantnim nositeljima po tome $to parazit u njima ne
moze zavrsiti svoj zivotni ciklus. Razlika je u tome $to u nositeljima tipa slijepa ulica, parazit
ne uzrokuje znacajne patoloske promjene. Primjer bi mogla biti zivotinja koja se invadira
jajaScima parazita, ali u kojoj se parazit ne moZze razviti do stadija koji bi mogao uzrokovati
bolest. Nositelja tipa slijepa ulica karakterizira dolazak metilja do parenhima jetre, ali on
najc¢esce ne dostize spolnu zrelost nego bude inkapsuliran u pseudocistu debele stijenke te u
njoj ugiba. Kod ovakvih nositelja ne dolazi do izlu¢ivanja jajaSaca u okoliS. Nositelj tipa slijepa
ulica u Hrvatskoj je divlja svinja (Sus scrofa). Treba napomenuti da iako su kod nositelja tipa
slijepa ulica zamijecene u pravilu samo inkapsulacije metilja u pseudociste s debelom
stijenkom, KONJEVIC i sur. (2017.) su opisali i pseudocistu tankih stjenki u divlje svinje sa

spolno zrelim metiljima i brojnim jajas§cima u lumenu pseudociste.

Iz navedenoga je razvidno da klinicka slika ovisi o tipu nositelja. U kona¢nim nositeljima,

invazija velikim americkim metiljem Cesto je asimptomatska, §to znaci da nema vidljivih
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simptoma. Medutim, ako se simptomi razviju, mogu ukljucivati letargiju, slab apetit, anemiju,
anoreksiju i depresiju. lako su ovi simptomi rijetki, ponekad u teskim slucajevima invazije
moze doci i do uginuca nositelja (FOREYT, 1992., 1996.). Kod aberantnih nositelja, invazija
velikim ameri¢kim metiljem obi¢no dovodi do ugibanja unutar Cetiri do Sest mjeseci nakon
invazije (SWALES, 1935.; ERHARDOVA-KORTLA, 1971.). Smrt ¢esto nastupa bez pojave
klini¢kih simptoma, ali ako se simptomi pojave, mogu ukljucivati letargiju i slabost. Do smrti
dolazi zbog trajne migracije juvenilnog metilja po jetrenom tkivu i obilnih krvarenja, ostecenja
jetre i peritonitisa (FOREYT i TODD, 1976.). Kod nositelja tipa slijepa ulica invazija obi¢no
ne uzrokuje vidljive klinicke simptome. Medutim, patoloski pregled moze otkriti tragove
invazije na jetri, kao $to su nepravilne povrsine jetre i nakupine pigmenta zeljezo-porfirina.
Tamni pigment, zeljezo-porfirin, moguée je naéi i na unutrasnjosti trbusne Supljine
(KARAMON i sur., 2015.). Nalaz ovog pigmenta je patognomonican znak za invaziju metiljem
F. magna (CHROUST, 1987.). Takoder, mogu se pronaéi propale pseudociste u kojima su
metilji obitavali.

Strategije kontrole i prevencije usmjerene su na lijeCenje nositelja koji izluuju jajasca.
Smanjenjem jaine invazija (prevalencije metilja) smanjuje se 1 broj jajaSaca u izmetu. Pored
toga, neki od lijekova, poput primjerice preparata na bazi triklabendazola djeluju i ovicidno,
¢ime se broj jajaSaca dodatno smanjuje u okolisSu (JANICKI i sur., 2005.). Napori usmjereni na
smanjenje izloZenosti nositelja kontaminiranoj hrani i na kontrolu metilja i njegovih posrednika
u okolisu bili bi u€inkoviti, ali su iznimno ograniceni ¢injenicom da je rijec o uvjetima slobodne
prirode, ali isto tako i da sredstva protiv posrednika (puza barnjaka) nisu selektivna te bi imala
negativan utjecaj na druge akvati¢ne organizme. Razumijevanje ovog procesa vazno je za

dijagnostiku 1 lijeCenje fascioloidoze.

Svaka dijagnosti¢ka metoda za fascioloidozu ima svoje prednosti i ogranicenja, a izbor
metode ovisi o razli¢itim ¢imbenicima, uklju¢uju¢i dostupnost, trosak 1 specifiéne okolnosti
(SEVERIN i sur., 2015a). Koproloska pretraga ukljuCuje analizu izmeta nositelja radi
pronalaska jajaSaca F. magna. Njena prednost je neinvazivnost i jednostavnost, ali moze biti
manje pouzdana, posebno u ranoj fazi invazije ili kod aberantnih nositelja i nositelja tipa slijepa

ulica gdje metilji ne mogu izlucivati jajasca.

Seroloske metode detektiraju prisutnost specificnih antitijela ili antigena parazita u krvi
nositelja. Ove metode mogu biti vrlo osjetljive 1 specificne, ali mogu dati lazno pozitivne ili

lazno negativne rezultate, ovisno o stadiju invazije i prethodnoj izlozenosti nositelja drugim
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parazitima. Takoder, jedan od problema je i unakrizna reaktivnost sa sli¢cnim vrstama poput

primjerice velikog metilja (Fasciola hepatica) (SEVERIN i sur., 2015b.).

Biokemijske metode uklju¢uju analizu kemijskih pokazatelja u krvi koji mogu ukazivati na
invaziju parazitima, poput promjena u jetrenim enzimima. Ove metode mogu pruziti posredne

dokaze o invaziji, ali nisu specifi¢ne za fascioloidozu.

Patoanatomska 1 parazitoloska pretraga jetre smatra se najpouzdanijim nacinom za
dokazivanje fascioloidoze. Ukljucuje izravni pregled jetre nositelja radi pronalaska mladih i
odraslih metilja, lezija i procjene oste¢enja jetre. Ova metoda pruza konacan dokaz o invaziji,

ali nije primjenjiva kao metoda zazivotne dijagnostike.

2.3. ISTRAZIVANJE PROTEOMA I RAZVOJ PROTEOMIKE

Proteomska istrazivanja u veterinarskoj medicini dobivaju sve viSe pozornosti, posebno u
istrazivanju zoonoza koje su u interakciji s inicijativom ,.Jedno zdravlje* (BILIC i sur., 2018.).
Primjena omika tehnologija omogucuje inovativni pristup razvoju novih lijekova protiv
trematoda i kandidata za cjepiva u humanoj i veterinarskoj medicini (MOLINA-HERNANDEZ
i sur., 2015.; SILVANE i sur., 2015.; McMANUS , 2020.; BENNETT i sur., 2021.).

Godine 1975., Patrick H. O'Farrell objavio je rad koji je opisao tehniku dvodimenzionalne
elektroforeze u gelu. Ova metoda je omogucila razdvajanje proteina na temelju dvije nezavisne
karakteristike: njihove izoelektriéne to¢ke i molekularne mase. Takav pristup je bio
revolucionaran jer je omogucio istodobno razdvajanje stotina ili ¢ak tisu¢a proteina u jednom

eksperimentu (O’FARELL, 1975.).

Rani radovi poput O'Farrellova doprinijeli su razvoju prvih baza podataka proteina. Ove
baze podataka bile su klju¢ne za akumulaciju znanja o proteinima, njihovim funkcijama,
strukturi 1 interakcijama. Tijekom godina, proteomika je znafajno napredovala zahvaljujuci
razvoju naprednijih tehnika, kao §to su spektrometrija masa 1 bioinformaticka analiza. Te su
metode omogucile preciznije identificiranje i kvantificiranje proteina, kao i bolje razumijevanje

njihovih modifikacija i interakcija.
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Proteomika se bavi karakterizacijom i analizom proteoma, koji je definiran kao set proteina
koji se nalaze u stanicama, tkivu ili organizmu (WASINGER i sur., 1995.). Temelj za njen
razvoj su dostupne baze podataka sekvenci DNA i proteina, napredak u metodama separacije
proteina i podrucju spektrometrije masa te razvitku racunalnih algoritama za pretrazivanje baza
podataka (GRAVES I HAYSTEAD, 2002.). Osnovni metodoloski pristup tijekom protecomske
analize ¢ini niz postupaka: izolacija proteina iz bioloskog materijala, kvalitativna i/ili
kvantitativna analiza proteomskog profila spektrometrijom masa, te bioinformati¢ka analiza

podataka (BODZON-KULAKOWSKA i sur., 2007.; YATES i sur., 2009.).

Proteini su izravni proizvodi gena i provode funkcije koje geni kodiraju. Proteini igraju
klju¢ne uloge kao katalizatori biokemijskih reakcija, strukturni elementi stanica i tkiva, te
signalne molekule. Promjene u njihovoj ekspresiji, strukturi ili funkciji mogu dovesti do bolesti.
Stoga, proteomika pruza mogucénosti za bolje razumijevanje patogeneze bolesti, $to je posebno
vazno u klini¢koj veterini i biomedicini opcenito (NDAO, 2009.). Proteomika omoguéuje ne
samo identifikaciju i kvantifikaciju proteina, ve¢ i prouc¢avanje njihovih funkcija, interakcija i

modifikacija, §to pruza dublji uvid u bioloske procese na molekularnoj razini (PANDEY i

MANN, 2000.).

Jedan od najvaznijih potencijala proteomike je u pronalazenju novih biomarkera.
Biomarkeri su bioloski pokazatelji normalnih ili patoloskih procesa, ili farmakoloSkih odgovora
na terapiju. Identifikacija pouzdanih biomarkera moze znafajno poboljsati dijagnostiku,
pracenje napretka bolesti 1 odgovora na terapiju. lako su proteomske metode Cesto skuplje 1
sloZenije, biomarkeri identificirani putem proteomike mogu kasnije biti upotrebljeni za razvoj
jednostavnijih, brzih i jeftinijih dijagnostickih testova. Time se omoguc¢ava Sira primjena u

klini¢koj praksi.

Ukratko, proteomika pruza dragocjen uvid u mehanizme na molekularnoj razini koji stoje
iza brojnih bioloskih procesa i bolesti, otvarajuéi vrata napretku u dijagnostici, terapiji i

razumijevanju bolesti u veterini i biomedicini.
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2.4. PROTEOMSKA ISTRAZIVANJA INTERAKCIJE PARAZIT — NOSITELJ
KOD F. MAGNA INVAZIJE

Proteomska istrazivanja u divljih zivotinja su jo$ uvijek relativno rijetka. U dosadaSnjim
istrazivanjima proveden je ogranicen broj proteomskih studija na jelenskim tkivima, koje su
uglavnom usmjerene na proucavanje rasta rogovlja i kvalitete mesa (PARK i sur., 2004.;

LOPEZ-PEDROUSO i sur., 2019.; DONG i sur., 2020.).

Unato¢ velikim naporima u studijama ¢iji je cilj razviti nove intervencijske strategije protiv

jetrenih metilja, jo§ uvijek ima malo podataka o interakcijama izmedu nositelja i parazita.

Zametilja F. magna odreden je transkriptom i ekskretorni i sekretorni proteom spolno zrelih
metilja (CANTACESSI i sur., 2012.). Utvrdili su 835 proteina, od kojih je njih 80 prepoznato
kao ekskretorni i sekretorni produkti ovoga metilja, ukljucujuéi antioksidanse, peptidaze i
proteine uklju¢ene u metabolizam ugljikohidrata. Veéina prethodnih proteomskih studija
vezanih uz metilje, bile su usredoto¢ene na proteomsku analizu topljivih produkata jetrenog
metilja Fasciola hepatica te samog parazita (ROBINSON i sur., 2009.; HACARIZ i sur., 2012.;
CWIKLINSKI i sur., 2021.). S obzirom na nedostatak podataka o biokemiji, hematologiji i
proteomici kod Zivotinja s fascioloidozom, rezultati istrazivanja su usporedeni sa studijama
provedenim na zivotinjama zarazenim metiljem F. hepatica. Postoji ocita sli¢nost izmedu
zivotnog ciklusa 1 patofizioloSkih u¢inaka oba jetrena metilja. Medutim, odrasli metilji F.
hepatica zive u Zu¢nim kanalima, dok odrasli metilji F. magna zive unutar fibroznih kapsula u

parenhimu jetre.

Kombinirani transkriptomski 1 proteomski pristup odredio je €imbenike sekretoma F.
hepatica povezane s njihovom migracijom u jetri i rezultirajuéom imunopatogenezom
(CWIKLINSKI i sur., 2021.). Nezreli metilji u jetri izrazavaju oko 8000 transkripata povezanih
s intenzivnom proizvodnjom proteina i signalnim transdukcijskim putevima. Migracija nezrelih
parazita F. hepatica unutar jetre povezana je s pove¢anom proizvodnjom proteina, ekspresijom
signalnih putova i proliferacijom neoblasta koji poti¢u njihov brzi rast i razvoj. Sekrecija
odredenog skupa molekula, posebno katepsin L peptidaza, inhibitora peptidaza, saponina,
imunoregulatora i antioksidanasa, omogucuje parazitu interakciju s mikrookolisem jetre,

imunoloSkim odgovorom domacina i rastu¢im razinama oksidacijskog stresa.

22



U proteomskoj studiji kroni¢ne infekcije metiljem F. hepatica kod goveda, identificirani su
proteini koji mogu posluziti kao potencijalni kandidati za cjepivo ili farmakoloske agense

(HACARIZ i sur., 2012.).

Integrirana transkriptomska i proteomska analiza omogucila je profiliranje sekretornih
proteina metilja F. hepatica koji sudjeluju u interakcijama nositelj-parazit te kako bi se
promjene u njihovoj ekspresiji povezale s migracijom parazita (ROBINSON i sur., 2009.).
Pokazano je da su klju¢ne komponente izlucevina odraslih parazita proteoliticki enzimi kao Sto
su katepsin L, katepsin B, asparaginil endopeptidaza cistein proteaza te nove serinske proteaze
I karboksipeptidaze sli¢ne tripsinu. Proteomska analiza proteina izluCenih od strane infektivnih
li¢inki, nezrelih metilja i odraslih metilja F. hepatica otkrila je da su ove proteaze regulirane
tijekom razvoja te da njihova ekspresija korelira s migracijom parazita kroz tkiva domacina i
njihovim interakcijama s razli¢itim makromolekulama domacina. Specifi¢ne funkcije proteaza
poput FhCL3 i katepsina B ukljucuju aktivaciju li¢inki i probijanje crijevne stijenke, dok su
proteaze poput FhCL1, FhCL2 i FhCL5 potrebne za prodiranje u jetru te za hranjenje tkiva i
krvi. Osim proteaza, paraziti luce niz antioksidansa koji su takoder visoko regulirani u skladu s

njihovom migracijom kroz tkiva doma¢ina (ROBINSON i sur., 2009.).

Nedavna kvantitativna proteomska studija temeljena na obiljezavanju izobarnim
privjescima za relativnu i apsolutnu kvantifikaciju (iTRAQ, engl. isobaric tag for relative and
absolute quantitation) istrazivala je promjene u serumu kod vodenih bivola invadiranih

metiljem Fasciola gigantica (ZHANG i sur., 2019.).

Usporedna analiza proteoma seruma i jetre divljih svinja invadiranih metiljem F. magna
koristenjem LC-MS/MS pristupa temeljenog na obiljeZavanju izobarnim privjescima, pokazala
je promjene proteoma nositelja na lokalnoj i opcoj razini, identificirajuéi proteine povezane s
imunosnim odgovorom nositelja, oksidacijskim stresom i metaboli¢kim promjenama (KULES
i sur., 2021.). Ukupno je analizirano 13 uzoraka seruma i jetre kod invadiranih, i 13 uzoraka
kod ne-invadiranih divljih svinja s podrucja Hrvatske. Divlja svinja je nositelj tipa slijepa ulica
za metilja F. magna. U serumu su identificirana 4 proteina s znacajno razli¢itom ekspresijom
izmedu skupina, dok je u proteomskom profilu jetre bilo 116 proteina s razli¢itom ekspresijom.
Takoder je napravljena validacija proteomskih rezultata za paraoksonazu-1, ceruloplazmin,
glutation-S-transferazu i jetrene enzime koristenjem ELISA testova i spektrofotometrijskih

mjerenja, ¢ime su potvrdeni proteomski rezultati.
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Kod jelena obi¢nog invadiranog metiljem F. magna pokazane su promjene u metabolizmu
proteina i masnih kiselina, promjene vezane uz oksidativni stres, fibrozu i signalne putove
metabolizma (SIMONJI i sur., 2022.). U tom istraZivanju utvrdeno je 234 proteina s razli¢itom
zastupljenoS¢u medu kontrolnom i pokusnom skupinom na uzorku od 25 jetara, od ¢ega je 12

jetara Cinilo negativnu skupinu, a 13 jetara invadiranu.

S obzirom na sve navedeno, treba istaknuti kako u dostupnoj znanstvenoj literaturi nema

podataka o analizi proteoma jetre jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna.
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3. PRETPOSTAVKA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Primjena semi-kvantitativnog protecomskog pristupa omogucit ¢e izradu i analizu
proteomskog profila jetre jelena lopatara (Dama dama). Pretpostavka istrazivanja je da postoje
razlike u proteomskom profilu jetre izmedu kontrolne skupine jelena lopatara i jelena
invadiranih metiljem Fascioloides magna, te se kod invadirane skupine ocekuje da ce

prevladavati proteini koji sudjeluju u energetskom metabolizmu i oksidativnom stresu.
Temeljni ciljevi istrazivanja su:
a) provesti semi-kvantitativnu proteomsku analizu proteina jetre jelena lopatara
b) usporediti proteom jetre kontrolne skupine i skupine invadirane metiljem F. magna

¢) provesti bioinformaticku analizu znacajno promijenjenih proteina i bioloskih puteva

povezanih s njima.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. DIZAJN ISTRAZIVANJA I UZORKOVANJE

Ovo istrazivanje tipa slucaj-kontrola sastoji se od dvije skupine, kontrolne i1 skupine slucaj
(case). Za izracun veli¢ine uzorka za ovo istrazivanje, koristen je pristup temeljen na obradi
literaturnih podataka (RUXTON i COLEGRAVE, 2016.). Konkretno, iz prethodno objavljene
proteomske studije na divljim svinjama invadiranima metiljem F. magna (KULES i sur., 2021.)
analizirani su podaci o relativnoj zastupljenosti proteina u invadiranih i zdravih divljih svinja
pomocu on-line dostupnoga Sample Size Calculator-a
(https://clincalc.com/stats/samplesize.aspx). Uzimajuéi u obzir zeljenu statisticku snagu od
80%, $to je uobicajena razina u biokemijskim istrazivanjima, i vrijednost 0,05 kao vjerojatnost
statisticke pogreske tipa I, procijenjena veli¢ina uzorka iznosi 12 (srednja vrijednost temeljena

na svim znacajno razliitim proteinima jetre uz prosje¢nu promjenu u zastupljenosti od 30%).

Zdravstveni status jelena procijenjen je na temelju klinickog pregleda zivotinje i

makroskopskog izgleda organa (Slika 5).

Slika 5. Invadirana jetra jelena lopatara (foto: K. Jerabek)

26



Ukupno je za potrebe ovoga istrazivanja uzorkovano 13 uzoraka jetri neinvadiranih jedinki
I 14 uzoraka tkiva jetre jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna u dobi od dvije godine
ili viSe. S obzirom da je istrazivanje usmjereno isklju¢ivo na metilja F. magna, pojam
neinvadirane ili invadirane jedinke se odnosi samo na prisutnost ovoga metilja, a ne i drugih
parazita. Uzorci jetara prikupljeni su tijekom odrobljavanja Zivotinja. Svaka jetra je izrezana na
otprilike dva centimetra debele isjecke i1 temeljito obostrano pregledana na znakove prisutnosti
metilja F. magna ili Fasciola hepatica (Slika 6). Tako prikupljeni uzorci tkiva oznaceni su i

pohranjeni na - 80 °C do izvodenja daljnjih analiza.

Slika 6. Pregled jetre jelena lopatar s vidljivim propalom pseudocistom (foto: K. Jerabek)

Istrazivanje je provedeno u okviru projekta Hrvatske zaklade za znanost IP 8963
"Interakcija nositelj-parazit: odnos tri razli¢ita nositelja prema invaziji metiljem Fascioloides
magna". Povjerenstvo za etiku u veterinarstvu odobrilo je istrazivanje na 13. redovitoj sjednici
Fakultetskog vije¢a u akademskoj godini 2021./2022. odrzanoj dana 21. rujna 2022. godine
(Klasa: 640-01/22-02/11, Ur. broj: 251-61-01/139-22-61).
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4.2. PROTEOMSKE ANALIZE TKIVA JETRE
4.2.1. EKSTRAKCIJA I ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA JETRE

Proteomska analiza tkiva jetre provedena je semi-kvantitativnim proteomskim pristupom
pomocu izobarnih privjesaka koji omogucavaju multipleksiranje — istovremenu analizu deset
uzoraka (KULES i sur., 2021.).

Uzorci tkiva jetre (50 - 100 mg) homogenizirani su u 300 pl pufera za lizu (2% natrijev
dodecil sulfat (SDS, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 0.05 M ditiotreitol (DTT, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, SAD) u 0,1 M trietilamonijevom bikarbonatu (TEAB, Thermo
Scientific, Rockford, SAD) pomoéu Omni TH220 homogenizatora (Omni International,
Kennesaw, SAD), zatim dva puta sonicirani na ledu po 10 s na maksimalnoj amplitudi
(Qsonica, Newtown, SAD), te centrifugirani (16 000 x g, 4 °C, 20 min). Supernatant je odvojen
1 premjesSten u nove tubice 1 u njemu je odredena koncentracija ukupnih proteina pomocu testa

bicinhoninske kiseline (engl. BCA assay) (Thermo Scientific, Rockford, SAD).
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Slika 7. Kalibracijska krivulja za izracun ukupne koncentracije proteina u uzorcima jetre
jelena lopatara

Koncentracija ukupnih proteina odredena je slijedeéi protokol za mikrotubice. Kao standard
je koristen fetalni govedi serumski albumin (BSA, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD).
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Pripremljeno je 7 razrjedenja proteinskog standarda u koncentracijama od 0,125 mg/mL do 2
mg/mL proteina, a uzorci estrakta proteina iz tkiva jetre razrijedeni su 100 puta. U mikrotitarsku
plocicu naneseno je 25 pL standarda i uzoraka, te zatim 200 pL radnog reagensa pripremljenog
po uputama proizvodac¢a. Nakon pola sata inkubacije na 37 °C, izmjerena je apsorbancija pri
630 nm na citacu mikrotitarskih ploc¢ica (BioTek Instruments, Vermont, USA). Koncentracija
ukupnih proteina u uzorcima odredena je pomocu kalibracijske krivulje (Slika 7) izradene

pomocu programa Excel 2016 (Microsoft, Redmond, SAD).

4.2.2. DIGESTIJA PROTEINA I OBILJEZAVANJE PEPTIDA

Uzorci su potom pro¢is¢eni pomoéu FASP (engl. Filter-Aided Sample Preparation) metode
komercijalno dostupnim kolonama za ultrafiltraciju (WISNIEWSKI i sur., 2009.). FASP je
metoda koja sluzi za procisc¢avanje 1 ukoncentriravanje proteina te njihovu digestiju.
Denaturirani proteini se zadrzavaju na filteru veli¢ine pora od 10 kDa gdje se vrsi digestija

tripsinom i ispiranje soli i detergenata koji nisu kompatibilni sa spektrometrijom masa.

Iz svakog uzorka volumen koji odgovara 35 pg proteina dopunjen je do 200 ul urea puferom
(8 M urea u 0,1 M Tris-HCI-u, pH = 8.5), te prenesen na 10 kDa filtere (Microcon YM-10,
Merck Millipore). Nakon centrifugiranja (13 000 x g, 20 min, 20 °C) i ponovnog ispiranja urea
puferom, proteini su alkilirani (50 mM jodoacetamid, 20 min na sobnoj temperaturi u mraku)
(TAA, Sigma Aldrich, St. Lois, MO, SAD), dva puta isprani urea puferom, te dva puta pomocu
100 ul TEAB-a. Digestija na filteru provedena je dodatkom tripsina (1 mg/mL, inkubacija na
37 °C preko no¢i) (Trypsin Gold, Promega, Madison, SAD). Sljede¢i dan, peptidi su eluirani
uz dodatak 50 pL smjese TEAB/acetonitrila (1:1,v/v).

Reagensi s izobarnim privjescima (engl. Tandem Mass Tag 10plex, TMT, Thermo Scientific,
Rockford, IL, SAD) pripremljeni su prema uputama proizvodaca. U svaki uzorak dodano je 19
ul specificnog privjeska (60 min, na sobnoj temperaturi), a reakcija obiljezavanja je
zaustavljena dodatkom 8 ul 5% hidroksilamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Devet
nasumi¢no odabranih obiljeZenih uzoraka spojeno je s unutarnjim standardom (pool svih
uzoraka koji sluzi za normalizaciju) u jedan uzorak, osuSen pomoc¢u vakuum centrifuge te
analiziran uz pomo¢ vezanog sustava tekucinske kromatografije i tandemne spektrometrije

masa (engl. liquid chromatography with tandem mass spectrometry, LC-MS/MS).
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4.2.3. ANALIZA UZORAKA LC-MS/MS PRISTUPOM

Uzorci obiljezeni TMT-om analizirani su pomoc¢u vezanog sustava tekucinske
kromatografije i tandemne spektrometrije masa visoke rezolucije postupkom podatkovno
ovisne akvizicije (DDA, engl. Data Dependent Acquisition), kao $to je prethodno opisano u
dostupnoj literaturi (HORVATIC i sur., 2019.).

LC-MS/MS analiza TMT-om obiljezenih peptida provedena je koriStenjem Dionex
UltiMate 3000 RSLCnano sustava (Thermo Fisher Scientific, Gemering, Njemacka)
spregnutog sa spektrometrom masa Q Exactive Plus s hibridnim analizatorom masa kvadrupola
1 Orbitrapa (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Njemacka). Peptidi su otopljeni u puferu za
nanoSenje uzoraka (2% acetonitril, 0,1% mravlja kiselina) i naneseni na predkolonu (C18
PepMap100, 5 um, 100A, 300 umx5 mm), te razdvojeni na analitickoj koloni (PepMap™
RSLC C18, 50 cmx75 pm) koriStenjem gradijenta od 155 minuta. Pokretna faza A sastojala se
od 0,1% mravlje kiseline u vodi, a pokretna faza B bila je 0,1% mravlja kiselina u 80%-om
acetonitrilu (Honeywell, Charlotte, NC, SAD).

Ionizacija elektrorasprSenjem je postignuta koriStenjem nanorasprSenja Flex izvora iona
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Njemacka), koji sadrzi emiter SilicaTip (New Objective)
unutarnjeg promjera 10 pm. Spektrometrija masa je provedena u pozitivnom nacinu rada
spektrometra masa koriste¢i metodu podatkovno ovisne akvizicije DDA Top8. Napon ionskog
izvora za MS je bio + 2.00 kV, a temperatura kapilare za prijenos iona 275 °C. Spektar masa
snimljen je u rasponu od 350,0 m/z do 1800,0 m/z pri razlucivosti od 70 000, vremenu
injektiranja od 120 ms, AGC vrijednoséu 1x105, izolacijskom prozoru od + 2,0 Da i
dinamic¢kom iskljucenju od 30 s. Fragmentacija HCD provedena je pri normaliziranoj energiji
sudara (NCE) (29% i 35%) s razlu¢ivanjem od 17 500 i ciljnom vrijedno$éu AGC-a od 2x10°.
Ioni prekursori neodredenog naboja, kao i oni s nabojem +1 1 viSe od +7 bili su iskljuceni iz

daljnjeg odabira fragmentacije.

Za identifikaciju 1 relativnu kvantifikaciju proteina koriSten je SEQUEST algoritam unutar
racunalnog programa Proteome Discoverer (verzija 2.3., Thermo Fisher Scientific). Provedena
je pretraga baze podataka Cervidae preuzete s UniprotKB 9. srpnja 2021. godine, koja je
sadrzavala 105 671 unosa, prema sljede¢im parametrima: dozvoljena dva promasSena mjesta
cijepanja tripsinom, tolerancija pogreske izmjerene mase prekursora i fragmenata od 10 ppm 1

0,05 Da, karbomidometil (C) kao fiksna modifikacija peptida, oksidacija (M) i TMT 6-pleks
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(K, peptidni N-kraj) kao dinami¢ke modifikacije peptida. Postotak krivih ocitanja (engl. false
discovery rate, FDR) prilikom identifikacije peptida izracunat je putem Percolator algoritma
unutar racunalnog programa Proteome Discoverer. Kvantifikacija proteina postignuta je
usporedbom relativnih intenziteta reporterskih iona ekstrahiranih iz tandemskog masenog
spektra sa spektrima peptida odabranih za MS/MS fragmentaciju. Interni standard omogucio je
usporedbu relativnih rezultata kvantifikacije izmedu razli¢itih 10plexa. Koli¢ina proteina
normalizirana je na ukupnu koli¢inu proteina i skalirana na prosjek unutarnjeg standarda kako
bi se omogucila usporedba unutar jednog 10plexa odnosno izmedu razli¢itih 10plexa. Proteini
s najmanje dva jedinstvena peptida i 1% FDR smatrani su pouzdano identificiranima te su

koriSteni u daljnjim analizama.

4.3. STATISTICKE I BIOINFORMATICKE ANALIZE

Proteini koji su bili prisutni u najmanje 50% uzoraka ukljuceni su u daljnju statisticku
analizu. Statisticka analiza provedena je koriStenjem R softvera v.4.1.2. (R CORE TEAM,
2020.), prema prethodno objavljenom internom protokolu (KULES i sur., 2021.). Buduéi da
vecéina identificiranih proteina nije pratila normalnu distribuciju (kako je utvrdeno Shapiro-
Wilkovim testom), razlike izmedu skupina ispitane su neparametrijskim Mann—Whitneyevim
U testom, s razinom znacajnosti p < 0,05. Razlika u ekspresiji izmedu dvije skupine izracunata
je kao srednja vrijednost (skupina invadirana metiljem F. magna)/srednja vrijednost (kontrolna
skupina) 1 izraZzena na log2 skali. R paket ggplot2 v3.1.1 (WICKHAM, 2016.) koriSten je za
analizu glavnih komponenata (PCA, engl. Principal Component Analysis) i rasprSeni graficki

prikaz (engl. volcano plot).

Za bioinformaticku analizu, jedinstvena oznaka proteina prvo je pretvorena u sluzbeni
simbol gena pomocu alata za mapiranje UniProtKB ID (THE UNIPROT CONSORTIUM
2020.). Pomocu alata UniProt BLAST oznake gena zamijenjene su s najblizim podudarnim
ortologom iz baze Bos taurus (najmanje 70% podudarnosti). Kako bi se identificirala i utvrdila
uloga znacajno promijenjenih proteina izmedu dvije ispitivane skupine, kao i medusobna
povezanost u organizmu, koriStena je bioinformatiCka platforma STRINGdb v12.0

(https://string-db.org/) (SZKLARCZYK i sur.,, 2023.). Analizom proteomskih podataka

dobivamo listu gena koje mozemo povezati s molekularnim i1 bioloskim putevima te

funkcionalnim kategorijama kao Sto je genska ontologija (GO, engl. gene ontology)
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(ASHBURNER i sur., 2000.). Genska ontologija je zapravo katalogizacija odredenog gena, a
pojmovi se dijele u tri ontologije koje predstavljaju razlicite bioloske aspekte: molekularna
funkcija (MF, engl. molecular function), bioloski proces (BP, engl. biological proces) i stani¢na

komponenta (CC, engl. cellular component).

Analiza bioloskih puteva povezanih s znacajno promijenjenima proteinima jetre jelena
lopatara napravljena je pomocu alata Reactome koriste¢i humani genom kao pozadinu i putevi

s FDR < 0,05 izdvojeni su kao znacajni (GILLESPIE 1 sur., 2021.).
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5. REZULTATI
5.1. DIJAGNOZA INVAZIJE METILJEM F. MAGNA | PREGLED JETRE

Parazitoloski pregled jetre je zlatni standard u dijagnostici fascioloidoze. Jetra zivotinja
sakupljena iz podrucja na kojem je prisutna invazija pokazala je tragove zeljezo-porfirina (crni
pigment) na povrSini 1 rezovima, naslage fibrina na Glissonovoj ¢ahuri, gubitak prozirnosti i
nepravilnu povrSinu jetre (Slika 8). Prisutnost Zeljezo-porfirina karakteristi¢na je samo za
invaziju metiljem F. magna u Europi, stoga vizualni pregled s temeljitom analizom jetre na
nacin da se tkivo jetre reze na 2 cm debele isjecke koji se temeljito obostrano pregledavaju,
predstavlja najto¢niji oblik dijagnostike fascioloidoze. U migratornim kanalima pozitivnih
zivotinja koje su napravili mladi metilji utvrdene su pseudociste, mladi i odrasli metilji (Slika
9 i 10). Nasuprot tome, jetra neinvadiranih, kontrolnih zivotinja izgledala je normalno, bez

ikakvih patoloskih promjena i bez metilja F. magna.

Slika 8. Invadirana jetra jelena lopatara s vidljivim zamuéenjem kapsule, naslagama fibrina,

nepravilnom povrsinom i tragovima pigmenta zeljezo - porfirina (foto: K. Jerabek)
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Slika 9. Propala pseudocista (foto: K. Jerabek)

Slika 10. Pseudocista u jetri jelena lopatara (foto: K. Jerabek)
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5.2. REZULTATI PROTEOMSKE ANALIZE JETRE JELENA LOPATARA
PRIMJENOM TEHNIKA LC-MS/MS

Proteomskim pristupom temeljenim na obiljezavanju TMT-om, analizirano je 27 uzoraka
jetre jelena lopatara. Analiza prikupljenih podataka u Proteome Discovereru pokazala je da je
ukupno identificirano 520 proteina s pomoc¢u najmanje dva jedinstvena peptida i uz 1% FDR.
U daljnju statisticku i bioinformaticku obradu ukljuceni su samo proteini koji su bili prisutni u

najmanje 50% uzoraka.
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Slika 11. Rezultati analize glavnih komponenata u uzorcima jetre jelena lopatara
invadiranih metiljem F. magna (N = 14) i zdravih jelena (N = 13) analiziranih LC-MS
proteomskim pristupom. Crveni kruZzi¢i predstavljaju kontrolne uzorke, dok zeleni kruzi¢i

predstavljaju uzorke jetre invadiranih Zivotinja.

Analizom glavnih komponenata istrazene su unutarnje varijacije i odstupanja izmedu dviju

skupina te je pokazano pretezno jasno odvajanje kontrolne i invadirane skupine (Slika 11).
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Skupine su razdvojene na temelju glavne komponente 1 (PC1) koja je obuhvatila 13,2%
varijance cijelog skupa podataka, dok je glavna komponenta 2 (PC2) obuhvatila 8,99%

varijance.

Statisticka analiza proteina identificiranih proteomskim pristupom pokazala je da se 50
proteina razlikuje u zastupljenosti (ekspresiji) izmedu kontrolne i F. magna invadirane skupine,
pri ¢emu je 28 proteina s viSom, a 22 proteina s manjom ekspresijom u invadiranoj skupini u
odnosu na kontrolnu skupinu, $to je i prikazano u grafickom prikazu (Slika 12). U Tablici 1.
prikazani su svi znaCajno razli¢iti proteini izmedu ispitivanih skupina, zajedno s njihovim
identifikacijskim brojem proteina (engl. accession ID) iz baze UniProt, oznakom gena, nazivom

proteina, P vrijedno$¢u, te razlikom u ekspresiji (log2FC).

—log1o(P)

-0.75 -0.50 -0.25 0.00 025
log,(FC)
povecana smanjena . »
® koncentracija  ®  koncentracija ® nije znacajno

Slika 12. Rasprseni graficki prikaz (engl. volcano plot) razli¢ito eksprimiranih proteina u
jetri jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna u odnosu na kontrolnu skupinu. Plavo su
oznaceni proteini manje, a crveno viSe eksprimirani u uzorcima invadirane skupine. Sivo

oznaceni proteini nisu statisticki znacajni.
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Tablica 1. Tabli¢ni prikaz razli¢ito eksprimiranih proteina u uzorcima jetre jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna (N = 14) i zdravih
jelena (N = 13) analiziranih LC-MS proteomskim pristupom. Prikazan je identifikacijski broj proteina (engl. accession ID) iz baze UniProt,

oznaka gena, naziv proteina, P vrijednost (Mann-Whitney test) i razlika u ekspresiji (log2FC).

Jedinstvena oznaka Oznaka gena (Bos taurus) Naziv proteina log2FC P vrijednost
proteina

A0A212DF69 SHMT2 Serin hidroksimetiltransferaza 0,395 0,026
A0A212CMB3 AOA3Q1M3L6_BOVIN  Protein koji sadrzi Ig-sli¢cnu domenu* 0,375 0,000
AO0ABJ0WI00 SLC25A6 ADP/ATP translokaza 0,305 0,004
AO0A6J0ZDH8 SACM1L Fosfatidilinozitid fosfataza SAC1 izoforma X2 0,270 0,050
AOA5N3V3T4 RPL4 60S ribosomalni protein L4 0,237 0,001
AOABJOY K26 DDC Dekarboksilaza aromatske L-aminokiseline 0,218 0,043
AOABJ0Y1X6 Histon H2B 0,193 0,020
AOA5J5N9Y0 LMNB2 Lamin B2* 0,191 0,026
AO0A6JO0WPMG6 PPIB Peptidil-prolil cis-trans izomeraza 0,187 0,005
AOA5SN3VYE6G LOC781988 UDP-glukuronoziltransferaza 0,186 0,019
AO0A5J5MZE9 COL6A3 Kolagen tip VI alfa 3 lanac* 0,154 0,047
AOABJ0ZET5 CYP2C87 Citokrom P450 2C19 0,150 0,012
AOA5SN3XAY5 NIPSNAP1 Protein koji sadrzi NIPSNAP domenu 0,145 0,006
AOA5J5MNC2 FN1 Fibronektin 0,142 0,007
AOA5N3V1K9 LOC540544 UDP-glukuronoziltransferaza 0,138 0,037
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Jedinstvena oznaka Oznaka gena (Bos taurus) Naziv proteina log2FC P vrijednost
proteina

AOA5N3XWO03 FMO3 Dimetilanilin monooksigenaza [tvori N-oksid] 0,136 0,026
AO0A212D8V1 MLEC Protein koji sadrzi domenu malektina 0,130 0,018
AO0AGJOWIK2 RPS18 40S ribosomalni protein S18 0,127 0,035
A0A212CZA8 ACSM5 Acil-CoA sintetaza srednjeg lanca 5* 0,126 0,029
AOAGJOXLP6 OGDH Oksoglutarat dehidrogenaza (prijenos sukcinila) 0,123 0,014
AOA5N3XZ93 KRT18 Protein koji sadrzi IF-rod domenu 0,122 0,029
AO0A6J0VQK?2 SLC37A4 Glukoza-6-fosfat izmjenjiva¢ SLC37A4 izoforma X2 0,117 0,028
AO0AG6JO0WVV4 RPS14 40S ribosomalni protein S14 0,107 0,038
AOA6J0YL12 UBE2V1 Ubikvitin-konjugirajuéi enzim E2 varijanta 1 izoforma 0,107 0,028

X1
AO0AG6JO0WFR2 LOC530553 UDP-glukuronoziltransferaza 0,104 0,033
AOA5N3VS54 RPS6 40S ribosomalni protein S6 0,102 0,020
AOABJOWSXS8 PAPSS2 Bifunkcionalna 3'-fosfoadenozin 5'-fosfosulfat sintaza 0,066 0,040
2 izoforma X3

AOABJOXRA7 IQGAP2 Ras GTPaza-aktivirajué¢i protein IQGAP2 0,064 0,025
AOASN3VWU4 ADI1 1,2-dihidroksi-3-keto-5-metiltiopenten dioksigenaza -0,077 0,029
AO0A212CNB3 ALAD Dehidrataza delta-aminolevulinske Kkiseline -0,081 0,043
AOA5N3VCS9 AMDHD1 Imidazolonpropionaza -0,082 0,039
AOAG6JOWFH2 PAH Fenilalanin 4-monooksigenaza -0,083 0,028
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Jedinstvena oznaka Oznaka gena (Bos taurus) Naziv proteina log2FC P vrijednost
proteina

AO0A5J5MKPO MDH1 Malat dehidrogenaza -0,096 0,043
AOA5N3W8N4 HSPA9 Protein toplinskog $oka 70, mitohondrijski -0,097 0,021
AOAGJOXRA4 FH Fumarat hidrataza, mitohondrijska -0,105 0,040
AOA5SN3XVZ5 ALDHI1L1 10-formiltetrahidrofolat dehidrogenaza -0,115 0,004
AOA5N3VNB5 ETFB Beta podjedinica flavoproteina za prijenos elektrona -0,116 0,005
AOABIOWZS6 SLC27A2 Acil-CoA sintetaza dugackih lanaca -0,118 0,024
AO0A83354Q0 HSP90AA1 Protein toplinskog Soka 90-alfa* -0,125 0,021
AOASN3WFA7 IDH1 Izocitrat dehidrogenaza [NADP] -0,128 0,025
AOAGJOXRS4 YARS1 Tirozin--tRNA ligaza -0,133 0,029
AOABJO0YMV4 ALDH6A1 Metilmalonat-semialdehid dehidrogenaza [acilirajuc¢a], -0,178 0,003

mitohondrijska
AOAGJOX7H3 SUCLG2 Sukcinat--CoA ligaza [stvara GDP] podjedinica beta, -0,184 0,005
mitohondrijska

AO0AG6J0WI12 ECHS1 Enoil-CoA hidrataza, mitohondrijska -0,202 0,038
AOA5N3W122 HSPA1B Protein toplinskog Soka 70 kDa 1B* -0,223 0,014
A0A6J0Y Q06 DPYD Dihidropirimidin dehidrogenaza [NADP(+)] -0,251 0,048
A0AGJ0Y7Z9 LOC527068 Dihidrodiol dehidrogenaza 3-sli¢na -0,259 0,015
AOA5J5N 143 AGXT Serin-piruvat aminotransferaza -0,281 0,030
AOA5N3WB21 FGA Alfa lanac fibrinogena -0,489 0,033
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Jedinstvena oznaka Oznaka gena (Bos taurus) Naziv proteina log2FC P vrijednost
proteina
AOAGJOYKYO PTGR1 Prostaglandin reduktaza 1 -0,554 0,009

*nakon BLAST analize
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5.3. REZULTATI BIOINFORMATICKE ANALIZE PROTEINA JETRE JELENA
LOPATARA

Za bioinformaticku analizu, koriStena je bioinformaticka platforma STRINGdb v12.0

(https://string-db.org/). Baza podataka STRING sustavno prikuplja i integrira protein-protein

interakcije, kako fizicke interakcije tako i funkcionalne asocijacije. Podaci potjecu iz brojnih
izvora: automatiziranog pregleda teksta znanstvene literature, racunalnog predvidanja
interakcije iz ko-ekspresije, o¢uvanog genomskog konteksta, baze podataka eksperimenata
interakcije i poznatih kompleksa/putova iz odabranih izvora (SZKLARCZYK i sur., 2023.).
Sve te interakcije se kritiCki procjenjuju, ocjenjuju i zatim automatski prenose na manje
proucene organizme pomocu hijerarhijskih ortoloskih informacija. Jedna od jedinstvenih
znacajki STRING-a je njegova podrska za veliki izbor nemodelnih organizama: trenutna verzija
baze podataka sadrZi protein-protein interakcije (i funkcionalne opise proteina) za vise od 10
000 razli¢itih genoma. STRING koristi genome iz autoritativnih izvora, ukljucuju¢i Ensembl
(CUNNINGHAM i sur., 2022.), UniProtKB referentne proteome (UniProt Consortium, 2021.)

1,,reprezentativne genome* postavljene u bazi podataka proGenomes (MENDE i sur., 2020.).
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Metabolicki procesi dusikovih spojeva
Primarni metabolicki procesi

Stanic¢ni metabolicki procesi

Metabolicki procesi organskih tvari

Metabolicki procesi

o
(6]
=
o
=
(9]

20

Broj gena

N
vl
w
o
w
[
N
o

Slika 13. Graficki prikaz ontologije za bioloski proces razli¢ito eksprimiranih proteina u
uzorcima jetre jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna i zdravih jelena dobiven koriste¢i
platformu STRINGdb v12.0. Prikazani su samo pojmovi genske ontologije koji sadrzavaju 20

1 viSe gena.
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Provedena je analiza genske ontologije pri ¢emu su koriStena imena gena razlicito
eksprimiranih proteina. Genska ontologija za bioloski proces pokazala je da je najveci broj gena
(N = 37) ukljucen u metaboli¢ke procese, i to metabolicke procese organskih tvari (N = 35),
stanicne metabolicke procese (N = 34), te metabolicke procese dusikovih spojeva (N = 27).

Rezultati genske ontologije za bioloski proces prikazani su na Slici 13.

Rezultati analize genske ontologije za stani¢nu lokalizaciju pokazali su da najvise razli¢ito

eksprimiranih proteina ima porijeklo iz citoplazme (N = 41) i mitohondrija (N = 14) (Slika 14).
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Slika 14. Graficki prikaz genske ontologije za stani¢nu lokalizaciju razli¢ito eksprimiranih
proteina u uzorcima jetre jelena lopatara invadiranin metiljem F. magna i zdravih jelena
dobiven koriste¢i platformu STRINGdb v12.0.

Analiza genske ontologije za molekularnu funkciju razli¢ito eksprimiranih proteina
pokazala je da su najzastupljeniji proteini s katalitickim djelovanjem (N = 33) i oksidoreduktaze
(N =13) (Slika 15).

42



35

30

25

20

15

Broj gena

10

X X 2> 2 e
(\o"’ S & ) Qg;\, &
oS & & N &
S X & S S
S & N o 2
N & ) & &
S \
XS o) © & @)
NG & o o &
S » & ?
& <0 NS o
9 o ¥ xS
N &
S Q
= BN
&
)
2
§Q’

Slika 15. Graficki prikaz genske ontologije za molekularnu funkciju razli¢ito eksprimiranih
proteina u uzorcima jetre jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna i zdravih jelena
dobiven koriste¢i platformu STRINGdb v12.0.

Analiza bioloskih puteva povezanih s razlicito eksprimiranim proteinima u uzorcima jetre
jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna i zdravih jelena napravljena je uz pomoc¢
bioinformatickog alaza Reactome, te su se 48 bioloskih puteva pokazali znacajnima (FDR <
0,05). Na Slici 16. prikazani su znacajno promijenjeni bioloski putevi koji ukljucuju 5 i vise
gena. Dobiveni rezultati ukazuju da F. magna invazija najvise utjeCe na metabolizam (N = 33),

stani¢ne odgovore na stres (N = 14), podrazaje (N = 14) i toplinski stres (N = 8).
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Interakcije SARS-CoV-2-domacdin
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Slika 16. Prikaz zna¢ajno obogacéenih bioloskih puteva s najmanje 5 gena po putu povezan

s F. magna invazijom kod jelena lopatara napravljen pomocu alata Reactome.

Medusobna povezanost znacajno promijenjenih proteina izmedu dvije ispitivane skupine
vidljiva je na mreznom prikazu (Slika 17.), gdje se uoCava povezanost i interakcija razli¢ito
eksprimiranih proteina u uzorcima jetre jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna i zdravih

jelena.
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Slika 17. Mrezni prikaz povezanosti i interakcija razliCito eksprimiranih proteina u

uzorcima jetre jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna i zdravih jelena dobiven koristeci
platformu STRINGdb v12.0. Puni nazivi gena nalaze se u Tablici 1.
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6. RASPRAVA

Tijekom dugog niza godina divlje Zivotinje su prepoznate kao potencijalni izvor razli¢itih
bolesti za domace zivotinje i l[jude (MCCALLUM I DOBSON, 1995.; DASZAK 1 sur., 2000.).
S razvojem proteomike i njenom sve ve¢om dostupnoséu, mnoge prednosti primjene
proteomike na ne-modelnim organizmima dolaze do izrazaja. Proteomska analiza divljih
zivotinja otvara nove mogucnosti u biomedicinskim istrazivanjima, poljoprivredi i sigurnosti
hrane (HECK | NEELY, 2020.). S obzirom na pristup Jedno zdravlje i nedavnu pandemiju
SARS-CoV-2, istrazivanje divljih Zivotinja postaje sve vaznije za proucavanje zoonoza. Ovo je
posebno istaknuto kada su u pitanju unosi neautohtonih vrsta parazita na odredeno podrucje.
Jedan takav primjer je unos velikog ameri¢kog jetrenog metilja u Europu iz Sjeverne Amerike.
Patoloske promjene, klini¢ki znakovi i ishod invazije parazitom F. magna usko su povezani s
vrstom nositelja (kona¢ni, aberantni i tipa slijepa ulica) te njihovom razli¢itom tolerancijom na
invaziju. Opsezna proteomska istrazivanja na razli¢itim vrstama nositelja bit ¢e od klju¢ne
vaznosti za naSe razumijevanje parazitskih invazija, predikciju zoonoza i identifikaciju

mogucih terapija.

Proteomsko profiliranje jetre kod jelena lopatara u ovom istrazivanju omogucilo je uvid u
slozene meduodnose nositelja i parazita. Proteomskim pristupom temeljenim na obiljezavanju
TMT-om, analizirano je 27 uzoraka jetre jelena lopatara. Analiza prikupljenih podataka
pokazala je da je ukupno identificirano 520 proteina s pomoc¢u najmanje dva jedinstvena peptida
1uz 1% FDR. Daljnja statisticka analiza pokazala je da se 50 proteina razlikuje u zastupljenosti
izmedu kontrolne i F. magna invadirane skupine, pri ¢emu je 28 proteina viSe, a 22 proteina

manje zastupljeno u invadiranoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu.

Studija proteoma jetre divljih svinja invadiranih parazitom F. magna pokazala je da su svi
diferencijalni proteini bili manje eksprimirani u invadiranih svinja u usporedbi s onima bez
invazije (KULES i sur., 2021.). Nedavno istrazivanje provedeno od strane SIMONJI i sur.
(2022.) analiziralo je promjene u proteomu jetre obi¢nih jelena nakon invazije velikim
americkim metiljem, gdje su identificirana 234 proteina s razli¢itom razinom ekspresije izmedu
kontrolne i pokusne skupine. Invazija metiljem imala je utjecaj na vise od 50% proteoma, s
promjenama u oba smjera u usporedbi s kontrolnom skupinom. U istraZivanju na jelenu lopataru
takoder su uocene promjene u ekspresiji proteina u oba smjera, ali u manjem opsegu nego kod

jelena obi¢nog (oko 10% proteoma). Ipak, interpretacija rezultata zahtijeva oprez s obzirom na
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to da su u oba istrazivanja proucavani prirodno invadirani slobodno Zive¢i jeleni s razli¢itim

stupnjevima invazije i varijabilnosti medu pojedina¢nim zivotinjama.

Jeleni lopatari su konac¢ni nositelji za metilja F. magna. S obzirom na tropizam parazita,
promjene u bioloskim putovima unutar jetrenog tkiva predstavljaju primarni cilj istrazivanja.
Jetra nudi povoljno imunolosko okruzenje za parazite koji su razvili slozene i viSeslojne
mehanizme s moguénos$¢u moduliranja odgovora nositelja kako bi suzbili invaziju i popravili
oStecenja tkiva. Jetra je najveca Zlijezda u organizmu i odgovorna je za proizvodnju vecine
proteina seruma, uklju¢ujué¢i hormone, proteine nosace, apolipoproteine, kao i ¢imbenike
potrebne za zgrusavanje krvi i fibrinolizu. Kao metabolicko srediSte organizma sisavaca, jetra
obavlja Sirok raspon bioloskih funkcija, poput metabolizma aminokiselina, masnih kiselina i

ugljikohidrata; sinteze Zu¢nih kiselina i hormona; biogeneze lipoproteina; te detoksikacije

ksenobiotika (HE, 2005.).

Jetra takoder predstavlja jedinstveno okruzenje za razvoj i funkciju imunosnog odgovora.
Patoloski uvjeti poput akutnog i kroni¢nog upalnog procesa jetre, a koji izmedu ostaloga mogu
biti uzrokovani parazitima koji ulaze u jetru, dovode do postupne parcijalne ili potpune
disfunkcije jetre. Jetra ima veliku sposobnost regeneracije i zamjene parenhimskih stanica
nakon akutne ozljede (prodiranja i migracije jetrenog metilja), dok je u kroni¢noj upali zbog
trajne ozljede (parazit smjesten u jetri) oStecenje hepatocita progresivno i na kraju dovodi do
stvaranja fibroznog tkiva. Rezultati ovoga istrazivanja pokazali su da su proteomski profili jetre
kontrolnih 1 invadiranih jelena lopatara pretezno jasno odvojeni, iako dolazi do blagog
preklapanja, Sto je u skladu s klinickim simptomima, odnosno nedostatkom istih kod kona¢nog

nositelja ovog parazita (Slika 11).

Genska ontologija za bioloski proces pokazala je da je najveci broj razli¢ito eksprimiranih
proteina izmedu invadirane i1 kontrolne skupine uklju¢en u metabolicke procese, 1 to
metaboli¢ke procese organskih tvari i stanicne metaboli¢ke procese. I analiza bioloskih puteva
pokazala je da je metabolizam najdominantnija kategorija medu razli¢ito eksprimiranim
proteinima jetre jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna i zdravih jelena. Tako su
identificirani proteini koji sudjeluju u metabolizmu ugljikohidrata, aminokiselina i masnih
kiselina, enzimi ciklusa limunske kiseline, oksidativne fosforilacije i beta oksidacije (medu
ostalima: ADP/ATP translokaza, acil-CoA sintetaza srednjeg lanca, malat dehidrogenaza,
fumarat hidrataza, beta podjedinica flavoproteina za prijenos elektrona, acil-CoA sintetaza

dugackih lanaca, izocitrat dehidrogenaza, enoil-CoA hidrataza).
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Jetra je kljucni organ u energetskom metabolizmu organizma te ima vaznu ulogu u
proizvodnji, skladiStenju i regulaciji razli€itih tvari koje su klju¢ne za odrzavanje energetske
ravnoteze tijela. Masne kiseline se razgraduju u mitohondrijima putem beta-oksidacije, $to
rezultira stvaranjem acetil-CoA i NADH-a koji se koriste u Krebsovom ciklusu za proizvodnju
ATP-a. Ovi procesi energetskog metabolizma jetre su temeljni za odrzavanje homeostaze i
osiguravanje energije potrebne za normalno funkcioniranje organizma. U ovom istraZivanju
pokazana je smanjena ekspresija raznih enzima ukljucenih u metabolizam ugljikohidrata,
Krebsov ciklus i oksidativnu fosforilaciju kod jelena lopatara invadiranih metiljem F. magna.
Ovi su rezultati u skladu s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala promjene u energetskom
metabolizmu u jetri divljih svinja i jelena obi¢nih invadiranih metiljem F. magna (KULES i
sur., 2021.; SIMONIJI i sur., 2022.). Takoder, u bivola invadiranih parazitom F. gigantica,
smanjena regulacija procesa povezanih s metabolizmom u jetri bila je istaknuta u svim
vremenskim to¢kama (ZHANG 1 sur., 2019.). Promjene u energetskom metabolizmu jetre
dokumentirane su u razliitim parazitskim invazijama, ukljucuju¢i invaziju metiljem F.

hepatica u jetri ovaca i Stakora (RULE i sur., 1989.; LENTON i sur., 1995.)

Znacajan broj razli¢ito eksprimiranih proteina bio je povezan s metabolizmom lipida i
metabolizmom masnih kiselina. Tijekom svog razvoja u jetri, spolno nezreli metilji prelaze s
oslanjanja na endogene izvore energije na ovisnost o hranjivim tvarima iz nositelja. Imaju
izrazito smanjen metabolizam lipida zbog nemoguc¢nosti procesa beta-oksidacije (FIGUEROA.-
SANTIAGO i ANA, 2014.). Beta-oksidacija je katabolicki proces koji razgraduje masne
kiseline u acetil-CoA i omoguéuje proizvodnju energije. DugolanCane masne kiseline
esencijalni su izvor energije za jetrene metilje (TIELENS, 1999.). Promjene u ekspresiji
proteina povezanih s beta-oksidacijom i metaboli¢kim procesima lipida naglasava metabolicke
poremecaje u jetri invadiranog jelena zbog prisutnosti parazita. Slicni rezultati pronadeni su i u
proteomskom profilu jetre jelena obi¢nih invadiranih metiljima (SIMONIJI i sur., 2022.). Sve
navedene promjene sugeriraju na strukturne i funkcionalne promjene jetre tijekom invazije

metiljem F. magna u jelena lopatara, $to dovodi do promjena u proizvodnji stani¢ne energije.

Genska ontologija za stani¢nu lokalizaciju pokazala je da najveéi broj razliito
eksprimiranih proteina izmedu invadirane i1 kontrolne skupine ima porijeklo iz citoplazme i
mitohondrija. Vecina tih proteina odnosi se na enzime ukljuene u energetski metabolizam

organizma.
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Analiza genske ontologije za molekularnu funkciju razli¢ito eksprimiranih proteina
pokazala je da su najzastupljeniji proteini s katalitickim djelovanjem i oksidoreduktaze.
Oksidativni stres prepoznat je kao znacajan klinicki i biokemijski mehanizam patogeneze
bolesti te prva linija imunosnog odgovora (BECKER i sur., 2004.). Nastaje zbog poremecene
ravnoteze oksidacijsko-redukcijskih procesa uzrokovanog prekomjernom proizvodnjom
slobodnih reaktivnih radikala kisika (ROS), smanjenja antioksidativne zaStite 1i/ili
nemogucnosti popravka oksidativnog ostecenja (KELLY i sur., 1998.). Stvaranje slobodnih
radikala, koji induciraju peroksidaciju lipida u organima, tkivima i stanicama, jedan je od
mehanizama patogeneze parazitarnih invazija. Prethodne studije su izvijestile 0 smanjenoj
aktivnosti antioksidativnih enzima uslijed parazitskih invazija. Invazija metiljem F. hepatica
rezultira smanjenjem antioksidativnih sposobnosti kod ljudi (KAYA i sur., 2007.) i Stakora
(KOLODZIEJCZYK i sur., 2005.; KOLODZIEJCZYK i sur., 2006.).

Kod stakora invadiranih metiljem F. hepatica, promjene antioksidativnih sposobnosti jetre
ukljucuju smanjenje aktivnosti glavnih antioksidativnih enzima kao S§to su superoksid
dismutaza, glutation peroksidaza i glutation reduktaza, te smanjenje sadrzaja neenzimskih
antioksidansa (glutation, vitamini C, A i E), s izuzetkom katalaze koja je pokazala poveéanu
aktivnost (KOLODZIEJCZYK i sur., 2005.). Kod jelena obi¢nog s fascioloidozom takoder su
uodene promjene antioksidativnih enzima u jetri kao posljedica invazije (SIMONIJI i sur.,
2022.). Kod divljih svinja invadiranih metiljem F. magna, uocene su promijenjene ekspresije
peroksiredoksina (PRDX2, PRDX3), te enzima glutation S-transferaza i glutation peroksidaza
1 (KULES i sur., 2021.). Za razliku od navedenih istrazivanja, u ovom istrazivanju nisu

zabiljezene promjene u ekspresiji navedenih antioksidativnih enzima.

Medu oksido-reduktazama s promijenjenom ekspresijom kod jelena lopatara invadiranih
metiljem F. magna isti¢u se proteini koji sudjeluju u metabolizmu ksenobiotika poput ¢lanova
sustava citokroma P450 (CYP2C8T), flavin monooksigenaza (FMO3, PAH) i sli¢nih proteina
(UDP-glukuronoziltransferaze). Osnovna uloga enzima citokroma P450 je metabolizam
lijekova 1 ksenobiotika kojim se strani spojevi degradiraju ili izlu€uju iz organizma, te
biosinteza signalnih molekula poput steroidnih hormona i vitamina topivih u mastima koji
sudjeluju u kontroli razvoja i odrzavanju homeostaze organizama (WILLIAMS i sur., 2000.).
Ove monooksigenaze metaboliziraju Siroki raspon spojeva, od endogenih lipida do

ksenobiotika. Flavin monooksigenaze (FMO) su, uz sustav citokroma P450, drugi vazan sustav
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mikrosomalnih enzima uklju¢enih u proces metabolizma ne-nutritivnih stranih spojeva odnosno
ksenobiotika (ESWARAMOORTHY i sur., 2006.).

Ekspresija enzima citokroma P450 (CYPs) uglavnom je bila smanjena u jetrenom tkivu
tijekom odgovora nositelja na upalu ili invaziju i rezultirala otpustanjem toksina, kao S$to je
pokazano u fasciolozi Stakora (GALTIER 1 sur., 1985.; GALTIER i sur.,, 1991,
STAVROPOULOU i sur., 2018.). Enzimi koji sudjeluju u metabolizmu ksenobiotika pokazali
su znacajne promjene kod jelena i divljih svinja koji su bili invadirani velikim ameri¢kim
metiljem, te kod ovaca invadiranih metiljem F. hepatica (ALVAREZ ROJAS i sur., 2015;
KULES i sur., 2021; SIMONII i sur., 2022.). U okviru programa suzbijanja bolesti Zivotinja,
bili su dostupni ljekoviti mamci s triklabendazolom, antiparazitskim lijekom. Medutim,
uporaba triklabendazola u endemskim podru¢jima fascioloidoze dovela je do razvijanja jetrenih
metilja otpornih na ovaj spoj. Brojna in vitro i in vivo istrazivanja istaknula su ulogu sustava
CYP450 u razvoju rezistencije na antiparazitske lijekove (DEVINE i sur., 2010., 2011., 2012.).
Enzimski sustav flavin-monooksigenaza (FMO) pokazao se kao glavni metaboli¢ki put
uklju€en u stvaranje otpornosti na triklabendazol (ALVAREZ 1 sur., 2005.). Nasi rezultati
podupiru hipotezu o sudjelovanju ovih proteina u razvoju otpornosti na lijekove, S$to sugerira

potrebu za daljnjim istrazivanjima.

Kao znacajno obogaceni bioloski putevi u jetri jelena lopatara pokazali su se procesi vezani
uz imunosni sustav i odgovor imunosnog sustava, kao Sto su stani¢ni odgovori na stres,

podrazaje 1 toplinski stres, te degranulacija neutrofila.

Jetra pruza povoljno imunoloSko okruzenje za parazite koji su razvili sloZene i viSestruke
mehanizme kako bi modulirali odgovor nositelja i suprotstavili se invaziji te popravili oSte¢enja
tkiva (McNEILLY i NISBET, 2014.; DESLYPER i sur., 2019.). Utvrdeno je da helminti,
unato¢ svojoj veli¢ini i lokalnoj te sistemskoj migraciji kroz tijelo nositelja, razvijaju razlicite
mehanizme za izbjegavanje imunosnog odgovora nositelja kako bi osigurali svoj opstanak
(ALLEN i MAIZELS, 2011.). Ostec¢enja nositelja nastaju ne samo mehani¢kim i kemijskim
djelovanjem, ve¢ i imunosnim odgovorom nositelja. Primjerice, invazija metiljem F. hepatica
povezana je s snaznim Th2 odgovorom koji je opcéenito tipican za mnoge helminte, dok je
proinflamatorni Th1 odgovor potisnut (O’NEILL i sur., 2000.; VALERO i sur., 2017.). Th2
odgovor povezan je s proizvodnjom citokina (IL-4 i IL-13) koji doprinose protuupalnom uc¢inku

(DALTON i sur., 2013.). Ovaj imunosni obrazac sprje¢ava ozbiljno oStecenje tkiva nositelja
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(DALTON i sur., 2013.; HILL i sur., 2007.), dok osigurava dugovje¢nost parazita u svom
nositelju (McSORLEY i sur., 2013.).

Nasi rezultati podudaraju se s prethodnim nalazima o imunosnom odgovoru na parazitske
bolesti. Znacajno promijenjeni bioloski putevi, poput stani¢nog odgovora na podrazaje,
stani¢nog odgovora na stres, stani¢énog odgovora na toplinski stres, te degranulacija neutrofila,
potvrduju da je imunosni odgovor izazvan invazijom metiljem F. magna povezan s urodenim

imunosnim odgovorom.

Medu proteinima s znacajno razli¢itom ekspresijom izmedu ispitivanih skupina, nalazi se
nekoliko ¢lanova proteina toplinskog Soka (HSPA9, HSP90OAA 1, HSP1B). Proteini toplinskog
Soka (engl. heat-shock proteins, HSPs) ili proteini stresa, velika su obitelj evolucijski visoko
oCuvanih i imunogenih proteina s kljuénim ulogama u prezivljavanju i razvoju stanica
(ABAZA, 2014.). Djeluju kao molekularni Saperoni i imaju klju¢nu ulogu u stanicnom
odrzavanju strukture proteina. Kontroliraju pravilno smatanje proteina, odrzavanje njihove
trodimenzionalne konformacije, sastavljanje multiproteinskih kompleksa, transport proteina u
ispravne subcelularne odjeljke pa sve do razgradnje nepravilno smotanih proteina koji mogu
biti Stetni za stanicu. Takoder, imaju ulogu u pojacavanju imunosnog odgovora nositelja, i
predstavljaju dominantne antigene u mnogim bolestima (TSAN i GAO, 2009.). HSP70 i HSP90
posreduju izmedu urodenog i ste¢enog imunosnog odgovora putem aktivacije limfocita i stanica
koje predstavljaju antigen kao $to su dendriti¢ne stanice (MCNULTY i sur., 2013.). Oni su
snazni stimulatori urodenog imunosnog odgovora, omogucujuéi proizvodnju proupalnih

citokina, aktivaciju kao i izlu¢ivanje interferona (IFN)-y (BRELOER i sur., 2001.).

Nekoliko ¢lanova obitelji HSP-a identificirano je s pove¢anom ekspresijom kod jelena
obi¢nog invadiranog metiljem F. magna (HSP90AALl, HSP90AB1, HSP90B1, HSPAOY,
HSPD1) u usporedbi s neinvadiranim jelenima, $to ukazuje na imunosni odgovor nositelja i
oste¢enje tkiva zbog parazita (SIMONIJI i sur., 2022.). S druge strane, kod divlje svinje,
nositelja tipa slijepa ulica za F. magna, nadene su nize vrijednosti ovih proteina u usporedbi s
kontrolama (KULES i sur., 2021.). U nasem istraZivanju, smanjena ekspresija ovih proteina
upucuje na supresiju Thl imuniteta, ¢ija je uloga orkestrirati zastitne proupalne imunosne

odgovore.

Veliki broj razli¢ito eksprimiranih proteina medu ispitivanim skupinama pripadao je

ribosomalnim proteinima (RPL4, RPS18, RPS14, RPS6), komponentama nukleosoma (histon
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H2B), translacijskim enzimima (tirozin-tRNA ligaza), te podjedinicama proteasoma

(UBE2V1), odnosno proteinima uklju¢enima u sintezu i razgradnju proteina.

Sinteza proteina na ribosomima temeljni je bioloski proces koji je usko povezan s rastom i
proliferacijom stanica i smatra se jednim od procesa koji troSe najviSe energije u
proliferiraju¢im stanicama sisavaca (MOSS, 2004.; THOMPSON i sur., 2013.; KANG i sur.,
2021.). Pored sinteze proteina, mnogi ribosomalni proteini reguliraju apoptozu i stani¢ni ciklus
(BHAVSAR i sur., 2010.). Migracija juvenilnih stadija metilja F. hepatica unutar jetre
povezana je S pove¢anom sintezom proteina, odnosno intenzivnom translacijskom aktivno$cu

(CWIKLINSKI i sur., 2021.).

Selektivna razgradnja proteina, koja se odvija kroz ubikvitin-proteasomski sustav (UPS),
kriti¢na je za veéinu stani¢nih procesa, kao §to su stani¢ni ciklus, stani¢ni odgovor na stres i
izvanstani¢ne efektore, modulaciju receptora stani¢ne povrsine, ionskih kanala, i popravak
DNA (SCHWARTZ i CIECHANOVER, 1999.; YEN i sur., 2008.). UPS takoder ima klju¢nu
ulogu u povezivanju stani¢nog ciklusa s metabolickim aktivnostima kroz kontrolu izmjene
proteina (BENANTI, 2012.). Veliki broj znacajno promijenjenih proteina povezanih s
translacijskim procesima, kao i proteina vezanih uz proteasomski sustav naden je i u jetri jelena

obi¢nog invadiranog parazitom F. magna (SIMONJI i sur., 2022.).

Navedeni rezultati upucuju da kontrola izmjene proteina sluzi kao mehanizam odgovora

nositelja na promjene u okoliSu uzrokovane invazijom F. magna.

Zbog sposobnosti metilja F. magna da izbjegne imunosne mehanizme, fascioloidoza se
odrzava kao kroni¢na invazija. Paralelno s kontinuiranom upalnom ozljedom, ekstracelularni
matriks se nakuplja u jetrenom parenhimu, postupno zamjenjujuci funkcionalno tkivo jetre Sto
rezultira fibrozom (FAGONE i sur., 2015.). U ovom istrazivanju identificirano je nekoliko
proteina povezanih s fibrozom, preuredenjem citoskeleta i nakupljanjem ekstracelularnog

matriksa, kao Sto su fibronektin (FN) 1 kolagen tipa VI (COL6A3).

Fibronektin je multifunkcionalni glikoprotein i komponenta ekstracelularnog matriksa koji
se nalazi u staniénoj membrani i citoplazmi. Potreban je za in vitro i in vivo sastavljanje
kolagenskog matriksa (KAWELKE i sur., 2011.). Pored toga, fibronektin je povezan s
progresijom stani¢nog ciklusa, sudjeluje u adheziji 1 proliferaciji stanica te ima vaznu ulogu u

progresiji fibroze. Iako je kolagen glavna komponenta ekstracelularnog matriksa fibroti¢nog
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tkiva, prekomjerno nakupljanje fibronektina dogada se prije nakupljanja kolagena. Promjene u
jetrenom arhitektonskom sustavu nastaju zbog kombiniranog povecanja sinteze proteinskih
komponenti citoskeleta i nesposobnosti razgradnje tih proteina, §to rezultira fibrozom jetre. In
Vivo i in vitro istrazivanja su pokazala da povecana ekspresija fibronektina dosljedno odrazava
stupanj fibroze jetre i stupanj nakupljanja ekstracelularnog matriksa, te je vazan marker jetrene
fibroze (LIU i sur., 2016.).

Sli¢ne promjene proteina povezanih s fibrozom jetre i nakupljanjem ekstracelularnog
matriksa u jetrenom parenhimu pronadene su i kod jelena obi¢nog invadiranog parazitom F.
magna (SIMONIJI i sur., 2022.). Stoga ovi rezultati upuéuju na lokalni odgovor na migraciju
metilja kroz jetru i kontinuirani proces remodeliranja ekstracelularnog matriksa kao odgovor

na invaziju F. magna.

Razumijevanje mehanizama kroz koje nositelj reagira na jetrene metilje kljuéno je za
pracenje bolesti, kao i za razvoj u¢inkovitih novih intervencija protiv istih. Ovo proteomsko
istrazivanje invazije metiljem F. magna kod jelena lopatara predstavlja vrijedan doprinos u
razumijevanju patogeneze jetrene metiljavosti. Patogeneza fascioloidoze kod konac¢nih
nositelja povezana je s oSteCenjem jetre zbog prisutnosti pseudocista, kao i s imunosnim
reakcijama nositelja na molekule izlu¢ene od strane parazita. NaSe istrazivanje pokazalo je da
je kroni¢na invazija metiljem F. magna povezana s imunosnim odgovorom kod kona¢nog
nositelja, oksidativnim stresom, fibrozom, translacijskom aktivno$éu i promjenama u
energetskom metabolizmu u jetri. Identificirani proteini i povezani bioloski putevi predstavljaju

vrijedan doprinos razumijevanju interakcija nositelj-parazit i patogeneze fascioloidoze.
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7. ZAKLJUCCI

Analiziranjem rezultata dobivenih u ovom istrazivanju te njihovom usporedbom s drugim

istrazivanjima moguce je iznijeti sljedece zakljucke:

» Proteomskim pristupom temeljenim na obiljezavanju TMT-om, te LC-MS/MS
analizom identificirano je 520 proteina s pomocu najmanje dva jedinstvena peptida i uz 1%
FDR u jetri jelena lopatara, a 50 proteina je pokazalo znacajne razlike u ekspresiji izmedu
kontrolne skupine i skupine invadirane velikim americkim metiljem Fascioloides magna.

» Genska ontologija za bioloski proces pokazala je da je najveci broj diferencijalnih
proteina ukljucen u metabolicke procese, a rezultati analize genske ontologije za molekularnu
funkciju razli¢ito eksprimiranih proteina pokazala je da su najzastupljeniji proteini s
katalitickim djelovanjem i oksidoreduktaze.

» Kao znacajno obogaceni bioloski putevi u jetri jelena lopatara pokazali su se procesi

vezani uz energetski metabolizam i odgovor imunosnog sustava.

Iz svega navedenog proizlazi da je istrazivanje potvrdilo pocetne pretpostavke: u
proteomskom profilu jetre izmedu kontrolne skupine jelena lopatara i jelena invadiranih s F.
magna postoje razlike te kod invadirane skupine prevladavaju proteini koji sudjeluju u

energetskom metabolizmu i oksidativnom stresu.
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