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1. Uvod

1.1 Signalni rak — invazivna strana vrsta slatkovodnih ekosustava Europe

Slatkovodni ekosustavi zauzimaju tek 0.8% Zemljine povrSine te 0.01% vode na Zemlji a
staniSte su trecini vrsta kraljeSnjaka 1 jo§ neprocijenjenom broju endemi¢nih vrsta beskraljesnjaka.
Slatkovodna staniSta su pod velikim antropogenim pritiskom zbog brojnih usluga koje pruzaju
covjeCanstvu, a glavni se pritisci mogu svrstati u pet kategorija: prekomjerno iskoriStavanje,
mijenjanje toka vode, zagadenje vode, uniStavanje staniSta te invazija stranih vrsta (Dudgeon i sur.
2006). Invazivne strane vrste su alohtone vrste koje u nova staniSta najcesce introducira ¢ovjek, a
one svojim Sirenjem u novom podru¢ju negativno utjecu na lokalnu bioraznolikost, funkcije
ekosustava, stvaraju ekonomsku Stetu ili Stete ljudskom zdravlju. Uz ostale globalne probleme
poput gubitka staniSta, klimatskih promjena, zagadenja i direktnog iskoriStavanja divljih vrsta,
invazivne strane vrste su jedna od najvec¢ih direktnih prijetnja bioraznolikosti, isto vrijedi i1 za
slatkovodne ekosustave koji imaju veliku raznolikost ali su izrazito osjetljivi i ugroZeni

(MINGOR).

U slatkovodnim sustavima Europe nalazi se pet autohtonih vrsta od kojih su Cetiri zasSti¢ene
na nacionalnoj i medunarodnoj razini zbog pada brojnosti njihovih populacija, te viSe od deset
invazivnih stranih vrsta (Holdich i sur. 2009, Kouba i sur. 2014). Slatkovodni deseteronozni rakovi
imaju ekolosku ulogu klju¢nih vrsta jer vrlo dugo zive (ovisno o vrsti: 2-20 godina), omnivori su
¢ime utjeCu na sastav zajednica drugih beskraljesnjaka predacijom, smanjuju algalni obrastaj i
opskrbljuju filtratore i sakupljace sitnim organskim cesticama usitnjavajuci listinac, te utjecu na
populacije vodozemcaca i riba zbog predacije njihovih jaja (Nystrom i sur. 1996, Reynolds i sur.
2013). Rakovi su takoder plijen ve¢im ribama poput Stuke i vidrama. Deseteronozni rakovi su isto
tako ekoloski inzenjeri zbog bioturbacije koju vrSe kada se ukopavaju u sediment, te ukopavanjem

u obale rijeka mogu utjecati na njihovu stabilnost i dovesti do erozije (Faller i sur. 2016).

Signalni rak, Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852), je najrasprostranjenija invazivna
slatkovodna vrsta raka u Europi (Holdich i sur. 2009, Kouba i sur. 2014; Slika 1). Vrsta je unesena
u Europu uvozom u Svedsku 1959. godine kako bi nadomijestila znatno smanjene populacije

autohtone vrste rakova (Astacus astacus (Linnaeus 1758)) koje je usmrtila bolest ra¢ja kuga. U



Svedskoj, Finskoj i Poljskoj konzumacija rije¢nih rakova je ¢esta stoga je ova vrsta uvezena zbog
svoje otpornosti na bolest ra¢je kuge (Holdich i sur. 2009). U ostatak Europe dospio je uvozom iz
Svedske ili SAD-a, te ilegalno, i do 2014. godine je veé rasprostranjen po vecini Europe i prisutan

je unajmanje 29 zemalja Europske Unije (Holdich i sur. 2009, Kouba i sur. 2014; Slika 2).

Slika 1. Signalni rak, Pacifastacus leniusculus, prepoznatljiv po svijetlo plavoj mrlji na bazi pomi¢nog prsta

klijesta. Slikala: Sandra Hudina.

Slika 2. Prisutnost signalnog raka u Europi 2014. god. Slika preuzeta iz rada Koube i suradnika 2014.

Signalni rak je dolaskom u Europu donio i probleme jer su istrazivanja pokazala da signalni

rakovi konzumiraju vise beskraljesnjaka, biljaka i algi od autohtonih vrsta rakova ¢ime je njihov
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utjecaj na zajednicu destruktivniji (Crawford 1 sur. 2006, Nystrom i sur. 1999, Nystrom i Strand
1996, Vaellen 1 Hollert 2015). Isto tako ova vrsta raste brze, ranije doseze spolnu zrelost i ima veci
fekunditet od autohtonih vrsta rakova (Holdich i sur. 2014). Takoder signalni rak je agresivnija
vrsta od autohtonih vrsta rakova §to je pokazano laboratorijskim istrazivanjima (Hudina i sur. 2016,
Soderback 1991), te veca agresivnost daje prednost u kompeticiji s autohtonim vrstama u prirodi
gdje je zabiljezeno kako populacije signalnog raka koje nisu prenosioci bolesti racje kuge
(populacije bez patogena) uspjesno istiskuju autohtone populacije rakova kompeticijom (Westman
1 sur. 2002). Najvaznije, signalni rak se pokazao vektorom prijenosa bolesti ra¢je kuge. On ne
obolijeva od racje kuge jer je koevoluirao sa uzro¢nikom, oomicetom Aphanomyces astaci
Schikora 1906, na ¢iju su zarazu autohtone vrste rakova jako osjetljive zbog cega je doslo do
pomora nekih populacija autohtonih vrsta u Europi (Cerenius i sur. 2003, Holdich i sur. 2009,
Utnestam 1969). Izrazito uspjesno rasprostranjenje signalnog raka omogucila je prilagodljivost ove
vrste na $irok raspon okoli$nih uvjeta te do danas signalni rak se nalazi u rijekama, jezerima i
bocatim vodama (Reynolds i sur. 2013). Osim §to podnosi visok salinitet bocatih voda, signalni

rak moze zivjeti u Sirokom temperaturnom rasponu od 5-30 °C (Rutledge i Pritchard, 1981).

Signalni rak je prvi put u Hrvatskoj zabiljezen 2008. godine u rijeci Muri kamo je dospio
nizvodnim koloniziranjem iz Slovenije (Holdich i sur. 2009, Hudina i sur. 2009). U rijeci Korani
prvi put je zabiljezen 2011. godine, gdje je introduciran ilegalno u donjem dijelu toka (Hudina 1
sur. 2013) . Do danas, ova vrsta se rasprostranila duz 30km donjeg dijela toka Korane, a kolonizira
podjednako uzvodno 1.3 km/god. i nizvodno 0.3 km/god (Dragicevi¢ i sur. 2020). Invazija rijeke
Korane tim je viSe problemati¢na zbog toga Sto nju i njene pritoke, koji pripadaju crnomorskom
slijevu, naseljavaju tri zavicajne vrste: Astacus astacus, Pontastacus leptodactylus 1
Austropotamobius torrentium (Schrank) (Hudina i1 sur. 2017). Vrste Astacus astacus i
Austropotamobius torrentium zaSticene su na nacionalnoj razini Zakonom o zaStiti prirode
(Narodne novine 127/19) i Pravilnikom o strogo zasti¢enim vrstama (Narodne novine 144/13) te
na medunarodnoj razini Direktivom o oCuvanju prirodnih stanista i divlje faune 1 flore (Council

Directive 92/43/EEC).
1.2 Sirenje invazivnog areala

Kako bi alohtona vrsta postala invazivna, jedinke te vrste prvo moraju biti introducirane u

novo podrucje, zatim se treba uspostaviti populacija alohtonih jedinki nakon ¢ega se uspostavljena



populacija pocinje Siriti (White 1 Perkins 2012), te imati negativan ekoloski ili ekonomski utjecaj
ili negativno utjecati na ljudsko zdravlje. Dolaskom na novo podrucje, invazivna strana vrsta se
potencijalno susrec¢e sa novim kompetitorima, uvjetima u okoliSu te predatorima, na $to se mora
prilagoditi prije Sirenja (White i Perkins 2012). Sirenje je proces koji zapocinje kada invazivna
strana vrsta uspostavi stabilnu i rastu¢u populaciju u novom okolisu, te zbog rasta gustoce
populacije i potrebe za veéim zivotnim prostorom i resursima §iri areal 1 podrucje rasprostranjenosti
(White 1 Perkins 2012, Burton i sur. 2010). Pri Sirenju invazivne strane vrste, mlade rubne
populacije sa manjim brojem jedinki tvore invazijske fronte dok se u srediStu invazivnog areala
nalaze starije populacije sa velikom gusto¢om jedinki i tvore invazivno srediSte (White i Perkins
2012, Phillips 2009). Posto invazijske fronte nastanjuju samu granicu invazivnog areala, gustoca
populacije je vrlo mala i podloZna nasumi¢nom izumiranju te jedinke ove populacije ulazu vise

energije u razmnozavanje (Burton i sur. 2010, Phillips 2009, White i Perkins 2012).

Kako su invazivne strane vrste u novom podrucju prili¢no uspjeSne, moze se re¢i da su
translokacijom u novom podrucju izmakle pritisku svojih predatora, kompetitora i velikom dijelu
patogena s kojima su zivjele u vlastitom arealu (White i Perkins 2012, Phillips i sur. 2010). Kako
invazivnoj populaciji zbog Sirenja potencijalno viSe ne prijete infekcije patogenima iz izvornog
stanista, moguce je kako ¢e s vremenom doc¢i do gubitka prilagodbi imunosnog odgovora na te
patogene (White i Perkins 2012, Phillips i sur. 2010). Prema tome novije generacije invazivne vrste

potencijalno nece trositi energiju za odrzavanje prilagodbe imunosnog odgovora.

Iako se invazivna vrsta na novom podru¢ju ne susrec¢e sa kompetitorima i predatorima iz
izvornog staniSta, dio populacije koji je bio introduciran u novo podru¢je mogao je donijeti
patogene iz izvornog staniSta (Phillips i sur. 2010) ili u novom okoliSu biti izloZen novim (sli¢nim)
patogenima (Dragicevi¢ i sur. 2021). Inficirane jedinke uglavnom pripadaju populaciji invazijskog
sredista jer infekcija jedinki na invazijskoj fronti je oteZana zbog male gustoce populacije (Phillips
i sur. 2010). Ukoliko je patogen prisutan u relativno malom udjelu populacije, sama populacija ¢e
s vremenom gubiti prilagodbe imunosnog sustava za obranu od tog patogena (White i Perkins 2012,
Phillips i sur. 2010). Zbog toga Sto populacija vise ne ulaze energiju u odreden imunosni odgovor,
moci ¢e energiju uloziti u druge aspekte kao Sto su brzi rast ili ve¢i fekunditet (Schmid-Hempel

2003, White 1 Perkins 2012). Stoga promjene u imunosnom odgovoru koje nastaju kao posljedica



introdukcije u novo podrucje ili kao posljedica Sirenja areala u novom podru¢ju mogu znacajno

utjecati na rast populacije i na invazivni uspjeh vrste.

S druge strane iako invazivne strane vrste translokacijom u novo podruc¢je viSe nemaju
pritisak vlastitih predatora 1 velikog dijela patogena, one ¢e se Sirenjem susresti sa patogenima
novog okoliSa te ¢e biti inficirane lokalnim generalistima (Kotodziej-Sobocinska i sur. 2018).
Invazivna strana vrsta u novom okoliSu moze biti u kompeticiji sa slicnom autohtonom vrstom te
biti dobar domadar za lokalne patogene te bi ja¢i imunosni odgovor na invazijskim frontama bio
od koristi, uz to invazivna populacija predstavlja opasnost autohtonoj koja se moze ponovo zaraziti
vlastitim patogenima (Kelly i sur. 2009). Kako su mlade populacije invazijskih fronti one koje
predvode samo Sirenje invazivne vrste tako ¢e one biti prve u doticaju s novim lokalnim patogenima
te ¢e svoju energiju ulagati u jak i1 efikasan imunosni odgovor koji je efiksniji od imunosnog
odgovora u jedinki iz invazijskog srediSta (Diagne i sur. 2016). Iz svega navedenog je vidljivo kako
jedinke mogu imati koristi 1 od poja¢anog i od smanjenog imunosnog odgovora prilikom Sirenja

areala.

Kao §to je ranije spomenuto, signalni rak je invazivna vrsta u rijeci Korani koja $iri svoj
invazivan areal unutar kojeg postoje populacije invazijskog sredista sa velikom gusto¢om jedinki
1 invazijske fronte sa manjom gusto¢om jedinki (Dragicevi¢ i sur. 2020). Utvrdeno je da su jedinke
sa invazijske fronte u boljem kondicijskom statusu od jedinki iz invazijskog sredista (Rebrina i sur.
2015). Isto tako je utvrdena prisutnost uzro¢nika racje kuge u otprilike 7% populacije signalnog
raka (Pavi¢ i sur. 2020). Nizvodna invazijska fronta je u doticaju i kompeticiji s uskoskarim rakom
Sto moze dovesti do Sirenja uzrocnika racje kuge u populaciji uskoskarog raka (Dragicevic i sur.
2020), ali potencijalno 1 do prijenosa nekih lokalnih patogena sa zavicajne na invazivnu stranu
vrstu. Ovim radom Zelim ispitati hoce li se jacina imunosne reakcije razlikovati izmedu populacija
invazijskog sredista i invazijske fronte signalnog raka i na koji nacin. Smatram da ¢e jaina
imunosne reakcije biti veca u signalnih rakova sa invazivne fronte jer nailaze na nove potencijalne

patogene tokom S§irenja u novi Zivotni prostor.
1.3 Imunologija beskraljesnjaka

Imunosni sustav beskraljeSnjaka sastoji se samo od urodene imunosti za razliku od
kraljeSnjaka ¢iji se imunosni sustav uz urodenu sastoji 1 od specifi¢ne imunosti (Korkut 2018,

Soderhéll 1 Cerenius 1998). BeskraljeSnjaci nemaju prava antitijela niti limfocite te ne postoji
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imunosna memorija (Korkut 2018). Imunoloske reakcije beskraljeSnjaka dijele se na stani¢ne 1
humoralne. Stanicne imunoloske reakcije su fagocitoza patogena ili inkapsulacija istog ukoliko je
prevelik od strane hemocita, dok humoralne reakcije ukljucuju grusanje hemolimfe, antimikrobne
peptide, kisikove radikale i1 proteine aktivacijske kaskade enzima profenoloksidaze (proPO) koji u
hemolimfu dolaze egzocitozom iz granulocita (Korkut 2018). U hemolimfi deseteronoznih rakova
postoje tri vrste hemocita: hijalinociti, semigranulociti i granulociti te svi sudjeluju u imunoloSkim
reakcijama. Semigranulociti 1 granulociti sadrze granule sa proPO proteinima (Soderhall i Smith
1983). Hijalinociti sudjeluju u fagocitozi manjih patogena. ImunoloSke reakcije poput
inkapsulacije patogena i egzocitoza granula iz granulocita i semigranulocita smanjuju broj

hemocita u hemolimfi (Korkut 2018, Johansson i Soderhéll 1985).

Prvu liniju obrane od patogena u beskraljesnjaka ¢ini egzoskelet koji svojom tvrdoCom
fizicki otezava pristup patogenu. Ukoliko neki patogen npr. bakterija ili gljivica uspiju uéi u tijelo
probivsi epitelno tkivo, tada ¢e se pokrenuti imunosna reakcija (Korkut 2018; Slika 3). Proteini za
prepoznavanje (PRP- pattern recognition proteins) koji se nalaze slobodni u hemolimfi ¢e se vezati
za slijede¢e molekule koje se nalaze na povrSini patogena: lipopolisaharide iz gram negativnih
bakterija, B-1,3 glukane iz stani¢nih stijenki gljivica te peptidoglikane iz stani¢nih stijenki
bakterija. Nakon §to proteini za prepoznavanje oznace patogen oni ¢e se vezati za semigranulocite
1 granulocite nakon cega slijedi drgranulacija ovih hemocita (Johansson i Soderhéll 1985,
Sritunyalucksana i Soderhall 2000). Unutar vezikula granulocita i semigranulocita rakova i kukaca
nalazi se profenoloksidaza (proPO), neaktivna inacica enzima fenoloksidaze (PO) koji sudjeluje u
reakcijama inkapsulacije 1 melanizacije (Johansson i Soderhéll 1985, Korkut 2018). Za nastavak
ucinkovite obrane od patogena potrebno je proteolitski aktivirati ispuSteni proPO u PO $to je uloga

serinske proteaze Ciji je naziv profenoloksidaza aktiviraju¢i enzim (ppA) (Sritunyalucksana i

Soderhall 2000, Cerenius i S6derhéll 2004).
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Slika 3. Prikaz imunosne reakcije beskraljesnjaka na ulaz patogena u tijelo. Pri ulasku patogena poput
gljivice ili bakterija u tijelo beskraljeSnjaka pokreée se imunosna reakcija koja pocinje prepoznavanjem
patogena od strane proteina za prepoznavanje. Nakon prepoznavanja pocinje degranulacija semigranulocita
i granulocita Cije granule ispustaju profenoloksidazu te se pokrece aktivacijska kaskada proPO putem
razlicitih serinskih proteaza koje u konacnici aktiviraju profenoloksidazu u fenoloksidazu. Fenoloksidaza
sudjeluje u reakcijama inkapsulacije i melanizacije katalizirajuéi stvaranje melanina dok hemociti sudjeluju

u fagocitozi ili inkapsulaciji patogena. Preuzeto i prilagodeno iz: Korkut ( 2018).

Degranulacijom iz granula u hemolimfu izlazi proPO i pokrece se aktivacijska kaskada
fenoloksidaze koja ukljucuje velik broj molekula, prije nego Sto ppA aktivira proPO, treba i sam
biti aktiviran nakon opsezne kaskade serinskih proteaza (Korkut 2018). Paralelno sa aktivacijom
proPO druge imunoloske reakcije ¢e se odvijati tako Sto ¢e se aktivirati faktori koji djeluju
antimikrobno, citotoksi¢no, opsoni¢no (Cerenius i Soderhdll 2004, Johansson i Soderhill 1985).
PO enzim katalizira oksidaciju fenola u kinone pri ¢emu kinoni polimeriziraju u melanin, melanin
1 kinoni su toksi¢ni za patogene (Soderhéll i Cerenius 1998). Nakupljanje melanina tj. melanizacija

se odvija paralelno sa inkapsulacijom patogena koju provode semigranulociti nakupljajuci se na



sam patogen S$to ga u konacnici izolira od tijela domacina te patogen odumire (Cerenius i Soderhall

2004).

S druge strane melanin, kinoni i razli¢iti slobodni radikali prisutni u hemolimfi tokom
imunosne reakcije nisu samo toksi¢ni za patogene ve¢ ostecuju tkivo vlastitog domacina, stoga
postoje proteini i razli€iti regulacijski sustavi koji smanjuju koli¢inu aktiviranog PO enzima poput
pacifastina koji inhibira aktivnost samog PO enzima i ppA (Soderhéll i Cerenius 1998, Cerenius 1
Soderhéll 2004). Isto tako polimerizaciju kinona u melanin regulira protein inhibitor melanizacije
glukana te su spremniji za egzocitozu granula od granulocita u svrhu ,,doziranja‘ konacne koli¢ine
melanina 1 ostalih citotoksi¢nih faktora kako bi se izbjeglo oSteCenje vlastitog tkiva (Johansson 1

Soderhill 1985).

Sposobnog imunosnog sustava za obranu raka od patogena varira ovisno o dobu godine,
uvjetima u staniStu te ciklusu presvlacenja raka. Imunosne reakcije u signalnog raka su manje
tokom jeseni tj. sezone parenja u odnosu na ostatak godine Sto dovodi do zakljucka da je vise
energije i resursa ulozeno u razmnozavanje nego u snagu imunosnog sustava (Gruber, Vainikka i
sur. 2014). JaCina imunosne reakcije ovisi 1 o temperaturi vode u kojoj rakovi borave, imunosna
reakcija na bakterije je pri viSim temperaturama (22°C) burnija te je melanizacija vidljivija i
smrtnost veca dok je pri nizim temperaturama (6°C) manja, prevladava fagocitoza patogena te je
presvlacenja (Le Moullac 1 sur. 1997). lako je signalni rak koevoluirao sa uzro¢nikom racje kuge
tako Sto ima konstantno pojacanu ekspresiju gena za proPO Sto u konacnici dovodi vece koli¢ine
PO u manjem vremenu i brzi imunosni odgovor, otpornost signalnog raka na ra¢ju kugu nije
bezuvjetna jer patogen ostaje vijabilan unutar melanizirane kapsule te moze uzrokovati bolest
ukoliko su okoli$ni uvjeti za jedinku loSi, pri presvlacenju ili je izloZzena velikoj koli¢ini stresa
nakon ¢ega je zaraza fatalna (Cerenius 1 Soderhall 1992, Cerenius i sur. 2003). Mehanizam pomoc¢u
kojeg je signalni rak otporan na racju kugu jest povecana transkripcija proPO gena Sto rezultira
ve¢om koli¢inom PO i brZom melanizacijom hifa gljivice 4. astaci. Ukoliko su melanizirane rane
vidljive na kutikuli Zivotinje, tada je razina PO u hemolimfi trajno poviSena. Uoceno je da 4.
astacus moze dulje prezivjeti zarazu A. astaci ukoliko se umjetno inducira veca ekspresija proPO

gena (Cerenius i sur. 2003).



2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada je ispitati razlike u jacini imunosne reakcije izmedu jedinki signalnog raka iz

invazijskog srediSta i s fronte uspostavljene duz rijeke Korane:

a) odredivanjem broja hemocita
b) mjerenjem aktivnosti PO i koli¢ine proPO

c) mjerenjem snage reakcije inkapsulacije.

Ocekuje se jaca imunosna reakcija u jedinki rakova s invazijske fronte od one u jedinki s

invazijskog sredista.

3. Materijali i metode

3.1 Podrugje istraZivanja

Signalni rakovi uzorkovani su u rijeci Korani. Rijeka Korana je kr§ka rijeka koja izvire na
podrucju Plitvickih jezera i tece sjeverno kroz sredi$nji dio Hrvatske. Korana je najveci pritok
rijeke Kupe te pripada Crnomorskom slijevu. Tok Korane dugacak je 134 km a prosjecan protok
je 29 m? s'(Rogli¢ 1974). Vodni rezim rijeke mijenja se tokom godine zbog otapanja snijega i
padalina tako da je protok veci tokom jeseni i proljeca a manji zimi i ljeti. U rijeci Korani dolaze
tri autohtone vrste rakova: Astacus astacus, Austropotamobius torrentium 1 Pontastacus
leptodactylus s kojim je signalni rak u kompeticiji na invazijskim frontama. Signalni rak naseljava
30km donjeg toka rijeke Korane (oko 22% ukupne duljine rijeke). Kako signalni rak kolonizira
uzvodno i nizvodno tako su prijasnjim istrazivanjem Dragicevi¢ i suradnika (2020.) utvrdene nove
fronte Sirenja sa kojih su hvatani rakovi. Signalni rakovi su hvatani na slijede¢im lokacijama:
Séulac- uzvodno invazijsko srediste (UC; Slika 4), Ladvenjak- nizvodno invazijsko srediste (DC;
Slika 4), Donja PerjaSica- uzvodna invazijska fronta (UF; Slika 4) i US¢e- nizvodna invazijska
fronta (DF ; Slika 4) koje su odredene prethodnim monitoringom signalnog raka u Korani (Slika

4).
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Slika 4. Lokacije uzorkovanja u rijeci Korani: UF- uzvodna fronta, UC- uzvodno srediste, DC- nizvodno

srediSte, DF- nizvodna fronta. Slika preuzeta i prilagodena iz: (Ba¢nik i sur, 2021).

Lov rakova obavljen je tokom rujna i listopada 2020. godine pred sezonu parenja kada su
jedinke oba spola izrazito aktivne(Souty-Grosset i sur. 2006). Rakovi su lovljeni LiNi vrSama
(Westman i sur. 1978) u koje su postavljeni mamci i koje su na svakoj lokaciji postavljane u potezu
od 100 m po 20 vrSa. VrSe su izvadene iz rijeke nakon 24 sata. Kako bi sprijecili prijenos patogena
na druge lokacije, vrSe su nakon svakog koristenja dezinficirane Chlormax sredstvom (Genera,
Hrvatska) jer je uzro¢nik racje kuge, Aphanomyces astaci prisutan u populaciji signalnih rakova

(Pavi¢ 1 sur. 2020). Za potrebe istrazivanja ulovljeno je ukupno 138 jedinki, sa svake lokacije je
30-ak (Tablica 1).
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Tablica 1. Deskriptivna statistika uhvacenih jedinki signalnog raka. DC- nizvodno srediste, DF- nizvodna
fronta, UC- uzvodno srediste, UF- uzvodna fronta. Vrijednosti za tezinu i duljinu su prikazane: prosjecna

vrijednost & standardna devijacija.

Lokacija DF DC UF UC
Broj jedinki 32 38 30 38
Zenke 23 24 15 17
Muzjaci 9 14 15 21

3.2 Analize imunosnog odgovora

Kako bih usporedila imunosne reakcije jedinki sa invazijske fronte sa jedinkama iz srediSta
invazije, mjereni su slijede¢i parametri: ukupan broj hemocita (Johansson i sur. 2000), snaga
reakcije inkapsulacije (Gruber i sur. 2014a, Gruber i sur. 2014b), aktivnost fenoloksidaze enzima
(PO) 1 koli¢ina profenoloksidaze (proPO) (Sritunyalucksana i Soderhall 2000). Broj hemocita,
snaga reakcije inkapsulacije 1 aktivnost enzima PO su standardni parametri koji se Cesto koriste
kod procjene imunosnog odgovora deseteronoznih rakova (Johansson i sur. 2000, Gruber i sur.
2014a). Uz parametere imunosnog odgovora, izracunati su i Fultonov kondicijski faktor i1
hepatosomatski indeks kao mjere kondicije jedinki, jer snaga imunoloSkog sustava je povezana sa

kondicijom 1 opéim zdravljem jedinke (Dragicevi¢ i sur. 2021).

3.2.1 Mjerenje snage reakcije inkapsulacije

Snaga reakcije inkapsulacije se proucava upotrebom standardiziranog patogena koji
oponasa ulazak patogena u organizam. Na ulazak patogena pokrece se aktivacijska kaskada PO
enzima koja izolira i melanizira patogen. Kod ¢lankonozaca se kao standardizirani patogen koristi
najlonski filament (Gruber 1 sur. 2014a, Gruber 1 sur. 2014b) koji je koriSten i u ovom istrazivanju.
Najlonski filament promjera 0.22 mm narezan je na duljine od 4mm te je na jednom kraju zavezan
¢vor. Ovako pripremljen filament je pohranjen u 96% alkohol radi o¢uvanja sterilnosti. Rakovima
su na samim lokacijama ulova umetnuta dva najlonska filamenta u lijevi i desni zglob petog para
nogu hodalica u kojima je prethodno napravljena punkcija pomocu Skarica (Slika 5 b). Rakove sam
nakon toga stavila svakog pojedinacno u perforirane plasticne kutije (dimenzije: 18x18x9 cm,

perforacije promjera 0.7 cm) kako bi se omogucio tok vode kroz njih (Slika 5 a). Kutije s rakovima
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su bile oznacene i vracene na mjesto ulova rakova na 48 sati. Nakon 48 sati rakovi su stavljeni na
led 1 prevezeni u laboratorij gdje su im filamenti uklonjeni pomocu Skarica 1 pohranjeni na -20 °C.
Filamente izvadene iz nogu hodalica sam stavila pod mikroskop na bijelu podlogu zajedno s Cistim
filamentom koji je sluzio kao kontrola te sam ih fotografirala pomocu kamere na lupi (Stemi 305,
Zeiss, Njemacka) sa obje strane. Slike filamenata sam prebacila u softver za obradu fotografija
(Image J, verzija 1.53f, https://imagej.nih.gov/ij/index.html) pomocu kojeg sam izmjerila
vrijednosti sivih nijansi reflektirajuce svjetlosti svakog od filamenata sa fotografija (Slika 5 ¢). Od
izmjerenih vrijednosti sivih nijansi filamenata iz nogu hodalica oduzela sam vrijednost sivih nijansi
kontrolnog filamenta. Kako je svaka jedinka imala dva filamenta u nogama, snaga reakcije
inkapsulacije izracunata je putem prosjecne vrijednosti sivih nijansi oba filamenta (Gruber i sur.

2014b) te je ova vrijednost koriStena za statisticku obradu.

Cc

mean 1: 156.71

mean 2: 225,59

Slika 5. Uzorkovanje rakova i umetanje implantata: a rakovi u perforiranim posudama na samoj lokaciji
uzorkovanja, b rak sa umetnutim implantatom u nogu hodalicu, ¢ slika implantata s izmjerenim
vrijednostima sivih nijansi reflektirajuce svjetlosti. Autori slika: a Andela Miljanovi¢, b Paula Dragicevi¢,

¢ Lucija Abramovi¢ i Anita Tarandek.

3.2.2 Uzorkovanje hemolimfe

Nakon vadenja filamenata rakovima sam odredila spol, izvagala tezinu (u gramima) zatim
su im izmjerene ukupna duljina (od vrha rostruma do kraja telzona) i duljina karapaksa pomi¢nom
mjerkom (u milimetrima), te im je sterilnom iglom izvadeno minimalno 500 pL hemolimfe iz nogu

hodalica (Slika 6 a). Od navedenog volumena, 400 pL. hemolimfe razrijedeno je sa 800 pL racje
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fizioloske otopine (CFS: 0,2 M NaCl, 5,4 mM KCI, 10 mM CaClz, 2,6 mM MgClz, 2 mM NaHCOs,
pH 6,8; Johansson i S6derhéll, 1985) u svrhu odredivanja aktivnosti PO i mjerenja koli¢ine proPO.
Odmah nakon razrjedivanja uzorci su centrifugirani 10 minuta, 10 000 g na 4 °C kako bi se
sprijecilo grusanje hemolimfe. Nakon centrifugiranja uzorci su stavljeni na led dok sam sonicirala
jednog po jednog tokom 10 s povecavajuci snagu sonikacije do 50% (Sonoplus HD 2070, Bandelin,
Njemacka) kako bi se iz granulocita lizom izbacile granule sa proPO (Slika 6 c). Nakon sonikacije
uzorci su centrifugirani 25 minuta, na 15 000 g 1 4 °C kako bi se fragmenti hemocita istalozili.
Nakon ove centrifuge supernatant je pohranjen na -80 °C do daljnje obrade. Preostalih 100 pL
izvadene hemolimfe pomijeSano je sa 400 pL 1% formalina i1 pohranjeno na 4 °C kako bi se
hemociti fiksirali u svrhu kasnijeg brojanja. Nakon vadenja uzoraka hemolimfe rakove sam
usmrtila brzim prerezom cerebralnog Ziv€anog sustava te sam im izolirala hepatopankreas kojeg

sam takoder izvagala za potrebe odredivanja kondicijskih indeksa kasnije (opisano u poglavlju: 3.3

Izracun kondicijskih parametara;Slika 6 b).

»

Slika 6. Rad u laboratoriju: a vadenje hemolimfe iz raka, b izolirani hepatopankreas raka, ¢ rad na

sonikatoru u laboratoriju. Autori slika: a Lucija Abramovié, b i ¢ Sandra Hudina.
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3.2.3 Mjerenje aktivnosti enzima fenoloksidaze (PO), ukupne aktivnosti profenoloksidaze
(proPO) 1 mjerenje ukupnog proteina u hemolimfi

Uzorci namijenjeni za mjerenje aktivnosti enzima PO 1 ukupne aktivnosti proPO obradeni
su prema prilagodenom prtokolu Gollas-Galvan i suradnika (1999). Za mjerenje aktivnosti PO 1
proPO koristene su mikrotitarske ploCe a svaki uzorak nanesen je u triplikatu (Slika 7). Za mjerenje
aktivnosti PO pomijesano je 50 pL uzorka s 50 pL L-3,4-dihidroksifenilalanin ( L-DOPA ,otopljen
u Milli-Q vodi, 3 mg/mL). Apsorbancija je mjerena na 490 nm tokom 30 min. PO pretvara DOPA
u DOPA kinon. Iz dobivenih apsorbancija triplikata izracunat je prosjek triplikata od kojega je
onda oduzeta prosjecna vrijednost apsorbancije kontrole (ista reakcijska smjesa ali bez PO) jer
kontrola predstavlja apsorbanciju ostatka reakcijske smjese. [z ovog rezultata sam onda odredila
nagib pravca koji predstavlja promjenu apsorbancije PO u minuti (Slika 7). Aktivnost proPO
mjerena je tako da je 50 pL uzorka pomijesano sa 50 uL tripsina (1 mg/mL otopljen u Milli-Q
vodi) koji djeluje kao aktivator koji proPO pretvara u PO te je ta smjesa inkubirana 3 min na sobnoj
temperaturi. Nakon toga na mikroplocu je dodano jo§ 50 uL L-DOPA te je mjerena apsorbancija
na 490 nm tokom 25 min. Iz dobivenih apsorbancija triplikata izracunat je prosjek triplikata od
kojega je onda oduzeta prosjecna vrijednost apsorbancije kontrole. Iz ovog rezultata sam onda
odredila nagib pravca koji predstavlja promjenu apsorbancije ukupne aktivirane PO u minuti (Slika
7). Kako bih dobila koli¢inu proPO u minuti, ukupno aktiviranoj PO sam oduzela prethodno
izracunatu aktivnost PO u minuti (Gollas-Galvan i sur. 1999). Kako bi aktivnosti PO i koncentracija
proPO medu razliitim uzorcima bila usporediva potrebno je izmjeriti udio aktivnosti PO i udio

koncentracije proPO unutar kompletne koli€ine proteina prisutne u hemolimfi.
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Slika 7. mjerenje aktivnosti proPO i PO, lijevo: uzorci na mikrotitarskim plo¢ama, desno: grafovi dobiveni
mjerenjem apsorbancije uzoraka kroz vrijeme (u minutama), svaka tocka na grafu je prosjecna apsorbancija

triplikata, a nagib pravca je aktivnost po minuti (AA/min).

Za mjerenje ukupne koncentracije proteina u hemolimfi rakova koriStena je metoda po
Bradfordu. Metoda po Bradfordu koloristicka je metoda kojom se Coomasie Brilliant Blue G-250
(CBB) (Serva, Feinbiochemia, Njemacka) boja veze na proteine te biva plave boje (Bradford,
1976). Upotrijebljeni su slijede¢i standardi poznate koncentracije albumina iz govedeg seruma
(BSA-bovine serum albumine) (Serva, Feinbiochemia, Njemacka): 0.125, 0.250, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5
12.0 mg/mL razrijedenih u CFS puferu. Standardi su na mikrotitarsku plocu dodani u triplikatima
te su pomijeSani s 250 uL. CBB reagensa (0,01 % Coomassie Brilliant Blue R-250; 4,7 % etanol;
8,5 % H3PO4). KoriStena je i kontrola od CFS pufera. Na mikroplou nanesena je slijedeca
reakcijska smjesa: 5 uL uzorka/kontrole sa 250 uL Coomasie Brilliant Blue reagensom, takoder u
triplikatima(reagens se veze za NH3 krajeve proteina 1 tada plavi). Pripremljena mikroploca sa
uzorcima i reagensom je bila protresena 5 sekundi kako bi se reakcijska smjesa dobro promijesala

nakon ¢ega je inkubirana 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije se ponovo protresla te
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je inkubirana jo$ dvije minute nakon Cega je izmjerena apsorbancija na 595 nm. Izmjerene
vrijednosti apsorbancije standarda i uzoraka zabiljezene su u Excel-u. Apsorbanciju standarda 1
poznatu koncentraciju albumina prikazala sam na linearnom grafi¢kom prikazu (Slika 8) iz kojeg
sam izracunala jednadzbu pravca. Pomocu jednadzbe pravca dobivene iz linijskog grafa standarda
izmjerila sam koncentracije ukupnog proteina u hemolimfi uvrStavanjem apsorbancije uzoraka u
jednadzbu pravca. Iz triplikata apsorbancija uzoraka izracunala sam prosjecnu vrijednost. Nakon
toga sam od prosjecne vrijednosti apsorbancije uzorka oduzela prosjec¢nu vrijednost apsorbancije
kontrole te sam taj rezultat koristila za uvrStavanje u jednadzbu pravca kako bih dobila
koncentraciju ukupnog proteina. Aktivnosti enzima PO i proPO izrazene su kao promjene u

apsorbanciji pri 490 nm po minuti i miligramu proteina (AAs9o/min/mg proteina).
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Slika 8. Linearni graficki prikaz za koristene standarde; x- os: koncentracije albumina u mg/mL, y-os :

apsorbancija

3.2.4 Brojanje hemocita

Iz hemolimfe sa fiksiranim hemocitima (100 pL u 400 uL formalina) na 4 °C brojala sam
hemocite. Hemocite sam brojala u Biirker-Tiirk komorici koriste¢i svjetlosni mikroskop Zeiss
Standard RA Light Microscope i to dva tipa hemocita: granulocite i hijalinocite. Granulociti imaju

granule u citoplazmi a hijalinociti nemaju. Hemociti su brojani dva puta. Nakon toga sam u Excelu
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izracunala prosjecan broj granulocita i hijalinocita iz oba brojanja a kona¢no i ukupan broj oba tipa
hemocita po mililitru uzimajuéi u obzir razrjedenje uzorka, prema formuli: N (prosjecan broj

hemocita) x 5 x 10*. Ovaj broj koristen je nadalje u statistickim analizama.
3.3 Izracun kondicijskih parametara

Kondicijski parametri koriste se u statistickoj analizi te su op¢i pokazatelj zdravlja jedinke
raka (Maguire i Klobucar 2011). Izracunala sam slijedece kondicijske parametre: Fultonov
kondicijski faktor 1 hepatosomatski indeks, koji se cesto koristi kao pokazatelj energetske rezerve

i uhranjenosti Zivotinje (Rodriguez-Gonzalez i sur. 2009).

Fultonov kondicijski faktor izra¢unala sam po formuli: FCF= (W/TL?) x 100 gdje je FCF
Fultonov kondicijski faktor, W je tezina raka (g) i TL je ukupna duljina raka (mm; Ricker 1975).

Hepatosomatski indeks sam izracunala po slijedecoj formuli: HSI= HW/Wgdje je HSI
hepatosomatski indeks, HW je teZina hepatopankreasa (g) a W je teZina raka (g; Rodriguez-

Gutiérrez 1992). Ovi kondicijski parametri su koriSteni u statistickoj obradi podataka.

3.4 Statisticka analiza podataka

Prethodno izracunate vrijednosti kondicijskih faktora, aktivnosti PO, koli¢ine proPO,
izbrojanih hemocita, izmjerenih nijansi sive reflektirajuce svjetlosti te duljina i tezina jedinki
koriStene su u statistickoj analizi u programu Statistica (verzija 13.5.017. TIBCO software inc.).
Najprije sam testirala normalnost distribucije podataka izracunatih parametara: duljine jedinke,
tezine jedinke, tezine hepatopankreasa, broja hemocita, aktivnosti PO, aktivnosti ukupne proPO,
reakcije inkapsulacije, Fultonovog kondicijskog faktora i hepatosomatskog indeksa Shapiro —
Wilk testom. Shapiro Wilk test normalnosti raspodjele podataka smatra se pouzdanijim u odnosu
na druge testove normalnosti (Shapiro, Wilk i Chen 1968, Zar 1999). Parametre koji nisu imali
normalnu raspodjelu sam transformirala: diskretne podatke sam transformirala korjenujuc¢i ih a
parametre s kontinuiranim tipom podataka sam transformirala logaritamski (Zar 1999). One
podatke koji nakon transformacije nisu imali normalnu raspodjelu sam koristila netransformirane
u neparametrijskim analizama, dok sam podatke koji su pokazali normalnu raspodjelu analizirala
parametrijskim testovima (Zar 1999). Prvo sam analizirala parametre po spolu, parametre s

normalnom raspodjelom testirala sam t-testom a parametre koji ne prate normalnu raspodjelu
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analizirala sam Mann-Whitney U testom. Nakon toga sam analizirala parametre imunosnog
odgovora u odnosu na veli¢inu (ukupnu duljinu) jedinki jer je poznato kako se imunosni odgovor
rakova mijenja s obzirom na starost jedinki (Baxter i sur. 2017) , za $to sam koristila parametrijsku
1 neparametrijsku korelaciju. Nakon toga sam analizirala parametre u odnosu na lokaciju
uzorkovanja (4 lokacije ukupno: dvije iz invazijskog srediSta i dvije s fronti invazije), parametri s
normalnom raspodjelom analizirani su ANOVA testom. Parametre koji su pokazali statisticki
znacajnu razliku nadalje sam analizirala Tukey HSD testom. Parametre koji su se znacajno
razlikovali po spolu analizirala sam ANOVA testom zasebno za muzjake i Zenke te nakon toga i
Tukey HSD testom zasebno za svaki spol. Neparametrijsku inaicu analize parametara po lokaciji
uzorkovanja analizirala sam Kruskal-Wallis ANOVA testom kojeg sam odradila zasebno za svaki
spol za parametre koji se znacajno razlikuju po spolu, te sam koristila Dunn post hoc-test. Razina

znacajnosti koju sam koristila u svim statistickim testovima je 5% tj. p< 0,05.

4. Rezultati

4.1 Deskriptivna statistika

Za potrebe ovog istrazivanja uhvacéeno je ukupno 138 jedinki signalnog raka, sa nizvodne fronte

32, sa nizvodnog srediSta 38, sa uzvodne fronte 30 i sa uzvodnog srediSta 38 (Tablica 2).
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Tablica 2. Deskriptivna statistika za uhvacene jedinke signalnog raka po lokacijama. DF- nizvodna fronta,
DC- nizvodno srediste, UF- uzvodna fronta i UC- uzvodno srediste. Vrijednosti u tablici prikazuju prosjecnu

vrijednost = standardnu devijaciju.

Lokacija DF DC UF uC

Broj jedinki 32 38 30 38

Tjelesna tezina (g) 32,80 £ 15,26 43,15+13,39 55,13 +19,36 | 44,33 +18,85

Duljina jedinke (mm) [ 98,23 + 11,85 108,07 + 9,54 114,84 £ 11,32 | 106,51 + 12,15

Tezina 1,5139+0,8357 | 1,5419 +0,4871 |2,5408 +0,9554 | 1,8526 + 0,7359
hepatopankreasa (g)

Hepatosomatski 0,0457£0,0117 | 0,0373 £0,0105 |0,0463 = 0,0065 | 0,0428 % 0,0093
indeks (HSI)

Fultonov kondicijski

+ + + +
faktor (FCF) 0,0032 £ 0,0005 | 0,0034 +0,006 |0,0035=+0,0006]|0,0035 =+ 0,0009

786523,44 + 676182,43 + 1124895,83 + 773108,55 +
Broj hemocita u mL 432345,38 335103,82 582052,12 340656,02

Snaga reakcije
inkapsulacije (nijanse
sive reflektirajuce
svjetlosti)

55,07 £ 6,61 47,88 +10,36 45,54 £ 8,87 31,03 £7,45

Aktivnost enzima
fenoloksidaze 0,0020 £ 0,0019| 0,0016 % 0,0014 |0,0011 = 0,0006 | 0,0013 % 0,0011
(PO A/min/mg prot)

Aktivnost enzima

profenoloksidaze
0,1447+0,0817 | 0,2288 +0,1196 |0,2392 +0,2083 | 0,2621 +0,2123
(proPO A/min/mg

prot)

4.2 Razlike medu spolovima u mjerenim parametrima

Tezine jedinki su se znacajno razlikovale po spolu, muzjaci su bili tezi od zenki (t-test; Nm= 59 ;
Nr=79;t=3,0776 ; p= 0,0025; Slika 9a). Fultonov kondicijski faktor se takoder znacajno razlikuje
po spolu te je ve¢i u muzjaka nego zenki (Mann — Whitney U test; Nm= 59 ;Nr= 76; U=555,000;
p=0,0000; Slika 9c). Hepatosomatski indeks je bio statisticki znacajno ve¢i u Zenki nego muzjaka

(t-test; Nm= 55 ; Nr= 79 ; t= -2,2300 ;; p= 0,0261; Slika 9b). S druge strane, nije bilo statisticki
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znacajne razlike imunosnog odgovora (snaga reakcije inkapsulacije, aktivnost PO, koli¢ina proPO

1 broj hemocita) izmedu jedinki razli¢itog spola.
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Slika 9. Graficki prikaz razlika parametara po spolu: a tjelesne teZine jedinki, b hepatosomatski indeks, ¢

Fultonov kondicijski faktor. *-statisticki znac¢ajne razlike, M- muzjaci, F-Zenke
4.3 Korelacija veli¢ine jedinke sa parametrima kondicije i imunosnog odgovora

Parametri kondicije (FCF i HSI) nisu bili statisticki znacajno korelirani s veli¢inom tj. ukupnom
duljinom jedinki (korelacija; N=115; p>0,05). Dobivena je statisticki znacajna negativna korelacija
izmedu veli¢ine jedinke 1 aktivnosti PO (1= -0,2602; N=115; p= 0,05) Takoder ve¢ina parametara
imunosnog odgovora (snaga reakcije inkapsulacije, broj hemocita i koli¢ina proPO) nisu bili

znacajno korelirani s veli¢inom jedinki (p>0,05)
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4.4 Statisticke analize imunosnog odgovora izmedu invazijskih sredista i1 fronti
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Slika 10. Grafic¢ki prikaz vrijedosti imunosnih parametara u odnosu na lokaciju uzorkovanja: a) broja
hemocita, b) snage reakcije inkapsulacije, ¢) aktivnosti fenoloksidaze i d) koli¢ine profenoloksidaze. a,b i
c- statisticki znaéajna razlika, DF- nizvodna invazijska fronta, DC- nizvodno invazijsko srediste, UF-

uzvodna invazijska fronta, UC- uzvodno invazijsko srediste.

Broj hemocita se znacajno razlikovao izmedu lokacija uzorkovanja (invazijskih fronti i sredista)
(ANOVA; F373)= 5,9494 , p=0,0008 ). Broj hemocita je bio statisticki znac¢ajno ve¢i kod jedinki
sa uzvodne fronte u usporedbi sa jedinkama iz ostalih lokacija (Tukey HSD post hoc analiza; Slika
10a). Snaga reakcije inkapsulacije se statisticki znacajno razlikovala izmedu lokacija uzorkovanja
(ANOVA ; Fzs, 3= 43,1143 , p= 0,0000).Snaga reakcije inkapsulacije se znacajno razlikovala
izmedu pripadajucih uzvodnih fronti i sredista te nizvodnih fronti i sredista (Tukey HSD post hoc
analiza ; Slika 10 b).Aktivnost PO se nije razlikovala statisti¢ki znacajno u jedinki izmedu lokacija
uzorkovanja (ANOVA; Fq343=1,3618 p= 0,25737; Slika 10c). Koli¢ina proPO u jedinki se

statisticki znacajno razlikovala izmedu lokacija uzorkovanja. Nizvodna fronta se statisticki
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znacajno razlikovala od uzvodnog i nizvodnog srediSta (Kruskal-Wallis ANOVA; H(i363=
11,8236 ; p=0,0080; Slika 10 d).

4.5 Statisticke analize kondicijskih faktora izmedu invazijskih sredista i fronti

Posto su se vrijednosti kondicijskih faktora znacajno razlikovale ovisno o spolu, analize
istih po lokacijama uzorkovanja napravljene su zasebno po spolu. Fultonov kondicijski faktor se
nije razlikovao statisticki znacajno po lokacijama uzorkovanja ni za jedan od spolova.
Hepatosomatski indeks se statisticki znacajno razlikovao za muzjake (ANOVA; Fss53)= 4,2996;
p=0,0086) 1 zenke po lokacijama (ANOVA; F793= 3,5467; p=0,0184). Za muzjake vrijednosti
hepatosomatskog indeksa su bile viSe na frontama nego u srediStima a statisticki znacajne razlike
su bile zabiljeZene izmedu obje fronte i nizvodnog sredista (Tukey HSD post hoc analiza; Slika 11
M). Vrijednosti hepatosomatskog indeksa za zenke su takoder bile viSe na frontama nego u
srediStima dok su statisticki znacajne razlike zabiljeZene jedino izmedu uzvodne fronte i nizvodnog

sredista (Tukey HSD post hoc analiza; Slika 11 F).
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz vrijednosti hepatosomatskog indeksa za jedinke rakova po lokacijama prema spolu:
M-graf HSI po lokacijama za muzjake, F- graf HSI po lokacijama za zenke. Statisti¢ki znacajne razlike
izmedu lokacija su prikazane s: a i b; DF- nizvodna invazijska fronta. DC- nizvodno invazijsko srediste,

UF- uzvodna invazijska fronta, UC- uzvodno invazijsko srediste.
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5. Rasprava

UspjeSnom Sirenju signalnog raka u Europi pomazu razlicite fizioloske prilagodbe na nove
okolis$ne uvjete od kojih je snaga imunosnog odgovora od velike vaznosti, posebice na invazijskim
frontama koje su u susretu sa novim okoli$nim uvjetima (Diagne i sur. 2016, Rutledge i Pritchard
1981, Kouba, Petrusek i Kozak 2014). S druge strane, za uspjes$no Sirenje invazijskog areala koje
predvode invazivne fronte s malom gusto¢om jedinki potrebno je uloziti viSe energije u
razmnozavanje jer su fronte podloznije nasumi¢nom izumiranju (Burton i1 sur. 2010, Schmid-

Hempel 2003, White i Perkins 2012).

U ovom radu ocekivala sam da ¢e jedinke signalnog raka sa invazijske fronte imati jaci
imunosni odgovor od jedinki sa invazijskog sredista zbog toga Sto fronte ulaze na nova podrucja i
potencijalne se susrecu s novim patogenima (Diagne i sur. 2016), Isto tako rakovi sa invazijskih
fronti su bili u boljoj kondiciji od rakova sa invazijskih srediSta prema ranijem istrazivanju (Rebrina
isur. 2015). Mjereni imunosni parametri u skladu su sa imunosnim odgovorom pri ulasku patogena
u tijelo zivotinje, imunosni sustav se pokrece te degranulacijom iz hemocita izlazi profenoloksidaza
koja se putem reakcijske kaskade aktivira u fenoloksidazu. Tokom ove reakcije broj hemocita se
smanjuje zbog degranulacije kako bi se oslobodila proPO koja se aktivira u PO koja sudjeluje u

melanizaciji i inkapsulaciji (opisano u uvodu: 1.3 Imunologija beskraljesnjaka).

U ovom radu sam uz imunosne parametre mjerila i kondicijske indekse jedinki signalnih
rakova jer su snaga imunosne obrane i kondicija jedinki povezane (Schmid-Hempel 2003). Kroz
kondicijske indekse moZe se na jednostavan naéin pretpostaviti opée zdravlje jedinki. Sto se ti¢e
kondicijskih faktora muzjaci su imali znacajno ve¢i Fultonov kondicijski faktor (FCF) i tjelesnu
tezinu od Zenki §to je oc¢ekivano zbog spolnog dimorfizma pri ¢emu su muzjaci ve¢i 1 imaju veca
klijesta od zenki sli¢ne dobi §to im sluzi za parenje 1 borbu sa drugim muzjacima (Fero i sur. 2007;
Fero i Moore 2008). Iz istog razloga je hepatosomatski indeks (HSI) je veéi u zenki jer su rakovi
sakupljani pred sezonu parenja (Souty-Grosset i sur. 2006) te je hepatopankreas zenki aktivniji jer
producira nutrijente za jajasca ali nije bilo znacajne razlike u imunosnim parametrima (aktivnost
PO, koli¢ina proPO, br hemocita i reakcija inkapsulacije) po spolu kao $to smo ocekivali (Souty-
Grosset 1 sur. 2006) postoji mogucénost da se populacija rakova nije u potpunosti fizioloski

pripremila za sezonu parenja te da su zbog toga izostale ocekivane razlike u imunosnom odgovoru.
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U naSem istrazivanju FCF se nije znacajno razlikovao izmedu lokacija protivno prethodnom
istrazivanju (Rebrina 1 sur. 2015), vjerojatno zato $to se rakovi fizioloSki pripremaju za sezonu
parenja ¢ime im kondicija raste u svrhu razmnoZzavanja. Sto se tie HSI, u muZjaka je bio statisticki
znacajno visi kod jedinki s fronti naspram srediSta invazije te je isti trend zabiljezen i za Zenke kod
kojih je HSI visi na frontama, te je ovaj podatak u skladu s prethodnim istrazivanjem (Rebrina i
sur. 2015). Rakovi s uzvodne fronte su imali daleko vec¢i broj hemocita od ostalih rakova: opéenito
broj hemocita je bio vec¢i u rakova s fronti u usporedbi sa rakovima iz srediSta. Hemociti imaju
vaznu ulogu u imunosnom sustavu i obrani od patogena jer vrSe fagocitozu patogena i sadrze
granule s profenoloksidazom te upravo od njih krece aktivacijska kaskada proPO sustava (Korkut
2018), moguce da rakovi sa fronte imaju vec¢i broj hemocita zbog toga $to se nisu svi hemociti
degranulirali ili im je broj u jedinki sa uzvodne fronte bio povisen uslijed stresa pri ulasku u novi

okoli$ sa novim potencijalnim patogenima kao odgovor na nove okoli$ne uvjete.

Reakecija inkapsulacije je znacajno jaca kod jedinki na uzvodnoj i nizvodnoj fronti u odnosu
na vlastita invazivna sredista Sto je ocekivano i odgovara rezultatima vezanim uz brojnost hemocita
jer se u granulama hemocita nalazi proPO sustav koji se aktivira ulaskom patogena u tijelo te veci
broj hemocita potencijalno znaci jacu imunosnu reakciju (Korkut 2018), ali suprotno o¢ekivanjima,
uzvodna fronta nije imala najvecu snagu inkapsulacije iako su rakovi sa te lokacije imali najveci
broj hemocita. Ipak, gledajuci obje fronte, zabiljezena je veca snaga inkapsulacije na frontama u
odnosu na sredista, Sto je takoder u skladu s ranijim istrazivanjem ove poplacije koje je pokazalo
da su rakovi sa invazijske fronte u boljoj kondiciji od rakova iz sredista (Rebrina i sur. 2015) §to
vrlo vjerojatno doprinosi ja¢im imunosnim reakcijama (Schmid-Hempel 2003). S druge strane
burna reakcija inkapsulacije 1 melanizacije nije uvijek najbolji imunosni odgovor, te se javlja pri
viSim okoliSnim temperaturama dok pri nizim temperaturama jedinka unistava vecéinu patogena
fagocitozom (Korkut 2018). Smatram da je u ovom istrazivanju jaka reakcija inkapsulacije izrazito
prikladan odgovor na najlonski filament (standardiziran patogen) ¢ija je duljina 4mm prevelika za

fagocitozu.

Sto se ti¢e koli¢ine proPO po lokacijama, jedino jedinke sa nizvodne fronte imaju manju
koli¢inu proPO od oba sredista, fronte opcenito iako ne nuzno statisticki znacajno, imaju manju
koli¢inu proPO od sredista. Ovo objasnjavam ¢injenicom da je snaga reakcije inkapsulacije na

frontama bila jaca od snage reakcija inkapsulacija za jedinke iz srediSta jer se pri inkapsulaciji i
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melanizaciji proPO aktivira u PO te se dostupne rezerve zimogena troSe (Cerenius i Soderhall
2004). To §to jedinke sa nizvodne fronte imaju znac¢ajno manje proPO u odnosu na srediSta moze
se objasniti njthovom najveom snagom reakcije inkapsulacije naspram jedinki sa svih drugih
lokacija. Isto tako uzorci hemolimfe su iz rakova uzimani nakon izazivanja imunosne reakcije
najlonskim filamentom §to znaci da koli¢ina proPO u ovom slucaj ne predstavlja rezervu enzima
za imunolosku reakciju veé ostatak te iste rezerve nakon reakcije. Sto se ti¢e aktivnosti PO ne
postoji znacajna razlika izmedu lokacija ali postoji blagi trend prema kojem jedinke s fronti invazije
imaju manju koli¢inu PO od sredista §to se moZe objasniti time $to su uzorci hemolimfe uzeti nakon
izazivanja imunosnog odgovora te je ve¢ina PO enzima ve¢ sudjelovala u reakcijama inkapsulacije
1 melanizacije Sto znaci da ¢e nakon jace reakcije inkapsulacije ostati manja koli¢ina PO enzima.
Postoji statisticki znacajna negativna korelacija izmedu aktivnosti PO 1 veli¢ine jedinke.
Pretpostavljam da je to zato §to aktivnost PO stvara melanin i druge toksi¢ne medu-produkte poput
kinona koji su, kako za patogene (Soderhill i Cerenius 1998), tako i za samu jedinku toksic¢ni te je
ova negativna korelacija vjerojatno rezultat regulacije aktivnosti ovog enzima koji je mozda
ucinkovitiji u vecih jedinki i pomaze pri lokalizaciji upalnog procesa iako nisam naisla na literaturu
koja objasnjava ovakvu korelaciju zabiljezeno je da se imunosni odgovor mijenja u odnosu na dob

¢lankonozaca (Baxter i sur. 2017).

Iako su imunosni odgovori beskraljeSnjaka nespecifi¢ni oni su izrazito uc¢inkoviti (Cerenius
1 Soderhill 2018) 1 radovi o funkciji enzima fenoloksidaze postoje no znanja o mehanizmima
proteinskoe kaskade aktivacije fenoloksidaze manjkaju iako je poznato da se radi o vrlo
kompleksnom procesu kojeg je jos uvijek potrebno proucavati jer aktivacijska kaskada se odvija
nakon degranulacije hemocita a prije reakcije inkapsulacije kao §to je primjeceno da su jedinke sa
invazijske fronte imale najviSe hemocita ali ne i najjacu reakciju inkapsulacije. S druge strane §to
se tice eko-imunologije i Sirenja invazivnih stranih vrsta, ve¢ina znanja prikupljena je istrazivanjem
kraljesnjaka a rezultati tih istrazivanja su oprecni u nekim slucajevima, dok su beskraljesnjaci

slabije zastupljeni u ovakvim istrazivanjima koja bi bilo dobro provesti.
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6. Zakljucak

Provedeno istrazivanje pokazalo je da su imunosne reakcije jedinki signalnih rakova sa
invazijske fronte jace od jedinki sa invazijskog srediSta. Mjereni su slijede¢i imunosni parametri:
broj hemocita, aktivnost PO, koli¢ina proPO i snaga reakcije inkapsulacije. Najjasnija statisticki
znacajna razlika uocena je u mjerenju snage reakcije inkapsulacije koja je jaca i izrazenija u jedinki
s fronte nego u jedinki iz srediSta. Uz mjerenje imunosnih parametara mjereni su Fultonov
kondicijski faktor i hepatosomatski indeks zato Sto su imunosne reakcije i kondicija jedinki
povezani. Hepatosomatski indeks je ocekivano veci u jedinki sa invazijske fronte. Ovo istrazivanje
potvrdilo je hipotezu da jedinke sa invazijske fronte imaju jaci imunosni odgovor od jedinki sa

invazijskih sredista.
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