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Anisakis simplex to jeden z najbardziej rozpowszechnionych nicieni pasozytniczych (Nematoda) organizmow
morskich. Charakteryzuje si¢ ztozonym cyklem rozwojowym, w ktoérym cztowiek moze by¢ przypadkowym
zywicielem. Nicienie mogg powodowa¢ wyniszczajace choroby lub inicjowaé stany nadwrazliwos$ci
immunologicznej. Spozywanie surowych lub niedogotowanych ryb zawierajacych larwy moze stanowic
powazne zagrozenie dla zdrowia, gdyz pasozyty sa w stanie przenika¢ przez blony sluzowe przewodu
pokarmowego, powodujac w efekcie uszkodzenia $cian zotadka i jelit oraz inicjujgc reakcje alergiczne.
Zmiany patologiczne wywotane przez nicienie z rodzaju Anisakis sg znane jako anisakiaza (ang. anisakiasis).
Do 2010 roku odnotowano 20 000 przypadkow tej choroby, a czgsto$¢ jej wystepowania nadal wzrasta.
Zgodnie z modelem ilosciowej oceny ryzyka, czgsto$¢ wystepowania anisakiazy w Europie wzrosnie z 500 do
~8000 przypadkéw rocznie. W zwigzku z tym A. simplex uznano za organizm niebezpieczny biologicznie.
Pasozytnicze nicienie mogg powodowac silny bol brzucha, nudnos$ci i wymioty. Obecno$¢ larw Anisakis w
$cianie jelita indukuje odpowiedZ immunologiczng typu Th2 charakteryzujaca si¢ u zywiciela zwickszong
produkcja eozynofilii, wzrostem wydzielania cytokin, objawami podobnymi do choroby Crohna. Co ciekawe,
ekspozycja na larwy Anisakis zostata takze zakwalifikowana jako potencjalny czynnik ryzyka gruczolakoraka
zotadka lub okreznicy. Larwy Anisakis i ich wydzieliny wplywaja na odpowiedZ immunologiczng zywiciela.
Przetomowym wydarzeniem byto odkrycie, ze egzosomy bedace pecherzykami zewnatrzkomorkowymi, sg w
stanie wnikna¢ do komorek zywiciela. Stwierdzono, ze egzosomy dziataja jako czasteczki sygnalowe w
interakcjach pasozyt-zywiciel, co prowadzi do zmian patologicznych u zywiciela. Wykazano rowniez, ze
egzosomy zawierajg miRNA czyli niekodujace RNA biorace udziat w post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji
gendw. Ostatnie badania sugerujg, ze miRNA zwigzane z egzosomami odgrywa zasadnicza rol¢ w interakcjach
pasozyt-zywiciel. Oprocz miRNA, egzosomy zawierajg biatka, ktore rowniez mogg odgrywac rolg w wielu
aspektach komunikacji pasozyt-zywiciel. Mimo dotychczasowej identyfikacji potencjalnych celow w
diagnostyce 1 farmakoterapii zarazen nicieniami, wcigz istnieje konieczno$¢ poszerzenia badan w tym
zakresie, a dowody na to, ze egzosomy moga dziala¢ jako czgsteczki sygnatowe w interakcjach pasozyt-
zywiciel, mogg otworzy¢ droge do poznania nowych strategii kontroli tych choréb. Doktadniejszy opis funkcji
€gzosomoOw U nicieni moze zard6wno zmieni¢ nasze rozumienie adaptacji pasozyta do zywiciela, jak i rozwinaé
mozliwe metody leczenia chordéb o podtozu immunologicznym. Nasze wstepne badania wykazaly, ze larwy
L3 A. simplex uwalniajg egzosomy zawierajagce RNA 1 biatka. WykazaliSmy takze, Ze istniejg roznice w
wydzielaniu cytokin przez komorki jelita zywiciela w odpowiedzi na egzosomy A. simplex. Wstepne wyniki
badan w oparciu o dane literaturowe umozliwity sformutowanie nastepujacych hipotez badawczych: i)
egzosomy wydzielane przez larwy L3 A. simplex transportuja miRNA i specyficzne bialka do komorek
jelita zywiciela w celu modulowania ich odpowiedzi odpornosciowej; ii) komérki zywiciela odpowiadaja
na larwy L3 A. simplex zmianami w ich transkryptomach i proteomach, jak ré6wniez zmianami w profilu
ekspresji miRNA i bialek ich egzosomoéw. W celu zweryfikowania powyzszych hipotez okreslono
nastgpujacy ogoélny cel badawczy: Poznanie mechanizmu komunikacji opartego na egzosomach miedzy
larwami A. simplex i komorkami zywiciela. Realizacja celu opiera si¢ na wykorzystaniu modelu badawczego
w postaci larw L3 4. simplex oraz linii komorkowej jelita ludzkiego (Caco-2). Podejscie transkryptomiczne i
proteomiczne (Small RNA-seq, RNA-seq, LC-MS/MS) zostanie zastosowane do zbadania zawarto$ci
egzosomow wydzielanych przez larwy i komorki zywiciela hodowane oddzielnie i razem. W zwigzku z tym
proponowane badania maja na celu zbadanie egzosomoéw wydzielanych przez larwy L3 A. simplex i
scharakteryzowanie ich miRNA i biatek w celu oceny potencjalnej roli egzosomow pasozyta w odpowiedzi
zywiciela na zarazenie. Mechanizmy obronne zywiciela bgda rowniez badane przez analize profili
transkryptomicznych i proteomicznych zaréwno komoérek gospodarza (mRNA, biatek), jak i egzosomow
(miRNA, biatka) wydzielanych przez te komorki. Charakterystyka zawarto$ci egzosomoéw i1 komorek
zywiciela oraz ocena potencjalnej roli tych czynnikow w modulacji odpowiedzi immunologicznej pomoze
zrozumie¢ mechanizmy wczesnej fazy zarazenia i pdzniejsze przezycie pasozyta w ciele zywiciela. Ponadto
analiza genoéw i ekspresji bialek w komorkach jelita zywiciela, dostarczy cennych informacji dotyczacych
mechanizméw immunologicznych, ktore okreslaja przezycie nicieni w ciele gospodarza.

Badanie indukowanych przez pasozyta zmian w profilach transkryptomicznych i proteomicznych komorek
jelita zywiciela (cztowieka), jak rowniez badanie zawarto$ci egzosomow wytwarzanych przez larwy 1 komorki
zywiciela hodowane osobno lub razem, stanowig nowe podej$cie w badaniach nicieni pasozytniczych. To
ztozone podejscie umozliwi po raz pierwszy zbadanie jednoczesnie egzosomow larw i komorek zywiciela,
gdyz wydzielanie egzosomOw przez pasozytnicze nicienie i reakcja ich zywicieli nie zostaly jeszcze
gruntownie zbadane. Nowatorstwo obecnego projektu wigze si¢ rowniez z faktem, ze zawarto$¢ egzosomow i
komorek gospodarza zostanie poddana zar6wno analizie transkryptomicznej, jak i proteomicznej. Uzyskane
wyniki powinny zapewni¢ lepsze zrozumienie proces6w molekularnych lezacych u podstaw rozwoju zarazenia
A. simplex u ludzi. Ta wiedza z kolei pozwoli znalez¢ skuteczne metody leczenia choroby. Mozliwe jest
rowniez, ze wyniki niniejszego projektu pomoga w opracowaniu przysztych badan prowadzacych do obnizenia
liczby zachorowan zwigzanych z zarazeniami 4. simplex.



