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Bevezetés
A regeneracio megismerésének rovid attekintése

Az dllatok és az emberek sebesiilése a sériilés nagysagatol fliggden kisebb-nagyobb
mértékben veszélyezteti az egyedek normalis életvitelét, esetenként az életben maradasat. Mar
a bor felszakadasa megterheld az egyedek szdmara, mert az erek sériilése vérvesztéssel jar
egyiitt, és bekovetkezhet a szovetek mikrobidlis fertézése, ami gyulladasi reakciot, rosszabb
esetben a szovetek elhalasat idézi eld. A mélyebb szoveti sériilések nyilvanvaldan nagyobb
kihivasok elé allitjak az élolényeket, amelyek természeti koriilmények kozott végzetessé
valhatnak.

A sebek kezelésének igénye egyidds az emberi kultira kialakuldsaval és a kiilonb6zd
korokban mas-més modszerek alkalmazéasaval probaltdk megoldani a seb elfert6zddését, a
sériilt testrész megmentését. Mar az dkori orvosok szdmara is nyilvanvalo volt, hogy az allatok
¢s az emberek sériilései azonos modszerek alkalmazasaval gydgyithatok. Emiatt keltett nagy
felttinést Abraham Trembley felfedezése a 18. szdzadban, hogy a csaldnozok polip életalakja az
elvesztett testrészeit ujraképzi, azaz regeneralja (Galliot 2012). A jelenség szadmos
természetbuvart 0sztonzott arra, hogy hasonld tulajdonsagi ¢€l6lényeket talaljanak és
megismerjék a regenerdcié anatomiai és élettani hatterét. A 19. szazad végére tobb
regeneraciora képes allatfaj valt ismertté €s azt is megallapitottak, hogy a regeneracios képesség
nincs kapcsolatban a filogenetikai fejlettséggel. Jol regenerald fajok talalhatok a csaldnozok,
laposfeérgek, gytriisférgek, halak és kétéltiiek kozott 1s (Bely, 2006 Egger €s mtsai., 2016, Boliik
és mtsai., 2022).

A felhalmozott kisérleti eredmények és sajat vizsgalatai alapjan T. H. Morgan (1901) a
regeneraciobiologiai  kutatdsok  fejlddését  meghatarozé — kovetkeztetésekre  jutott.
Megallapitotta, hogy az elvesztett testrészek visszaszerzése alapvetden kétféle modon jatszodik
le. Morfallaxisnak nevezte el azt a folyamatot, amikor a hidnyzé testrész potlasat a sériilt
testrész sejtjeinek Ujrarendezddése biztositja és sejtproliferacid nem, vagy csak minimalis
mértékben jarul hozzé az 01j szovetek kialakuldsdhoz. Ez jellemz0 az egyszerti testszervezddésii
testszervezddésu allatok regeneracidja epimorfdzissal valosul meg. Az epimorfozis sordn
ugynevezett regeneracios blasztéma alakul ki a sértett testfelszineken €s annak sejtjei intenziv
osztddassal, differencidlodéssal alakitjak ki az 0j szoveteket, testrészeket. A blasztémaban
elhelyezkedd sejtek tobbségét szoveti Ossejtekként (neoblasztok) azonositotta, bar azok eredetét

nem tudta megallapitani. Lényeges felismerése volt a regeneracio neuralis fliggése, azaz annak



kimondasa, hogy az 0j szovetek kialakulasahoz az idegi strukturdk jelenléte nélkiilozhetetlen a
sértett szovetek kozelében.

A 20. szazad nyolcvanas éveiig végzett regeneraciobiologiai kutatdsok alapvetden igazoltak
Morgan téziseit €s szamos vegyiiletrél (neurohormonok, neurotranszmitterek) mutattak ki,
hogy nagy valoszinliséggel szerepet jatszanak a regenerdcid szabalyozasaban. Az elért
eredmények alapvetéen nem valtoztattdk meg a regeneracid mechanizmusarol alkotott
képiinket, de a szovettani és citologiai vizsgalatok feltartdk, hogy az epimorfozis soran
kialakul6 regeneracios blasztéma kiillonboz6 eredetii sejtcsoportokat tartalmaz. A sértés helyére
vandorlo szoveti Ossejtek mellett nagy szamban fordulnak eld dedifferencialodo szoveti sejtek
is, azaz az epimorfozis kezdeti szakasza morfallaxisnak tekintheté (Londono és mtsai 2018).

Az epimorfdzissal regenerdlddd szervezetek kozé tartoznak a laposférgek, gytirisférgek,

crer
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is. Bar egyszeri testterv jellemzi Oket, néhany tulajdonsaguk (pl. zart keringési rendszer,
hemoglobin tartalmu vér, sejtes és humoralis immunvalaszra képesek) inkabb a gerincesekhez
all kézelebb, mint a gerinctelenekhez. Testszelvényeikben a kdzponti idegrendszer ducai és az
azokbol kiindulod szegmentalis idegek helyezkednek el, igy a kisérleti kortilmények kozott
végrehajtott testcsonkoldsok utan mind a kozponti idegrendszer, mind a ham, izom, és

kotdszovetek regeneracidja tanulmanyozhato.

A foldigilisztak szelvényregeneracidja

Trembley vizsgalatai utan hamarosan felfedezt¢k egyes gylirlisféreg fajok regeneracios
képességét is. Bonnet 1745-ben végzett kisérleteivel megéllapitotta, hogy egyes oligochaeta
fajok mind a testvégen, mind a test elején elhelyezkedd szelvényeket képesek visszandveszteni
(Rota, 2022).

Bonnet kovetdi kimutattak, hogy a foldigilisztak talélhetik nagy mennyiségli szelvény
elvesztését, attol fliggden, hogy hol vagjak at a testiiket. A nyereg mogotti (posztklitellaris)
szelvények csonkolasat az eliilsd testrész tiléli €s az elvesztett szelvényeket regenerdlja, mig a
levagott posztklitellaris rész elpusztul (Herlant-Meewis, 1964). Megallapitottak, hogy a
leghatékonyabb szelvényregeneracié akkor valosul meg, ha a csonkolds a testvégi 20-25
szelvényre korlatozodik. Ez magyarazhaté a foldigiliszta fajok megfigyelt Oncsonkitd
(autotomia) tulajdonsagaval, mert predacio, kellemetlen inger hatdsara 20-25 szelvénytiket
valasztjak le. Ez arra utal, hogy a testiiknek van egy specialis régidja, aminek feltehetden

nagyobb a regeneracios potencialja (Kocinski és mtsai 2016). Az els6 nyolc, esetleg kilenc
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végzetes az allatok szdmara (Herlant-Meewis, 1964).

Alapvetd kérdés szelvényregeneracioval kapcsolatban, hogy a folyamat mennyire pontos,
mennyire koveti a genetikailag meghatarozott testterv helyreallitasat. A szovettani vizsgalatok
eredményei arra utalnak, hogy a regeneralt szelvények szervezddése, szovettana megegyezik
az eredeti szelvényekével. Bar a kozolt adatok alapjan nem allapithatdé meg, hogy a regeneracio
melyik szakaszaban figyelhetd meg az azonos felépités. A szelvényszam helyreallitasat
tanulmanyozo6 kutatasok eredményei jelentds mértéki szorédast mutatnak. Egyes tanulmanyok
kevesebb, masok azonos vagy nagyobb szamu szelvény regeneralodasarol szamoltak be. Ezek
arra utalnak, hogy a genetikailag meghatarozott testterv helyredllitdsa jelentés mértékben

befolyasolhaté endogén és exogén tényezdkkel.

Az idegrendszer szerepe a regeneraciéban

A regeneracid neuralis fiiggésének igazolasa a kiemelkedd regeneracids képességli hidrak
(Cnidaria) ¢és oOrvényférgek (Platyhelminthes) esetében a kiboncolhaté idegi struktirak
hianyaban direkt moédon nem oldhaté meg. A regenerdcid neurdlis fliggése reprodukalhatd
modon tanulmanyozhaté a tengeri csillagok karjanak regeneracidja (Huet, 1975), a kétéltiiek
végtag regeneracidja (Singer, 1952) és az oligochaeta gytirisférgek szelvényregeracioja soran.
részletesen tanulmanyozta foldigilisztak szelvényregeneracidja soran.

Tobben kimutattak, hogy az idegrendszernek szerepe van a regeneracioban. Feltételezheto,
hogy barmely idegrendszerrel kapcsolatos molekula hatdssal van a sejtproliferacidra vagy sejt
differencidlodasra (Fraguas S., 2014). A gy(risférgek ducidegrendszerrel rendelkeznek, amely
kozponti és kornyéki idegrendszerre bonthato. A kdzponti idegrendszer maga az agyduc, illetve
a hasdtclanc. A hasduclancot szelvényenkénti ganglionok, illetve a ganglionokat 6sszeko6td
konnektivumok alkotjak. A kornyéki idegrendszer a diicokbol kilépd szegmentalis idegekbdl a
borizomtomldben talalhato érzéksejtekbdl és a beélplexusbol épiil fel (Jamieson, 1981).
Feltételeztek, hogy az ép idegrendszerbdl kidramld szabdlyozd faktorok inditjak el a
regeneracids blasztémababan taldlhato sejtek differencidlodasi folyamatait (Herlant-Meewis
1964). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy valdjaban nem feltétleniil az ideg jelenlétére van
sziikség, hanem egy anyagra, amit a még nem beidegzett rész mashogy juttat el a regeneral6do
régioba. Szintén vizsgaltak, hogy a sejtproliferacid a sértett ganglion kdrnyezetében jatszodik

le (Miiller és mtsai. 2003). Emellett Morgan megvizsgalta, hogy az emésztérendszer jelenléte

crer
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nélkiil is tud Uj fejet vagy testvéget regeneralni a giliszta, azonban nem tudja teljesen kialakitani
stomodoeumot, illetve arra is rajott, hogy a csonkolt idegrendszer a kdzpontja az uj

regeneralodo résznek.

Neurohormonok, transzmitterek szerepe a regeneracioban

Az idegrendszer és az endokrinrendszer kozott kapcsolatot képeznek a neuroszekrécios
neuronok (Scharrer, 1967). Agyirtast kovetden az Allolobophora morelli faj esetében
megfigyelték, hogy nem, vagy csak nagyon csekély mennyiségben térténik regeneracio, ami
azt jelentheti, hogy sziikség van az agybdl egy stimulald faktorra, amely a nyeldcsd alatti
ganglionok neuroszekrécid sejteibdl felszabadit egy a regeneracidohoz sziikséges faktort. Fiatal
egyedek esetén agyirtast kovetden csokkent a poszterior régiondl regeneralt szelvényszam, mig
ivarérett egyedek esetén az agyirtast kdvetden tobb szelvényt regenerdlt a giliszta, ami azt
jelenti, hogy fiatal korban az agyduc regeneracidt serkentd faktort szabadit fel, mig ivarérett
egyedekben valamilyen gatldé faktort (Alonso-Bedate ¢s Sequeros, 1985). Morgan
megeldlegezte, hogy bizonyos idegi tényezdk, ilyenek példaul a neurotranszmitterek, illetve
neurohormonok sziikségesek a regenerdcios blasztéma kialakitdsdhoz, amelyekbdl majd az uj
szegmensek jonnek létre (1989). Az FEisenia fetida faj kozponti idegrendszerében
neuroszekrécids sejteket azonositottak (Scharrer és Brown, 1962). Fiatal allatok és ivarérett
allatok esetén kiilonbozd eredményt kaptak a hormonalis hatas vizsgalatakor. Kimutattak, hogy
amikor a szdvetet valamilyen karosodads éri az idegrendszer novekedési faktorokat és
hormonokat szabadit fel. A hormonok, illetve ndvekedési faktorok a sértés helyén keletkezd
blasztémaban sejtproliferaciot inditanak el (Herlant- Meewis, 1964). Korabban a planariak
esetében kimutattdk, hogy a neurotranszmitterek, neurohormonok és novekedési faktorok
hat4ssal vannak a regeneraciora (Franquinet és Martelly, 1981). A Platynereis dumerilii faj
esetében a regeneraciods potencidl csokkentebb, mint a foldigiliszta esetében, ennél a fajnal a
posterior regeneracio a juvenilis korban jatszodik csak le, mivel ekkor egy agyban termel6do
hormon eldsegiti a regeneraciot, viszont a szexudlis €rést kovetden mar nem tud lejatszodni,
mert az agyban lecsokken vagy egyaltalan nem termelddik a regeneracidhoz sziikséges hormon
(Alvarez-Campos és mtsai., 2022). Agyirtott foldigilisztakban szerotonin és dopamin
immunreaktiv neuronok figyelhetdek meg a regeneraci6 korai fazisdban, majd folyamatosan
novekszik ezek szama a regeneracid elérehaladasaval (Csoknya ¢és mtsai., 2003).
Megvizsgaltak, hogy a szerotoninnak szerepe lehet az axonvezetésben és az eldgazdsok
kialakitasaban olyan modon, hogy helyi reakcidkat indukal a kiterjedt idegsejtekben (Koert és

mtsai.,, 2001). Ez utal arra, hogy neurotranszmitterek szerepet jatszhatnak a regeneracio
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lejatszodasaban. A Lumbricus terrestris faj esetében tobb szerotonin tartalmu axont is taléltak,
illetve rostokat. HPLC-s mérések igazoltak, hogy a szerotonin lecsdkken regeneracio soran az
¢ép ganglionban, majd a 17. naptdl az eredeti szerotonin tartalom figyelhetd meg, ez alatdmasztja
a feltevést, hogy a szerotoninnak szerepe van az idegrendszer regeneracidja soran (Csoknya,
1993). A neurotranszmitterek koziil a gamma-aminovajsav (GABA)-nak szerepe van a
retina regeneracidja soran is megfigyelhetd (Rao, €s mtsai., 2017), emellett megfigyelték, hogy
az exogén GABA alkalmazasa csonkolt anterior régidval rendelkezd Eisenia fetida egyedeken

crer

is szerepet jatszik a proliferaci6 szabalyozasaban (Wang és mtsai., 2006).

A colomasejtek szerepe a regeneracioban

Az immunrendszer fejlettsége ¢s mitkkddése szorosan Osszefiigg a regeneracios képességgel,
mivel minél fejlettebb az immunrendszer annal csekélyebb mértékii regeneracid valdosul meg
(Julier és mtsai., 2017). A c6lémafolyadék és a c6lomasejtek az immunrendszer fontos részét
képezik, antimikrobidlisproteineket (AMP) ¢és citokineket tartalmaznak (Madacsik és mitsai.,
2015). A coloma lektin jellegli glikoproteinjeia szénhidratokhoz kotddve eldsegitik az idegen
anyagok felismerését, majd agglutinacioval, illetve lizissel azok degradascigjat idézik eld
(Kauschke ¢és mtsai.,, 2007). A boérizomtdmld sériilése colomasejtek szdmanak intenziv
novekedését és az agglutininek, lizinek és protedzok aktivitasanak emelkedését valtja ki (Eue,
1998).

A colomasejtek jelentds mennyiségii tartalék tapanyagot (glikogén és lipidek) tartalmaznak,
amelyeket a periférids szovetekbe szallitanak (Liebmann, 1942). Laboratoriumi vizsgalatok
szerint a cOlomasejtek mennyiségének csokkentése szignifikdns modon lelassitotta, néha
megakadalyozta a szelvényregeneracio folyamatat (Liebmann, 1943). Ujabb adatok arra
¢és mtsai 2015).

Eisenia foetida-bol kivont colomafolyadék bioaktiv anyagai az emlds szovetekre is hatnak.,

¢és gyorsitjak a sebgyogyulas folyamatat. (Singh és mtsai, 2015).

A Heat Shock Proteinek (HSP) szerepe a regeneracioban
A HSP-k szerepet jatszanak a sejtciklus szabdlyozasaban (Moseley, 1998) és az apoptozis
gatlasaban (Gordon és mtsai., 1997). A HSP70-¢ek felszabaditdsa egyfajta veszélyjelzésként is

szolgélhat, amivel az adaptiv és velesziiletett immunrendszer aktivalhaté (Oki és Younes,
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2004). A regeneracio soran kialakuld blasztémaban intenziv sejtproliferacio és differencidlodas
jatszodik le. A sejtproliferacéd soran sejtciklus szabalyozés torténik, ezért feltételezhetd, hogy a
HSP70-es csalad részt vesz a regeneracidban is, amit kimutattak axolotl végtag regeneracio

soran (Lévesque ¢és mtsai., 2005)

Vas-kofaktorok szerepe a regeneracioban

Az eukariota sejtekben Fe-S klaszterek, hem-koté fehérjék és a ribonuleotid-reduktazok
nagy mennyiségben talalhatéak (Dlouhy and Outten, 2013), amelyek szerepet jatszanak
sejtciklus sordn az RNS szintézis, fehérjeszintézisben, a DNS szintézisben és javitasban
(Zhang, 2014), a metabolikus valtozasokban és a mitozis elokészitésében. Emellett a G1/ S és
az S/G2-es sejtciklus ellendrzd pontokon is jelentds funkcioval rendelkezenk, az dtmenetekhez
sziikségesek. Vas kofaktorok hidnya bizonyos esetekben megakadalyozza a sejt G2-es fazisbol
M fazisba 1épését, illetve til magas jelenléte ledllithatja a sejtnek a G1-es fazisbol a kilépését
(Khan és mtsai. 2020). A vas kofaktorok alapvetéen nélkiilozhetetlenek a sejtosztodas
lejatszodéasdhoz és annak ellenére, hogy a regenerdci6 sordn intenziv sejtosztodas figyelhetd

meg, ezeknek a szerepét nem vizsgaltak.

Célkitiizések:

Az E. andrei a regeneraciobiologiai és 0sszehasonlitdé immunbiologiai kutatdsok kedvelt
modellallatai, mivel tartasuk, szaporitasuk konnyti, egyszeri anatomiai felépités jellemzi és
konnyen manipulalhatéak. Emellett olyan kisérleti allat, amelynél megfigyelheté epimorfikus
regeneracid, azonban a regeneracios képesség korlatozott. A korabbi irodalmi adatok alapjan
megallapithatd, hogy nincs egyértelmili bizonyiték, hogy az idegrendszer szerepet jatszik a
regeneracio folyamatdban, illetve arr6l sincs, hogy milyen anyagok jatszanak szerepet a
regeneracioban.

Célunk meghatarozni, hogy az wjraképzett szelvényekben a szovetek differencidlodésa
hasonlé-e a sebgyogyulds soran megfigyelhetd folyamatokhoz.

A gerincesek esetében megfigyelt sebgydgyulas kozbeni kollagén lerakddashoz hasonloan
van-e¢ a regeneracios sordn kollagén lerakodas ¢€s azt kovetd szoveti atrendezddés. Célunk
meghatdrozni, hogy az eredeti szelvényekkel azonos anatomiai, szOvettani szervezddés
jellemzi-e a regeneralt szelvényeket, illetve a regeneralddd szelvényekben felhalmoz6dd

cOlomasejtek a regeneracid melyik fazisaban €s milyen faktorokkal vesznek részt.



Fontosnak tartottuk meghatarozni, hogy a gyors sejtosztodasi és sejtdifferencialdasi
folyamatokkal jellemezhetd regeneratumban kimutathaté-e a hem vas és nem hem vas
vegyliletek felhalmozodasa.

Mivel a HSP70-et regeneracios folyamatok iranyitasaban vald szerepét mas modellallatok
esetén kimutattak, ezért célunk volt az oligochaeta regeneracids folyamatokban valo szerepének

a meghatarozésa.

Anyagok és modszerek:
1.) Kisérleti allatok.

Kisérleteinkhez a laboratériumi koriilmények kozott tartott Eisenia andrei (Annelida,
Clitellata, Lumbricidae) tOrzstenyészetek egyedeit hasznaltuk. A tdrzstenyészetek talaja
viragfold (ph 6,5), tézegmoha ¢és kvarchomok 6:3:1 sulyaranyu keverékébol allt, amelyhez
kilogrammonként 1 gramm kalcium karbonatot kevertiink. A talajt csapvizzel nedvesitettiik, az
allatokat ad libitum csapvizben &4ztatott lucerna granuldtummal taplaltuk. A kisérletekhez
kigylijtott egészséges allatokat a bél kiiiritése céljabol harom napig csapvizzel nedvesitett
papirvattan tartottuk. A kisérletekhez csoportonként 10-15 darab 35-40 mg tomegt, ivarérett
(nyereggel rendelkezd), vagy az ivarérettséghez kozel 4allo (fejlett serdiilési dudorral

rendelkezd) egyedet hasznaltunk fel. A szelvényregeneracid kinetikajanak vizsgalata.

2.) A szelvénycsonkolas modszere

A szelvényregeneracid kinetik4jat sztenderd testcsonkolds alkalmazasaval tanulmanyoztuk,
kiilonboz6 kisérleti koriilmények kozott. A lehiitott szodavizzel elboditott egyedek testvégének
utols6 25 szelvényét akkor tdvolitottuk el (1. abra), amikor azok menekiilési reflexét
mechanikai ingerléssel nem lehetett kivaltani. A csonkolt egyedeket csapvizzel nedvesitett
papirvattan tartottuk 24 oran at, majd sztereomikroszkoppal ellendriztiik az allapotukat €s csak
kifogéstalan allapotii (befliz6dd, vagy bevérzett szelvényekkel nem rendelkezd) allatokat
hasznaltuk tovabbi vizsgalatainkhoz. A regeneralt szelvények szamat a 2. és harmadik
posztoperativ héten hataroztuk meg, amikor a szelvényhatarok egyértelmiien azonosithatdok

voltak.
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Posterior végtdl szamitott 25. szelvényhatar

A T I O L L LT T

Al T OO

Sebzardédott giliszta
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1. posztoperativ hét Kialakult blasztéma
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1. abra: A standard csonkolas és regenerdcio folyamatanak sematikus abrazoldasa

3.1. A taplalas hatasa a szevényregeneracio kinetikajara
Az éllatokat két csoportra osztottuk. Az egyik csoportot a csonkolast kdvetden szaritott lucernat
tartalmazo taptalajra helyeztiik, mig a masik csoportot csapvizzel nedvesitett szlir6papirra. A

taptalaj és a sziirépapir nedvességét naponta ellendriztik.

3.2. A colomasejtek és colomafolyadék hatasa a szelvényregeneraciora

A kisérlet soran 4 csoporttal dolgoztunk, az egyedekbdl az el6zdleg ismertetett eljarassal
kiilonbozdé 1dopontokban vontuk ki a colomasejteket. Az 1. csoport esetén a csonkolast
megeldzden tortént a kivonas, a 2. csoport esetén 3 nappal a csonkolast kovetden, a 3. csoport
esetén 7 nappal a csonkolést kovetden, mig a 4. csoport esetén 2 héttel a csonkolast kdvetden.

Az éllatok minden esetben nedvesitett szlirdpapiron tartottuk.

3.3. Exogén bioaktiv anyagok hatasainak vizsgalata

3.3.1 A GABA hatasa a szelvényregeneracio kinetikajara

Az exogén GABA hatésat két modon vizsgaltuk. Az egyik sordn az csonkolt egyedeket Sml
100mM-o0s GABA oldatba aztattuk, amikor az egyedek a sebfelszinen keresztiil tudtak felvenni
a GABA-t. A masik esetben 10mM-0s GABA oldatot injektaltunk be a csonkolt egyedek utolso
3 szelvényébe a posztoperativ 24. draban, tehat a testben talalhat6 szoveti sejteken keresztiil
tudtak felvenni.

A GABA oldat sebfelszinen keresztiili vizsgalata soran négy csoporttal dolgoztunk. Az 1.

csoport egyedeit a csonkolas utan azonnal alkalmaztuk a GABA oldatba aztatastl 6ran at, majd
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nedves szlirépapirra helyeztiik. A 2. csoport egyedei a csonkolast kdvetden 1 oran keresztiil
giliszta ringerrel boritottuk el, majd nedves sziir6papirra keriiltek. A 3. és 4. csoport csonkolast
kovetden nedves sziirOpapirra keriilt, majd 24 o6raval a csonkoldst kdvetdéen a 3. csoport
egyedeit 5 ml 100mM-os GABA oldatba aztattuk 1 oran keresztiil, mig a 4. csoport egyedeit
giliszta ringer folyadékba aztattunk 1 oran keresztiil, majd az aztatast kovetéen mindkét
csoportot nedves szlirpapirra helyeztiik. A kisérleti allatok allapotat naponta ellendritiik, a
szlirépapirt rendszeresen cserélétiik.

A masik esetben a teljes sebzarddas elérését kovetden a posterior régiotdl szamitott 3.
szelvénynél fecskenddvel 0,01ml fiziologids sdoldatot a kontroll csoport esetében, mig 10mM-
0os GABA oldatot a kisérleti csoport esetében fecskendeztiink. A csonkolast kovetden 2, illetve

3 hét elteltével leszdmoljuk a regeneralt szelvények szamat €s statisztikai elemzést végziink.

3.3.2 A colomasejtek bioaktiv anyagai

A kontroll allatokbdl izolalt colémasejtekben immunfestéssel, illetve tomegspektrometriaval
GABA ¢és szerotonin bioaktiv anyagokat mutattunk ki.

e immunhisztokémia
A colomasejt keneteket 4%-os PFA-val fixaltuk, majd az immunhisztokémiai protokolloknak
megfelelden poliklonalis anti-GABA (Sigma Co.) vagy monoklonalis anti-szerotonin (Dako
Co.) primér antitestekkel kezeltiik azokat. A spefikusan kotott antitestek lokalizaciojat
fluorescens molekuldval jelolt méasodlagos antitest alkalmazasaval vizualizéltuk, majd a
preparatumokat fluorescens mikroszkoppal vizsgaltuk.
e tOmegspektrometria

A kivont colomafolyadékot eppendorfba pipettaztuk. Az eppendorfokat 2 percen keresztiil
centrifugéltuk 3000-es fordulat-on. A feliiluszot masik eppendorfba pipettaztuk at. A
sejttormelékes és feliiluszos eppendorfokat fagyasztoba helyeztiik. A mintdk elOkészitése
analitikai vizsgalatokra, ¢s a HPLC-MS analizis végrehajtdsa A colomasejtek GABA ¢és
szerotonin tartalmat egy korabbi protokoll alapjan mértiikk. A mintainkat TissueLyser LT
(QIAGEN) segitsé¢gével homogenizéltuk 0,5 ml acetonitrilben, amely 0,1% hangyasavat, 0,01
m/v% ditiotreitolt és dopamin-1,1,2,2,2-d4- hidrokloridot (#73483; Sigma-Aldrich) belso
standardot tartalmazott 100 ng/ml végsé 9 koncentracioban. Ezt kovetden a mintainkat
ultraszondcidval tovabb extrahaltuk. Centrifugaldas utan (16 000xg 5 percig 4 °C-on) a
feliiluszokat 1j csovekbe helyeztiik, és nitrogéngaz-aramlassal (35 °C, 0,5 bar) szarazra
paroltuk. Végiil a mintdinkat 150 pl ultratiszta vizzel, amely 0,1% hangyasavat és 10 mM

ammonium-formiatot tartalmazott, vortex-keveréssel €s ultraszonizalassal indukaltuk Gjra. A
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kromatografids elemzést egy Agilent UPLC rendszeren végeztiik, amely egy 1100 binaris
szivattyut, egy 1260 autosamplert ¢s egy 1200 DAD detektormodult tartalmazott (Agilent
Technologies Inc, Santa Clara, Kalifornia, USA), és HyStar 3.2 szoftverrel mikodott. Az
elvalasztasokhoz gradiens eluciot végeztiink egy Phenomenex Kinetex Polar C18 forditott
fazisu oszlopon (50x4,6 mm, 2,6 um). Az dramlasi sebesség 200 pl/perc volt, az injektalasi
térfogat pedig 5 pl. A 0,1% hangyasavat és 10 mM ammonium-formiatot tartalmazd, nagy
tisztasdgi LC-MS vizet hasznaltuk gyenge mobilfazisként (A eluens) és az 5% LC-MS vizet,
0,1% hangyasavat ¢s 10 mM ammo&nium-formiatot tartalmazo LC-MS mindségli acetonitrilt
hasznaltuk erds olddszerként (B eluens). Az els6 2 perc izokratikus periodus volt, a keverési
arany 97%:3% A:B eluens volt. Az eluens Osszetételét a kovetkezd 4 percben 60% B-re
valtoztattuk, majd tovabbi 4 percig allando értéken tartottuk. Ezutdn az eluens B-tartalmat 1
perc alatt 100 %-ra ndveltiik, majd 4 percig alland6 értéken tartottuk. Végiil az oszlopot 1 perces
linearis gradiens és 3 perces izokratikus periodus mellett a kezdeti feltételekhez egyenstulyba
hoztuk. A GABA-t egy ESI ionforrassal felszerelt Bruker amaZon SL ioncsapdas
tomegspektrométerrel (Bruker Daltonik GmbH, Bréma, Németorszag) detektaltuk, amelyet a
trapContorl 8.0 szoftverrel lizemeltettiink. A szaritogdz (N2) aramlasi sebességét 10 L/min-re
allitottuk be, homérséklete pedig 350 oC volt. A kapillaris fesziiltsége 4500 V volt, a
porlasztogaz nyomasa pedig 2,75 bar. A tomegdetektalast pozitiv ion tizemmoddban végeztiik.
Az analitok szelektiv és érzékeny kimutatdsdra és mennyiségi meghatdrozasara 0,4 m/z-es
elkiilonitési ablakkal az alapion-szkennelési (single ion monitoring) és a fragmention-
szkennelési (MS/MS) tlizemmoddok sziir6it hasznaltuk. Az elemzéshez a legintenzivebb
prekurzor-fragmentum atmeneteket hasznaltuk. Az adatok kiértékelése és elemzése a Bruker
Compass DataAnalysis 4.4 SR1 moduljaval tortént. A mennyiségi elemzéshez harompontos
kalibracios gorbéket készitettiink 1,0, 10,0 és 100,0 pg/ml GABA és szerotonin standardok
(#1020023, Sigma-Aldrich) felhasznalasaval. A korrelacios egytitthatok (12) 0,97 és 0,99 kozott
voltak minden elfogadhato kalibracids gorbe esetében, mind a sziildionok letapogatasa (MS),

mind a fragmentionok letapogatdsa (MS/MS) mddban (nem lathato)

3.4 Az eredeti és a regeneralodo szelvények makroszkopos és hisztologiai vizsgalata

J Totalpreparatum készitése:
A preparatumokat minden esetben a kovetkezO modon készitettiik el: az allatokat CO»z-vel
dusitott vizben elkdbitottuk, majd a hati oldalon felnyitottuk. A totalpreparatumok

elkészitésekor késziilt olyan, amelyeknél a belet preparaltuk, illetve olyan, ahol a bél kivételét
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kovetden a hasduclancot fixaltuk le. A fixalast 4%-os paraformaldehiddel (PFA) hajtottuk
végre. A preparatumokat a posztoperativ 5. héten készitettiik el.
o Metszet készitése:

Kontroll csoport esetén az egyedek poszterior régiojatdl leszamoltunk 5 szelvényt, majd
csonkoltuk ¢és a testvéget fixaltuk le. A kisérleti allatok esetén a kisérlet lejartaval a
regeneratumot megel6z6 4. szelvény hataron csonkoltuk az allatot €s a regeneratumot fixaltuk.
Csonkolast kdvetden a testvéget minden esetben széndioxiddal dusitott vizben tartottuk a teljes
elernyedés elérése érdekében. A mintdkat 4%-os paraformaldehiddel (PFA), vagy ecetsavas
fixaloval (7ml 35%-o0s formalin, 1ml cc. ecetsav, 17ml desztillalt viz) fixaltuk, majd azokbol
vagy paraffin, vagy kriosztat metszeteket készitettiink.
A szokvanyos szOvettani vizsgalatokhoz, illetve a hisztokémiai vizsgalatokhoz egy
mikrotechnikai kézikonyben (Molnar €s Gabriel 2001) megtalalhatdé alabbi protokollokat
alkalmaztuk:

o Hematoxilin-eozin festés

o Van Gieson reakcié a kollagén kimutatasara

o Perls reakci6 a haromértékii vas kofaktorok kimutatasara.A totalpreparatumokat

a berlinikék csapadék kialakuldsaig festettiikk meg a metszeteket DAB és CoCl
kezeléssel intenzifikaltuk.
o Turnbull reakci6 a kétértékii vas kofaktorok kimutatasara
o Pszeudoperoxidaz reakci6 a hemoglobin kimutatasara

A preparatumokat Zeiss fény- és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgéltuk.

3.6 HSP70 expressziojanak qRT-PCR elemzése
Hogy vizsgaljuk a HSP70 gén expressziojat, a kontroll, kisérleti, és regeneralt allatokbol
kipreparaltuk a hasduclancot (45db), a kozépbelet (45db) és a bérizomtomldt (25db), majd a
mintékat szovetenként ,,pool”-oztuk. Az idegrendszer és bél mintakat 600 ul TRI reagensben
(#93289, Sigma-Aldrich) homogenizaltuk TissueLyser LT (Qiagen) késziilékkel. A
boérizomtomld mintakat folyékony nitrogénben, sterilezett dorzsmozsarban elporitottuk, majd
600 pl TRI reagensben tovabb homogenizaltuk.

Az RNS-t a Direct-zolTM RNA MiniPrep kit (#R2050, Zymo Research) segitségével
1zolaltuk. A mintak RNS tartalmat a NanoDrop One UV-Vis Spectrophotometer késziilék (#¥ND-
ONE-W, Thermo Fisher Scientific) hasznalataval kvantifikaltuk. A reverz transzkripcidt a

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit-el (#K1631, Thermo Fisher Scientific)

14



csinaltuk, minden minta esetében random hexamer primereket ¢s 200 ng kiindulasi RNS
mennyiséget hasznalva.

A HSP70 mRNS expresszio szint kvantifikalasara a mintakban, qRT-PCR-t hasznaltunk.
Mindegyik PCR reakcidelegy 20 uL volt, ami 10 uL 2x SYBR Green PCR Master Mix-et
(#208252, Qiagen), 6 pL nukledzoktdl mentes vizet, 2 uL. cDNS mintat (20 ng) és 1-1 pL
primert (500 nM végs6 koncentracid) tartalmazott. Endogén kontroll génnek B-katenint

hasznaltunk.

Az alkalmazott primerek szekvencidja a kdvetkezd volt (Integrated DNA Technologies,

Belgium):
HSP70 forward primer - 5’- AGC CGA CAC GTT CAT GAT GC - 3’
HSP70 reverse primer - 5’- TGC AGG ACT TCT TCAACG GA -3’
3-katenin forward primer - 5’- ATT TCA TCC AGG CCG TGC TT - 3°
3-katenin reverse primer - 5’- TTG AGC AGT GGC TAT GTC CGT - 3’

Minden reakcidelegyet egy 96-lyuku mikrolemezben készitettiink el, 2 ismétlést végezve.
A PCR reakciokat QIAquant 96 2plex késziilékkel (Qiagen) végeztik a kovetkezd
kondicidkkal: 50 °C 2 percig (,,Hold 17), 95 °C 2 percig (,,Hold 2”’), majd 40 ciklusban 95 °C
15 masodpercig és 60 °C 1 percig (,,Cycling”). A mérés végén olvadasi gorbe analizist
végeztiink (0.3 fokonként 60-95 °C kozott), hogy ellendrizziik a PCR termékek specifitasat. A
Ct értékeket a Q-Rex szoftver (v. 2.0, Qiagen) hasznalataval hataroztuk meg. A HSP70 relativ
mRNS expressziojat 2-AACt mddszerrel szamoltuk és hasonlitottuk dssze a kisérleti csoportok

kozott.

Statisztikai elemzés:
Az adatokat minden esetben statisztikailag elemeztiik, el6szor F probaval megvizsgaltuk, hogy
a szoOrasok azonosak-e, majd mivel minden esetben azonosak voltak Student T probaval

végeztiik a szdmitasokat.
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Eredmények

3.1. A taplalas hatasa a szevényregeneracio kinetikajara
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Az éheztetés nem akadalyozta meg, csak jelentdsen lassitotta a szelvényregeneraciot (2.
abra). Megfigyelhetd, hogy az ¢heztetett és a taplalt egyedek regeneralt szelvényszama kozott

annal nagyobb kiilonbség alakul ki minél tobb id0 telt el a csonkolas utan.

3.2. A colomasejtek és colomafolyadék szelvényregeneraciora hatéo morfolégiai vizsgalata
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3. abra: A colomasejt-kivonds hatasa a szelvényregenerdacio kinetikdajara. n=10

Megallapitottuk, hogy a colomasejtek és colomafolyadék kivondsa gatolta az 01j szelvények
képzodését, de a gatlas hatékonysagat a kivonas idOpontja jelentds mértékben befolyasolta (3.
abra). A csonkolas el6tti extrakcio gatolta a leghatékonyabban a szelvényregeneraciot, bar a 3.
posztoperativ héten mar a tobbi csoportra jellemz6 szelvényszamot regeneraltak az egyedek. A
csonkolasok utan alkalmazott coloma kivonasok kovetkezményei kozel azonos mértékiiek

voltak.
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3.3.1. Az exogén GABA hatasa a szelvényregeneracio kinetikajara
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4. abra: A csonkolas utan azonnal fiziologias oldatban (n=15) és 100 mM GABA oldatban
(n=15) aztatott egyedek regeneralt szelvényszamdnak osszehasonlitisa (n=15).
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5. abra: A csonkolast kévetoen 24 oraval 100mM-os GABA oldat hasznalatanak hatasa a
regeneralt szelvényszamra fiziologids sooldattal kezelt egyedek regeneralt szelvényszamaval
osszehasonlitva. n= 6 adat/csoport (6 ismétlés, n=10 allat/ ismétlés)

A csonkolast kovetden azonnal €s 24 draval aztatott egyedek esetén is azt tapasztaltuk, hogy
a GABA hatésara kevesebb szelvényt regeneraltak az egyedek, mint azok, amelyek fizioldgias
sooldatban aztak. Az is megfigyelhetd, hogy mindkét esetben (4. és 5. abran is) a GABA
oldatnak kitett allatok a masodik hétre szinte elérték a végleges regeneralt szelvényszamot, mig
a kontroll csoport egyedei a 2. hétrél a 3. hétre még tobb szelvényt voltak képesek regeneralni.

A statisztikai elemzés alapjan azt talaltuk, hogy 99%-os konfidencia szinten a GABA oldatba
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aztatott egyedek kevesebb szelvényt regenerdltak az azonnal 4ztatott (4. dbra), illetve a 24
oraval a csonkolast kdvetden aztatott (5. dbra) esetén is. Nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget
az azonnal és 24 o6raval GABA oldatba aztatott egyedek kozott, tehat nem befolyasolja a
regeneralt szelvények szamat, hogy GABA oldatnak a csonkolast kdvetden azonnal vagy 24

oraval tessziik ki.
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beinjektalasnak a hatdsa a regeneralt szelvényszamra fiziologias sooldattal beinjektalt
egyedek regeneralt szelvényszamaval 6sszehasonlitva. n=15

Megvizsgaltuk, hogy okoz-e szignifikans kiilonbséget, hogyha az egyedeket a csonkolast
kovetden nem GABA oldatba 4ztatjuk, hanem a GABA, illetve fiziologias sooldatot
beinjektalunk az utols6 3 szelvénybe (6. abra). Megfigyeltiik, hogy a két esetben a GABA
csOkkenti a regeneralt szelvények szamat. Nincs szignifikdns kiilonbség az aztatott és

beinjektalt egyedek regeneralt szelvényeinek szama kozott.

3.3.2. A colomasejtek bioaktiv anyagai
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7. Abra: A mért GABA kalibrdcios gorbéje (HPLC-MS)
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8. Abra: A mért szerotonin kalibrdcios gorbéje (HPLC-MS)

A HPLC-MS mérések szerint a colomasejtek bioaktiv molekuldkat (GABA, szerotonin)
tartalmaznak. A bioaktiv molekuldk koncentracidinak meghatirozasahoz analitikai mindségii
sztenderdek alkalmazasaval szerkesztett kalibraciés gorbéket hasznaltunk (7. és 8. abra).A
GABA esetén 71 mikrogramm/ gramm sejt, mig a szerotonin esetén 20 mikrogramm/ gramm

sejtet mutattunk ki.

wn

=

o

Q

2 —_

= 2 % 2
= - =
= < B =

GABA jelslt

19



Szerotonin jelolt

9. abra Célomasejtek szerotonin és GABA immunfestéssel jelolve ateso féennyel, fluoreszcens
fénnyel vizsgalva.
Roviditések: N: nucleus, fekete nyil: amébocytak, eleocytak

Az 9. abran megfigyelhetd, hogy minden esetben taldlhatdak amoebocytak és eleocytak is,
amelyek szerotonin, illetve GABA tartalommal rendelkeznek, illetve olyanok is, amelyek nem.
Ez aladtdmasztja a tomegspektrometrids eredményeinket, miszerint a colomasejtek GABA és

szerotonint tartalmaznak.

20



3.4. A regeneralodo szelvények anatomiai, hisztologiai és hisztokémiai tulajdonsagai

Nem hem tipusti haromértékii vas jelenlétének vizsgalata

10. abra: Perls reakcioval készitett totalprepardtum a bélcsatornardl a poszt operativ 4. héten
Roviditések: gt: bélcsatorna, N: hasduclanc

11. abra: Perls reakcioval készitett totalprepardtum a hasduclancrol a poszt operativ 4.héten.
Roviditések: N: hasduclanc, Mn: metanephridium, fekete nyil: szegmentalis ideg
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Perls reakcioval vizsgaltuk a nem hem tipusu vas jelenlétét a regeneralt kzépbélben (10. abra),
illetve a regeneralt hasduclancban (11. dbra). Lathato, hogy a csonkolds hataraig az eredeti
struktirdk festddtek, azaz tartalmaznak nem hem tipusu haromértékii vasat, mig a regeneralt
struktarak esetén sem a hasduclanc, sem a k6zépbél nem tartalmaz a csonkolast kdvetden 5.
hétnél nem hem tartalmt hdromértékii vasat. Emellett megfigyelhetd, hogy az els6 2-3 ganglion
tobb szegmentalis ideget tartalmaz. Az utdna kovetkezd szelvények esetén mar az eredeti

struktirdhoz hasonl6 szerkezetii ganglion figyelhetd meg.

Nem hem tipusu kétértékii vas jelenlétének vizsgalata

12. abra: Turnbull reakcioval készitett totalpreparatum a bélcsatornardl az 5. poszt
operativ héten
Roviditések: gt: bélcsatorna

Turnbull reakcioval vizsgaltuk a nem hem tastalmt kétértékdi vas jelenlétét a regeneralt bélben
(12. 4bra). Megfigyelhetd, hogy a csonkolds hataraig tartalmaz a bél Fe*" ionokat, de a

regeneralt bélben egyaltalan nem talalhato.
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Hem vas jelenlétének vizsgalata

13. abra: Az 5. poszt operativ héten 14. abra: Az 5. poszt operativ héten
bélcsatornarol készitett DAB-al inkubalt bélcsatornarol készitett DAB-al inkubalt
totalprepardtum majd H>O>-vel kezelt totalprepardtum
Roviditések: gt: bélcsatorna Roviditések: gt: bélcsatorna

A reakci6 alapjan lathatd, hogy az eredeti szovet tobb hem vasat tartalmaz, mivel erésebb a

reakcid, mig a regeneratum kisebb mennyiségben, de tartalmaz hem vasat,

Colomasejtek besziiremkedése a szovetekbe

15. abra: Izomsejtekbe besziiremkedd colomasejtek
Réviditések: C: célomasejtek, M: izomszovet, BW: borizomtémlo

A 15. abran megfigyelhetd, hogy az izomrétegbe cOlomasejtek sziiremkednek be.
Alapvetden a colomasejteket a sebzarasnal irtdk le kulcsfontossagunak, viszont megfigyelhetd,

hogy a sebzaras helyett inkabb az izomsejtek dedifferencidlodasaban lehet szerepiik.
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Az izomban bekovetkezo valtozasok a csonkolast kovetoen

-

16. abra: Az izomszévet a csonkolast
kévetden ateresztd fénnyel vizsgalva
Roviditések: M: izomszovet, BW:
borizomtomlo

N
)
NS AW \ ¥ ¢
17. abra: Az izomszévet a csonkoldst
kovetoen fluoreszcens fennyel
megvilagitva
Roviditések: M: izomszovet, BW:

Az izom esetén a csonkolést kdvetden megfigyelhetd egy erételjes dedifferencialddas (16.

abra). Mindamellett, hogy egyfajta atrendezddés figyelhetd meg a szovetekben a 17. édbran
lathatd, hogy az izom fénytorése is megvaltozik a dedifferencidlodd szovetekben, hiszen a

vagds menti izomsejtek esetén erdsebb gerjesztett fénykibocsatas figyelhetd meg, ami a

nagyobb eozin tartalom miatt van.

Kollagén jelenlétének vizsgalata a regeneratumban

"‘;»«»\,,/" ( R

18. abra: Kollagén jelenléte a regeneralodo
régional atesé fénnyel vizsgalva
Roviditések: N: ideg, M: izomszovet, BW:
borizomtomlo, Gt: bélcsatorna, fekete nyil:
regeneralodo régio
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19. abra: Kollagén jelenléte a regenerdlodo
régional fluoreszcens fénnyel megvilagitva
Roviditések: N: ideg, M: izomszévet, BW:

borizomtomlo



20. abra: Kollagén jelenléte a regeneralodo régional a csonkolast koveto 5. poszt operativ
héten
Roviditések: N: hasduclanc, M: izomréteg, BW: borizomtomlo, fehér nyil: eredeti struktura,
kék nyil: regeneralodo struktora

A kollagén esetén is megfigyelhetd, hogy az eredeti struktirak kollagénben gazdagok, mig
a csonkolést kovetden 5 hét elteltével a regeneralt struktirdkban kollagén nem, vagy csak
nagyon kis mennyiségben taldlhato (18. és 19. abra). Ez megfigyelhetd az izom, az

idegrendszer/hasduclanc, és a bazalis membran esetén is (20. abra).
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Nem hem tipusu vas jelenléte az eredeti és regeneralt szovetek esetén
= . o . 1 A .
P : K —~ T T

l ’ : H . TP ){‘- % F

21. abra: A hasduclanc regeneralodo
régionak hosszmetszete és keresztmetszete
Perls reakcioval
Roviditések: N: hasduclanc Da: Dorzalis
axon, G: glia, P: perikaryon, Bt:
borizomtomlo, M: izom

A totédlpreparatumokon latottak alapjan hisztologiai vizsgéalatot is végeztlink. 3 hetes
regeneratum esetén megfigyelhetd, hogy a hasduclanc (N) eredeti része tartalmaz vasat, mig a
regeneralt régio nem. A hosszmetszet kisebb nagyitasu, mint a keresztmetszet, ezért az utébbin

lehet jol megfigyelni, hogy a glianyulvanyok tartalmazzak a ferri-vegyiileteket.
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22. abra: Abérizomtémlo vastartalma a regeneralodo régional
M: izomszovet, H: bérizomtomlo ham

Az izom (M), illetve a borizomtdmlé ham (H) esetén is megfigyelhetd szintén, hogy az
eredeti régiok tartalmaznak vasat, mig a regeneralt régi6 nyomokban tartalmaz vasat.

3.5 HSP70 expressziojanak qRT-PCR elemzése

Posterior végtdl szamitott 25. szelvényhatar

S T T T T T T T

ctrl

i
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HSP70 mRNA fold change

1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25
0,00

HSP70 mRNA fold change

Kozépbél

!ln;

*
H ctrl H exp Hreg

23. abra: A HSP70 mRNS expresszioja kézépbélben
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2,50
225 |
2,00 |
1,75 |
1,50 |
125 t
1,00
0,75
0,50
0,25

ok

2,02

0,00

mctrl N exp Hreg

24. abra: A HSP70 mRNS expresszioja a hasduclancban
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25. abra: A HSP70 mRNS expresszioja borizomtémloben
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A regeneralodo egyedek utolsd 10 intakt szelvényének minden szervében magasabb a
HSP70 expresszidjanak mértéke. A regeneratumban azonban a szovettdl fiiggden valtozo az
expresszio. Kozépbélben a kontrollnal alacsonyabb, hasduclancban a kontrollndl magasabb,

mig a bérizomtdmloben a kontroll egyedek HSP70 expresszidjaval kozel megegyezo.

Az eredmények megvitatasa

Eredményeink alatdmasztjak, hogy a szelvényregeneracido kinetikdjat tobb tényezd
befolyasolja. Ezek egyrésze kapcsolédik maés laboratoriumok altal korabban elért
eredményekhez, tobbségiliket azonban a szelvényregeneracidé mechanizmusat eddig nem

alkalmazott vizsgalati mdodszerek alkalmazasaval értiik el.

2.1. A szevényregeneracio Kinetikaja

Kimutattuk, hogy a taplalt allatok szignifikans mértékben tobb szelvényt regeneralnak, mint
az ¢heztetettek (2. 4abra). A regenerdlt szelvényszdm a 3. posztoperativ héten 16 %-kal
meghaladta az eltavolitott szelvények szdmat. A ndvények 4altal termelt szteroidok egy része
(Zhabinskii és mtsai 2015). A foldigilisztak szteroid receptorainak megléte vitatott kérdés, de
vizi oligochaeta fajokban mar egyértelmiien kimutattak azokat (Azevedo és mtsai 2024). Az E.
fetida és E. andrei fajok idegrendszerében kimutatott szteroidokat halmozd neuroszekréciods
sejtek (Molnar és mtsai, publikdlatlan eredmény) arra utalnak, hogy szteroid hormonok
szintézisére képesek. Igy lehetséges, hogy a kisérlet soran taplalékként hasznalt lucerna szteroid
vegyiiletei (Janeczko 2021) a modelldllat endokrin rendszerén at stimulaltak a
szelvényregeneracid folyamatat.

Feltiind, hogy a taplalékmegvonas ellenére a 3.posztoperativ hétre az eltavolitott
szelvényszam 68%-a potlodott. Ehezd szervezetekben ez csak a rendelkezésre 4llo szoveti
sejtek Ujra rendezédésével lehetséges. Eredményeink arra utalnak, hogy szelvényregeneraciod
vizsgélata soran sztenderdizalt tartasi koriilményeket kell biztositani a kisérleti allatok szamara

a reprodukalhato eredmények elérése érdekében.

2.2. A colomasejtek hatasa a szelvényregeneracio kinetikajara
Meger0sitettitk Liebmann (1943) felismerését, hogy a colomasejtek mennyiségének
csokkentése gatolja a szelvényregeneraciot, egyben azt is feltartuk, hogy a kivonas idépontja

szignifikans mértékben befolyasolja a regeneralt szelvények szamat (3. abra). Eredményeink
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arra utalnak, hogy a c6lomasejtek foleg a regeneracio korai eseményeit befolyasoljak, a késébbi
folyamatokra kisebb mértékben hatnak. Az epimorfozis kezdeti szakaszaban a regeneracios
blasztéma a szoveti sejtek dedifferencidlodasaval, a szoveti Ossejtek sértett szoveti felszinekhez
vandorlasaval alakul ki, majd a sejtek intenziv osztodasa €s differencialodasa vezet az 1j szoveti
struktarak kialakuldsahoz (Londono és mtsai., 2018). A célomasejtek tobb mdodon segithetik
eld a szovetek ujraképzését. A sértett szovetekbe vandorolva az altaluk szallitott tdpanyagok,
riboflavin felszabaditasaval befolyasolhatjak a sejtek mitkodését, hasonldéan Molnar és mtsai
(2015) altal az agyduc regeneracidja soran megfigyelt folyamatokhoz.

A colomasejtekben altalunk kimutatott szerotonin, ¢és GABA (7. és 8. 4abra)
neurotranszmitterként ismert vegyiiletek, amelyek sértett idegrendszerbdl torténd
felszabadulasat a regeneracié sordn tobb tanulmany leirta, azt sugallva, hogy a regenerécio
szabalyozasaban szerepet jatszanak (Carnevali és mtsai., 1996, Csoknya és mtsai., 2003;
Koritsanszky & Hartwig, 1974). Bar ezek elforduldsat colomasejtekben eddig még nem
azonositottak egyértelmiien, de a hisztokémiai €s tomegspektrometriai eredményeink (7., 8. és
9. é4bra) is egyértelmiien bizonyitjak jelenlétilket a colomasejtekben A colomasejteket
funkcionalis tulajdonsagaik alapjan a gerinces immunsejtekkel analog struktaraknak tartjk,
amelyekben szerotonin (Herr és mtsai 2017), dopamin (Matt és Gaskill 2020) és GABA
(Bhandage és Barragan 2021) expresszidjat az utdbbi években mutattak ki. Eredményeink arra
utalnak, hogy egyes szigndl molekuldk mar a gerinctelenek immunsejtjeiben megjelentek és
szerepet jatszhatnak a velesziiletett és az adaptiv immuvélasz szabalyozasban ¢és
befolyasolhatjak periférias szovetek miikodését is.

A GABA morfogenetikus hatdsainak vizsgélata gerincesekben az utobbi évtizedben valt
hatéast tanulmanyoztak a kiilonb6z6 laboratoriumok. Mivel jol reprodukalhaté eredményeket
értek el 100 mM GABA alkalmazasaval (Huang és mtsai 2023), kisérleteink soran mi is ezt a
koncentraciot alkalmaztuk. Az exogén GABA kezelés hatasara kevesebb szelvényt regeneraltak
a kisérleti allatok (4., 5. és 6. abra), amit a GABA morfogenetikus hatdsanak tulajdonithatunk.
Felszabadulhat GABA a rostokbol, illetve novekedési kiipokbol, olyan médon, hogy a GABA
transzporterek membranhoz kotottsége megfordul. GABA megjelenik a nagyagy ventricularis
zonajaban talalhato proliferalodo sejtekben (LoTurco és mtsai., 1995; Owens és mtsai., 1999),
amibdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a GABA-nak sejt proliferaciot szabalyozoé szerepe lehet.
negativ regulétor is (Young €s Bordey, 2009). A periférias idegrendszerben megfigyelték, hogy
a GABA képes gatolni a Schwann sejtproliferaciot (Magnaghi, és mtsai., 2004). Megtigyelték,
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hogy a GABA jelatvitel GABAA receptorokon keresztiil negativan befolyédsolja az embrionalis
Ossejtekben és betiltetés eldtti embriondlis novekedést a boundary-cap 6ssejt nicheben.
Megnovekedett sejttérfogat novekedéshez vezet az S szakaszban, ezaltal a sejtproliferacio
csokkenéshez vezet (Wang és mtsai., 2008). A bioaktiv molekuldk, amelyek taldlhatoak a
colomafolyadékban antiproliferativ hatdsuak is lehetnek (Augustine, 2017). Mivel a
colomafolyadékban taldlhatd bioaktiv molekuldk antiproliferativ hatastiak is lehetnek, ezért
raksejtekre vald hatasat is megvizsgaltdk a colomafolyadéknak, amely soran hatékony
antiproliferativ hatast fejtett ki (Haque és mtsai., 2023).

Az agy fejlodése soran a GABA depolarizal¢ aktivitast fejt ki az agykérgi idegi prekurzorokban,
mtsai., 2008). Emellett kimutattak, hogy a GABA GAT-2-es traszporterének a hianya indukalja
a bél germinalis kézpopntjdban a B sejtek differencialédasat (Liao és mtsai., 2022), tehat

elmondhato, hogy a GABA bizonyos esetekben hatdssal van a sejtdifferencialodasra.

3.4. A regeneralodo szelvények anatémiai, hisztologiai és hisztokémiai tulajdonsagai

A hisztologiai vizsgéalatok alapjan kimondhatd, hogy a regeneral6do struktira bar elészor
ugy tlinhet, hogy megegyezik az eredeti struktiraval szovettanilag nem azonosak. A csdkkent
vas jelenléte utalhat arra, hogy annak jelenléte nélkiil jatszodik le az erételjes sejtproliferacio.
Feltételezhetd, hogy a regeneracio6 soran a vas kofaktorok alacsony szintjével torténik a koros
sejtburjanzas megakadalyozésa.
Az emldsben megfigyelhetd sebzarddas esetén megfigyelhetd kollagén felhalmozodas sem
torténik meg, s6t az Ujonnan létrehozott struktirdk nem tartalmaznak kollagént. Tehat
elmondhato, hogy a sejtvandorlas a kollagén altal biztositott matrix nélkiil jatszodik le, tovabba

a regeneracio folyamatat sem lassitja annak a lebontésa.

3.5 HSP70 expressziojanak qRT-PCR elemzése

A HSP70 expresszidjanak vizsgalata soran megallapithatd, hogy a modellallat regeneralodo
szoveteiben magasabb az expresszid mértéke, mint a sértetlen szovetekben. A regeneralodo
planaridkban is a HSP70 emelkedett expressziojat figyelték meg (Wang és mtsai. 2022), ami
felveti azt a lehetdséget, hogy az emelkedett HSP70 expressziot a regeneracié markerének lehet

tekinteni.
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