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1. Attekintés

Az Eisenia gytrisféreg fajokat a toxikologiai kisérletek mellett az &sszehasonlitd
immunologiai és fejlédésbiologiai kutatasokban is alkalmazzak. Dolgozatom soran ezt a
harom tudoméanyteriiletet érintettiik, de az evolucidésan konzervalt, ¢sibb immunbiologiai
folyamatokra fokuszaltunk egy gerinctelen modellorganizmus, E. andrei gilisztafaj
alkalmazasaval.

A munka elsé részében targyaljuk, hogy mMRNS-szinten azonositottuk a Lumbricus
rubellus gilisztafajban korabban mar leirt lumbricin (antimikrobialis fehérje) két homologjat
E. andrei-ben. A prolin-gazdag aminosavak csaladjaba tartozé peptidek nagyfokt szekvencia
azonossagot mutatnak a rokon fajokban leirt lumbricinekkel. Szoveti szinten a legnagyobb
mértékli mRNS expresszidés mintazat az elobélben volt megfigyelhetd. Ellentétben az eldzetes
tanulmanyokkal —mindkét lumbricin  homolég expresszidja kimutathato  volt a
coelomasejtekben és az embrionalis fejlodés soran, illetve indukalhatonak bizonyult a 48 6ras
in vivo Gram-pozitiv bakterialis kezelést kovetéen. Eredményeink alatamasztjak a lumbricin
fehérjék konzervaltsagat az Annelida csoporton beliil, illetve szerepiliket a homeosztazis
fenntartasaban.

A dolgozat masodik részében az E. andrei anterior és posterior regeneracidja soran a
morfoldgiai valtozasok mellett az immunbioldgiai folyamatokat vizsgaltuk. Eredményeink
alapjan a coelomasejtek az ujonnan képzddo szegmensekbe vandorolnak és szerepiik lehet a
sikeres regeneracios folyamatban. Az immunvalaszban résztvevd gének (mintazatfelismero-
receptorok ¢és antimikrobialis fehérjék) talnyomorészt csokkent mértékiit mRNS-expresszids
mintazatot mutattak az intakt allatokhoz viszonyitva. Az anterior €s posterior regeneracio
jellemzése soran szamos, karakterisztikus sejt,- és génszintli valtozast figyeltiink meg a
gytriisférgek velesziiletett immunvalaszdban, mely parhuzamba allithatd mas gerinctelenek
regeneracidjakor megfigyelt immunologiai valtozasokkal.

Végiil a harmadik részben, a toxikologiai vonatkozasban két kozeli rokon faj (E.
andrei és E. fetida) coelomasejtjeinek érzékenységét tanulmanyoztuk in vitro, eltéré biologiai
szinteken eziist (Ag) és arany (Au) nanopartikulum (NP) kezelést kovetden. Eredményeink
alapjan az AgNP mar alacsony koncentracioban toxikus a sejtekre, és apoptozist indukalo
tulajdonsaggal rendelkezik, mely az AuNP-ndl nem volt megfigyelhetd. Emellett
kiilonbségeket figyeltiink meg a fajok kozott a génexpresszid szintjén és a NP-ok koriil
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érzékenységbeli kiilonbségeket. Eredményeink ravilagithatnak arra, hogy milyen hatassal

lehetnek ezek a részecskék a magasabb rendil szervezetek immunrendszerére.

2. Altalanos bevezetés

A kevéssertéji gytirtisférgeket (osztaly: Clitellata; alosztaly: Oligochaeta) elsésorban
a kornyezeti toxikologiai kisérletekben alkalmazzak. A kisérletes felhasznalas magyarazhatod
azzal, hogy a talajlaké gilisztdk magas nehézfém-rezisztencidval rendelkeznek, illetve a
nehéz-fémionok idbleges tarolasara €s inaktivalasara is képesek.

Az elsd, passziv védelmi réteget a borizomtomldé képezi, amely elhatarolja az allat
szervezetét a kiilvilagtol. Felépitését tekintve epidermisz, vékony, mukopoliszacharidokat ill.
fehérjéket tartalmaz6 kutikula és izom rétegekbdl all, mely antimikrobialis barrierként
funkcional'.

A torzsfejlodés sordn ebben a gerinctelen allatcsoportban figyelhetjiilk meg elséként a
cellularis és a humordlis immunfolyamatok egyiittes milkodését. A  humoralis
immunfolyamatok nagy része a coelomafolyadékban zajlik, amely bizonyitottan proteolitikus,
haemolitikus, antibakteridlis, és citolitikus tulajdonsagokkal rendelkezik®. Az Oligochaeta
gyurisférgek coelomafolyadéka a molekularis 6sszetevok mellett cellularis komponenseket is
tartalmaz, az un. coelomasejteket. Ezek a sejtek morfoldgiailag és funkcionalis szempontbol
is analogiat mutatnak a gerincesek fehérvérseijtjeivel.

A coelomasejtek kiilonbozo alcsoportjai szdmos funkcioval rendelkeznek, amelyek
koziil a legfontosabbak a fagocitdzis, enkapszulacid ¢és a cellularis citotoxicitas. A
coelomasejtek jellemzése kezdetben klasszikus fény és elektronmikroszkdépos modszerekkel
tortént. A ma haszndlatos, egyszerlibb csoportositds alapjan (dramlési citometria ¢és
monoklondlis ellenanyagok alkalmazdsa) a coelomasejtek —eredetiik, és morfologidjuk
alapjan- két nagyobb alpopulacidja kiilonithetd el. Ezek az amoebocytdk (ezen beliil hyalin és
granularis sejtek) és az eleocytak®®. Korabbi vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy a
granularis és hyalin amoebocytdk a cellularis immunmechanizmusok (fagocitozis és
enkapszulacio) résztvevoi, illetve ezek az effektor sejtek kiilonb6zé mintazatfelismerd
receptorokat (PRR) is expresszalnak. A chloragogén sejtek/eleocytak lizoszomalis rendszeriik
révén detoxifikalo szereppel birnak, tovabba ezeknek a testiiregi sejteknek tulajdonitjak a
haemoglobin szintézisét, a pH egyenstly és az isohydria allapotanak fenntartasat és szamos,

immunfolyamatokban is hatékony fehérje termelését (pl. lysenin)®?,



A coelomasejteket a velesziiletett immunvalaszban meghatarozott szerepiik révén
tekintjiik fontos komponenseknek. Valtozatos funkcidjuk, a fagocitdzisban betoltott szerepiik
miatt makrofag-szerii sejteknek mondhatok, emellett funkciojukat tekintve antimikrobidlis

peptid szekréciora és célsejtekkel szembeni litikus reakciokra képesek.
3. Célkitilizések

A kevéssertéjii gytiriisférgek kozé tartozd E. andrei gilisztafaj viszonylag gyakran
alkalmazott modellszervezet az Osszehasonlit6 immunolédgiai, fejlodés- €és regenerativ-
biologiai illetve toxikologiai tanulmanyokban. Dolgozatomban, harom kiilon fejezetben
ismertetve ezen fo teriiletek keriiltek a kozéppontba, részben, vagy teljesen 11j célkitlizéseket
megfogalmazva. K6zos mindegyik fejezetben, hogy a hangstly az evolucidsan konzervalt,
immunbiologiai folyamatokra koncentralodik.

1. A lumbricin nevii antimikrobialis peptidet el6szor L. rubellus gilisztafajban
azonositottak, azota a lumbricin homologjait mar szamos gyirisféreg fajban leirtak (pl.
Hirudo medicinalis). A kozeli rokonsag miatt feltételeztiik a gén expressziojat E. andrei
fajban, ezért f6 célunk volt a lumbricin homolégjanak azonositasa, filogenetikai
elhelyezése, és mRNS expressziojanak meghatarozasa felnétt allatok Kkiilonb6z6
szoveteiben ¢és az ontogenezis soran. Emellett vizsgalni kivantuk a lumbricin mRNS
expresszidjanak Kinetikajat eltéré in vivo patogén (bakterialis, gomba) kezelések
hatasara.

2. A regeneracios képesség egy evolicidosan 0Osi tulajdonsagnak szamit. A regeneracio
morfologiai 1épései ma mar jol ismertek, azonban az immunvalasz szerepe a folyamatban
részleteiben még nem tisztazott. Az E. andrei gilisztak intenziv regeneracios képességgel
rendelkeznek, de napjainkig az alapvetd, embriondlis fejlédés mechanizmusdban 1is
nélkiilozhetetlen folyamatok (pl. sejtosztodas és sejthalal) pontos leirdsa sem tortént meg.
Ezért célunk volt a regeneraciéo folyamatiaban a sejtosztodas ¢és sejthalal egylittes
kimutatasa, illetve a velesziiletett immunrendszer cellularis (coelomasejt alcsoportok)
elemeinek vizsgalata és a humoralis folyamatokban részt vevé faktorok (pl. lumbricin,
lysenin) mRNS expressziojanak vizsgalata.

3. A toxikologiai vonatkozasban két kozeli rokon faj (E. andrei és E. fetida)
coelomasejtjeinek érzékenységét vizsgaltuk eltérd biologiai szinteken nemesfém (Ag és Au)
NP kezelést kovetden. Céljaink kozott szerepelt, eltéréd modszerek alkalmazéasaval, a lethalis
NP-kezelésekre adott oxidativ stressz, apoptotikus valasz és DNS-karosodas kimutatasa.

A szublethalis koncentraciok alkalmazasaval vizsgaltuk a két faj kozotti a gén,- és
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fehérje expresszio szintjén, ill. a protein Kkorona osszetételében megnyilvanulo
kiilonbségeket. A dolgozatomban a szublethalis koncentraciokhoz tartozo, az antimikrobialis

fehérjékkel kapcsolatban 1év6 eredmények vannak ismertetve.
4. Uj, lumbricin-homolégok azonositasa Eisenia andrei gilisztafajban

4.1. Bevezetés

A velesziiletett immunrendszer humoralis elemei kozé tartozo, evolicidosan konzervalt
antimikrobidlis peptidek (AMP) termelddése mar a torzsfejlodés korai szakaszdban
megfigyelhetd. Kationos (pozitivan toltott) szerkezetiik révén ezen peptidek széles kori
antimikrobialis hatast mutatnak a Gram-pozitiv, és Gram-negativ baktériumok, gombak,
egysejtiiek és virusok ellen. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy antimikrobialis
aktivitasuk  nagymértékben fligg az aminosav-Osszetételtol és a  fizikai-kémiai
tulajdonsagaiktol: a kationos feliiletiikt6l, a pozitiv nettd toltésiiktél és az amfipaticitastol,
valamint a mikroorganizmusok membran lipid elrendezéséts1°,

A gerinctelen organizmusok, mint példaul a gilisztak 6sszehangolt, velesziiletett sejtes és
humoralis immunkomponensekkel 6rzik meg integritasukat. A lumbricint els6ként a
Lumbricus rubellus gilisztafajban azonositottak®, azéta homologjait mar szamos gylirlisféreg
fajpan megtalaltak (Metaphire tschilliensis, M. guillelmi, Hirudomedicinalis). Tobb
tanulmany alatdmasztotta, hogy a lumbricin és ortologjai széleskorli antimikrobialis hatéssal
rendelkeznek a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok, illetve gombakkal szemben
(haemolitikus aktivitas nélkiil). Munkank célja a lumbricin homoldgjanak azonositasa és
karakterizalasa, szoveti és ontogenetikai megoszlasanak megallapitasa, illetve in vivo patogén

indukcio hatasanak vizsgalata coelomasejteken, E. andrei gilisztafajban.
4.2. Médszerek

4.2.1. Kisérleti allatok tartasa, RNS izolalas, cDNS szintézis és RACE-PCR (Rapid
Amplification of cDNA ends)

4.2.2. Szekvencia- és filogenetikai analizis

4.2.3. Coelomasejtek izolalasa, szortolasa és aramlasi citometria

4.2.4. RNS-izolalas, cDNS-szintézis és szemikvantitativ RT-PCR

4.2.5. A lumbricin és rokon-fehérje relativ expresszios értékének megallapitdsa kiilonbozo
szovetekben és embridkban valds-idejit PCR alkalmazasaval
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4.2.6. In vivo bakterialis és zymosan kezelés, statisztikai analizis
4.3. Eredmények

Az elérhet6 lumbricin szekvencidk alapjan egy degeneralt, forward primert terveztiink,
hogy detektalni tudjuk a lumbricin homologjat E. andrei-ben 3’-RACE PCR segitségével,
azonban meglepd modon nem egy, hanem két diszkrét savot kaptunk a 3’-RACE PCR
eredményeként. A két PCR amplikonbol meghatdrozott szekvencidk nukleotid (nt)
azonossaga csak 43 % volt. Ezt kovetden szekvencia-specifikus primerek és 5'-RACE PCR
technika alkalmazasaval meghatdroztuk a két mRNS 466-nt és 549-nt hosszu szekvencidit (a
polyA-vég nélkiil). A 466 nt hosszi mRNS egyetlen 192 nt hossziisagi nyitott leolvasasi
keretet (ORF-et) tartalmaz, amely egy 63 aminosav hosszi peptidet kodol (lumbricin,
roviditve: Lumbr) (atlagos szamitott molekulatomege: 7413,35 Da, KX816866). Emellett, a
lumbricin-rokon fehérje (roviditve: LuRP) 575-nt hosszi mRNS, amely egyetlen, 180-nt
hosszi ORF-et tartalmaz, igy egy 59 aminosav hosszi peptidet kodol (atlagos szamitott
molekulatomege: 7066,84 Da, KX816867).

A filogenetikai elemzés alapjan nagyfoku szekvencia homologiat figyeltiink meg a
rokon fajokban leirt lumbricinekkel. A prekurzor peptidek 98% (Lumbr) és 66% (LuRP)
azonossagot mutatnak az L. rubellus lumbricin-1 peptiddel (AF06552), azonban a két E.
andrei AMP minddssze 66 %-0s azonossagot mutatott egymassal. Annak ellenére, hogy a
Lumbr és a LuRP nagyfokt szekvencia azonossagot mutatnak, a prekurzorok tavolabb allnak
egymastol. A Lumbr a L. rubellus lumbricin-I-gyel, mig a LuRP a H. medicinalis Hm-
lumbricin-nel mutat nagyobb foki homologiat. Altaldnossagban elmondhatd, hogy a
lumbricin-homoldgok tipikus hossza 57 - 76 aminosav, emellett szembetiiné tulajdonsaga
ezen AMP-csaladba tartozofehérjéknek a magas prolin tartalmuk. Tovabbi érdekesség, hogy
az Eisenia lumbricin homologok aromas aminosav-tartalma (His, Trp, Tyr) is viszonylag
magas (15-16 % molaranyban), amely ezen peptidek antimikrobialis hatasat fokozhatja.

Mindkét AMP mRNS expresszioja az el6bél proximalis részén (garat, gyomor)
bizonyult a legmagasabbnak, mikézben a tobbi vizsgalt szovetben nagyrészt kdzepes szintii
kifejezOdést tapasztaltunk (bdrizomtomld, petefészek, ondoholyag, metanephridium és
idegrendszer), a legalacsonyabb mRNS szinteket a coelomasejtekben detektaltunk. Minden
vizsgalt szovetben a LURP magasabb mRNS expresszios mintazatot mutatott, mint a Lumbr.
Mindkét AMP esetében a kozépbélben volt a legmagasabb expresszid, mivel ez a szerv

tekinthetd a mikrobialis invazido szempontjabol kozponti fontossagiinak. A coelomasejt



alcsoportok koziil a Lumbr és LURP expresszid szempontjabol csak az amoebocyta
alpopulacié bizonyult pozitivnak, az eleocyta nem.

Kisérleteinkben mindkét E. andrei lumbricin-homolog kifejez6dést mutatott az
embrionalis fejlodés stadiumai soran, és a LURP expresszidja szignifikdnsan magasabb volt
Osszehasonlitva Lumbr-vel. Az expresszid folyamatos novekedést mutatott a negyedik
fejlodési stadiumig (E4), amikor is a test mar teljesen szegmentalt és a szervek
differencialodasa is befejez6dott.

Az indukalhatosag vizsgalata soran az E. andrei Lumbr és LURP mRNS expresszios
szintje a coelomasejtekben szignifikans, de lassi emelkedést mutatott 48 oras Staphylococcus
aureus baktérium-fert6zést kovetden, de az expresszid valtozatlan maradt az Escherichia coli

vagy zymosan (Saccharomyces cerevisiae sejtfalkivonat) kezelések utan.

4.4. Osszegzés

A gytirtsférgek hatékony védekezd rendszerrel rendelkeznek a kornyezeti korokozokkal
szemben. A torzsfejlodés soran ennél az allatcsoportnal figyelhetd meg els6ként a humoralis
¢s cellularis immunfolyamatok szoros egyiittmiikddése. A velesziiletett immunrendszer
humoralis elemei k6z¢ tartozd6 AMP-ek termelddése mar az egysejtiiektol kezdve szamos allat
€s novénycsoportra jellemzd. Azonban a gyuriisférgek esetében az AMP-krdl kevés adattal
rendelkeziink.

Jelen tanulmanyunk feltarta a prolin gazdag AMP-ek csaladjaba tartozo két 1j
lumbricin-homolog jelenlétét E. andrei gilisztafajban, amelyek nagyfoku szekvencia
azonossigot mutatnak a mar leirt lumbricinekkel’®®. A szdveti mRNS expresszié
tanulmanyozasa soran a Lumbr és LURP széles korii expresszidjat figyeltiik meg szamos
szervben ¢€s szovetben. A foldigilisztak embriondlis fejloddésérdl molekularis viszonylatban
még hianyosak az ismereteink, az eredmények dsszevetése mas immunologiailag-rokon gének
expressziojaval a jovoben hasznos lenne a teriileten. Eredményeink alapjan a Lumbr és a
LURP lassu indukciojat (48 ora elteltével) figyeltiik meg in vivo S. auresus kezelés hatasara.

Uj eredményeink alatamasztjdk a lumbricin fehérjék konzervaltsagat az Annelida
csoporton belill, lehetséges szerepiiket a foldigilisztdk immun-homeosztazisanak

fenntartasaban, az ontogenezis €s patogén fertdzések soran.



5. A cellularis és humoralis immunkomponensek szerepe az Eiseniaandrei széveti
regeneraciojaban

5.1. Bevezetés

A regeneracidé olyan morfogenetikus események 0sszessége, amely soran a részlegesen,
vagy teljesen elvesztett szerv vagy szévet helyreallitasa torténik meg®.

Az elmult években szamos eldrelépés tortént a regeneracid filogenetikai hatterének ¢€s
fejlodési alapjainak megértésében. A gerinctelen szervezetek koziil a legtobb gytirlisféreg
képes az elvesztett szelvényeinek regeneralasara, amely epimorfozis (regeneracios blastema
kialakuldsa) és morphallaxis (régi szelvények ujraszervezdése) utjan megy végbe'!. Az
evolucid folyaman a gytirtisférgekben valosziniileg azért alakult ki a regeneracid képessége,
mert gyakran érik ragadozok tadmadasai, amelyeknek kovetkezménye a szelvények
elvesztése'®. Az Oligochaeta gyliriisférgekben a  regeneracié morfologiailag  jol
tanulmanyozott, de a folyamat molekularis hattere kevésbé ismert. A legtobb molekularis adat
a fejlodést szabalyozd génekhez kothetd, mig a regeneracio ¢és az immunbiologiai folyamatok
kapcsolatarol kevés adattal rendelkeziink.

Mostandig szdmos tanulmany igazolta, hogy az immunrendszer szerepe dontd a
regeneracios folyamatban, illetve a regeneracios kapacitas novekedése forditottan aranyos az
immunrendszer fejlettségével. Ezért f6 célunk az E. andrei gilisztafaj 4 hetes anterior és
posterior regeneracidja soran a sejtosztddas ¢és sejthaldl kapcsolatanak kimutatasa, a
folyamatban a makrofag-szerli sejtek (coelomasejtek) részvételének igazoldsa és az

immunvalaszban szerepet jatszo gének mRNS-expresszidjanak vizsgalata volt.
5.2. Anyagok és modszerek

5.2.1. Kisérleti 4llatok tartasa €s a regeneracios kisérletek kivitelezése

5.2.2. Hisztokémia és enzim hisztokémia

5.2.3. Sejtosztddas és sejthalal detektalasa, immunfluoreszcencia

5.2.4. RNS-izolalas, reverz-transzkripcid és valos-idejii PCR

5.2.5. Statisztikai analizis



5.3. Eredmények

Elsoként hisztokémiai festéseket végeztink az anterior és posterior regeneracio
folyamata sordn a regeneracids blastema megjelenésétél (4. nap) a regeneracids folyamat
végéig (4 hét). A hematoxXilin-eozin festést kovetden jol lathatd az Gj szelvények képzodése és
a szovetek ujraszervezOdése mind az anterior és a posterior regeneracio folyamata alatt. A
PAS festés, amely a szénhidratok/glikogén-kimutatasara alkalmas, nem mutatott 1ényeges
kiilonbségeket az intakt és regeneralodo allatok kozott. Ezzel szemben a savas-foszfataz festés
alkalmazasaval (lizoszoémalis aktivitas egyik markere) Iényeges kiilonbségeket figyeltiink meg
az intakt és regeneralodo (anterior és posterior) allatok kozott.

A sejtosztodas kimutatasa soran a 2 hetes regeneralodo allatokban az osztodo sejtek
szama joval magasabb volt, mint az intakt és 4 hetes regenerdlodd allatok esetében.
Megfigyeléseink alapjan a sejtosztodas az anterior regeneracioban joval kifejezettebb, mint a
posterior regeneracio folyamataban.

Eredményeink alapjan az eleocytdk €s granularis amoebocytdk is az Gijonnan képzd8dd
szegmensekbe vandorolnak. Azonban az anterior regeneracid folyamataban sokkal kevesebb
anti-EFCCS5 pozitiv eleocyta, ¢és anti-EFCC4 pozitiv granularis amoebocyta volt
megfigyelhetd még 2 és 4 hét utan is, Osszehasonlitva a posterior regeneracioval. Ezzel
szemben a posterior regeneracid soran mar a masodik hét elteltével anti-EFCCS pozitiv,
eleocyta-csoportosulasokat figyeltiink meg a regeneracios blastema lacunaiban. A lysenin-
szekretalo eleocytak jelenléte, igy az antimikrobialis kornyezet kialakitdsa a regeneracios
folyamatban Osszekapcsolodhat a korokozok elleni védelemmel. Apoptdzis a regeneracio
teljes folyamata alatt kimutathatd volt. A legnagyobb mértékii sejtpusztulast a 4 hetes anterior
¢s posterior regeneralodo allatokban volt megfigyelhetd, ezért egy regenerativ sejthalalrol
beszélhetiink. Eredményeink alapjan az anti-EFCC4 pozitiv sejtek megtalalhatoak voltak az
apoptotikus sejtek koriil, igy feltehetleg azok eltakaritasaban vesznek részt. Az anti-EFCC4
pozitiv, migraciora ¢és fagocitdzisra képes granuldris amoebocytdk is jelen voltak a
regeneracios blastemaban, de nem csak a coelomaiiregekben, hanem a testfalban és
izomzatban is.

A regeneracid soran az immunvalaszban szerepet jatszo gének csokkent mértékii
mRNS expresszidjat tapasztaltuk az intakt allatokhoz képest. Az anterior €s posterior
blastemaban a toll-like receptor hasonlé mennyiséget mutatott, de kiilonbséget figyeltiink meg
egyes AMP-ek (lysenin, lumbricin) expressziojaban. A Lumbr és LURP esetén is szembetiing,

hogy amig a sejtosztddas kifejezett (2. hét), az AMP-ek mRNS expresszidja csokkenést



mutatott, azonban a 2. hét utan a sejtosztédas lényegesen csokkent, és ekkor a mRNS

expresszio novekedését tapasztaltuk.
5.4. Osszegzés

A regeneracios képesség torzsfejlodésileg Osi tulajdonsag, melynek sikerességét szamos
szamos, karakterisztikus sejt és génszintli valtozast figyeltink meg a gylrisfergek
velesziiletett immunvalaszaban, mely parhuzamba allithatd mas gerinctelen fajok
regeneracidja soran megfigyelt immunoldgiai valtozasokkal.

Eredményeink alapjan morfologiai kiilonbségek tapasztalhatoak az anterior és posterior
regeneracid soran. A coelomasejtek (makrofag-szerii sejtek) részt vesznek a regeneracio
folyamatéban, de az immunvalaszban szerepet jatszd gének mRNS expresszidja (PRR, AMP-
ek) alacsonyabb mértékii expresszids mintazatot mutatott az intakt allatokhoz képest. A
hasonld témaju tanulmanyok (gytirtisférgek €s magasabb rendli szervezetek esetén is) eddig
foként a fejlodésben szerepet jatszo gének expressziojara koncentraltak™®, mert a mai
elképzelések szerint a regenerdci® az embrionalis fejlodés ujrainditasaként értelmezhetd
feln6tt szervezetekben. A vizsgalt immunologiailag-rokon gének alulmiikodése a blastemat
alkotd sejtek éretlen természetére utalhat, tovabba a blastema sejtek metabolizmusa is eltérhet
a differencialodott szovetektél. Egy masik elmélet az immunvalaszban szerepet jatszo gének
»down-regulaciojat” a regeneracio folyamatadban az egyes allokacios stratégiakkal és a ,trade-
off” modellel magyarazza, igy a sikeres regeneracios képesség oka lehet, hogy a blastema

idélegesen egy immunologiailag toleralt teriilet™**,
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6. Evoluciésan konzervalt stressz és immuntoxikolégiai folyamatok: eziist és
arany nanopartikulumok in vitro kolcsonhatasanak vizsgalata gerinctelen

immunsejteken
6.1. Bevezetés

A nanotoxikoldgia a toxikologia egy 0j aganak tekinthetd, mely a nanopartikulumok
interakci0jat és potencidlisan karos hatésait vizsgalja az €16 szervezeteken €s kornyezetiikon,
azonban hianyosak az ismereteink arr6l, hogy a kornyezetbe kikeriilt részecskék milyen hatdssal
lehetnek az €16 szervezetek immunrendszerére. A kiilonféle nano-méretii anyagok hajlamosabbak
a kémiai reakciokra, kiilonbozo erdsségli vagy eltérd elektromos tulajdonsagaik révén
mobilisabbak lehetnek a nagyobb méretii, hasonlé anyagoknal®.

Az eziist (Ag) NP-ok az antimikrobialis tulajdonsaguknak koszonhetden a leginkabb
felhasznalt NP-ok a kereskedelmi termékekben, mig az arany (Au) NP-ok fOként az
orvosdiagnosztikai képalkotasban terjedtek el. Szamos tanulmany szamolt be a NP-ok
(leginkabb AgNP) toxikus hatasairol. Bizonyitott, hogy a kisebb méretii AgNP-ok nagyobb
mértéki ROS-képzodést idéznek eld, ezaltal az apoptotikus valaszreakcid fokozodasa
kovetkezhet be, illetve szamos tanulmdny mutatott r4 a megnovekedett oxidativ stressz ¢€s a
mitokondrialis membran,- és DNS kéarosodas kozotti erés korrelaciora®®. A legtobb esetben az
AuNP expozicidé nincs hatassal a sejtek ¢letképességére és a hatdsmechanizmus kimenetele
maig ismeretlen. Emellett az AgNP-ok ¢és AuNP-ok interakcioba Ilépnek a biologiai
folyadékokban (pl. sejtkulturak feliiliszoja, szérum) talalhatdo fehérjékkel, amelynek
eredménye egy bio-molekularis korona (un. protein korona) képz3dése’.

Az Eisenia andrei és az E. fetida gilisztak morfologiai tulajdonsagaik révén két
megkiilonboztetett, de szoros rokonsdgot mutaté foldigiliszta faj, melyeket széles korben
alkalmaznak toxikologiai vizsgalatok soran®®,

Kisérleteinkben E. andrei és E. fetida gilisztak immunsejtjeinek kolcsonhatasait
vizsgaltuk in vitro 10 nm-es nemesfém NP-okkal (AgNP és AuNP) eltér6 biologiai szinteken.
Céljaink kozott szerepelt a NP kezelésekre adott molekuldris és sejtszintli vélasz
megallapitasa, a részt vevd antimikrobidlis hatassal rendelkezd peptidek (lysenin, lumbricin,
LuRP) szerepének pontos vizsgalata, illetve a két faj érzékenységbeli kiilonbségének a

meghatarozasa.
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6.2. Anyagok és médszerek
6.2.1. Coelomasejtek izolalasa €s az in vitro kezelés koriilményei

6.2.2. A dozis-hatas gorbék alkalmazasa, a koncentraciok kivalasztasa
6.2.3. Génexpresszios profil

6.2.4. Ex-situ protein korona és fehérje szekrécios profil vizsgalata
6.2.5. Statisztikai analizis

6.3. Eredmények

Mindkét gilisztafajbdl szarmazo coelomasejtek esetében csak az AgNP (€s alacsonyabb
koncentraciokban az AgNQOs, de az AUNP nem) mutatott koncentraciofiiggd citotoxicitast a
vizsgalt koncentracio tartomanyban. A fajok kozotti kiilonbségeket illetéen az E. fetida-bol
szarmazo coelomasejtek nagyobb érzékenységet mutattak az AgNP-okkal és AgNOgs-kal
szemben, mint az E. andrei coelomasejtek, a becsiilt alacsonyabb LC. értékek és a
meredekebb Hill-Slope-ok alapjan. Ezekb6l adodoan az AgNP és az AgNOs3 esetében a gén-
¢és fehérje expresszids vizsgalatokhoz az alacsony citotoxikus koncentraciokat (LCyo)
valasztottuk ki, mig az AUNP-kat ugyanabban a koncentracioban alkalmaztuk.

Az altalanos génexpresszidos mintdzat nem kiilonbozott nagymértékben a két faj kozott,
azonban E. fetida faj relativ expresszids profilja alapjan érzékenyebben reagalt az alkalmazott
kezelésekre. A 2 6ras kezelés elteltével kontrasztos tendenciat figyeltiink meg a fajok kozott:
az E. andrei alacsony metallothionein (MT)/magas lysenin-profillal, az E. fetida pedig magas
MT/alacsony lysenin-profillal rendelkezett. A legszembetiinébb volt, hogy az AgNP-ok-
mindkét fajra jellemzéen -a lysenin folyamatos csokkenését idézték el6 24 ora felé
egyidejlileg a szuperoxid-dizmutaz (SOD) indukciojaval, E.fetida-nal a MT-nel is (Lumbr és
LURP expresszidja valtozatos volt a fajok kozott). Bar az AuNP-kezeléseknél nem figyeltiink
meg citotoxicitast, mindkét fajnal okozott mRNS-szinten valtozast.

A fajbeli kiilonbségeket illetden megfigyeltiik a lysenin fehérjék (38 kDa-0s és 40 kDa-
0S savok) nyilvanvalod eltérését a két faj kozott, és az igy létrejovo, kiilonbdzo
fehérjekoronakat az AgNP-ok koriil. A lysenin fehérjecsaladon kiviil az aktin is az AgNP-ok
koriil kialakult fehérjekoronak egyik alkotoeleme.

A fehérje szekrécids profil vizsgalata soran az AgNP vagy AuNP expozicié kezdetben

crer
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mindkét gilisztafaj esetében. Ezt kdvetden 24 orara a lyseninek mennyisége redukalodott,

mely hasonlosagot mutatott a génexpresszid csokkenésével.
6.4. Osszegzés

Jelen tanulmanyban vizsgaltuk két szoros rokonsadgban 1évé foldigiliszta faj
(toxikologiai vizsgalatokban mindkettd elterjedt modell) coelomasejtjeinek nemesfém NP-
okkal szembeni érzékenységét kiilonboz6 modszerek alkalmazasaval. Altalanossagban az E.
fetida coelomasejtek nagyobb érzékenységet mutattak az AgNP-okkal szemben, mint az E.
andrei coelomasejtek, mig a fajok AuNP-okkal szembeni érzékenységét nem tudtuk
meghatarozni a vizsgalt koncentracidtartomanyban.

A génexpresszids profilok azt sugalljak, hogy az antioxidans mechanizmusok, mint
példaul az SOD mindkét fajban részt vesznek, emellett a MT is tartésan fokozddik az E.
fetida-ban, alatdmasztva a 24 oras kezelés végére a thiol-medialt méregtelenitési folyamatok
jelentds szerepét™. Mindkét fajban megfigyeltiik, hogy a lyseninek expresszidja/szekrécidja
stressz szabalyozottnak tlinik, amely egy Osszetett visszacsatolasi mechanizmust von maga
utan az AgNP-ok szamara'™®. A bazalis expresszio szintjében is kiilonbségek vannak a fajok
kozott, a lysenin, lumbricin, SOD nagyobb mértékii expressziot mutatott E. andrei fajban,
ezzel ellentétben E. fetida-ban a LUuRP, toll-like receptor (TLR), és MT-gének erdsen
indukalhatdak stressz koriilmények kozott. Bar az AuNP citotoxikus hatast nem idézett el
egyik faj esetében sem, génexpresszios valtozast indukalt?®, ezért az AuNP-ok potencialis
hatasa a velesziiletett immunitasra olyan teriilet, amely a jovOben tovabbi figyelmet érdemel.

Az egyik lehetséges magyarazat az E. fetida nagyobb érzékenységére az, hogy
természetes kornyezete jelentsen killonbézik az E. andrei-t61'®. Az E. andrei mikrobékban
gazdagabb komposztban él, mig az E. fetida 6kologiai preferenciaja a nedves erdei talaj.
Ezaltal a természetes szelekcid alakitotta ki az immunrendszeriik érzékenységének,
fogékonysaganak ¢és toleranciajanak genetikai valtozasait. Eredményeink tovabba igazoltdk a
TLR korai (2 h) indukciéjat E. fetida-nal, amely Osszefiiggésben lehet az AgNP-ok gyorsabb

sejtbe keriilésével™.
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7. Uj eredmények osszefoglalasa

Az Eisenia gyurisféreg fajokat elsdsorban toxikologiai kisérletekben alkalmazzak,

mint modellszervezeteket, azonban egyre elterjedtebbek az 0sszehasonlité immunolégiai és

fejlodésbiologiai kutatasokban is. Egy egyszerlibb, gerinctelen modellorganizmust hasznalva

talan kozelebb keriilhetiink a gerincesekben felvetddd, megvalaszolatlan kérdésekhez és a

még nem teljesen tisztdzott immunologiai mechanizmusok megértéséhez.

1.

Azonositottuk a lumbricin homologjat E. andrei fajban. Egy lumbricin-rokon AMP-et is
(LuRP) is karakterizaltunk. Mindkét AMP nagyfoku szekvencia-homologiat mutatott a
mas fajokban azonositott lumbricinekkel, €s a prolin gazdag AMP-k csaladjaba tartoznak.
Ellentétben a korabbi megfigyelésekkel, mindkét AMP novekvd mRNS-expresszios
mintazatot mutatott az ontogenezis soran. Tovabba, szamos szdvetben azonositottuk ezen
molekuldk jelenlétét: a coelomasejtekben is.

A korabbi tanulmanyokkal ellentétben (kivéve: Hm-lumbricin) a Lumbr és LURP is
indukalhatonak bizonyult a 48 dras in vivo S. aureus kezelést kovetden.

Megfigyeltik az E. andrei anterior és posterior regeneracidja soran végbemend
morfoldgiai valtozasokat, a sejtosztddds és programozott sejthalal kapcsolatat, és a
folyamat soran torténé immunbioldgiai mechanizmusokat.

A legnagyobb mértékii sejtosztodas két hét elteltével volt megfigyelhetd, az apoptozis
jelensége pedig a teljes regeneracidos folyamatban, intenzivebben a sebgyogyuléds és a
szoveti atrendez6dés soran volt detektalhato.

A velesziiletett immunrendszer cellularis elemei (coelomasejtek) részt vesznek a
regeneracioban, és a regeneracios blastemaba vandorolnak.

Az anterior és posterior regeneracid soran az immunvalaszban szerepet jatszo gének
nagyrészt hasonlo, de csokkent mértéki mRNS expresszios mintdzatot mutattak.

Az AgNP és AuNP-ok toxikus hatasait vizsgaltuk in vitro két kozeli rokon faj (E. andrei
¢és E. fetida) coelomasejtjein. Eredményeink alapjan az AgNP dozisfiggd sejtpusztulast
idézett el6 a coelomasejtekben, de az E. fetida nagyobb érzékenységet mutatott, mint az E.
andrei.

A génexpresszio vizsgalata soran annak ellenére, hogy a transzkripcids valaszok mértéke
globalisan eltért, az altalanos génexpresszios mintdzat nem kiilonbozott nagymértékben a
két faj kozott. Példaul a 24 oras kezelés végére a lumbricin expresszio E. andrei-nél és E.

fetida-nal is cs6kkenést mutatott, a LURP ezzel ellentétben emelkedést.
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11.

12.

13.

14.

15.

Az AgNP és AgNOs kezelés hatasara 2 ora elteltével az E. andrei alacsony MT/magas
lysenin-profillal, az E. fetidapedig magas MT/alacsony lysenin-profillal rendelkezett. Ez a
trend eredményezi 24 ora végére a lysenin szupresszidjat és a SODindukcidjat, amely a
legszembet(inébb eredménye az E. fetida coclomasejtek AgNP kezelésének. Az AuNP
toxicitast nem idézett el6, de génexpresszids valtozast indukalt.

A biomolekularis vagy protein korona kialakulasat vizsgalva coeloma proteinek (CP-k)
feldusulasat (38, 40 és 45 kDa-os savok) figyeltiik meg nemcsak AgNP, hanem AuNP
kortil képzddott protein koronakban is.

A Western blot és LC-MS/MS bizonyitotta, hogy a lysenin kotédése csak az AgNP-okra
korlatozodik. Az E. fetida CP-ek vizsgalatakor sikeriilt kimutatnunk kétféle lysenin
izoformat is az AgNP-ok feliiletén.

A lysenin-fehérje csalad mellett az aktin szerepe is jelent6s lehet a protein korona
kialakulasaban.

A lysenin fehérje szekrécids profija egybevag a génexpresszios eredményekkel, mindkét
fajnal 4 ora elteltével az AgNP és AuNP kezelés hatasara magas lysenin (E. fetida-nal
mindketté izoforma) jelenlét volt azonosithatd, amely a 24 6ras kezelés végére jelentds
csOkkenést mutatott.

croe

peptidek koziil leginkdbb a lysenin expressziot €s szekréciot befolydsolta mindkét fajnal.
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