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Povzetek Ciona intestinalis je plascar (poddeblo Tunicata, deblo
strunarji/Chordata), ki je spoznan za enega najblizjth Zivecih so-
rodnikov vretencarjev. Vendar pa ima Ciona v osupljivem nasprotju
z vecino vretencarjev; ki kazejo omejene sposobnosti regeneracije,
mocne regenerativne sposobnosti. Na primer: strukture, odstranje-
ne iz distalnega dela telesa, kot sta sifon (prebavna odprtina) in moz-
gani, se lahko popolnoma regenerirajo iz preostalega proksimalnega
dela telesa v le nekaj tednih. Preucevali smo nekatere celi¢ne in mo-
lekularne mehanizme, ki sodelujejo p1i regeneraciji distalnih delov
telesa. Odstranitev distalnih struktur sprozi celicno smrt (apoptozo)
na mestu rane in poslje signal rastnega faktorja Wnsv skrzno kosaro
— dihalni in prehranjevalni organ, ki se nahaja v proksimalnem delu
telesa. Maticne celice v skrzni kosari se aktivirajo za delitev in posi-
ljanje migratornih predniskih celic na mesto rane, kjer se diferenci-
rajo v regenerirajoca distalna tkiva in organe. Distalna regeneracija
zahteva izrazanje Stevilnih genov, vkljucno s hsp70, ki je nujen za
pravilno zvijanje proteinov, in genov, vkljucenih v signalno pot Del-
ta/Notch, ki usmetja diferenciacijo v obnavljajocih se tkivih. Namen
prihodnjih studij o regeneraciji pri Cioni je pojasniti, zakaj je vecina
vretencarjev izgubila sposobnost regeneracije in razviti nacrt za ob-
novitev te sposobnosti.
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UvVOD

Regeneracija je obnavljanje obrabljenih ali poskodovanih in odmrlih delov telesa. Vse-
zivljenjska zaloga pluripotentnih mati¢nih celic je osnovna zahteva regeneracije. To so
$e nediferencirane celice, ki so sposobne celi¢ne delitve bodisi na dve enaki nediferen-
cirani celici (simetri¢na delitev) bodisi na dve razli¢ni héerinski celici, od katerih ena
ostane nediferencirana, druga pa gre na pot diferenciacije in obnove tkiv in organov
(asimetri¢na delitev). Vedina sesalcev, vklju¢no s ¢lovekom, ima tekom odraslega Ziv-
ljenja, ko se rast prencha, omejene sposobnosti regeneracije. Najveckrat je regeneracija
omejena le na nekatere telesne organe ali strukture, najbolj oéitno in vseprisotno pa
je nezmoznost obnove poskodovanih ali izrabljenih celic znadilna za sesal¢je mozgane

(Brockes in Kumar, 2008).

Plas¢arji so kljub druga¢nemu videzu vretencarjem sorodne morske zivali, ki lahko
zivijo samotarsko ali pa se zdruZujejo v kolonije, v katerih si osebki delijo dolo¢ene
zivljenjske naloge (Slika 1). Nekateri plas¢arji zivijo pritrjeni na podlago, drugi so celo
zivljenje plavajoéi, ve¢ina pa ima zabjim paglavcem bolj ali manj podobno li¢inko. Na
osnovi primerjalne anatomije li¢inke in zaporedja DNA so plas¢arji spoznani za evolu-
cijsko sestrsko vejo vretencarjev (Delsuc in sod., 2006).

Slika 1. Nekaj primerov pritrjenih plas¢arjev, ki jih zdruzujemo v razred kozolnjakov
(Ascidiacea). V smeri urinega kazalca zacensi levo zgoraj: solitarna vrsta Molgula ocula-
ta, dve razli¢no obarvani obliki kolonijske vrste zvezdasti zdrizavec (Botryllus schlosseri),
prevleka kolonij zvezdastega zdrizavca (B. schlosseri), posamezen osebek (zooid) kolo-
nijske vrste Ecteinascidia turbinata in solitarni ¢revesasti kozolnjak (Ciona intestinalis)
— na$ modelni organizem. Slovenska poimenovanja vrst po Turk, 2007.

Ciona je vrsta plaséarja, ki celo zivljenje zivi samotarsko in se prehranjuje tako, da
iz vode filtrira mikroskopske organske delce. Najdemo jo v vseh morjih sveta, tudi v
Jadranskem morju, kamor se je razsirila s pomo¢jo pomorskega transporta — je torej
invazivna vrsta. V nasprotju s ¢lovekom pa ima Ciona mocne regenerativne sposobnosti
(Whittaker, 1975; Dahlberg in sod., 2008; Auger in sod., 2010; Jeffery, 2015a). Na
primer: strukture, odstranjene z vrhnjega (distalnega) dela telesa, kot sta prebavni od-
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prtini (sifona) in moZgani, se lahko popolnoma regenerirajo iz preostalega dela telesa v
le nekaj tednih (Slika 2). Zanimivo je, da je regeneracija pri Cioni asimetri¢na: proksi-
malne strukture, ki vsebujejo drobovino, lahko regenerirajo distalne strukeure, ki smo
jih omenili prej, distalne strukture pa ne morejo regenerirati proksimalnih strukeur
(Hirschler, 1914; Jeffery in Goricki, 2021). Preudevali smo nekatere celi¢ne in mole-
kularne mehanizme, ki sodelujejo pri regeneraciji distalnih delov telesa. Namen nasih
raziskav o regeneraciji pri Cioni je pojasniti, zakaj je vecina vretencarjev izgubila spo-
sobnost regeneracije in razviti nacrt za obnovitev te sposobnosti.

Slika 2. Anatomija Cione. OS — Oralni (dotekalni) sifon, AS — atrialni (izmetalni)
sifon, NC — mozgani (ziv¢ni vozel), BS — skrzna kosara, VI — drobovina (Zelodec, srce,
gonade), AC — kloaka. A. Pogled od zgoraj na distalni del telesa. OPO — oranzno pi-
gmentirani oceli. Merilo: 10 mm. B. Rob intaktnega sifona pri mladem osebku. Lobe —
misi¢na krpa, CMB — kroZzna miSi¢na vlakna. Merilo: 1 mm. Merilo je enako na slikah
C. in D. C. Rob odrezanega vrha sifona en dan po odstranitvi. LMB — vzdolZna misi¢-
na vlakna. D. Rob sifona med regeneracijo Cetrti dan po odstranitvi prvotnega sifona.

METODE

Za preucevanje regeneracije pri Cioni se je v zadnjih desetletjih razvilo ve¢ dobrih orodij.
Vecino laboratorijskih poskusov izvajamo na mladih, pravkar preobrazenih osebkih, ki
jih pripravimo s pomodjo in vitro fertilizacije v petrijevki (Ciona ima zunanjo oploditev)
in gojimo v preto¢nih sistemih s tretirano morsko vodo (da prepre¢imo kontaminacije in
okuzbe) v kontroliranih pogojih dnevno-no¢nega ritma osvetlitve in temperature vode
ter ob natan¢nem doziranju hrane (fitoplankton) (Joly in sod., 2007; Dahlberg in sod.,
2009; Jeffery, 2015b, ¢; Jeffery, 2019; Jeffery in Goricki, 2021). Drug nepogresljiv pogoj
uspesne realizacije in interpretacije laboratorijskih poskusov pa je dobra informacijska
podprtost, ki vkljucuje sekvenciran in anotiran (okarakteriziran) genom (Dehal in sod.,
2002), dostopnost $tevilnih, tudi se neobjavljenih, izsledkov in rezultatov preucevanj
plaséarjev na razli¢nih podrodjih (molekularna in celi¢na biologija, sistematika, evoluci-
ja, fiziologija, ekologija itd.) ter zmogljivi serverji in dobri algoritmi, vklju¢no s strojnim
ucenjem, ki so sposobni analizirati ogromne koli¢ine podatkov v razumnem ¢asu.

Stirje konceptualni tipi laboratorijskih poskusov so danes potrebni za ugotavljanje vzro¢-
no-posledi¢nih povezav med dvema ali ve¢ dogodki na podrodju preucevanja regene-
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racije. (1) Kvantitativna analiza: povecana ali zmanj$ana koncetracija neke intrinzi¢ne
molckule ali pogostost nekega dogodka mora biti znacilna za pojav, ki ga proucujemo.
V ta sklop spadajo primerjalne analize transkriptoma (koncentracije molekul mRNA
specifi¢nih genov), mikromreZze in kvantitativna PCR (Hamada in sod, 2015; Jeffery in
sod., 2023). (2) Kvalitativna analiza: prisotnost neke molekule ali dogodka mora biti
znacilna za tkiva, ki jih preucujemo. V ta sklop spadajo razli¢ne in-situ tehnike uporabe
specifi¢nih markerjev, npr. barvanje markerjev mati¢nih celic z alkalno fosfatazo, bar-
vanje proteinov PIWI, detekcija fragmentacije DNA med apoptozo s testom TUNEL
(Jeffery, 2015b; 2019), detekcija podvajanja DNA med delitvijo celic z inkubacijo v
raztopini fluorescentno oznacenih nukleotidov EAU ter in-situ hibridizacija s specifi¢no
RNA sondo, ki se prilega taréni mRNA (Hamada in sod., 2015; Jeffery in Goricki, 2021;
Jeffery in sod., 2023). (3) Inhibicija delovanja neke molekule ali odstranitev domnevne-
ga vzroka se mora izraziti v upadu ali odstranitvi pojava, ki ga preucujemo (posledice):
farmakoloski testi, kjer preuc¢ujemo pojav v prisotnosti specifi¢nih zaviralcev doloc¢enih
molekul (drog), interferenca RNA, v kateri z dodatkom majhnih specifi¢nih molekul
RNA blokiramo prevajanje tarénih mRNA v funkcionalno beljakovino (Jeffery in Gori¢-
ki, 2021; Jeffery in sod., 2023). (4) Indukcija pojava s pomo¢jo dodatka rekombinantne
molekule ali uspesna stimulacija (resitev) pojava v prisotnosti inhibitorja neke molekule
(Jeffery in Goricki, 2021).

REZULTATI

1. Identifikacija nise mati¢nih celic pri Cioni

Ko smo od preostalega telesa izolirali osrednji del sifona in ga inkubirali v gojis¢u, so se
na njegovem zgornjem robu pravilno pojavili skupki pigmentiranih cutilnih celic, t.i.

oceli, do obnove midi¢nih krp med njimi pa ni prislo (Slika 3) (Auger in sod., 2010).
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Slika 3. Poskus ex-situ regeneracije srednjega dela sifona (obroca). 1 — prvi rez, 2 —

drugi rez. OPO - ocel.

Iz tega sledi, da se nekaj predniskih celic sicer nahaja v samem sifonu in tvorijo prvi
fizioloski odziv na poskodbo, se pa te celice ne delijo in torej ne morejo izpeljati popol-
ne regeneracije vrhnjega dela sifona. Za slednjo je potrebna celi¢na delitev in migracija
mati¢nih celic iz bolj oddaljenega vira. Ta vir smo s pomo¢jo testov, ki nam razkrijejo
molekule ali procese, znadilne za pluripotentne mati¢ne celice, nasli v skrzni kosari
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(Jeffery, 2015b). To je dobro prekrvavljen dihalno-prebavni organ v osrednjem delu
telesa Cione. Test pomnozevanja celic je pokazal, da se po poskodbi sifona mati¢ne
celice v $krzni koSari za¢nejo deliti, nastale predniske celice pa potujejo od tam na
mesto poskodbe. Ko smo z UV zarki obsevali $krzno ko$aro, smo unidili te celice in do
regeneracije sifona ni prislo (Slika 4).
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Slika 4. Iskanje vira mati¢nih celic za obnovo sifona z uni¢ujoé¢im obsevanjem razli¢-
nih delov telesa Cione. Del telesa, ki ga nismo nameravali obsevati, smo pred UV zarki
zaitili z za svetlobo neprepustno plos¢o (Crni pravokotniki). Prvi stolpec: kontrola.
Drugi stolpec: z obsevanjem sifona smo unicili predniske celice v sifonu, zato smo
regeneracijo opazili kasneje, ko so na mesto poskodbe prispele predniske celice iz bolj
oddaljenega vira. Tretji stolpec: z obsevanjem skrzne koSare smo unicili mati¢ne celice,
zato do regeneracije sifona ni prislo. Cetrti stolpec: zivali, ki smo jim obsevali drobovi-
no, niso prezivele poskusa.

Nasprotno pa smo s presaditvijo dela zdrave skrzne kosare z oznadenimi mati¢nimi celi-
cami pokazali, da se prav te celice po delitvi vertikalno premaknejo na mesto poskodbe
in tam tvorijo manjkajoce dele telesa (Slika 5).
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Slika 5. Regeneracija dela sifona iz oznadenega vsadka (transplantata). A. Polozaj vsad-
ka (T) v prejemniku pred odstranitvijo vrha oralnega sifona. Merilo: 10 mm. B. Fluo-
rescentno oznalene celice kos¢ka $krzne kosare. C. Nekaj dni po presaditvi so fluo-
rescentno oznacene celice iz vsadka tvorile nediferencirano tkivo (blastemo) na robu
ostanka sifona (oznacen s ¢rikano &rto). OS — oralni sifon, CNS — moZgani, BS — skr-
zna kosara. Merilo: 1 mm.
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Migratorne predniske celice so specifi¢no obnovile unicena tkiva (Jeffery, 2019; Jeffe-
ry and Goric¢ki, 2021): med regeneracijo katerega od sifonov smo oznacene celice po
nekaj dneh zaznali v blastemi na robu sifona, a nikjer drugje, e pa so bili odstranjeni
mozgani, so se¢ pojavile samo v obnavljajocih se mozganih. Tako lahko zaklju¢imo, da
vsebuje skrzna kosara ni$o mati¢nih celic za regeneracijo razli¢nih delov telesa Cione,
oziroma, da se razli¢ni deli telesa pri Cioni regenerirajo iz celic, ki prihajajo iz istega
vira.

2. Za regeneracijo je potrebna celi¢na smrt (apoptoza)

Logi¢no vprasanje, ki sledi tem ugotovitvam, je: kateri proces definira specifi¢ni cilj,
kamor se morajo usmeriti migratorne predniske celice iz $krne kosare? Na mestu po-
$kodbe se namre¢ najprej pojavijo celice imunskega sistema, ki odstranijo poskodovane
in odmrle celice (nekroti¢no tkivo) ter preprecujejo vdor patogenov v telo. Poleg njih
pa smo s posebnim testom opazili $e en pojav: nekatere zdrave celice na robu mesta
poskodbe se »zrevujejo« in umrejo v procesu programirane celi¢ne smrti oz. apoptoze
(Jeffery, 2019). Ce smo apoptozo na mestu poskodbe prepreéili z inhibitorji kaspaz
(encimi proteaze, ki razgrajujejo beljakovine in sprozijo apoptozo), do regeneracije si-
fonov ni priflo (Jeffery in Goricki, 2021). Nasprotno pa smo z odpiranjem ran na raz-
li¢nih mestih v distalnem delu telesa sprozili apoptozo na robu rane, delitev mati¢nih
celic v $krzni kosari in tvorbo dodatnih sifonov (Von Haffner, 1933; Slika 6) ali celo
dodatnih moZganov (neobjavljeni rezultati).

Slika 6. Tvorba dodatnega sifona na bazi obstojecega. A. Na robu nezaceljene rane so
nekaj dni po poskodbi vidni pigmentirani oceli. Merilo: 5 mm. B. Temneje oznacene
apoptoti¢ne celice na robu rane. Merilo: 1 mm. Merilo je enako na sliki C. C. Fluo-
rescentno oznalene migratorne predniske celice, ki so prispele na rob rane. D. Odrasel
osebek Cione s tremi sifoni.

3. Identifikacija signalnih molekul, ki sproZajo in usmerjajo regeneracijo

Umirajode (apoptoti¢ne) celice na robu rane posljejo signal v Skrzno kosaro, kjer se
nahajajo mati¢ne celice. Te se pod vplivom signalne molekule ali molekul akrivirajo
za delitev in posiljanje migratornih mati¢nih celic na mesto rane, kjer se diferencirajo
v regenerirajoc¢a distalna tkiva in organe. Od Stevilnih moznih kandidatov, ki bi lahko
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imeli vlogo signalne molekule v tem procesu, smo preizkisili u¢inek rastnih fakeorjev,
kot so FGE, BMP in Wnt (Jeffery in Goricki, 2021). Intaktne osebke smo najprej in-
kubirali v raztopini posamezne molekule, nato smo jim odrezali sifon in jih nazadnje
inkubirali v raztopini inhibitorjev kaspaz. Le z dodatkom rekombinantne molekule
Wnt3a smo obrnili u¢inek inhibitorjev kaspaz in dosegli pomnozevanje mati¢nih celic
v $krzni kosari ter regeneracijo sifonov. To pomeni, da apoptoti¢ne celice na mestu
poskodbe spodbudijo mati¢ne celice v skrzni kosari k delitvi preko signalne poti Wn-
t/B-catenin. Signalna pot Wnt/B-catenin ima klju¢no vlogo v treh cikli¢nih procesih:
imunski odziv, celi¢ne delitve in cirkadiani (dnevno-no¢ni) ritem (Lecarpentier in sod.,
2019). Migratorne predniske celice po vsej verjetnosti nato proti cilju usmerjajo mole-
kule netrini. To je druZina signalnih beljakovin, ki delujejo kot kemotakti¢ni vodniki
celicam in aksonom. Povecano izrazanje gena netrind v zaletni fazi regeneracije sifona
smo zaznali tudi v nasih poskusih (neobjavljeni rezultati).

V naslednji fazi pa je treba na novo prispele celice v blastemi usmeriti na pot diferenci-
acije. V nasih poskusih smo sec osredotoéili na povecano izrazanje genov, ki kodirajo si-
gnalne molekule sistema Delta/Notch. Ob inhibiciji te signalne poti se misi¢na vlakna
v sifonih niso diferencirala, prav tako ni bilo opaziti diferenciacije ocelov (Hamada in
sod., 2015). Molekule mRNA sistema Delta/Notch pa so, presenetljivo, med regene-
racijo sifona prisotne ne le v regenerirajoéem sifonu, ampak tudi v $krzni kosari. Ob
inhibiciji signalne poti Delta/Notch smo opazili tudi, da so se mati¢ne celice v $krzni
kosari prenehale deliti. Med regeneracijo pri Cioni bi lahko v $krzni kosari torej priha-
jalo do interakcije signalnih poti Wnt//B-catenin in Delta/Notch. Spomnimo, ¢eprav
sta aktivni istodasno, imata ti dve signalni poti v splo$nem na celico nasproten ucinek.
Sistem Wnt//B-catenin navadno spodbuja celico k delitvi, Delta/Notch pa diferenci-
acijo v misi¢na ali nevralna tkiva. Predlaganih je ve¢ moznih mehanizmov, po katerih
bi lahko Notch omejeval signalizacijo Wnt, vklju¢no z neposredno inhibicijo (Acar in
sod., 2021; Gao in sod., 2021). Nasi rezultati pa kazejo, da &e ni diferenciacije celic
v sifonu (Delta/Notch), se mati¢ne celice v $krzni kosari ne delijo, kljub temu, da jih
k temu spodbujajo apoptoti¢ne celice na robu sifona (Wnt//B-catenin). Mozno je, da
to predstavlja zascito pred tvorbo neoplazem (raka). Mehanizem, po katerem mati¢ne
celice zaznajo signal Delta/Notch a se ne diferencirajo, e ni znan. Lahko da gre za raz-
like v koncentraciji signalnih molekul ali $tevilu receprorjev (Jeffery in Goricki, 2021).

4. Za regeneracijo je potreben tudi stres

Zanimivo je, da je regeneracija pri Cioni asimetri¢na: proksimalne strukture lahko re-
generirajo distalne strukture, distalne strukture pa ne morejo regenerirati proksimalnih
struktur (Jeffery in Goricki, 2021). Distalna regeneracija zahteva izrazanje $tevilnih
genov tudi v skrzni koSari. Med temi so v nasih poskusih izrazito izstopali nekateri
geni iz sistema Saperonov Hsp70 (Jeffery in sod., 2023). To so beljakovine, ki poma-
gajo drugim beljakovinam pri pravilnem zvijanju (Mayer in Bukau, 2005). Se posebej
so znacilne za odziv celice na temperaturni stres, ko beljakovinam pomagajo obdrzati
pravilno konfiguracijo. Geni iz sistema Hsp70 pa so se v skrzni koSari izrazili med
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regeneracijo sifona le, e je bila ta povezana s proksimalnim delom telesa, ki vsebuje
drobovino. Ce smo Zival pre¢no prepolovili in distalnemu delu nato odrezali sifon, je
proksimalni del obnovil manjkajoca sifona in mozgane, distalni del pa ne, kljub temu,
da je vseboval del $krine kosare (Slika 7).
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Slika 7. Asimetri¢na regeneracija pri Cioni. Proksimalni del telesa, ki vsebuje drobovi-
no, lahko regenerira distalne strukeure, distalne strukture pa ne morejo regenerirati niti
odstranjenega sifona niti proksimalnih strukeur.

Regeneracija sifona v distalnem delu brez drobovine je bila uspesna le ob kratkotrajni
inkubaciji na visji temperaturi (25 °C) (Jeffery in sod., 2023). Ta temperaturni sok je
sprozil izraZanje genov Hsp70 v distalnem fragmentu in posledi¢no delitev celic v skr-
zni kosari ter regeneracijo sifona. V nobenem primeru pa se ni regeneriral proksimalni
del Zivali, tudi pri presaditvi delujocega srca ali gonad v distalni del (Jeffery in sod.,
2023). Zato predpostavljamo, da je za regeneracijo distalnih delov telesa Cione potre-
ben $e neznan dejavnik, ki se nahaja v proksimalnem delu telesa. Trenutno nadaljujemo
z raziskovanjem osnov za asimetri¢no regeneracijo, pri cemer zelimo ugotoviti vlogo
asimetri¢ne celi¢ne smrti in identiteto proksimalne komponente X (Slika 8).
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Slika 8. Poenostavljen trenutni model celi¢nih in molekularnih procesov med regene-
racijo distalnih strukeur pri Cioni.
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5. Sposobnost regeneracije upada s starostjo

Sposobnost regeneracije pa se ne razlikuje le med razli¢nimi deli telesa, ampak se spre-
minja tudi tekom Zivljenja Cione (Dahlberg in sod., 2009; Auger in sod., 2010; Jeffery,
2012). Ce se omejimo na regeneracijo po metamorfozi in opazujemo osebke velikosti 1
cm do 14 cm, delez regeneriranih osebkov s starostjo upada, podaljSuje pa se cas rege-
neracije, in to tako sifonov kot mozganov. Pri starejsih osebkih (starost 12-14 mesecev)
opazimo v $krzni kosari manj mati¢nih celic in manj celi¢nih delitev med regeneracijo
kot pri mlajsih osebkih (6 mesecev) (Jeffery, 2012). Kot pa kazejo neuspesni poskusi
regeneracije s presaditvijo dela $krzne kosare z mlajsega osebka na starejsega, spremem-
be v nisi mati¢nih celic niso edini vzrok regenerativnega staranja.

SKLEPI

Problem izrabe in odmiranja celic, organov in osebkov se v evoluciji re$uje na dva medse-
bojno izklju¢ujoca nacina. Na eni skrajnosti so celice, tkiva in organizmi, ki so tolerantni
na stres, poskodbe in bolezni. Za te je znacilno hitro nadome$¢anje oz. regeneracija od-
mitlih delov telesa. Na drugi skrajnosti pa so celice, organi in vrste, ki so razvile razli¢ne
mehanizme za$¢ite pred poskodbami, boleznimi in drugimi stresorji. Pri teh je poudarek
na dolgoZivosti a hkrati zmanjsani sposobnosti regeneracije.

Kako nam torej lahko Ciona pomaga odgovoriti na vprasanje, zakaj so sesaldji mozgani
izgubili sposobnost regeneracije? Nekaj hipotez:

ni$e mati¢nih celic se domnevno nahajajo zunaj mozganov in so od njih lo¢ene s krvno-
mozgansko pregrado, ki je neprepustna za migratorne predniske celice;

za regeneracijo je potrebna apoptoza, ki je lahko v mozganih potladena in nezadostna, da
bi sprozila celi¢ne delitve in regeneracijo;

signalne molekule, ki so potrebne v procesu regeneracije ali njihovi receptorji bi lahko v
mozganih manjkali.

Se druge moznosti bi lahko odkrili s pomo&jo nadaljnjega preudevanija regeneracije pri
Cioni.
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