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1. BEVEZETES

Az 5-HT-rél az els6 emlités a 19. szazad kdzepén torténik. Kimutattak a vérbdl
egy olyan kémiai dsszetevét, amely 6sszehlzddasra készteti az erek sima izomzatat,
de azonositani ekkor még nem sikertlt ezt az anyagot. Az 5-HT-val kapcsolatos
valddi kutatasok az 1930-as évek végén egy olasz kutatd Vittorio Erspamerrel vette
kezdetét, aki mindenekel6tt a simaizom mikddésével foglalkozott. Munkassaganak
egy részében emlésék gyomor- és bélnyalanak valamint polip nyalmirigyének az
Osszetevlit vizsgalta, olyan aminok utan kutatva, amik az izom 6sszehuzddasat
valtjak ki. A bél enterokromaffin sejtjeibél kimutatott egy anyagot, amit enteraminnak
nevezett el, és ami a szin teszt alapjan az indol vegytiletekhez tartozott (Erspamer és
Asero, 1952). Az 1940-s évek végén a Cleveland Clinic egyik kutatdcsoportja, Irvine
Page, Maurice Rapport és Arda Green, a magas vérnyomas kialakitasaban
résztvevd, vérben taladlhatdé anyagokat kutatta. A csoportnak sikerllt vérszérumbdl
izolalnia, megtisztitania és azonositania egy szérum &sszetevét, amit szerotoninnak
neveztek el. Az érdem elsésorban Rapporté, aki eredményeiket 1949-ben publikalta
is (Rapport, 1949). A késdbbi kutatdsok folyaman kiderilt, hogy az Erspamer-féle
enteramin megegyezik azzal az anyaggal, amit a Clevelandi kutatécsoport
azonositott. Kés6ébb Rapport vegyészekkel egyitt dolgozva szintetikus Uton el is
allitotta az 5-HT-t. Ezzel kbzel egy idében, az 5-HT-rél mit sem tudva, Betty Mack
Twarog kagyl6 simaizomzatanak 6sszehuzddasat és elernyedését vizsgalva probalta
meghatarozni, milyen anyagok vesznek részt ennek a folyamatnak a
szabalyozdsaban. Az &sszehuzddasért az acetilkolint tartotta felelésnek, mig az
elernyedésért egy olyan, eddig még ismeretlen anyagot, aminek szerkezetileg
hasonlitania kellett volna az adrenalinra illetve az ergot alkaloidokra. Kiprébéalva a
Rapport altal megszintetizalt 5-HT-t bebizonyitotta, hogy az ismeretlen atvivéanyag
(vagy transzmitter) az 5-HT. Felfedezése csak 1954-ben jelenhetett meg (Twarog,
1954), noha addigra sikerilt kimutatnia az 5-HT jelenlétét emlés agyban is (Twarog
és Page, 1953). Ugyanekkor Gaddum (Amin és mtsai., 1954) is felfedezte az 5-HT
jelenlétét az emldés agyban, valamint megfigyelte, hogy a tudattagitdként ismert
lizergsav-dietilamid vagy ismertebb nevén LSD gyengiti az 5-HT kivaltotta valaszt a
bél simaizomzatan (Gaddum és Hameed, 1954). Az 5-HT jelenléte az agyban
felvetette a kutatbkban annak a gondolatat, hogy nem csak a gyomor-bél rendszer



simaizomzatanak Osszehlzédasaban van szerepe, ahogy eddig vélték, hanem
fontos lehet a viselkedés szabalyozasdban is. Az 1950 és 1970-es évek kdzotti
idészakra jellemzd, hogy Amerikaban, Svédorszagban és Anglidban kutatdécsoportok
jottek létre az 5-HT szerepének és elhelyezkedésének vizsgalatara az él6
szervezetben. Nagyszamu publikacié jelent meg ekkor, melyek nem csak az 5-HT
biokémiai és farmakoldgiai tulajdonsagair6l adtak szamot, hanem az agy 5-HT
tartalmu neuronjainak elhelyezkedésérdl, valamint kulcsfontossagu szerepérdl a
mentalis egészség fenntartasaban. A 70-es évek elejétdl szamos olyan kémiai
anyagot kezdtek alkalmazni a kisérletek soran, pl. triptofan, 5-HT agonistak,
antagonistak, enzimgatlok, melyek képesek befolyasolni az 5-HT mikddését, igy
fedezve fel annak élettani szerepét, és kapcsolédasat szamos viselkedésbeli
szindromahoz, mint példaul depresszid, skizofrénia. A kémiai anyagok hasznalata
maga utan vonta az egyes 5-HT receptor tipusok azonositasat és farmakoldgiai
tulajdonsagainak megismerését is. Az 5-HT, ahogy kordbban mar emlitettem, nem
csak az agyban fordul elé, hanem a periférian is termelédik a bél enterokromaffin
sejtjei révén. A képz6dott 5-HT ezutan a vérbe kerll, ahol a vérlemezkék felveszik és
specialis vezikulumokban taroljak. Sérilés esetén felszabadul a vérlemezkékbdl és
eléseqiti a lemezekék 6sszekapcsolddasat, valamint segit szabalyozni az ér tobnusat.
Ezen kivll, hat az érfal normal feszllésére, azaltal hogy befolyasolja az ér
simaizomzatéara hato serkentd és gatlé faktorok egyensulyat.

A DA-t 1910-ben szintetizalta Barger és Hill, biolégiai aktivitdsat pedig elészor
Dale vizsgélta. Sokaig nem tekintették fontos anyagnak, csak a noradrenalin
szintézisében résztvevé kéztes terméknek vélték a kutatok. Az 1950-es években
kezdték csak felismerni fiziolégiai hatasanak fontossagat. Carlsson, aki munkajaért
2000-ben fiziolégiai és orvostudomanyi Nobel dijat kapott, nagy koncentraciéban
mutatta ki a DA-t olyan szdvetekben is, ahol nincs noradrenalin. Tovabbi vizsgalatok
utan arra a kévetkeztetésre jutott, hogy a DA maga is ingeruletatvivé anyag, valamint
szerepet jatszik a spontdn mozgasok szabalyozasaban (Carlsson és mtsai., 1958). A
60-as évek kézepén az is kiderllt, hogy 6sszefliggés van az agy alacsony DA szintje
és a Parkinson kér kdzott (Ehringer és Hornykiewicz, 1960). 1964-ben Dahlstrém és
Fuxe el6szér szamoltak be részletesen a katekolamin és 5-HT tartalmu neuronok
eloszlasardl patkdny agyban (Dahlstrom és Fuxe, 1964). A 60-as évek kdzepére,
tehat tisztaba voltak a DA jelenlétével az agyban, csdkkent szintjével a Parkinson

betegség soran, L-DOPA hatékonysagaval eme betegség kezelésében. Tovabba a



DA tartalmd axonok halézatat is kezdték lathatéva tenni az akkor kifejl6dé
fluoreszcens hisztokémiai modszer segitségével, amit a 80-as évek elején kdvetett
az immunhisztokémia, még részletesebb térképezést téve lehetévé. Az 1980-as
években a kutatok elkezdtek a DA receptorokkal foglalkozni. A technika fejlédése
mar lehetévé tette a DAerg rendszer és specifikus DA receptorok kdzotti kapcsolat
tanulmanyozasat (Kebabian és mtsai., 1972; Seeman és mtsai., 1976; Strange,
1991)

Napjainkban is igen intenziv kutatasok folynak mind az 5-HT-nal, mind a DA-nal
kapcsolatban. A kilénféle molekularis bioldgiai médszerek alkalmazasaval lehetévé
valt a két monoamin receptorait, transzportereit, metabolizmusokban szerepet jatszé
enzimeit kodol6 gének szerkezetének megismerése. Ezen ismeretek birtokdban
mutans kisérleti allatok l|étrehozasaval tovabbi lehetéségek nyiltak meg a két
monoamin élettani és viselkedésbeli szerepének pontosabb megismerésében.
Kisérleti "alany” pedig akad b&ven, mivel a felfedezésik 6ta eltelt évtizedek soran
szinte az egész allatvilagban kimutattdk jelenlétiket: megtalalhatéak valamennyi
gerinctelen (Klemm, 1985; David és Coulon, 1985; Messenger, 1996; Walker és
mtsai., 1996; Takeda, 1997) és gerinces fajban (Parent, 1984; Smeets és Reiner,
1995; Bjérklund és Dunnett, 2007). Amellett hogy széles kdrben elterjedtek, igen 8si
molekulak is, mert mar a legprimitivebb gerinctelenekben, pl. a bordasmeduzakban,
is jelen vannak. Az él6 szervezetben megtalalhatéak a kdzponti idegrendszerben, de
a periféridas rendszerben is el6fordulnak. Részt vesznek az ingeriletek
tovabbitasdban, befolyasoljdk mas ingerlletatvivd anyagok hatasat illetve
hormonként is viselkedhetnek (Walker és Kerkut, 1978; S.-R6zsa, 1984; Nassel,
1988; Weiger, 1996; Bjorklund és Dunnett, 2007). Mai tudasunk szerint, az 5-HT
fontos szerepet jatszik a testhémérséklet, alvas, étvagy, hangulat, szexualitas
valamint a hanyinger szabalyozasaban. Az agresszidban, ingerlékenységben,
feszlltségérzésben, szorongasban egyfajta visszafogd transzmitterként viselkedik. A
DA-t az agy 6rémkdzpontjaval hozzak 6sszefliggésbe, ahol 6rémet idéz el6, ezzel
motivalva az egyedet bizonyos cselekedetek végrehajtasara. A
mozgaskoordinaciéban is  szerepet jatszik, valamint  kontrollldlia az
informaciéaramlast. A DAerg rendszerben fellépd rendellenességek hanyatlast
idéznek el6 az emlékezésben, odafigyelésben. Parkinson kéros betegek agyaban a
DA szintje a normdlishoz képest alacsonyabb. Neurohormonként szabalyozza a
hipofizis elllsd lebenyének prolaktin elvalasztasat. Mindkét monoamin szintjének



koéros megvaltozasa hangulatzavarokat eredményezhet, mint pl. a skizofrénia és a
depresszio.

1.1 IRODALMI ATTEKINTES

1.1.1. A szerotonin és dopamin bioszintézise és biotranszformacioja

Az 5-HT-t szerkezete és az alapjan, hogy az él6 szervezetben aminosavbdl
keletkezik, a biogén aminok k&zé soroljuk. A szervezetben az 5-HT a kézponti
idegrendszer 5-HT tartalmu sejtjeiben, illetve a gyomor-bél rendszer enterokromaffin
sejtjeiben szintetizalédik. A triptofan nevl aminosavbdl jon létre, révid metabolizacios
folyamat révén, melyben két enzim, a triptofan hidroxildaz és az aminosav-
dekarboxilaz, vesz részt. Hidroxilalas kdvetkeztében a triptofdnbdl 5-hidroxi-triptofan
(5-HTP) keletkezik, mely atalakulas meghatarozza az 5-HT keletkezésének
sebességét. Ezutan a dekarboxildz enzim eltavolit az 5-hidroxi-triptofanrél egy
karboxil csoportot és kialakul az 5-HT (1. abra). Ugyanez a dekarboxilaz enzim képes
atalakitani a 3,4-dihidroxi-fenilalanint (DOPA) DA-na. Eppen ezért, a triptofan
hidroxilazzal szemben, ez az enzim nem csak az 5-HT tartalmu idegsejtekben fordul
el6.

A DA szintén a biogén aminok k&zé tartozik és legféképpen az agy
idegsejtjeiben valamint a mellékvesében termelédik. Szintézise soran a tirozin nevi
aminosavat hidroxilalia a tirozin-hidroxilaz enzim, igy DOPA keletkezik. Ez az
atalakulas a sebesség-limitalo része a szintézisnek. A kdvetkezé lépésben a DOPA-t
dekarboxilalja az aminosav-dekarboxildz enzim és kialakul a DA (1. abra). A DA mas
neurotranszmitterek szintézisének a kiindulé pontja, tovabb alakulva noradrenalin és
adrenalin keletkezik, mely |épéseket a DA B-hidroxildz és a feniletanolamin N-

metiltranszferaz katalizlja.
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1. abra A szerotonin és dopamin szintézise
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1. 5-HT szintézise (TRYP — triptofan, 5-HTP — 5-hidroxi-triptofan, 5-HIAA — 5-hidroxi-indol-ecetsav,
MAO — monoamin oxidaz)

2. 5-HT térolasa vezikuldkban

3. felszabadulas

4. posztszinaptikus membran receptorhoz t6rténé kapcsolodas

5. transzporter az 5-HT-t visszajuttatja a sejtbe, ahol vagy enzimatikusan lebomlik vagy vezikulakba

kerdl ismét

2. abra A szerotonin utja az idegi kapcsolatokban (Modositott abra. Wong és mtsai., 1995
Life Sciences 57: 411-441)
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Az 5-HT és a DA olyan idegsejtek kdzétti ingerliletek tovabbitasaban vesz
részt, melyek kémiai szinapszisokkal kapcsolédnak éssze. A preszinaptikus (kildé)
sejt idegvegzddésében az aminok vezikulakba csomagolva helyezkednek el. Inger
hatasara a sejt membranja depolarizalodik, ennek kbvetkeztében a fesziltségfliggd
kalcium csatornakon keresztiil Ca?* aramlik az idegvégzédésbe megemelve a
citoplazma Ca®* koncentréciéjat. Ez a megemelkedett Ca?* szint kivaltja a vezikulak
Osszeolvaddsat a sejtmembrannal és a vezikulakba csomagolt aminok
felszabadulasat a szinaptikus résbe. Ott a posztszinaptikus (fogadd) idegsejt
membranjan Iévé receptoraikhoz kétédve a monoaminok tovabbadjak az ingeriletet,
megvaltoztatva a posztszinaptikus sejt elektromos potencidljat (2. dbra). Az ingertlet
tovabbitdsa utan, a felszabadult monoaminokat a szervezet kullonféle mddon
eltavolitja a szinaptikus résbdl, igy téve lehetévé az idegsejtek Ujraingerelhetéségét.
Az egyik lehet6ség, hogy transzporterek segitségével visszavevédnek a pre- vagy
posztszinaptikus sejtbe, ahol enzimek hatasara lebomlanak vagy ujra vezikuldkba
csomagolédnak. A transzporter valdjaban egy szimport, Na* szallitassal kapcsoltan
képes a sejtbe jutatni a monoaminokat. A masik lehetéség a diffuzidval térténd
eltavolodas a résbdl. A preszinaptikus sejtbe visszakerilt 5-HT-bdl enzimatikus
lebontédas soran az aldehid-dehidrogenaz és a mitokondrium kilsé membranjaban
taldlhatd monoamin-oxiddaz (MAO) enzimek 5-hidroxi-indol-ecetsavat allitanak el6,
mely tovdbb mar nem alakul és a vizelettel eltdvozik a szervezetbdl (3. abra). A DA
lebomlasa térténhet az idegvégzddés citoplazmajaban, vagy glia sejtben. A
metabolizmusban résztvevé f6 enzimek a MAO, a katekol-O-metil-transzferaz
(COMT) és az aldehid dehidrogenaz. A lebomlas soran keletkezé végtermék a

homovanilin sav (4. abra).
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3. abra A szerotonin metabolizmusa
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4. abra A dopamin metabolizmusa

1.1.2. 5-HT és DA receptorok

A monoaminok sokféle fiziolégias hatasukat membran-kétoétt receptoraikon
keresztll fejtik ki. Mindegyik DA és 5-HT receptor, kivéve az 5-HT; tipusut, a G-
fehérje kapcsolt receptorok nagy csaladjaba tartozik és hét transzmembran
doménnel rendelkezik. Az egyes receptor tipusok azonositasaban Iényeges szerepet
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jatszott a radioaktiv ligand-receptor kétédés technika kifejlédése, majd ezt kévetéen
a molekularis biologiai technikak megjelenése. Jelenleg tizennégy 5-HT receptort
kilénbbztetnek meg, melyeket hét osztélyba sorolnak, és ezzel a legkomplexebb
csaladot alkotjak a neurotranszmitter receptorokon belll (Glennon és mtsai., 2000;
Hoyer és mtsai., 2002; Pauwels, 2003). Az 5-HT; osztaly 6t receptor altipusbdl all,
ezek az 1A, 1B, 1D, 1E és 1F. A hozzajuk kapcsolddd Gi.-fehérjéken keresztll gatlé
hatast fejtenek ki az adenilat ciklaz mikédésére. Az 5-HT, tipus stimulaciéja
kdvetkeztében a foszfoinozitol specifikus foszfolipaz C enzim aktivacidéja megnd. Ide
tartozik 2A, 2B és 2C receptorok. Az 5-HT3 receptor ligand vezérelt ioncsatorna. Az
5-HT4, 5-HTs és 5-HT7 receptorok Gs-fehérjén keresztll, serkentik az adenilat ciklaz
mikddését. Ami az 5-HTs receptort illeti, sem az adenilat ciklaz sem a foszfolipdz C
enzim aktivitdsat nem befolyasolja, és jelenleg nem ismert mi tovabbitja jelfogasat a
sejten belll. A DA receptorokat két nagy csaladba soroljak (Civelli, 2000). A D;
csaladba tartoznak a D¢ és Ds altipusok, mig a D, tagjai a D», D3 és Dy altipusok. A
DA a Dy csalad receptoraihoz kapcsolédva Ggs-fehérjen keresztll, serkenti az
adenilat ciklaz mikddését, igy a sejtben megemelkedik a ciklikus adenozin
monofoszfat (CAMP) koncentracié. A D, csalad tagjait aktivalva Ggi-fehérjén keresztil

viszont a foszfodiészteraz aktivitasat emeli meg, ami lebontja a CAMP-t.

1.1.3. 5-HT és DA szerepe a gerincesek idegrendszerében

5-HT

Fluoreszcens hisztokémiai €s immuncitokémiai mddszerekkel kimutattdk, hogy
emlésékben az 5-HT tartalmu idegsejtek els6sorban az agytérzs ,raphe” magjaiban
talalhatok. A rosztralis raphe magok nyulvanyaikon keresztll az eléagy kilénb6zé
terlleteit idegezik be, mint a diencephalon részen belll a talamusz, hipotalamusz, a
telencephalon részen belil a nucleus accumbens, neopallium, amygdala, striatum,
cingulum, gyrus cinguli és hipokampusz (5. abra). A kaudalis magok nyulvanyokat
kildenek a mélyen fekvé kisagyi magvakba és a kisagy kéregallomanyaba, valamint
leszall6 axonjaik szinapszisokat képeznek a gerincveld érzé és mozgatd neuronjain,

igy hatassal vannak a perifériara futd szimpatikus idegi kimenet mintazatéara (Frazer
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és Hensler, 1999). A szimpatikus idegrendszer a vegetativ idegrendszer egyik része,
neuronjai a gerincvel6 oldals6 szarvaban helyezkednek el. Készenléti, riasztasi

funkcidkat lat el, f6ként stresszhelyzetben aktivizalddik.

Cingulum

Cingulate 5
Meocortex gl gy

WVentral Striatum

Arygdaloid body

Hypothalatrs

Clfactory and

entorhinal
cortices Cerehellar cortex

Fostral raphe nucler

Caudal raphe nuclet

To spinal cord

5. abra A szerotoninerg rendszer sematikus abrazolasa emlésagyban
Az 5-HTerg sejteket tartalmaz6 raphe magok az agytérzs kdézépvonalaban helyezkednek el
€s egy rosztralis meg egy kaudalis csoportra oszlanak szét. A rosztralis raphe magok az
eléagy nagy részét idegezik be. A kaudalis csoportbdl indulnak ki azok az axonok, melyek a
gerincveld érz6 és motor neuronjaihoz futnak. (Az dbra L. Heimertdl szarmazik; The Human
Brain és Spinal Cord. Springer, New York, 1983.)

Altalanossagban az 5-HT neuromodulator szerepet tolt be a gerinces agyban.
Azaltal, hogy mas neurotranszmitter hatasat szabalyozza, szamos viselkedés és
élettani folyamat iranyitdsdban vesz részt, igy befolyassal van az észlelés
folyamatara, a napi ritmusra, a hangulatra, részt vesz a meméria kialakitdsaban és a
tanulasi folyamatokban, fontos jéllakottsagjelzé molekula, a szexudlis étvagyra

viszont csillapitélag hat. Viselkedést szabalyoz6 hatasa féleg gatlo (stabilizald)
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jellegl (Aghajanian és Sanders-Bush, 2002). A kilénféle helyeken kivaltott hatasa
eltérd, de biolégiailag egymashoz kapcsoldédd folyamatokat indit el; tompitja az ideg-
és az immunrendszer reakcioit. Leegyszerisitve az agyban kétféle 5-HT rendszer
muikodik:

e Az egyik az érzelmi veszteségeket és fajdalmakat enyhiti. Segit elviselni
ezeket az érzéseket. Hianyaban erésebb a testi-lelki fajdalom atélése, ami
a téli depresszié kialakulasahoz is vezet. Ez a rész az agytérzs medialis
raphe részéhez kdthetd.

e A masik rendszer, mely a dorzalis raphe teriletén talalhato, a félelem - és a
szorongaskeltésben fontos, megakadalyozva a szélséséges
cselekedeteket, az agressziét (Randy, 2006). Potencialisan veszélyes kiilsé
ingerek hatdsara megbénitja a szervezetet. A rendszer karosodasa esetén
mar artalmatlan ingerek is kivaltjak a vészreakciot.

Az 5-HT biol6giai hatasanak feltérképezésében jelentés segitséget nyujt a
transzgenikus allatok alkalmazéasa (Bohlen és mtsai., 2006). Olyan egerekben, ahol
az 5-HTy¢ receptor tulexpresszalt, nagyobb volt az egyedek sulyvesztése, mint a vad
tipusu egyedeknél. A natrium hiany kivaltotta s6 étvagyat csdkkenteni lehet egy 5-
HT, antagonista, a ketanszerin szedésével. 5-HTg hidnyos egerek agresszivabbak,
mint tarsaik. Az 5-HT szadmos hormon felszabadulasaért felelés. llyen a kortikotropin,
prolaktin és gonadotropin. Tény, hogy a hipotalamuszban taldlhaté kortikotrofin
felszabadit6 faktort tartalmazé sejtek 5-HT tartalmi szinaptikus kapcsolatokkal
rendelkeznek.

Szamos betegség kialakulasaban van szerepe a felborult 5-HT rendszernek. Az
agy lecsbkkent 5-HT szintje figyelhet6é meg migrénes, depresszids, szorongasos
vagy étkezési rendellenességben szenved6 betegeknél (Baumel, 1998). 5-HT
tultengés esetén, noha a beteg étvagya megnd, mégis sulyt veszit, almossa valik,
tompul a tudata, lassabban gondolkodik, csdkken az izom ténusa és lassul a
keringése is (Birkmeyer és Riederer, 1989). Szintén az agy magas 5-HT szintje all a

szerotonin-szindréma (Prator, 2006) és a magas vérnyomas hatterében.
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DA

Miutan a kutatdk felfedezték, hogy a DA-nak szerepe van mind a skizofrénia,
mind a Parkinson betegségben, és sikerllt azonositani a DA receptorokat is, a
tovabbi kutatasokban egyre szelektivebb kémiai anyagok keriiltek alkalmazasra,
melyek agonistaként vagy antagonistaként hatottak egyes DA receptorra, vagy
neurotoxinok voltak. Susan Iversen és Cambridge-i laboratériuma élenjaré volt
ezekben a kutatasokban. Ezek az anyagok alapveté fontossagunak bizonyultak a DA
szerepének vizsgalatdban, nagyban lenditettek élettani hatdsanak megismerésében.
llyen anyag pl. a 6-hidroxi-dopamin (6-OH-DA) neurotoxin. Kézvetlenil a DAerg
rendszerbe injektalva képes azt specifikusan karositani (Uretsky és lversen, 1970).
Az ezt koévetd néhany évben szamos cikk szamolt be a DA és egyes
viselkedésformak, mint pl. mozgas, sztereotipikus viselkedések, tanulas, motivacio,
taplalék felvétel, jutalmazas kapcsolatarol. Egy masik neurotoxin, az 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) volt, mely szintén el6segitette a DA szerepének
megértését a Parkinson betegségben (Treseder és mtsai.,, 2000). A szintetikus
heroin egyik 6sszetevéjeként drogosoknal Parkinson jellegi tineteket idézett el6, és
ekkor kertlt a kutatok figyelmének kézéppontjaba. Az 5-HT-al szemben a DA az agy
szamos terlletén szintetizalédik. Kissé leegyszeriisitve elmondhatd, hogy a legtébb
DA tartalmu idegsejt a kbzépagy substantia nigra allomanyaban, a ventrélis
tegmentalis terliletén (ventro tegmental area, VTA) és a hipotalamuszban talalhat6
(Fuxe és mtsai., 2007). Axonjaik négy f6 utvonalon idegezik be az agy 6 tertleteit (6.
abra):

e mezokortikalis rendszer: a ventralis tegmentalis terlletet kéti 6ssze az
agykéreggel és részben a frontélis lebennyel. Alapvetd szerepe van a
dorzolateralis prefrontalis kéreg normalis kognitiv mikédésében, ezaltal a
motivaciéban és az érzelmi véalaszok kialakitasaban (Wise és Rompre,
1989; Berridge és Robinson, 1998). A rendszer megndvekedett DA
aktivitasa egyik velejaréja a skizofrénianak.

e mezolimbikus rendszer: a ventralis tegmentélis teriletet koti 6ssze a
nucleus accumbenssel, mely a limbikus rendszer striatum részén talalhato.
Szabalyoz6 szerepet t6lt be a kilénbdzé motoros és kognitiv funkciok
végrehajtasdban (Chudasama és Robbins, 2006; Koob és Swerdlow,

1988). Szerepe van a szexualis viselkedés szabalyozasaban (Mitchell és
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Gratton, 1994). DA neurotranszmissziéban bekdvetkezé elvaltozasok
kapcsolatban lehetnek az ugynevezett figyelemzavar/hiperaktivitas
kialakuldasaval (Castellanos és Tannock, 2002).

e nigrostriatalis rendszer: a substantia nigrat kéti 6ssze a striatummal. Része
az ugynevezett bazalis ganglion motoros huroknak. Szerepe ezért féleg a
mozgas szabalyozasaban van. (Crossman, 2000). DA tartalmu idegsejtek
elvesztése az egyik f6 patolégias tinete a Parkinson kérnak (Sourkes,
1989).

e tuberoinfundibularis rendszer: a hipotalamusz arcuate nucleus terlletén
talalhato DA tartalmi neuronokat koti 6ssze az agyalapi miriggyel
(Freeman és mtsai., 2000). Szerepe van az anyai viselkedés

kialakulasaban (gondoskodas), terhességben.
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6. abra A dopaminerg rendszerek lokalizaciéja az emlésagyban (Ann D. Crocker,
Dopamine — mechanisms of action. Australian Prescriber, 1994)

Vannak olyan viselkedési formak, melyek DAerg szabalyozasa nem kéthetd csak az

egyik Utvonalhoz. llyen a szexualis viselkedés szabalyozasa. A nemi aktusra val6
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kedv kivaltasdban a mezolimbikus rendszer vesz részt. A nigrostriatalis rendszer
azaltal, hogy a mozgés aktivitasanak szabdlyozasaban vesz részt, elengedhetetlen
magahoz a kézésuléshez (Giuliano és Allard, 2001).

1.1.4. Az 5-HT és DA szerepe a gerinctelenek idegrendszerében

A férgek idegrendszere viszonylag egyszeri felépitési, kevés idegsejtbdl all. A
legtdbb idegseijt a garat kordl talalhatd, nydlvanyaikkal gytrit képeznek korildtte. A
tébbi idegsejt a hasi idegpalya idegducaiban és a farokban helyezkedik el. A férgek
hati (dorzdlis) és hasi (ventralis) oldalan hosszanti lefutdsu idegpalyak, valamint
subventralis és subdorzdlis elhelyezkedéssel vékonyabb idegtdrzsek futnak. A férgek
hasduclancaban az 5-HT nagy mennyiségben fordul elé, pl. Lumbricus esetében 7-
10 po/g (Gardner és Walker, 1982). Az 5-HT eloszlasat részletesen vizsgaltdk a
pioca idegrendszerében. A feji (anterioralis) rész szegmentalis ganglionjaiban
mérhet6 a legmagasabb 5-HT koncentracid, ennél kisebb koncentracidban fordul el
a cerebralis ganglionban és mennyisége a farki régié felé haladva folyamatosan
csokken a szegmentalis idegducokban (Lent és mtsai.,, 1991). A Caenorabditis
elegans idegrendszerében az 5-HT d&sszesen 8 kil6nbdzd idegsejtben
szintetizalodik, ezek kézil is két, garatban talalhatdé motoros neuronban mutathaté ki
a legnagyobb mennyiségben (Chase és Koelle, 2007). Ezek az ugynevezett NSM
sejtek, melyek morfoldgiajuk alapjan szekretorikusak (Albertson és Thomson, 1976;
Horvitz és mtsai., 1982). Pi6caban az 5-HT mennyiség fele az oriasi Retzius
sejtekben (50-80 um) szintetizalddik. Ezek a sejtek unipolarisak, parosaval mindegyik
ganglionban eléfordulnak, axonjaik a test adott szegmentjének periférias szdveteit,
pl. izom, bér és mirigyek latjdk el 5-HT beidegzéssel (Lent és mtsai.,, 1991). A
Retzius sejteken kivil mindegyik idegduc tartalmaz még 5 darab 5-HT tartalmu
idegsejtet, ill. az anterioralis régiéban tovabbi 5-HTerg sejteket azonositottak
(Caretta, 1988). Ezeknek a neuronoknak az axonjai nem lépnek ki a kbzponti
idegrendszerbdl, ezért feltételezhetéen interneuronok.

A Caenorabditis 5-HTerg rendszere a taplalék jelenlétét kdzvetiti az éhes féreg
szamara. A taplalék kivaltotta 5-HT felszabadulas hatasara lelassul a kiéhezett allat
mozgasa, ennek kovetkeztében az allat a taplalék kdzelében marad (Sawin és
mtsai., 2000). Emellett kivaltédik egy gyors pumpalé garatmozgas, valamint a
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felszabadult 5-HT elnyomja a bélizomzat dsszehuz6dasat is, amikor kezd Uriteni a
féreg. Az 5-HTerg rendszernek szerepe van még a peterakas beinditdsaban is.
(Rogers és mtsai., 2001; Niacaris és Avery, 2003; Weinshenker és mtsai., 1995;
Horvitz és mtsai., 1982). Ezeknek a feladatoknak a szabdlyozasaban az 5-HT részt
vehet, mint hormon, vagy mint neurotranszmitter. Pi6ca szervezetében az 5-HTerg
rendszer fontos szerepet t6lt be az Uszds szabalyozasaban, a taplalkozéas
beinditasaban, a bdér nyalkakivalasztasaban és a nyalelvalasztasban (Gardner és
Walker, 1982; Caretta, 1988; Lent és mtsai.,, 1991; Kristan és mitsai., 2005).
Mennyiségi mérések kimutattak, hogy éhes allat 5-HT szintie magasabb, mint a
jollakott allaté. Anatomiai, elektrofiziologiai és farmakoldgiai vizsgalatok alapjan
megallapithat6, hogy az 5-HT-erg rendszer éhes pidcaban kivaltja a taplalékkeresd
viselkedést (intenzivebb mozgas), és beinditja az emésztést (Lent és mtsai., 1991;
Kristan és mtsai., 2005). Serkenti a garat 6sszehuzédasait, a szivd mozgast, és a
nyalelvalasztast. Az 5-HT hatasat mind hormonként mind neuromodulatorként kifeijti.
Szamos vizsgalat felvetette az 5-HTerg rendszer szerepét tanulasi folyamatok
(szenzitizacio, diszhabituacio) kialakitasaban is.

Az izeltlabuak kdzponti idegrendszerére jellemzé a kézpontosulé hasduclanc. A
fej els6 harom szelvényének ganglionjai 6sszeolvadva alkotjak az Ugynevezett agyat,
az ezutan kovetkez6 harom ganglionpar a garatalatti dicot. Biokémiai és
farmakolégiai vizsgalatok igazoljak, hogy a rovarok agyaban (Hiripi és S-Rézsa,
1987; Nassel, 1988; Fuchs és mtsai., 1989; Homberg, 1994) nagy koncentraciéban
van jelen az 5-HT, mely viszonylag kevés neuronban szintetizalédik. A rovarok
kézponti idegrendszerében az 5-HTerg sejtek féleg, mint intraszegmentalis
interneuronok fordulnak eld, pl. a tlicsdk terminalis ganglionjaban (Elekes és mtsai.,
1987) vagy egyes rovarok agyaban (Homberg, 1999) és latélebenyében (Nassel,
1985). A latélebeny harom neuropil régiéra tagolédik: lamina, medulla és lobula. Az
5-HTerg idegsejtek a lamina és medulla egész teriletén eléfordulnak (Nassel, 1985),
mig 5-HTerg rostokat mindharom neuropil, igy a lobula is tartalmaz, melyek
Osszekdtik a lobuldt az oldalsé protocerebrummal. A rovarok kdzponti
idegrendszerének legnagyobb részét interszegmentalis 5-HTerg axonok halézzak be,
melyek kdzUl néhany beidegzi a periférids terileteket is. Az 5-HT tartalmu neuronok
populacidéja a szegmentalis interneuronok mellett efferens neuronokat (genitalis
szervek) is tartalmaz (Hustert és Topel, 1986; Elekes et al., 1987), tovabba egyes
rovarok érz6 neuronjaiban is azonositottak az 5-HT jelenlétét. A saska ldbaban
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elhelyezked® szenzoros neuronok 2 csoportjat kilonitették el (Lutz és Tyrer, 1988).
Az egyik csoportjuk a kilsé mechanoreceptorokkal, mig a masik csoportjuk a belsé
proprioreceptorokkal kapcsolt. 5-HT tartalmu sejteket a bels6é proprioreceptorokat
tartalmazé szervben, a chordotonalis szervben is talaltak, tehat az 5-HT szenzoros
neurotranszmitter is.

Az 5-HT tartalmu neuronok diverz (interneuron, érzé és efferens neuron)
jelenléte arra utal, hogy az 5-HT a rovarokban motoros-, interneuronos- és szenzoros
neurotranszmitter is (Walker és Holden-Dye, 1991). Az 5-HTerg rendszer szamos
rovar fajban, pl. saskaban (Nassel, 1988; Cuttle és mtsai.,, 1995), méhben
(Kloppenburg és Erber, 1995) szabalyozza a vizualis rendszert, valamint tlics6kben a
napi cirkadian ritmust is a latélebenyben talalhaté 5-HTerg sejteken keresztil
(Saifullah és Tomioka, 2002). Az 5-HT befolyasolja a Malpighi-edények és a
Tyrer, 1989). Ezen kivil egyéb periférias szerepe is van, pl. a sztomatogasztrikus
rendszerben vagy a neurohemdlis szerv, a corpus cardiacumon keresztil (Nassel,
1988) neurohormonként funkcional, valamint a terminalis ganglionon keresztll,
szabalyozza a genitalis szerveket is (Kumashiro és mtsai., 2008).

A decapoda rakok hasduclancéban kézel 100 sejt mutat 5-HT immunreaktivitast
(Beltz és Kravitz, 1983). Méretlket tekintve kis sejtek, axonjaik lefutasa tul finom
hogy nyomon lehessen kdvetni, kivéve a torakalis és elsé abdominalis ganglion 5-HT
immunreaktiv (5-HT-IR) sejtjeinek nyulvanyait. Ezek a sejtek viszonylag gyengén
elagaz6dd dendriteket és axonokat bocsatanak ki a sajat ganglionjaik neuropil
hal6zataba, mig f6 nyudlvdnyaik az egyes ganglionokat Osszek6td idegkdteg
felépitésében vesznek részt, és kettd vagy tdbb ganglionon is athaladnak, mig elérik
célterlileteiket, ahol slr(in szétagazédnak. Nagyméretli 5-HTerg sejtek a rakokban a
4. és 5. torakalis ganglionban, ill. az els6 abdominalis ganglionban fordulnak el6. A
kdzponti idegrendszeren kivil még a periférias neurohormonalis szervekben is
kimutattak 5-HT-IR-t.

Az 5-HTerg rendszer aktivalédasa egy megfeszitett végtag allapotot idéz el6 a
rakban, ami a tdAmadd, vagy dominanciat kifejezé testtartasanak felel meg (Glusman
és Kravitz, 1982). Ebben az esetben az 5-HTerg rendszer beindit egy motoros
programot, mely a testtartasban résztvevd vazizmokat beidegzd ingerlé és gatlo
idegsejtek koordinalt tlizelési mintazatabdl all. A decapoda rak periférikus szdvetei
igen érzékenyek az 5-HT-ra. Glusman és Kravitz (1982) szerint az 5-HT egyes ideg-
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izom preparatumokon végzett vizsgalatok soran fokozta a serkenté és gatlo
idegvégzédések transzmitter felszabadulasat, valamint megndvelte az izomrostok
kontrakcidjat. Mivel szamos az 5-HT-ra érzékeny periférikus szdvetben nem tudtak 5-
HT tartalmat mérni, nagy valoszinlséggel in vivo ezekben a szbvetekben
neurohormonként hathat. A hemolimfa mérheté 5-HT koncentraciéja ezt tamasztja
ala. Az 5-HT a masodik torakalis ideggydkér mentén talalhaté idegvégzédések
gazdag halézatabdl és kisebb mértékben a kdzponti idegsejtekbdl juthat a
hemolimfaba (Beltz és Kravitz, 1983). Az 5-HTerg rendszer szintén hormonalis Uton
szabdalyozza a rak szivmikddését, meggyorsitva a szivverés frekvencigjat és
erésségét (Cook, 1966).

A puhatestliek idegrendszerére jellemzd, hogy az idegsejtek ganglionokba
tomorilnek, melyek tdbbsége a nyel6csd kezdeti szakasza korll talalhatd, és
parhuzamosan fut6 axon koétegekkel, az dgynevezett konnektivumokkal
kapcsoldédnak 6ssze. A ganglionokbdl kilépé idegek a test minden részét beidegezik.
A ganglionokon belll talalhaté egy idegnyulvanyok alkotta komplex kézponti neuropil
régid, melyet gydriszerlen kérbevesz a sejttestek rétege. Az idegsejtek kdzott
el6fordulnak érias méretliek is (200-1000 uM). A puhatestliek kdzponti idegrendszere
viszonylag nagy mennyiségl 5-HT-t tartalmaz. Kerkut és Cottrell (1963) analizélta a
Helix aspersa agyat, ami 4 ug/g (nedves tdmeg) 5-HT-t tartalmazott, mig a képeny és
a sziv 1, ill. 3 pg/g. Egyes kagylok kdzponti idegrendszere ennél jéval tobb 5-HT-t
tartalmaz, pl. a Venus fajpan a ganglionok 5-HT tartalma magasabb, mint 40 ug/g
(Welsh és Moorhead, 1960), az Anodonta fajpan pedig 32-43 ug/g (nedves témeg)
k6z6tt mozog a szezondlis kérilményektél figgden (Hiripi és mtsai., 1973). Mig az
emlésbkben az 5-HT tartalmi neuronok a kbzépagy raphe magjaiban
koncentralédnak, addig az izeltlabuakhoz hasonléan a puhatestiiek kdzponti
idegrendszerében szétszortan a fébb ganglionokban, azokon belll is azok kitlintetett
régidiban fordulnak el csoportokat alkotva (Matsutani és Nomura, 1986; Uemura és
mtsai., 1987; Kristan és mtsai., 2005).

A puhatestiiek tdérzsén belll a csigaknal vizsgaltak a legrészletesebben az
egyes, kitlintetett 5-HT tartalmu idegsejt nyldlvanyrendszerek halézatat, kapcsolatait
és szerepiket a légzésben, mozgasban, taplalkozasban (Chase, 2002). A csigak
kdzponti idegrendszerében az 5-HT-IR neuronok ddntéen a cerebralis és pedalis
ganglionokban helyezkednek el (Longley és Longley, 1986; Kemenes és mtsai.,
1989; Satterlie és mtsai., 1995; Jing és Gillette, 1999; Hochberg, 2007), mig a
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bukkalis és pleurdlis ganglionokban nincs vagy csak nagyon kevés fordul elé bel6Ik.
Egyes 5-HT tartalmu sejt homoldég megfeleléje szamos csiga fajpan megtalalhatd,
melybdl 5-HT tartalmi axonok futnak a cerebro-bukkalis konnektivumba, és
beidegzik a bukkalis gangliont, valamint a pofaizomzat egyes részeit (Granzow és
Rowell, 1981; Pentreath és mtsai, 1982; Croll, 1987; Kemenes és mtsai., 1989;
Satterlie és mtsai.,, 1995). Hasonléan az emlésdk és az izeltlabuak 5-HTerg
rendszeréhez a csigak egész kdzponti idegrendszerét sirlin behalézzak az 5-HT-IR
idegrostok, és gazdag 5-HT tartalmi axon halézat jellemzé egyes periférikus
szbvetekre is, pl. a tapogatokra, a talp hamrétegére, szaporodasi szervekre, ajkakra,
pofarégiéra és a nyel6csére (Moroz és mtsai., 1997; Hochberg, 2007). A 1égzdnyilas,
tapogatok és ajkak érz6 hamrétegében az 5-HT-IR idegrostok glomerularis
szerkezetbe rendez6dve taldlhatéak, mely valészinlsiti az 5-HT érzé jelatvivd
szerepét (Moroz és mtsai., 1997).

Az 5-HT az 6sszes puhatestli idegrendszerében az egyik legfontosabb
neurotranszmitter, szerepe kbdzponti és periférikus folyamatok szabalyozasaban
egyarant fontos (Gerschenfeld, 1973; Walker és mtsai., 1986). A csigak
ganglionjaiban talalhaté 5-HT-IR sejtek kilénbdzd érzd és motoros neuronhal6zatok
intrinsic (belsd) elemei, ahol neuromodulator szerepet téltenek be (Gillette és Davis,
1977; Katz és mitsai., 1994; Kupfermann és Weiss, 1981; McPherson és
Blankenship, 1991; Satterlie és Norekian, 1996; Walters, 1991). llyen neuronhalézat,
pl. a taplalkozast, menekllést vagy mozgast szabalyozé motoros (mozgato)
neuronhalézat, ahol az 5-HT-IR sejtek belsd serkentést (intrinsic excitation) kivaltva a
halézat mintazatgeneralasaban vesznek részt, aminek kdvetkeztében kifejezédik a
sztereotipikus motoros mintazat (Mackey és mtsai., 1989; Gillette és Jing, 2001; Jing
és Gillette, 2000; Jing és Gillette, 2003). A halézatok 5-HT-IR sejtjei szenzorikus
afferens idegbemenetekkel rendelkeznek, valamint az altaluk modulalt halézattdl is
kapnak szinaptikus visszacsatolast. A  taplalkozasi rendszer kdzponti
mintazatgeneraldja a metacerebralis érias 5-HTerg neuron par (MGC), aktivacidéja hat
a taplalkozas felvételi szakaszanak kezdetére, illetve a ,taplalkozas motoros
programjat” szabalyozza kulénb6z6 csigafajokban (Granzow és Kater, 1977;
Pentreath és mtsai., 1982; McCrohan és Audesirk, 1987; Yeoman és mtsai., 1996). A
csigak szivmiikbédésének idegi szabalyozasaban is részt vesz az 5-HTerg rendszer,
mivel a szivserkentd neuronok egy része 5-HT felszabaduldson keresztll serkenti a
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szivizomzat &sszehuzddasat, amit a szivizmokban kimutathaté 5-HT-IR axonok
jelenléte is alatamaszt (S-Rézsa, 1984; Skelton és mtsai., 1992; Malyshev és mtsai.,
1999). Szamos szabalyozd interneuron jatszik szerepet a memaria kialakitdsaban és
a tanulas folyamataban, melyek koézil a legfontosabbak 5-HT-t hasznalnak az
ingertilet tovabbitasara (Byrne és mtsai., 1991, Nelson és Alkon, 1997; Kemenes és
Benjamin, 1989; Yamanaka és mtsai., 2000).

Csigakban az 5-HT, mint egy &ltalanos arousal ("izgalmi”) faktor funkcional
(Kupfermann és Weiss, 1981; Sakharov, 1990), mely részt vesz a védekezd reflexek
mind révid mind hosszu tavu szenzitizaciéjaban (Byrne és mtsai., 1991; Carew és
Sahley, 1986). Ezen kivil befolyasolja a taplalkozasi ,arousal” allapotat Aplysiaban
(Weiss és mtsai., 1978; Rosen és mtsai., 1989), Helixben (Pentreath és mtsai., 1982;
Hernadi és mtsai.,, 2004) és Lymnaeaban (Yeoman és mtsai., 1996) és ezen
keresztiil szabdlyozza az étvagyat (Hernadi és mtsai., 2008). Az egyes kdzponti
neuronhalézat 5-HTerg elemei kémiai és elektromos szinapszisokon keresztil
kapcsolatban allnak egymassal, igy egy tagolt 5-HTerg rendszert, vagy mas néven
tagolt arousal halézatot (distributed arousal network) alakitanak ki (Gillette és Jing,
2001; Jing és Gillette, 2000; Jing és Gillette, 2003). Ez lehet6vé teszi az allat
kérnyezetéhez és belsé allapotahoz legmegfelelébb viselkedési forma kifejez6dését.

A kdzponti idegrendszerbél kilépb és a periférikus széveteket behal6zé 5-HT-IR
idegnyulvanyokon keresztll az 5-HTerg rendszer képes kdzvetlenlil is szabalyozni az
élettani folyamatokat és viselkedéseket. Helix gyomor-bélrendszere gazdagon
innervalt 5-HT-IR kétegekkel, amik a kdézponti ganglionbdl indulnak ki (Hernadi és
mtsai., 1998) és a gyomor-bél (gasztrointesztindlis) idegrendszer Kivllrdl érkezd
(extrinsic) eleme lehet. Megfigyelték, hogy a Helixben az 5-HT gétolja a bél spontan
kontrakciéjat, tehat az 5-HT-nak fontos szerepe van a gyomor motilitas
szabdlyozasaban (Lehman és Greenberg, 1987; Hernadi és mtsai., 1998). Az 5-HT,
nem csak a bélizomzatra fejt ki modulatoros hatast, hanem kilénb6z6 egyéb
periférias izmok kontrakciéjanak hosszusagat is képes ndévelni vagy csokkenteni
(Weiss és mtsai., 1978; Cottrell és mtsai., 1983; Lehman és Greenberg, 1987). A
tengeri és édesvizi csigdk esetében a lab csillokkal boritott hamszévete fontos
szerepet jatszik az allat mozgasdban. Szamos megfigyelés tdmasztja ala, hogy
csigak pedalis ganglionjaban talalhaté 5-HTerg sejtek igen erbteljesen innervaljak a
talp csillos hamfellletét, tovdbba az 5-HT jél ismert szabalyozdja a csillok
aktivitasanak (Audesirk és mtsai., 1979; Jiang és mtsai., 1998).
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Az 5-HT nem csak neuromodulatorként hat a csigakban, hanem a
hemolimfaban 1évé 5-HT periférikusan neurohormonkeént fejti ki hatasat. Az 5-HT a
hemolimfaba kerllhet a kbzponti vagy periféridlis idegrendszerben 1évd
szinapszisokbdl (Goldstein és mtsai.,, 1984; Zhang és misai.,, 1991; Hernadi és
mtsai., 1989), de a hemocitakbdl is a hemolimfaba juthat, mivel ezek a sejtek is
képesek az 5-HT szintézisére (Stefano és mtsai., 1989). A csigak taplalkozéasa és
mozgasa napi ritmust mutat, mely jél koveti Aplysiaban a hemolimfa 5-HT
mennyiségének napi ingadozasat (Levenson és mtsai, 1999). Szamos kisérletben
megfigyelték, hogy az allatok mesterségesen megemelt 5-HT szintje intenzivebb
viselkedési aktivitast valt ki (Palovcik és mtsai., 1982; Gillette és mtsai., 1997).

Az 5-HTerg rendszer funkciodi k6zé sorolhatok még a szinaptikus plaszticitas és
a szinaptikus ndvekedés szabalyozasa is (Siegelbaum és Kandel, 1991; Koert és
mtsai., 2001)

A katekolaminok kézll a DA fordul el6 a gerinctelenek térzseiben (Walker és
Holden-Dye, 1991). Féleg motoros transzmitterként miakddik. Tovabba
interneuronalis transzmitter a gydris férgekben, rovarokban, puhatestiekben
(Klemm, 1985). Szamos fajpan feltérképezték a DA tartaimi neuronok
elhelyezkedését. A C. elegans hermafrodita egyedeiben 8 neuron, mig him
egyedeiben tovabbi 6 neuron szintetizal DA-t (Chase és Koelle, 2007). A 14 neuron
mindegyike mechanoszenzorikus. A DAerg rendszer szerepet jatszik a mozgas
szabalyozasaban és a tanulasi folyamatokban, seqiti az allatot abban, hogy nyomon
kdvethesse kdrnyezetének valtozasait. A DAerg sejtek képesek érzékelni a taplalék
fizikai jelenlétét, aktivalodasuk gatolja a jbllakott féreg mozgasgeneratoranak
mikodését, ennek kdvetkeztében az allat mozgasa lelassul (Sawin és mtsai., 2000).
Amennyiben a taplalék elfogy, Uj taplalékforrasok keresésének hatékonysagaban is
szerepet jatszik (Hills és mtsai., 2004), igy a DAerg rendszer két eltérd funkcidt tolt
be a mozgéasi viselkedés szabalyozasaban. A DAerg befolyasolja a kilénbdzé
tanulasi formakat is, mint a habituaci6 mechanikai ingerekhez (Sanyal és mtsai.,
2004), vagy szagokhoz valé adaptalédas (Colbert és Bargmann, 1995).

izeltlabliak agyaban és a garatalatti ganglionban a DA interneuronokban
mutathaté ki (Vieillermaringe és mtsai., 1984; Schirmann és mtsai., 1989; Nassel és
Elekes, 1992; Homberg, 1994). A legtdbb neuron mindkét oldalon szimmetrikusan
elhelyezked® csoportokba tomoril, vagy parokat alkot, ritka az egyediil all6 DAerg
sejt. Utdbbi tipus kdzll a garatalatti ganglionokban fordul el néhany, ezeket angolul
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ventral unpaired median (VUM) neuronoknak nevezik. A DA-IR axonok behalézzak a
valamint a protocerebrum, tritocerebrum és a garatalatti ganglion nem glomerularis
neuropiljét. A rovar agy mindegyik DAerg neuronja nagyon hosszU nyulvanyokat
bocsat ki, melyek fébb idegkdtegekbe csatlakoznak, ahol mas tipusu neuronok
axonjaival futnak egyltt. Ez az idegi mintazat feltételezi, hogy a DAerg rendszer
inkabb  szabalyoz6 folyamatokban vesz részt, mint sem helyi idegi
kélcsbnhatasokban. A Drosophila agydban szintén kétoldalian szimmetrikusan
helyezkedik el hat, DA tartalmi neuronokbdl all6 csoport, valamint a latélebeny
medulla részében is talalhatok DA-t termeld sejtek, melyek az agy nagy részét
beidegzik (Hamasaka és Naéssel, 2006). A hazi méh agyaban biokémiai és
farmakoldgiai kisérletek igazoltak, hogy az 5-HT mellett DA is nagy koncentraciéban
fordul el (Fuchs és mtsai., 1989).

Hasonléan az 5-HTerg rendszerhez a DAerg rendszer is hatassal van az
izeltlabuak, pl. Drosophila altalanos aktivitasara (Andretic és mtsai., 2005; Kume és
mtsai., 2005). A kutatdsok sordn metamfetaminnal csdkkentették a DA transzporter
aktivitasat és serkentették a Dy és D, receptorokat, ezaltal megemelték az
extracellularis DA szintet. A vizsgalatokbol megallapithatd, hogy a DA a rovar izgalmi
allapotdnak (arousal) kulcsszabalyozé molekulaja. A rovar tal alacsony vagy tul
magas DA szintje negativan befolyasolja a komplex viselkedések végrehajtasat,
ahogy az emlésdkben is eléfordul. Az idegi kapcsolatok intenzivebb DA atvitele
fokozza a Drosophila sztereotipikus viselkedésének aktivitasat, pl. nagy mennyiség
DA hatasara az allat alvas ideje lerévidll, tovdbb maradt ébren és mozgasa is
intenzivebbé valik. Ezzel szemben, ha a DA szint lecsékken az allat alvasideje
hosszabb lesz. Himekben a DA szintje hatassal van a parzasi viselkedésre is.
Megemelkedett DA mennyiség hatasara az allat izgatottabba valik, ez a figyelem
rovasara megy, igy tébb idét tolt el az udvarlassal és a parzassal (Andretic és mtsai.,
2005). A vizudlis érzékelésre is kihat az egyed DA szintje. A normalistél eltér6 magas
vagy alacsony DA mennyiség latasromlast idéz el6. A gombatestben elhelyezkedd
DA utvonal felveti a DAerg rendszer szerepét a memdériaban és a tanulasban, azon
belll is az averziv tanuldsban (Schwaerzel és mtsai., 2003). Rakok szivmikddésére
serkentéleg hat a DA (Ando és Kuwasawa, 2004). Mivel nem tudtak kimutatni DAerg
sejteket a sziv ganglionban, nagy valdészinliséggel neurohormonként viselkedik és a

perikardialis szervekbdl szarmazik.
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Tengeri (Aplysia californica és Tritonia diomedea) és édesvizi csigafajok
(Lymnaea stagnalis és Helisoma trivolvis) kbzponti idegrendszerének DA
pleuralis ganglionban talalhaté a legkisebb DA koncentracid, mig a pedalis ganglion
tartalmazza a legtébbet. Az édesvizi fajok rendelkeznek egy 6riasi neuronnal,
melynek DA tartalma mérheté. Ez a sejt Lymnaeaban a jobb pedalis ganglionban,
mig Helisomaban a bal pedalis ganglionban helyezkedik el. Vélhetéen homoldg
megfeleléi a Planorbis corneus jobb pedalis ganglionjaban azonositott DA tartalmu
orias sejtnek. Ez a sejt képes serkentd, gatldo vagy kétfazisu szinaptikus potencialt
kivaltani az 6t kdvetd sejteken (Berry és Cottrell, 1975). A DA tartalmu neuronok
eloszlasa is hasonld képet mutat, f6leg a pedalis és cerebralis ganglionban fordulnak
el6 nagy szamban, azutan a bukkalis ganglionban, majd a pleuro-parietalis-
viszceralis komplexben talalhat6é a legkevesebb ilyen neuron (Kiehn és mtsai., 2001).
A szarazfoldi csigafajokban a DAerg idegsejtek ganglionok k&ézétti eloszlasa nem
igen tér el a vizi csigdkban tapasztaltakidl. A Helix kdzponti idegrendszerében
kisméreti DA-IR sejtek figyelhetéek meg a bukkalis, cerebralis és pedalis
ganglionokban, mig a pleuro-parietalis-viszceralis komplex mentes DA-IR sejtektdl,
de tartalmaz DA-IR axonokat (Hernadi és mitsai.,, 1993). A DA-IR neuronokbdl
axonok nyulnak a ganglionok neuropiljébe, valamint a periférialis idegeken keresztil
kilépnek a ganglionokbdl is. A DA-IR nyulvanyok mintazata alapjan feltételezhetd,
hogy a DAerg neuronok fontos szerepet jatszhatnak a szenzoros informacidk
feldolgozasaban, ill. a szenzo-motoros rendszer szabalyozasaban (Hernadi és
Elekes, 1999).

DAerg rendszer részt vesz a csigak taplalkozasanak és |égzésének
szabalyozdsaban. A csigak bukkélis ganglionjdban elhelyezkedd kbzponti
mintazatgenerator kontrollalja a taplalkozasi viselkedést, mely szabalyozas a szintén
itt elhelyezkedé motoros neuronok kilénb6z6 aktivitasi mintazatan keresztil valosul
meg. Szamos csigafajban sikertilt azonositani olyan DAerg interneuront, mely a
taplalkozas kdézponti mintazatgeneratoranak belsé elemeként, alapvetd szerepet tolt
be a bukkalis motoros mintazat kivaltasaban és ritmusanak szabdalyozasaban
(Yeoman és mtsai., 1995; Quinlan és mtsai., 1997; Kabotyanski €s mtsai., 2000). A
szdjuregb6l és a nyel6csd elllsé szakasza feldél a bukkalis idegen keresztil
kemoszenzorikus afferens bemenetet kap a DAerg interneuron. A csigak légzésének

szabalyoz4sarol szerzett ismeretek java része Lymnaea vizsgalatabdl szarmazik,
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amely ismertetését a 1.2. fejezet tartalmazza. A DAerg rendszer nemcsak
kdzpontilag, hanem a periférian is részt vesz a légzés szabalyozasaban. Swann és
mtsai. (1982) Aplysia kopoltyl izmaiban DA-IR idegrostokat és varikozitdsokat
talaltak, mig Ruben és Lukowiak (1983) bebizonyitottak, hogy a DA periférikusan
képes befolyasolni a kopoltyd kontrakciéjat. A DAerg rendszer kapcsolédik a tanulasi
folyamatokhoz is. Aplysiaban kbézrem(kddik a nem kondicionalt ingerek
kdzvetitésében mind az appetitiv klasszikus mind a jutalmazason alapul6 operans
tanulas soran (Baxter és Byrne, 2006). Valamint funkciéi k6zé sorolhat6 a szinaptikus
ndvekedés szabalyozasa is (Dobson és mtsai., 2006).

1.2. 5-HT és DA szerepe a hagy mocsari csigaban (Lymnaea stagnalis)

A Lymnaea stagnalis az 6sszehasonlitd neurobiolégia egyik kiemelked6é modell
allata. Felnétt Lymnaea kdzponti idegrendszerében kdzel hasonlé szamban fordul
el6 5-HT-IR és DA-IR idegsejt, azonban elhelyezkedésiikben és méretiikben eltéréek
(Kemenes és mtsai., 1989; Elekes és mtsai.,, 1991). A DA-IR neuronok kis és
kézepes méretli sejtek (10-40 pm), mig az 5-HT-IR neuronok kézil szamos
nagymeretl (60-70 ym) vagy egyenesen oriasi (> 70 ym) talalhaté. Vannak olyan
idegsejtek, melyek 5-HT-t és DA-t is tartalmaznak, pl. a cerebrélis ganglion ellilsé
lebenyében a cerebro-bukkalis konnektivum eredésénél talalhato sejtek. Az 5-HT-IR
neuronok az egész kozponti idegrendszerben el6fordulnak kivéve a pleuralis
gangliont, tébbséglik csoportokat alkot, bar néhany kuldén helyezkedik el a tdbbitdl
(Kemenes és mtsai., 1989). Az 5-HT tartalmd axonok mindegyik ganglion neuropil
mutathatok ki a ganglionokat kortlvevd kotészévetben is. Mindegyik {6
kommisszuraban, konnektivumban és idegben megtalalhatéak. Biokémiai mérések
kimutattak, hogy a pedalis ganglionban talalhaté az egész kdzponti idegrendszer 5-
parietalis komplexben 14,1%, a bukkalis ganglionban 6,1% fordul el6. A maradék
6%-ot pedig a cerebrélis és bukkalis ganglionokat 6sszek6té konnektivumban és a
laterdlis, ill. ventralis bukkalis idegekben mérték. A ganglionok 5-HT tartalma ol
korrelal a bennlik azonositott 5-HT-IR neuronok szamaval. DA-IR sejtek legnagyobb

szamban a cerebrdlis ganglionban fordulnak el6é, ami a kézponti idegrendszerben
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talalhato DA-IR allomany 50,4%-a, de a teljes DA koncentracionak csak 34,3%-a
(Elekes és mtsai., 1991), ami azzal magyarazhatd, hogy ebben a ganglionban DA-IR
sejtek nagy része kisméretl. A DA koncentracio 45,5%-a a pedalis ganglionban
mérhetd, mig a DA-IR sejtek csak 31%-a fordul eld itt. Azonban ezek a sejtek féleg
kbdzepes méretliek, és az érias DA-IR neuron, az RPeD1 is itt talalhat6. A neuropil
DA-IR axon arborizacidja szintén jelent6s. A bukkalis ganglion és a pleuro-parietalis-
viszceralis komplex DA-IR sejtieinek szdma és a DA koncentracidja jél korrelal.
Szamos periférikus ideg, pl. bukkdlis ideg, ajak ideg, pedalis ideg DA
immunfluoreszcens jeldl6dést mutat, tovabba DA-IR sejtek is el6fordulnak egyes
periférikus szévetekben, mint nyelécsé, ajak, tapogatdk, genitélis szervek. Ezek az
idegsejtek kisméretliek, bipolarisak vagy multipolarisak. Révid nyudlvanyaik a
korilottik talalhaté hamszdvetbe nydlnak, mig hosszi axonjaik kétegeket formalva a
kdézponti ganglionokba tartanak (Elekes és mtsai., 1991).

Szamos tanulmany foglalkozott és irta le az 5-HT és DA élettani és
viselkedések szabalyozasaban betdltott szerepét a felnétt Lymnaeaban. A légzésben
szerepet jatszd izmok a visceralis és a jobb parietélis ganglionban talalhaté motoros
neuronoktél kapnak beidegzést (Syed és Winlow, 1991). A motoros neuronok
mikddését a légzés kbzponti mintdzat generatoranak harom interneuronja
szabdlyozza, az egyik interneuron az ugynevezett RPeD1 DA tartalmu idegsejt (Syed
és mtsai., 1990; Magoski és mtsai., 1995; Croll és mtsai., 1999). Ez az érias DA-IR
neuron felel6s a 1égzés beindulasaért és fenntartasaért, valamint moduléld hatast fejt
ki a masik két interneuron aktivitasara is (Syed és mtsai., 1990; Barnes és mtsai.,
1994; Inone és mtsai., 2001). Syed és mtsai. (1990) az RPeD1 és a DA aktivizalé
hatasat tenyésztett ideghalézaton (culture network) is letesztelték. Az RPeD1 neuron
tobb funkcids szereppel rendelkezik. Azon tul, hogy a légzés kdzponti mintazat
generatoranak egyik interneuronja, koordinalja a vizfelszinre bukkané Lymnaea
legzdnyilasabol érkezd érzé-motoros bemeneteket is, melyek hatasara beindul a
csiga légzése (Haque és mtsai., 2006).

A szivben a f6 monoamin az 5-HT, de a DA is jelen van, még ha kisebb
koncentraciéban is (Buckett és mitsai., 1990). Mindkét monoamin megemeli a
szivverés frekvenciajat és amplitudojat. Hill, Welsh és Jones is lehetséges
transzmitternek tartjak a csigak szivében ezeket az aminokat (Hill és Welsh, 1966;
Jones, 1983). A monoaminok mint neurotranszmitterek a motoros neuronok

idegvégzdédéseibdl felszabadulva kertlhetnek a szivbe. Eddig két motoros neuront
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(Hhe és She) sikerllt azonositani a Lymnaea kézponti idegrendszerében, melyek 5-
HT felszabadulason keresztll serkentik a szivmiikédést (Buckett és mtsai., 1990b). A
leégzési mintazat generator harom interneuronja is hatassal van a szivverésre, ezek
kézll az egyik a mar el6bb megismert DA tartalmu RPeD1 sejt. Ezek az
interneuronok ingeriiletbe képesek hozni a sziv serkenté motorneuronjait, illetve
gatolni a sziv gatlé motorneuronjat.

Egyik jol vizsgélt viselkedési forma Lymnaea esetében a cslsz6 mozgas.
Pasztazé elektron mikroszkdpos vizsgalatok felfedték, hogy a csiga talpat strd csillok
alkotta szényeg boritja (Syed és mtsai., 1988). Mozgasa soran a csiga ezekkel a
csilldokkal halad el6re, de a talp izmai és a testfal segitségével ugynevezett sodro
mozdulatra is képes. Syed szerint a pedalis ganglionbdl eredd 5-HT tartalma
idegrostok mélyen beidegzik a labat. Semi-intact preparatumokon végzett kisérletei
soran a pedalis ganglionban 1évé Ugynevezett A csoport sejtieinek ingerlése
kivaltotta a csillok intenzivebb mozgasat, valamint a nyal tartalmu sejtek fokozottabb
elvalasztasat. A talpba injektalt 5-HT pedig gyorsabb csillémozgéast valtott ki. Paviova
és Bakeeva (1993) farmakoldgiai kisérletei megerdsitették, hogy ez a szabalyozas
igen is ingerl6 jellegl. McKenzie HPLC-s mddszerrel kimutatta, hogy a Lymnaea
lababan hasonlé mennyiségben mind az 5-HT mind a DA jelen van (McKenzie és
mtsai., 1998), és feltételezte, hogy a DA is egy lehetséges modulatorra a csilld
mozgasnak. Ezt a feltételezést tamasztjak ala Tsyganov és Sakharov eredményei
(1999) is.

Egy masik viselkedésforma, a taplalkozas szabdlyozasaban is szerepe van a
két monoaminnak. A cerebrdlis ériasi sejt (CGC- cerebralis giant cell) mint extrinsic
modulator interneuronja a taplalkozasi mintazatgeneratornak az egyetlen 5-HT
tartalmd neuron, ami része a taplalkozasi neuronhalézatnak. A halézat szinte minden
tagjat innervalja és serkentéleg hat rajuk (Straub és Benjamin, 2001). A CGC nem
csak a hal6zat tagjaival all kapcsolatban, hanem 5-HTerg axonjai a pofarégio
izomzatat is beidegzik (Benjamin, 1983; Pentreath és mtsai., 1982), igy az
idegvégz6édésekbdl felszabaduld 5-HT kdzvetlendll is hat a taplalkozasban résztvevé
izmokra. Lymnaeaban sem a téplalkozasi mintazatgenerator sem a téplalkozasi
neuronhalézat tagjaként még nem sikertlt DA tartalmu neuronokat kimutatni csak
Aplysiaban és Helisomaban. Ezért feltételezhetjik, hogy Lymnaeaban is részt

vesznek a mintazatgenerator intrinsic elemeként a taplalkozas szabalyozasaban.
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1.3. A nagy mocsaricsiga egyedfejlédése

A nagy mocsaricsiga (Lymnaea stagnalis) a csigak (Gastropoda) osztalyaba,
azon belll a tidés csigak (Pulmonata) rendjébe, a Lymnaeidae csaladba tartozo faj.
A csiga himnés, tobbnyire két egyed kblcsdndsen megtermékenyiti egymast. Az egy
alkalommal kibocsatott mintegy 200-300 petét kocsonyas anyag burkolja be, ami
védelmet nyujt a ragadozd halakkal szemben. Az édesvizi csigak, mint a Lymnaea,
Helisoma, Planorbis, Physa larvalis fejl6édésére jellemzd, hogy az egész folyamat a
petezsakon belll térténik szemben a tengeri puhatestiiek szabadon Uszé larvaival. A
petekapszulan belll minden egyes pete athalad a blasztula, gasztrula, trochophora
és veligera allapotokon majd keresztilesik egy metamorfézison, ami utan mar ugy
néz ki, mint a feln6tt egyedek miniatlir masa. Az atlatsz6 peteburok miatt az egész
fejlédés j6l nyomon kdvethetd. A folyamat 25 "C hémérsékleten kérllbelll 8 napig
tart. A faj morfol6giai és organogenezisérdl jelentés ismeretanyag all rendelkezésre
(Raven, 1958; Morrill, 1982; Mescheriakov, 1990). Az ismeretek felhasznalasaval a
fejlédés egyes stadiumai kénnyen beazonosithatéak egyszerli mikroszkép alatt is,
ehhez tdAmpontot nyujtanak egyes szervek, testrészek megjelenése, tovabba a szem
megjelenése, mint forgd mozgas, csuszé mozgas, reszeld nyelv 6ltdégetés (7. abra).
Az embrionalis fejl6dési allapotokat szazalékban fejezik ki, ahol a 0% az els6
barazdalédasnak felel meg, a 100% pedig a kapszulabdl val6é kikelésnek (Marois,
1989). A kikelt allat testfelépitésben a feln6tt egyed Kkicsinyitett valtozata, de

szaporodasra még nem képes.
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Embrio fejlédése (0-100 %)
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7. dbra A nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis) egyedfejlédésének sematikus
abrazolasa (modositott abra, Morrill 1982).
Az embrié hossz névekedését lathatjuk a fejlédés figgvényében, valamint egyes morfologiai

tulajdonsagokat és viselkedési formakat, melyek segitenek a fejlédési allapot
meghatarozdséban.

1.4. Az 5-HT és DA rendszer embriogenezise

Az 5-HT és DA tartalmu sejtek a fejlédés soran mar koran megjelennek, majd
parhuzamosan fejlédnek a kdzponti idegrendszer elemeivel a ganglionokkal. Marois
és Croll (1992) immunhisztokémiai moédszerrel nyomon kévették az 5-HT tartalmu
sejtek és axonok megjelenését, fejlédését az embriondlis élet soran. Az elsd 5-HT
immunreaktivitast mutaté sejtek a fejl6dd cerebralis ganglion teriletén megjelené C4
nevl paros sejt, melyek a cerebrdlis kommissziran at nyulvanyt kildenek az
atellenes oldalon Iévé cerebralis ganglionba. Itt mindegyik axon futdsa elkanyarodik
majd tovabb haladnak a cerebralis-pedalis konnektivumon keresztil lefelé a fejl6dd

lab felé. Mintegy 2-3 %-al kés6bbi stddiumban, a pedélis ganglionokban is
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megjelennek az els6é 5-HT tartalmu sejtek, az Ugynevezett Epe1 sejtek. Hasonlbéan a
C4 sejtekhez, axonokat bocsatanak ki a fejlédé 1ab felé. A tovabbi fejl6dés soran
egyre n6é az 5-HT tartalmu idegsejtek szama a kbézponti idegrendszerben. A sejtek
tObbsége sejtcsoportokba témoril, sokuk azonositdsa csak a csoport
meghatarozasara terjed ki. A cerebralis ganglionokra jellemzd, hogy az embrionalis
élet végére a CF csoport 6sszes tagja megjelenik, kdztik a C1 metacerebralis orias
sejt, melynek nyulvanyai behal6zzak a bukkalis gangliont. Mas sejtcsoport, mint a
CC, CB és CD egyes tagjai is kimutathatéak, de a létszam nem teljes, mivel a kikelés
utani posztembrionalis fejlédés soran a csoportok létszama tovabb duzzad (Croll és
Chiasson, 1989). A pedalis ganglionokra jellemzé, hogy az 5-HT tartalmu idegsejtek
szadma igen intenziven ndvekszik, és az innen kiindul6 axonok egyre sirlibben
hal6zzak be a fejlédé 1ab teriiletét. Id6vel a cerebralis és pedalis ganglionokbdl eredd
5-HT-IR axonok megjelennek az abdominalis gylriben is, ami 6sszekéti a pleuralis,
parietalis és visceralis ganglionokat. A fejl6dés késdbbi szakaszaiban megjelennek a
juvenilis korra jellemz6é 5-HT tartalml idegsejtek. A bal parietalis és pleuralis
ganglionok nem tartalmaznak 5-HT-IR idegsejteket csak rostokat. Az egész
embrionalis szakasz soran nem jelennek meg 5-HT tartalmu idegsejtek a periférian.
A DA tartalmu sejtek megjelenését és fejlédését Voronezhskaya és
munkatarsai tartdk fel a nagy mocsaricsiga embribkban (1999) szintén
immunhisztokémiai médszer alkalmazasaval. Az 5-HT-nal szemben a DA tartalmu
sejtek nem csak a kdzponti idegrendszerben, hanem a periférian is megtalalhatéak
az embridban. igy van ez a fejlddés 32-35% szakaszaban elsére megjelend, kétoldalt
a szajtél mintegy dorzolaterdlis iranyban elhelyezked6é szimmetrikus DA tartalmu
sejtekkel is. A kikelés el6tt ezek a sejtek mar nem lathatéak, ezért atmeneti
anterioralis katekolamin tartalmiu sejteknek nevezik. Egy vagy két hosszu axont
kildenek az apikalis rész felé, amik szétagazddva varikéz rostok halézatat hozzak
letre. Oldaliranyu vastag nyulvanyaik az epitéliumon athaladva az apikalis és
kefalikus rész hataran talalhaté csilloknal végzédnek. A késdbbiek soran a lab
mindkét oldalanak ellils6 részén tovabbi DA tartalmi sejtek jelennek meg, ezek
szama a fejl6édés soran gyorsan né, amihez csatlakoznak a szaj kordl, illetve a
tapogatokban megjelend tovabbi DA tartalmu sejtek. A labban 1évé sejtek axonokat
kildenek a pedalis ganglionok neuropiljeibe, mig a szdj korlliek a cerebralis
ganglionok neuropiljeibe. A metamorfézis utan jelennek meg csak DA tartalmu sejtek
a kdzponti idegrendszerben, el6szér a cerebralis ganglionokban. Ezek a sejtek
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axonjaikon keresztiil, beidegzik a kbzponti neuropilt, illetve a cerebralis-pedalis
konnektivumon keresztil a pedalis ganglionokat is. Késébb a jobb pedalis
ganglionban is megjelenik egy sejt, az ugynevezett RPeD1 sejt, melyet behatéan
tanulmanyoztak mar a feln6tt egyedek kdzponti idegrendszerében. Id6kdzben a
cerebralis ganglion DA tartalml sejtjei axonjaikkal behal6zzak a bukkalis ganglion
kbzeépso részeét. Kikelésig a periférian eléforduld DA tartalmu sejtek szama dramaian
megnd, megtaldlhatdbak most mar a nyelécsdében és a pofa régidban is. A pedalis
ganglionokban is mar el6fordul a DA-IR sejteknek egy vagy két csoportja.

Nagyon kevés ismerettel rendelkeziink az 5-HT és a DA szerepérél a Lymnaea
embridgenezisének  vagy  embriondlis  viselkedésének  szabalyozasaban.
Voronezhskaya és kollégai (2004) vizsgaltak Lymnaea stagnalis és Helisoma trivolvis
embridokon az apikalis elhelyezkedésli érz6 neuronok szerepét az egyedek
fejlédésének szabalyozasaban. Kedvezétlen életkérilmények kodzoétt Helisoma
esetében 5-HT, Lymnaea esetében DA szabadul fel ezekbdl a sejtekbdl, melyek
hatasara lelassul a fejlédés, amig kedvezébbé nem valik a kérnyezet. Mas puhatesti
fajon elvégzett kisérletek ravilagitottak a monoaminok szerepére a metamorfézisban
(Pires és mtsai., 2000; Leise és mtsai., 2001; Pechenik és mtsai., 2002). Tovabba
felvetddott szereplk a szinaptogenezisben, az idegnyulvanyok névekedésében,
illetve a nbvekedés iranyanak meghatarozasaban (Diefenbach és mtsai.,1995;
Spencer és mtsai., 1998).

Nem csak az egyedfejl6désben, hanem az embridk viselkedésében is szerepet
télthetnek be, ahogy ez a Helisoma trivolvis esetében bebizonyosodott. A Helisoma
embridkban az apikalis sejtek nyulvanyokat kildenek a talpban elhelyezkedé csillés
hamsejtekhez (Kuang és Goldberg, 1991; Koss és mtsai, 2003). Kil6nbdzd kisérleti
beavatkozast (5-HT adasa, a sejtek lézeres roncsolasa, vagy pCPA kezelés)
kdévetbéen bizonyitast nyert, hogy ezeknek a sejteknek 5-HT neurotranszmitter
hasznalataval szerepik van a csillok aktivitdsanak és ezen keresztll a forgadsnak a
szabalyozasaban (Diefenbach és mtsai., 1991; Kuang és Goldberg, 2001; Doran és
mtsai., 2004). Anatomiai adatok alatamasztjak, hogy ezek az apikalis sejtek kettés
funkciét téltenek be, egyszerre motoros és érz6é neuronok is, mivel apikalis
nyulvanyokkal is rendelkeznek az embrio testfelszine felé. A legujabb kutatasok
alapjan az apikalis sejtek képesek érzékelni a kérnyezet lecsdkkent oxigén tartalmat
(hipoxias allapot), aktivaljak a csillés sejteket, felgyorsitva az embri6 forgasat, ennek
hatasara keveredik a kapszula folyadék és a kérnyezetbdl az oxigén hatékonyabban
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képes az embridhoz eljutni (Goldberg és mtsai., 2008). A jelatadas 5-HT; és 5-HT,
tipusu receptoron keresztll térténhet.
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2. CELKITUZESEK

Az Irodalmi attekintésbdl lathatd, hogy szamos tanulmany sziletett az 5-HT és
a DA szerepérél a feln6étt csigak, igy a mocsari csiga idegrendszerében,
viselkedésében. Azonban csak kevés ismerettel rendelkezink arrél, hogy milyen
szerepet téltenek be a fejl6dd embrid szervezetében. Mas puhatestl fajon végzett
ilyen iranyu kisérletek szama is kevés, ezért szilkségessé valt egy 6sszehasonlité és
részletes farmakoldgiai vizsgalat elvégzése, Kkiterjesztve egyes embrionalis
viselkedésekre is, hogy pontosabban megvilagitsa az 5-HT és DA rendszer funkciojat
az embridgenezis soran. Az igy nyert ismeretek mélyebb bepillantast tehetnek
lehetévé a felnétt Lymnaea sokszinl viselkedésének kialakuldsdba és idegrendszeri
altalanos 6sszehasonlitd vonatkoztatasainak aspektusait is gazdagitjak. Ezért jelen

munkank célja a kdvetkezé volt:

e biokémiai modszerekkel nyomon koévetni a fejl6dé embrio 5-HT és DA
szintjének valtozasat az egyedfejl6dés soran

e meghatdrozni szintézisik mdédjat az embridban, a résztvevé enzimeket
jellemezni

e kideriteni van e szerepik a fejl6dés szabalyozasaban

e megallapitani, van e hatasuk egyes embriondlis viselkedésre, mint a
forgbmozgas, cslUszas a kapszula belsé felszinén, vagy a radula
mozgatasa, tovabba egyes fizioldgias folyamatokra, mint a szivverés

e farmakologiailag jellemezni az 5-HTerg és DAerg szabdlyozasban

résztvevd receptoraikat
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok tartasa

A nagy mocsari csigak (Lymnaea stagnalis) feln6tt egyedeit a Kis-Balaton
csatornaibdl gyuljtéttik tavasztdl-6szig, majd laboratériumi akvariumokban tartottuk
és neveltik tovabb. Az akvariumokba a vizet a Balatonbdl nyertik, azt folyamatosan
levegbztettilk és hetente cseréltik. A viz hédmérsékletét 20-25 °C—on tartottuk. A
felnétt és juvenilis egyedeket salataval etettik. Az igy tartott mocsari csiga allomany
folyamatosan ellatott minket a munkankhoz szlikséges petezsak mennyiséggel.
Morrill (1982) és Mescheriakov (1990) megfigyeléseit alapul véve, az embridk
fejlédési éallapotat morfolégiai, morfometriai és viselkedésbeli tulajdonsagok
specifikus 6sszerendezddése alapjan allapitottuk meg. A fejlédési allapotokat a teljes
embrionalis fejlédés szazalékaban fejeztik ki, melyben a 0% az elsé
sejtosztédasnak, mig a 100% a kikelésnek felel meg (7. abra) (Marois és Croll,
1992).

3.2. HPLC analizis

3.2.1. Monoamin szint mérése

Az embri6é endogén DA és 5-HT szintjének meghatarozasahoz egy petezsakbdl
véletlenszerlien 25 db embri6t szedtlnk ki minden egyes fejlédési stadiumnal 12-
100% ko6z6tt (12, 25, 30, 35, 40, 45, 55, 60, 75, 80, 85, 100). A kiszedett embridkat,
miutan a kapszula burkot is eltavolitottuk, 1,5 ml Eppendorf csébe helyeztik és
elhomogenizaltuk ultraszonikus homogenizaléval (4710 modell, Cole-Parmer,
Chicago, USA; 50W, 30%-s pulzalasi erével 15 masodpercig) 100 ul jéghideg 0,1 N
perklérsavban, ami 1 pmol/ul izoproterenolt mint belsé sztenderdet tartalmazott. A
homogenizatumot egy éjszakara lefagyasztottuk, majd Gjra homogenizaltuk. Ezt
kovette egy 10 perces centrifugalds 4 °C-on, 13000 g er8sséggel. A tiszta
fellluszdébdl 80 pl-t kézvetlenll beinjektaltunk a Waters HPLC rendszerbe (Milford,
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USA). Ez a rendszer egy pumpabdl (1500 modell), egy injektorbdl (717 plus Auto
sampler), egy elektrokémiai detektorbol (460 modell) és egy kolonna fiitébél (Waters)
allt és ezt mind egy 4-s verzibszamu Millenium szoftver vezérelte. A monoaminok
szétvalasztasa Lichrospher 100-5 RP-18 vagy Waters 5 um Spherical Cg 0szlopon
tortént. A folyadék fazist 0,1 M foszfat puffer (pH 4), 1 mM EDTA, 1 mM
oktanszulfonsav és 10% metanol alkotta. Az aramlési sebesség 1 ml/perc volt, az
injektor hémérséklete 10 °C-ra, mig az oszlop hémérséklete 40 °C-ra volt allitva. A
detektor feszllisége + 0,65 V volt. Ugyanezt a mobdszert alkalmaztuk
farmakolégiailag kezelt embridk megvaltozott monoamin szintjének

meghatarozasara. Minden egyes HPLC mérést haromszor ismételtiik meg.

3.2.2. Tirozin hidroxilaz aktivitas mérése

Hetven darab 90%-os stadiumban 1évé embriét véletlenszerlien kiszedtik a
petezsakbdl és elhomogenizaltunk 200 pl Lymnaea fiziologias séoldatban (40 mM
NaCl, 1,7 mM KCI, 1,5 mM Mg®, 4 mM Ca®*" és 10mM Tris-HCI; pH 7,4), majd 10
percig centrifugaltuk 12500 g er8sséggel, 4 °C-on. Késdbbiekben ezt a
homogenizatumot hasznaltuk enzim forrasként. Az enzim mikodésére jellemzd
paraméterek megallapitasdhoz allandé enzimkoncentracié jelenlétében véltoztattuk a
inkubaciés elegy 200 pl térfogata 80 pl homogenizatumot, 1 mM 6,7-dimetil-5,6,7,8-
tetra-hidropterint, 1 mM vas-ammaonium szulfatot, 0,15 mM kalium foszfat puffert (pH
6) és szubsztratként 0,15-4 mM kozoétt valtoz6 koncentraciéban L-tirozint
tartalmazott. A vakként hasznalt minta nem tartalmazott szubsztratot. Az inkubaciot
37 °C-on, 20 percig végeztik, a reakciot 100 ul, 0,2 N perkloérsav (mely tartalmazott
0,7 pmol/ul izoproterenolt, 0,05% EDTA-t és 0,1 % Na-diszulfitot (NaS»0s))
hozzaadaséaval allitottuk le. Ezutan 1 ml 1 M Tricin puffert (pH 8,6; tartalmazott 0,05%
EDTA és 0,1% NaS205) €s 1 mg aluminium-oxidot adtunk a mintakhoz. A mintékat
20 percig raztuk, hogy a katekolaminok az aluminium-oxid fellletére
adszorbealédjanak, majd az aluminium-oxidot mostuk egyszer 1ml 1 M Tricin
pufferrel (pH 8,6) és kétszer desztillalt vizzel. A katekolaminokat 150 ul 0,1 N
perklérsav hozzaadasaval tavolitottuk el az oxid feltletérél. A HPLC rendszerbe 90 pl
tiszta fellluszét injektaltunk be. A rendszerben keringé folyadék fazis 0,1 M foszfat
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puffert (pH 3), 0,1 mM EDTA-t, 0,25 mM oktanszulfonsavat és 6% metanolt

tartalmazott. A mérést legalabb hdromszor megismételtik.

3.2.3. Dekarboxilaz enzim aktivitas mérése

Dekarboxilaz enzim aktivitasat 35%-0s allapotbdl kiindulva folyamatosan
mértik a kikelés el6tti 95%-os fejlédési allapotig. A fejlédés soran a petezsakokbdl
véletlenszerlien 20 db embriét szedtlnk ki, majd elhomogenizaltuk 200 pl 0,1 M
foszfat pufferben (pH 7). A homogenizatum szolgalt enzim forrasként. Mivel az
irodalmi adatok arra utalnak, hogy ez az enzim mind az 5-HT mind a DA
szintézisében részt vesz, kisérleteinkben két szubsztratot hasznaltunk, L-DOPA-t és
5-HTP-t. A 200 pl végtérfogatu inkubacids elegy tartalmazott 0,02 mM pargilint, 0,3
mM piridoxal-5 foszfatot, 2 mM L-DOPA-t vagy 0,1 mM 5-HTP-t és 40 pl szbvet

Ve

Ve

nem tartalmazott szubsztratot. Az inkubaciot szobahémeérsékleten 20 percig
végeztik. Mivel az inkubéaciés elegyben, magas koncentracidban szubsztratként
szerepld, valamint a szdvetben jelenlevd aminosavak a reakcié soran képz&6dott
monoaminok detektalasat zavarhatjak, folyékony ioncserés moédszerrel valasztottuk
el az inkubécids elegybél az 5-HT-t és a DA-t. A mbédszer a monoaminoknak azt a
tulajdonsagat hasznalja ki, hogy semlegeshez kbzeli pH értéken nagyobb affinitassal
kétddnek kation cseréld gyantahoz, mint aminosav prekurzoraik, igy azoktdl
szelektiven elvalaszthaték, majd savas oldattal elualhaték a gyantardl. Az inkubacios
elegyhez jéghideg 500 ul 0,1 pmol/ul izoproterenolt (50 mM pH 7-es foszfat pufferben
feloldva) és 500 pl 0,1 M di-(2-etilhexil)-foszforsavat (DEPHA) tartalmazé kloroformot
adtunk, majd 10 masodperces razas és ezt kdvetd 5 perces centrifugalas (5 °C,
12500 g) utén eltavolitottuk a felsd vizes fazist. A DEPHA oldat 400 pl-hez 100 pl
0,1N-0s soOsav oldatot adtunk. Razas és centrifugalas utan a fellluszé s6savas
fazisbol 60 pl injektaltunk be a HPLC rendszerbe. Hasonlé modon jartunk el, amikor
az enzim aktivitasat in vitro kisérletben karbidopaval (0,0001-100 yM), Nsd-1015-el
(0,001-200 uM) és a-metil-DOPA-al (0,001-1000 yM) 20 percig gatoltuk. Minden
mérést legalabb haromszor megismételtik.
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3.3. Farmakolodgiai kezelések

3.3.1. Az embrionalis fejlédés nyomon kovetése

A veligera larvakat (40%) eltavolitottuk a petezsakokbol és Petri csészékbe
helyeztiik 6ket, Ugy hogy minden csészébe 20-25 embrié kerilt. A Kkontroll
csoportban az embridkra 5 ml sz(irt Balaton vizet 6ntéttlink, mig a farmakoldgiailag
kezelt csoportoknal az adott kémiai farmakon oldatat (1. tablazat, mindegyik kémiai
anyag a Sigma Chemical vallalattél szarmazik) 0,001-1 mM kdz6tti koncentracidban.
Az embridk fejlédését folyamatosan nyomon kovettik sztereo mikroszkép
segitségével, az egyes fejlédési stadiumokat pedig Morrill (1982) és Mescheriakov
(1990) altal leirt specifikus morfologiai és viselkedésbeli tulajdonsagok alapjan
hataroztuk meg. Mindegyik kezelést legalabb négyszer végeztik el. Az eredmények
kiértékelése utan a legkisebb, de még hatasos (kiiszdb) koncentracidkkal dolgoztunk
tovabb hasonl6 médon kezelve az embridkat, hogy megéllapitsuk a monoamin
szintjuk valtozasat. A monoamin szintet kbézvetlendl kikelés el6tt mértik mind a
kontroll mind a kezelt egyedekben HPLC modszerrel (3.2.1 fejezet). A kontroll
csoportokban mért mennyiségeket 100%-nak vettik. A kezeltekben mért monoamin
szintet a kontroll értékekkel d6sszehasonlitva megallapitottuk a valtozas mértékét,
amit szazalékban fejeztink ki. Mindkét vizsgalat soran az oldatokat naponta frissre

cseréltik.

Prekurzor Enzimgatlo Cél enzim Neurotoxin

L-triptofan p-klérfenilalanin (pCPA) triptofan-hidroxilaz 5,7-dihidroxitriptamin (5,7-DHT)

tirozin 3-hidroxibenzilhidrazin (Nsd-1015) aromas-L-aminosav dekarboxilaz 6-hidroxi-dopamin (6-OH-DA)
a-metil-p-tirozin (aMPT) tirozin hidroxilaz N,metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridin (MPTP)

1-metil-4-fenilpiridinium jodid
(MPP" jodid)

1. tablazat. Az embridgenezis befolyasolasara alkalmazott farmakonok.
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3.3.2. Embrionalis viselkedések elemzése

5-HT, DA és aminerg farmakonok (2. tdblazat; mindegyik kémiai anyag a Sigma
Chemical vallalattél szarmazik) hatasat vizsgaltuk harom embriondlis viselkedési
formara, ugymint forgd mozgés, csusz6 mozgas és a reszeld nyelv (radula)
mozgatasa, valamint egy élettani folyamatra a szivverésre. Voronezhskaya és
munkatarsainak (1999) tanulmanya alapjan a forgd mozgast 35-40%-0s fejl6dési
allapotban, a szivverést metamorfézis utan 75%-os allapotban, a kapszula belsé
feliletén t6rténd csusz6 mozgast 85%-os A&llapotban, mig a radula mozgast
kdzvetlenll kikelés el6tt 95%-0s stadiumban lévé embridkban vizsgaltuk. Az
embridkat kapszulaval egyitt véletlenszerlien kiszedtlk a petezsakbol, majd kis
Uvegkamraban 1évé sz(irt Balaton vizbe helyeztik. A sziv és a szajmozgas esetében,
10 perces inkubacié utan sztereo mikroszkop alatt megszamoltuk az 1 perc alatt
bekdvetkezett szivverést, illetve a nyelv kinyujtasat. Szintén 10 perces inkubacié utan
kezdtlk meg a csuszd mozgas sebességének a meghatarozasat, de a szamolas 5
percig tartott. Az igy szerzett adatok szolgaltak kontroll értékként. Ezutan a vizet
lecseréltiik a farmakonokat tartalmazé oldatokra, majd 5-10 perc elteltével a korabbi
mddon meghataroztuk a mozgasok és a szivverés sebességét. A forgd mozgas
esetében hasonldé médon jartunk el, csak az 5 perces inkubalast egy 2 perces
szamolasi fazis kovette. A kezelések soran kapott értékeket a kontroll csoport
értékeivel hasonlitottuk 6ssze, az eltérést szazalékban fejeztik ki. Minden kezelés
esetében a vizsgalat atlag értéke legaldbb 20 embrid viselkedésébdl adodik, melyek
legalabb két kilénbdz6 petezsakbol szarmaznak.

5-HT agonistak hatas 5-HT antagonistak hatas
5-karboxiamidotriptamin (5-CT) 5-HT;, ketanszerin 5-HT,
2,5-dimetoxi-4-jodoamfetamin (DOI) 5-HT, 7-metiltriptamin nem szelektiv
N,N-dimetiltriptamin (DMT) nem szelektiv metiszergid 5-HT4, 5-HT»
8-hidroxidipropilaminotetralin (8-OH-DPAT) 5-HT;, mianszerin 5-HT,
5-hidroxitriptamin (5-HT) brom-lizergsav dietilamid (BOL)

D-lizergsav dietilamid (LSD) nem szelektiv

1-(2-metoxifenil) piperazin (2-MPP) 5-HT;,

2-metilszerotonin 5-HT>

triptamin nem szelektiv
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DA agonistak hatas DA antagonistak hatas
apomorfin nem szelektiv flupentixol nem szelektiv
bromokriptin D, klérpromazin nem szelektiv
dopamin SCH-23390 D

m-tiramin nem szelektiv szulpirid D>

p-tiramin nem szelektiv

SKF-38393 D,

2. tablazat. Az embrié viselkedéseinek befolyasolasara alkalmazott farmakonok.

3.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Minden egyes kezelés soran, a petezsakbdl kiszedtiink 70 db veligera larvéat
(40%) és két csoportra osztottuk; az egyik csoportot szirt Balaton vizben neveltik,
mig a masik csoportot 0,01 mM p-klérfenilalanin (pCPA; triptofan-hidroxilaz gatld)
vagy 0,1 mM 3-hidroxibenzilhidrazin (Nsd-1015; dekarboxilaz gatldé) oldatban. A
triptofan-hidroxilaz gatlé esetében az 5-HT tartalom valtozasat 60%-0s és 85%-0s,
mig a dekarboxildz gatlé esetében 75%-0s fejlettségi allapotot elért embridkban
néztik meg immunhisztokémiai médszerrel. Az embridkat koériilvevé burkot és a
kils6 vazat (csigahéj) eltavolitottuk, majd 0,1 M foszfat pufferben oldott 4%-o0s
paraformaldehid oldatban fixaltuk 6ket 16 6raig 4 °C-on. A preparatumokat tébbszér
mostuk foszfat pufferes soéoldattal (FPS), majd ezt kdvetben el6szér 1 O6raig
inkubaltuk 6ket 4% Triton X-100-at tartalmazé FPS-ben (FPS-TX), majd ismét 1 6raig
0,25% marha szérum albumint tartalmazé FPS-TX-ben. A mintakat monoklonalis
(egér) anti-5-HT elsédleges antitesttel (Dako, Koppenhaga, Dania) egész éjszakan at
inkubaltuk 4 °C-on. Az antitestet 1:500 aranyban higitottuk FPS-TX-ben. Inkubalas
utan a preparatumokat 3 x 10 percig FPS-TX-ben mostuk, majd 4 éran keresztil
s6tétben, szobah6mérsékleten inkubaltuk fluoreszcens izotiocianattal (FITC, Dako)
kapcsolt egér ellen termeltetett masodlagos antitesttel, melyet 1:50 aranyban
higitottunk FPS-TX-ben. Mosas (FPS) utdn a preparatumokat glicerin és FPS 3:1
aranyu elegyébe helyeztik, majd Zeiss Axioplan fluoreszcens mikroszk6pban
vizsgaltuk. A fényképezéshez Canon PS G5 tipusu digitalis kamerat hasznaltunk.
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3.5. Ciklikus adenozin monofoszfat (cCAMP) analizis

Otven 90%-os fejlettségli embriét 5 percig inkubaltunk 250 pl fizioldgias
oldatban, ami tartalmazott 0,5 mM izobutilmetilxantint (IBMX), 0,1 mM guanozin-5-
trifoszfatot (GTP) és 0,1 mM 5-HT-t vagy LSD-t, majd 0,5 mM adenozin-5-trifoszfat
(ATP) adtunk az elegybe és tovabb inkubaltunk még 10 percig szobahémérsékleten.
Ezutdn az elegyet centrifugaltuk, a folyadékot leszivtuk és az embridkat
elhomogenizaltuk 1 ml savas etanolban (1 ml 1N HCI/100 ml etanol). A
homogenizatumot ezutan lecentrifugaltuk, majd a fellluszét liofilizaltuk. Az Gledéket
Ujraszuszpendaltuk 50 mM Tris-EDTA pufferben. Egy uUjabb centrifugalas utan a
modszert alkalmazva. A méréshez az Amersham cég el6re dsszeallitott készletét
hasznaltuk a mellékelt utasitdsok alapjan. Kontroll cAMP koncentracié
meghatarozasakor az inkubacios elegy sem 5-HT-t sem LSD-t nem tartalmazott.

3.6. A 3H-5-HT ko6tédés vizsgalata

Metamorfozis el6tti embridkat kiszedtik a petezsakbdl és 40 térfogat 0,05 M pH
7,4-es Tris-HCI pufferben homogenizaltuk Polytron PT10-es homogenizatorral.
Ezutan a homogenizatumot négyszer centrifugaltuk 4°C-on, 30000 g fordulatszamon,
30 percig, kézbensd re szuszpendaldssal. A masodik centrifugalas utan a re
szuszpendalast kévetéen az elegyet 20 percig szobahémérsékleten inkubaltuk az
endogén ligand teljes eltavolitasa céljabdl. Az *H-ligand kétédésének vizsgalatakor 2
mg pelletet inkubaltunk 1 ml Tris-HCI pH 7,4-es pufferben. A kétédés kinetikai
paramétereinek meghatarozasakor az elegy 0,25-10 nM koncentraciétartomanyban
3H-5-HT-t tartalmazott. A leszoritasos kisérletekben 5 nM 3H-5-HT mellett a
kdvetkez6 farmakonokat alkalmaztuk: 5-CT, spiperon, WAY100635, 8-OH-DPAT. Az
elegyet szobahémérsékleten 20 percig inkubaltuk, majd az inkubalast GF/C
Uvegszalas sz(ir6n at térténé gyors vakuumsziréssel fejeztik be. A szlr6papirt 2-
szer mostuk 5 ml hideg pufferrel, majd 10 ml toluol triton-X 100 alapu szcintillaciés
folyadékba tettlik €s 24 6ran keresztll extrahaltuk, majd a radioaktivitast mértik. A
nem specifikus koétédést 10 nM hideg 5-HT jelenlétében mértik. Radioaktiv

ligandként 5-hidroxi ®H triptamin trifluoroacetatot (Amersham) hasznaltunk.
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3.7. Statisztikai kiértékelés

Az enzimek kinetikai paramétereit és a gatlas 1Cs, értékeit GraFit szamitégépes
program segitségével szamoltuk, mig a farmakolégiai adatok elemzésére és grafikus
megjelenitésére Origin illeszté programot hasznaltunk. Az eredményeket atlag *
S.E.M adtuk meg. A szignifikans eltéréseket t-teszttel vizsgaltuk, illetve a
viselkedések vizsgalatandl ANOVA és Dunnet tesztet alkalmaztunk Statistica

programot hasznalva.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az 5-HT és DA koncentracio, valamint az 5-HTP/DOPA dekarboxilaz enzim

aktivitas valtozasa a Lymnaea embrio fejlédése soran

A Lymnaea embriok endogén 5-HT és DA tartalmat 12%-os fejlettséqi
allapotban kezdtik mérni. Az 5-HT tartalom ekkor 47 fmol/embrié volt és ez a
mennyiség lényegében nem valtozott a 75%-0s stadium eléréséig (8. A abra). A
fejlédés tovabbi szakaszaban azonban jelentésen megemelkedett, kikeléskor elérte a
490 fmol/embrié értéket. Az embriok DA szintjének alakuldsa ettél némileg eltéré
képet mutatott, a 12%-os allapotban, kisebb mennyiségben, mindéssze 15
fmol/embrié koncentracidban volt jelen az 5-HT-hoz képest, viszont mennyisége
fokozatosan emelkedett a metamorfézis kezdetéig (40%). A metamorfdzis alatt és
utan egészen a 80%-os allapot eléréséig viszonylag allandé szinten maradt, ez kb.
150 fmol/embrié koncentraciét jelentett. A fejl6édés utols6 két napjaban (80-100%) az
5-HT-hez hasonléan, ugrasszeriien megnétt a mennyisége elérve a 400 fmol/embrid
mennyiséget (8. A abra).

Vizsgélataink soran kimutattuk a monoaminok szintézisében résztvevd
enzimek, nevezetesen a tirozin hidroxilaz és az 5-HTP/DOPA dekarboxilaz jelenlétét
Lymnaea embrioban. Az 5-HTP/DOPA dekarboxilaz enzim aktivitasa az
embridgenezis soran, a szintetizalédott monoaminok tikrében, hasonlé véltozast
mutatott az endogén 5-HT és DA szint valtozasaval (8. B 4bra). 35-85%-0s fejlettségi
allapotok kdz6tt az enzim aktivitasa, mint egy a haromszorosara ndévekedett, majd a
fejlédés utolsé két napjan (85-100%) 100-150%-al nétt meg a 85%-0s stadiumban
mérthez képest.
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8. abra Az 5-HT és DA tartalom, valamint az 5-HTP/DOPA dekarboxilaz aktivitas
valtozasa az embrié fejlédése soran
A. Kulénb6z6 fejlédési allapotban lévd Lymnaea embridk 5-HT és DA tartalma (atlag + SEM).
utols6 két napjan (80%-100%). B. 5-HTP/DOPA dekarboxilaz aktivitasanak valtozasa az
embridgenezis soran. Az enzim aktivitdsanak valtozasa parhuzamosan kéveti a monoamin
szintek valtozasat, az embridgenezis utolsé két napjan az enzim aktivitasa szintén
nagymértékben megné (150%).
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A részletes enzimolégiai vizsgalatokat 90%-os fejlettségli embridk
homogenizatuman végeztik. A tirozin hidroxilaz és 5-HTP/DOPA dekarboxilaz
aktivitasa szubsztratjaikkal egyszeri telitési kinetikaval jellemezhetd, Lineweaver-
Burk abrazolasuk linearis dsszefliggést ad. Tirozin hidroxilaz esetében a Viax értéke
1,3 + 0,21 pmol/embrié/perc, mig a Ky értéke 3,7 = 0,2 mM volt (9. abra). A
dekarboxilaz enzim kinetikai paraméterei 5-HTP-re vonatkoztatva Vma= 0,4 £ 0,04
pmol/embrié/perc, Ky= 0,045 + 0,01 mM (10. &bra), mig DOPA-ra Vnax= 3,52 + 0,32
pmol/embrié/perc, Ky= 1,98 £ 0,3 mM (11. dbra). Az értékekbdl kitlinik, hogy DOPA
esetén az enzim nagyobb aktivitassal mikddik, mint 5-HTP esetén, viszont az 5-HTP
nagyobb affinitassal kétédik az enzimhez, mint a DOPA. Az enzimek kinetikai
paramétereit a 3. tdblazatban foglaltuk 6ssze.
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9. abra Tirozin hidroxilaz aktivitasa tirozin szubsztrat jelenlétében
A Az enzim aktivitasa telitési kinetikat mutat. B Az adatok Linewearver-Burk transzformacioja
linearis &sszefliggést ad, az enzim aktivitAsanak maximalis sebessége 1,3 = 0,21
pmol/embrié/perc, Ky értéke 3,7 £ 0,2 mM.
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10. abra 5-HTP/DOPA dekarboxilaz aktivitasa 5-HTP szubsztrat jelenlétében
A Az enzim aktivitasa telitési kinetikdt ad. B Az adatok Linewearver-Burk-féle
transzformaciéja linearis dsszefliggést ad. V.« értéke 0,4 £ 0,04 pmol/embrid/perc, Ky
értéke 0,045 + 0,01 mM.
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11. abra 5-HTP/DOPA dekarboxilaz aktivitasa DOPA szubsztrat jelenlétében.
A Az enzim aktivitasa telitési kinetikat mutat. B Az adatok Linewearver-Burk transzformacioja
linearis Osszeflggést ad, az enzim aktivitdsdnak maximdlis sebessége 3,52 + 0,32
pmol/embrié/perc, Ky értéke 1,98 £ 0,3 mM.
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Enzimek és szubsztratjaik Ky (mM) Vmax (Pmol/embrié/perc)

Tirozin hidroxilaz
(Tirozin) 3,7+0,2 1,3+0,21
DOPA-dekarboxilaz
(L-DOPA) 1,98+0,3 3,52+ 0,32
5-HTP-dekarboxilaz

(L-5-HTP) 0,045+ 0,01 0,4+ 0,04

3. tablazat Az 5-HT és DA szintézisében résztvevé enzimek kinetikai paraméterei 90%-
os Lymnaea embriékban.

A dekarboxilaz enzim esetében a kapott Ky értékekbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy az 5-

HTP szubsztrat nagyobb affinitassal kétédik az enzimhez, mint az L-DOPA szubsztrat, de a

Vmax €rtékek szerint az enzim nagyobb mennyiségben dekarboxilalja az L-DOPA-t.

In vitro kisérletekben vizsgaltuk egyes dekarboxilaz gatlék hatasat az 5-
HTP/DOPA dekarboxilaz mikddésére. A gatlasok hatékonysaga 1Csy értékben van
kifejezve. Ez az érték mutatjia meg azt a gatlészer mennyiséget, aminek
alkalmazasanal az enzimatikus atalakulas mértéke a felére csdékken. DOPA
szubsztrat jelenlétében kapott 1Csy értékeit a 4. tablazat mutatja. Az eredmények
alapjan a karbidopa gatolta a leghatasosabban (0,2 uM) az 5-HTP/DOPA
dekarboxilaz mikddését (12. abra). Az Nsd-1015 (41,6 uM) és az a-metil-DOPA (630
uM) ennél gyengébb hatast fejtettek ki az enzim aktivitasara (13. és 14. abra). Nsd-
1015 gatlé hatdsat mértik 5-HTP szubsztrat jelenlétében is, ahol mar 2,9 uM
koncentracibban képes volt a felére csbkkenteni a szubsztrat enzimatikus
atalakulasat 5-HT-na (15. abra). A kapott eredményekbdl kévetkezik, hogy az Nsd-
1015 jobban képes gatolni a karboxil csoport eltavolitdsat 5-HTP-rél, mint a DOPA-

rol.
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gatloszer neve: IC5o érték (uM)
karbidopa 0,2
Nsd-1015 41,6

alfa-metil-DOPA 630

4. tablazat Dekarboxilaz gatlok hatasa 5-HTP/DOPA dekarboxilaz aktivitasara DOPA
szubsztrat esetén.
Az egyes gatlészerek ICs, értékeit 6sszehasonlitva kiderll, hogy a karbidopa képes a
leghatékonyabban gatolni a dekarboxilaz enzim miikddését.
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12. abra Karbidopa gatlo hatasa 5-HTP/DOPA dekarboxilaz miikodésére DOPA
szubsztrat jelenlétében
A mérés értékeibdl szerkesztett dozis-valasz gérbébdl leolvashatd, hogy a karbidopa igen kis
koncentracioban (0,2 uM) mar képes a felére csdkkenteni a dekarboxilaz aktivitasat.
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13. abra Nsd-1015 gatlé hatasa 5-HTP/DOPA dekarboxilaz miik6désére DOPA

szubsztrat jelenlétében
Az enzim aktivitasa 41,6 uM Nsd-1015 hatasara csokkent a felére.
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14. abra Alfa-metil-DOPA gatl6é hatasa 5-HTP/DOPA dekarboxilaz miikodésére DOPA
szubsztrat jelenlétében
A dekarboxilaz enzim 50%-os géatlasa 630 uM a-metil-DOPA hatasara kévetkezik be.
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15. abra Nsd-1015 gatlé hatasa 5-HTP/DOPA dekarboxilaz miikodésére 5-HTP
szubsztrat jelenlétében
Az Nsd-1015 2,9 uM koncentracidban a felére csdkkenti a dekarboxilaz aktivitasat. A DOPA
szubsztrat jelenlétében mért 1Cs, érték ennél nagyobb, ami azt jelenti, hogy az Nsd-1015

hatékonyabban képes gatolni az 5-HTP atalakulasat 5-HT-vé, mint a DOPA atalakulasat DA-
na.

4.2. Farmakolodgiai kezelések hatasa az embrionalis fejlédésre és az 5-HT és DA

szintekre

Veligera larva allapottél kezdve folyamatosan kezeltlk a mocsari csiga
embridkat prekurzorokkal, enzim géatlokkal és neurotoxinokkal, hogy megallapitsuk,
van-e szerepe a DA-nak és 5-HT-nak a fejl6dés szabdlyozasdban. Amint azt az
irodalmi attekintésben emlitettiik az 5-HT szintézis kiinduld molekulaja az L-triptofan,
mig a DA-né a tirozin. Az L-triptofan 100 pM koncentraciéban szignifikdnsan
megvaltoztatta az embridgenezis idejét; a kezelt embridk fejlédése kb. négy nappal
(57%) tovabb tartott, mint a kontroll egyedeké (16 A. abra). A kezelt csoportban
mindkét monoamin szintjét megndvelte, az 5-HT mennyisége 189,5 + 40,6%-al
emelkedett, mig a DA tartalom 123,6 t+ 49,4%-al (17. abra). Az 50 pM tirozinnal
kezelt embridk hét nappal (78%) késbbb keltek ki (16 B. abra), noha a DA szintjik
csak mérsékelten (24%) volt nagyobb, mint a kikelés el6tti kontroll embridké. Mindkét
prekurzor esetén a nagyobb dézisokban t6rténd adagolasuk az embridk torzulasahoz
vagy halalahoz vezetett.
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Az embridk kifejlédése 10 uM pCPA-ban t6rténd inkubaciojuk esetében kb. hét
nappal (78%) tovabb tartott (16 C. &bra). Ez alatt mindkét monoamin szintje
lecsdkkent, az 5-HT 65,5 £ 19%-al, a DA 43,45 + 14%-al (17. &bra). Ezzel szemben,
a tirozin hidroxildz gatlé, aMPT 300 pM koncentraciéban nem befolyasolta az
intrakapszularis élet hosszat, nagyobb koncentraciéban pedig elészdr morfoldgiai
torzulasokat, majd az embridk pusztulasat okozta. Az aromas aminosav dekarboxilaz
gatld, Nsd-1015 (10 uM) lelassitotta a fejlédést, a kikelés itt is hét nappal késébb
kdvetkezett be a kontroll egyedekhez képest (16 C. abra).

A neurotoxinok kdzil a két DA toxin az MPTP és egy aktiv metabolitja az MPP*
hatéasa volt értekelhet6. Mindkét toxin alkalmazdsa esetén megnyudlt az embridk
fejlédésének az ideje, 10 uM MPTP kb. hat nappal (67%), mig 100 pM MPP™ kb.
négy nappal (44%) késleltette a kikelést (16 D. abra). A DA szint is jelentésen
csOkkent, MPTP esetében 46 + 5%-al, MPP* esetében 37 + 6%-al (17. abra). Egy
masik DA neurotoxin a 6-OH-DOPA, valamint egy 5-HT neurotoxin az 5,7-dihidroxi-
triptamin letélisnak bizonyult, mert igen kis koncentraciéban (1 uM) alkalmazva is a

Lymnaea embriok elpusztultak.
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16. abra A-D Kiilonb6z6 monoamin prekurzorok, enzimgatlok és neurotoxinok hatasa

az embrionalis élet hosszara.
A kezelések 35-40%-o0s A&llapotu veligera larvakon kezd6dtek. Kontroll csoportban az
embridk altag 22 "‘C hémérsékleten korllbelll 9 nap alatt fejlédtek ki. L-triptofan kezelésnél
azonban a kontroll egyedek 2 nappal korabban, azaz 7 nap mulva keltek ki, mert a
hémérséklet 24 °C volt. Mindegyik alkalmazott farmakon szignifikdnsan (p < 0,05)
meghosszabbitotta az embriondlis fejlédést. A 5-HT prekurzor triptofan (0,1 mM) négy
nappal lelassitotta a fejlédést. B DA prekurzor tirozin (0,05 mM) hatdsara 7 nappal késébb
keltek ki a csigak. C Mind az Nsd-1015 (0,01 mM) mind a pCPA (0,01 mM) 7 nappal
hosszabbitotta meg a fejl6édést. D DA rendszerre hatd neurotoxin MPP* (0,1 mM) négy
nappal, mig az MPTP (0,01 mM) hat nappal tolta el a kikelés idejét a kontrollhoz képest.
Minden kezelést legaldbb négyszer megismételtiik (n = 100), az értékek a kapott atlagok *
SEM.
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17. abra Prekurzorok, enzim gatlok és idegmérgek hatasa az embrio endogén 5-HT és
DA szintjére.

Az embriokat a fejl6dés 40%-tél kezdve a 90%-o0s allapot eléréséig folyamatosan kezeltik,
majd megmértik a monoamin tartalmukat HPLC segitségével. A farmakonok hatdséat a
monoamin valtozas szazalékdban adtuk meg, ahol a fliggéleges tengely 0%-os értéke a
kontroll egyedek atlagos monoamin tartalmaval egyezik meg. 5-HT prekurzor triptofan mind
az 5-HT (190%) mind a DA (124%) mennyiségét megemelte, ezzel szemben a DA prekurzor
tirozin csak kis mértékben emelte meg a DA szintet (24%), mig az 5-HT mennyisége nem
valtozott. A triptofdn hidroxildz gatld6 pCPA nem csak az 5-HT koncentraciét csdkkentette
(43%) hanem a DA koncentraciét is (65%). A DAerg neurotoxinok kdzil az MPTP 37%-al
mig az MPP* jodid 46%-al csOkkentette az embrié DA mennyiségét. Az értékek atlag + SEM
vannak kifejezve. n = 25. Csillaggal jel6lt oszlopok szignifikans kulénbséget jelélnek a
kontrollhoz képest. Minden kezelést legaldbb négyszer elvégeztiink, n = 100.
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4.3. DAerg és 5-HTerg farmakonok hatasa a Lymnaea embriéo kiilonb6z6

viselkedésformaira

4.3.1 Forgé mozgas

A forgb mozgads az els6 embrionalis viselkedési forma, ami mar 15%-o0s
fejlettségi allapotban az ugynevezett trochophora larva stadiumban megjelenik. A
mozgast az embrié a testfelszini csilloés hamsejtjeinek kdzremikddésével valbsitja
meg, melyek az embri6 testének apikélis részét, illetve a velum felszinét boritjadk. Ez
a mozgasforma egészen a metamorfdzis végéig jellemzi az embriét (Voronezhskaya
és mtsai., 1999), amikor kezd attérni a kapszula bels6é falan térténé felnéttszer(
csusz6 mozgasra. A forgdmozgas farmakolégiai vizsgalatdhoz a 35%-os fejlettségi
allapotu veligera larvékat valasztottuk, mert az embridk teste ekkor kezd megnyulni
mutatva a késObbi allapotokra jellemzd aszimmetriat, valamint forgd mozgasuk
folyamatosnak mondhatd, igy kbénnyebb figyelemmel kisérni az alkalmazott
farmakonok hatdsat, szemben a szinte gémbszerl( trochophora alakkal. A
farmakoldgiai kezelések soran, az 5-HT és DA agonistak, antagonistak befolyasoltak
a forgast, megvaltoztatva annak sebességét. Az alkalmazott farmakonok eltérd
koncentraciéban voltak hatdsosak, az oldatok téménysége 1- 1000 uM tartomanyon
belll mozgott (18. abra). Az 5-HT agonistak kézil az LSD, 5-HT, 8-OH-DPAT és a
DMT bizonyult a leghatasosabbnak. Mar 1 pM koncentracidban képesek voltak
jelentésen befolyasolni a veligera larvak forgasat, kézulik is kitint az LSD, mely
105%-al ndvelte meg a larvak sebességét, mig a tobbiek hatasa 40-55% koz6tt
valtozott. Mas 5-HTerg receptor agonistat téményebb forméban, 10-1000 puM
koncentracidéban kellett alkalmazni, hogy hatast érjunk el velik. Kézullk a triptamin
emelte meg legjobban a forgassebességet, majd ezt kdvette a 2-metilszerotonin,
DOI, végul 5CT. Ezzel szemben, a 2-MPP agonista (1000 uM) ellentétes hatést
fejtett ki, 75%-al lassitotta az embridk forgasat. Az 5-HTerg antagonistak kézil 10 uM
koncentraciénal a mianszerin 35%-al csdkkentette a forgasi sebességet, viszont a
metiszergid 169%-al meggyorsitotta azt. A 7-metiltriptamin is agonistaként
viselkedett, de csak 1000 pM téménységl oldatban gyorsitotta szignifikdnsan a larva
mozgasat. A ketanszerin nem fejtett ki hatast. A DAerg agonistak is fokoztak a
veligera larvak forgasi sebességét, de hatasuk dOsszességében gyengébbnek
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bizonyult a legtdbb hasznalt 5-HTerg agonistdhoz képest. Kdzilik a DA hatott a
legjobban, mar 100 uM koncentraciéban alkalmazva 138%-al gyorsabban forogtak
az embriok, melyet az apomorfin kdvetett hasonlé koncentracibban 66%-0s
hatasfokkal. Nagyobb dézisban (1000 uM) hatott az m-tiramin és a p-tiramin (65-
119%). A bromokriptin és az SKF38393 inaktivnak bizonyult. A klérpromazin, mint
DAerg antagonista csak nagy koncentracioban (1000 pM) volt képes csdkkenteni a
forgast (82%).
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18. abra 5-HTerg és DAerg agonistak, antagonistak stimulalé vagy gatlé hatasa a
veligera larva forgé mozgasara.
Mind az 5-HTerg mind a DAerg farmakonok gyorsitottdk a larva forgasat, kivéve a
mianszerint, klérpromazint és 2-MPP-t. Az LSD er6sebben hatott, mint az 5-HT, a DAerg
farmakonok kdzil viszont a DA hatéasa volt a legerésebb. Az értékek atlag + SEM vannak
megadva és mindegyik szignifikans kulénbséget mutat.
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4.3.2. Csusz6 mozgas

A 85%-0s fejlettségi stadiumtdl az embrid felnéttszerli mozgast mutat, a
petekapszula belsé felszinén csuszkal (Voronezhskaya és mitsai., 1999). A
mozgastipus farmakolégiai manipulaciéja soran, mar 1 uM koncentraciéban az LSD
2254%-al, a metiszergid 1550%-al és a 8-OH-DPAT 787,5%-al fokoztdk a csuszé
mozgas intenzitasat. Hatdsosabbnak bizonyultak, mint az 5-HT (19. abra), ami csak
egy nagysagrenddel nagyobb koncentraciénal 265%-kal gyorsitotta az embrid
csuszasat. Az 5-CT 3323%-0s nOvekedést valtott ki, de csak 1 mM koncentraciénal.
A mianszerin mint antagonista 100 uM koncentraciéban 74%-kal volt képes gatolni
az embrié mozgéasat. A DA hatéstalannak bizonyult.
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19. abra 5-HTerg és DAerg agonistak, antagonistak stimulalé vagy gatlé hatasa
felné6ttszerii csusz6 mozgasra
A mianserin kivételével minden alkalmazott 5-HTerg farmakon stimulalta az embrié
csuszasat, a leghatékonyabbnak ebben az esetben is az LSD bizonyult. Sem a DA sem a
DAerg farmakonok nem voltak hatassal erre a mozgasformara. Az értékek atlag + SEM
vannak megadva és mindegyik szignifikans kilénbséget mutat.
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4.3.3. Taplalkozas (radula mozgatas)

A 95%-os fejlettségi stadiumban Iévé embribk mar ritmikusan kibltik, majd
visszahlzzak a reszel6nyelviket (radula), ami mar a felndttszerli taplalkozasi
viselkedés érését jelzi (Voronezhskaya és mitsai., 1999). Erre a taplalkozasi
aktivitdsra mind az 5-HTerg mind a DAerg farmakonok hatottak (20. abra). Az 5-
HTergek kdzll itt is az LSD bizonyult a leghatasosabbnak, 1 pM koncentracidban
alkalmazva a radula mozgas 140%-al élénkebbé valt. A DMT mar egy
nagysagrenddel nagyobb koncentracioban (10 uM) volt képes befolyasolni a nyelv
mozgasat, azt mintegy 74%-al felgyorsitva. Az 5-HT még ennél is tdményebb
mennyiségben, 100 pM koncentracidban 78%-0s hatasfokkal gyorsitott. Magas
koncentraciéban (1 mM) a triptamin és a 2-metilszerotonin is képes volt 77-145%
hatasfokkal felgyorsitani a radula aktivitasat. A varttél eltéréen, a DOI és a 8-OH-
DPAT eltéré hatast értek el, lelassitottak a reszelényelv mozgasat. A DOI 100 uM
koncentraciéban 64%-al, mig a 8-OH-DPAT 1 mM dbzisban és 35%-al cstkkentette
az mozgas aktivitasat. Az alkalmazott 5-HTerg antagonistak kézil csak a mianszerin
(100 pM) gatolta a nyelvmozgast (54%), a metiszergiddel (10 pM) és a 7-
metiltriptaminnal (100 uM) épp ellenkezd, serkentd hatast értlink el a vizsgélatok
soran (70, ill. 35%). Az 5-HT-hoz hasonléan, 1 mM koncentraciéban a DA is
serkentette mintegy 50%-al az embrié radula mozgasat. A D, receptor agonista
apomorfin, a D, receptor antagonista klérpromazin és a D,y receptorokat
antagonizald flupentixol eltéré koncentracidban (10-1000 uM) de gatld hatast fejtett ki
(50-80%).
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20. abra 5-HTerg és DAerg agonistak, antagonistak stimulalo vagy gatlé hatasa
embrionalis radula mozgasra
Az 5-HTerg farmakonok majdnem mindegyike stimulalé hatast fejtett ki a radula mozgasra,
kivételt csak a DOI, mianszerin és a 8-OH-DPAT jelentett, melyek géatldé hatasunak
bizonyultak. A DAerg farmakonok egy része stimulalt, mig masik része gatolt. Figyelemre
méltd, hogy kézulik a DA bizonyult a legkevésbé hatdsosnak. Az értékek atlag + SEM
vannak megadva és mindegyik szignifikans kilénbséget mutat.

4.3.4. Szivverés

Az 5-HT és DA lehetséges szerepét a szivmikddés szabdlyozasdban a
szivverés Utemének valtozasaban mértik 75%-os fejlettségl embriékban. Az LSD,
triptamin és 5-HT kivételével az alkalmazott anyagok mind gatoltdk az embrid
szivverését (21. abra). Az LSD-t az el6z8 farmakoldgiai kisérletekben mutatott
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hatasossagahoz képest most nagyobb koncentracidban kellett hasznalni (100 pM),
hogy az embrié szive szapordbban (10%) verjen. Az 5-HT és a triptamin kdzel
egyforman serkentette a szivmikddést, mindkett6 1 mM koncentraciéban 20%-0s
hatasfokot ért el. A gatldé hatasu 5-HTerg farmakonok kdzil a DOI bizonyult a
leghatdsosabbnak, 10 pM mennyiségben 15%-al csOkkentette a szivverés
frekvenciajat. A gatlas mértekeét tekintve a kdvetkezd sorrend alakult ki a tébbi 5-
HTerg farmakon kéz6étt: 7-metiltriptamin (100 uM, 25 = 6%) > 8-OH-DPAT (200 uM,
23 £ 3%) > mianszerin (500 pM, 24 + 6%) > DMT (1 mM, 41 + 6%) > 2-metil-5-HT (1
mM, 16 + 2%). A metiszergidnek és a ketanszerinnek nem volt hatdsa a szivverésre.
A DA agonistak kdzll csak a p-tiramin, m-tiramin és a DA bizonyult gatlé hatasunak
(15-32%) 100-1000 uM koncentraciéban, mig a bromokriptin és az SKF-38393
hatastalanak bizonyult. A DAerg antagonistak mint a klérpromazin, SCH-23390 és
szulpirid szintén hatastalanok voltak, de a flupentixol 1 mM mennyiségben 95%:-al
csOkkentette a sziv frekvencidjat.
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21. abra 5-HTerg és DAerg agonistak, antagonistak stimulalé vagy gatlo hatasa
metamorfézisban Iévé embrid szivverésére
Az 5-HTerg farmakonok kdzil itt most nem az LSD befolyasolta a legjobban a szivmikddést,
hanem a DOlI, igaz a varttal ellenkez6 hatast fejtve ki. Az 5-HT az egyik leggyengébbnek
bizonyult a vizsgélat soran. A DA is a leggyengébb az alkalmazott DAerg farmakonok kdzl.
Az értékek atlag + SEM vannak megadva és mindegyik szignifikans kilénbséget mutat.
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4.4. Farmakologiai kezelések hatasa az 5-HT-IR elemek megjelenésére a fejlédé

embridoban

Kezeletlen 60-85%-0s fejlettségli embridkban a kdzvetett immunfluoreszcens
festés utan a fejl6d6 kdzponti és periférikus idegrendszerben jol kivehetbek voltak az
5-HT tartalmd elemek. A kapott jelél6dés mintdzata megegyezett a Marois és Croll
(1992) valamint Voronezhskaya és Elekes (1993) altal mar korabban leirtakkal. igy
posztmetamorfotikus, felnétth6z hasonld embridékban jél lathatéak voltak a féleg fej-,
és labducokban elhelyezkedé 5-HT-IR idegsejtek. A cerebralis és pedalis
kommisszurakban, valamint a cerebro-pedalis konnektivumokban futé 5-HT-IR
nyulvanyok pedig jél kirajzoltak, ahogy a fejl6dé idegducok a garatkdrili-ideggyribe
csoportosulnak (22 A,C és E abrak). Az 5-HT-IR axonok varikbzus arborizacioi is
megfigyelheték voltak mar a kézponti idegducokban (22 C abra), valamint a lab felé
futé periférids nydalvanyok mentén (22 A,C abrak). Ezzel szemben 0,01 mM pCPA
vagy 0,1 mM Nsd-1015 kezelt embridkban sem kdzponti, sem periférias szinten

immunreaktiv elem nem volt Iathat6 (22 B,D és F abrak).
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22. abra Triptofan és dekarboxilaz gatlok hatasa Lymnaea fejl6dé idegrendszerének 5-

HT immunreaktiv elemeire (totalpreparatumok, TRITC-immunfluoreszcens jel6lés)
A, C, E — 60%, 85% és 75%-o0s fejlettsegi allapotban Iévé kontroll prepardtumok. A nyilak a
kbézponti idegrendszerben, mig a nyilhegyek a talpban taldlhaté 5-HT-IR elemeket mutatjak.
Csillag jeldli a kézponti idegrendszerben lathatd 5-HT tartalmi idegsejteket. B, D - pCPA
kezelt 60% és 85%-0s allapotban l1évé embridk. F — Nsd-1015 kezelt 75%-os allapotban 1évé
embri6. A farmakologiailag kezelt egyedeket az anti-5-HT immunjel6lés teljes hianya
jellemzi. ra —radula, f — lab. Aranymeérték: 30 ym.
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A kontroll 90%-os éallapotu embriékban mért cAMP szint 0,12 pmol/embrié volt.
Farmakoldgiai kezelés utan, 0,1 mM 5-HT hatasara a cAMP koncentracié 62,7%-ra
csokkent a kontroll értékhez képest, mig 0,1 mM LSD 54,4%-ra csOkkentette (23.

abra).
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23. abra 5-HT és LSD hatasa az adenilat-ciklaz enzim miikodésére
Az adenilat-ciklaz aktivitasat az 5-HT 37,3%-kal, mig az LSD 45,6%-kal csdkkentette.

4.6. A *H-5-HT kotédés vizsgalata

Eredményeink szerint a jelzett ligand specifikusan kotédik az embrionalis
membran preparatumhoz. A nem specifikus kétédés 34,2 %-ka a teljes kotédésnek.
A teljes és a nem specifikus kétédés kiulbnbségeként mért specifikus kétédés a
koncentracié flggvényében telitési goérbével jellemezhets. A telitési gorbe és az
abbdl szamolt és szerkesztett Scatchard gbérbe a 24. abran lathat6. A jelzett 5-HT
kétédése nagy affinitasu, Ky értéke 7,36 nM, mig a maximdlis kétéhelyek szama,
Bmax 221 fmol/mg pellet. A jelzett ligand két6dését leghatasosabban az 5-HT gatolta.
Ettél kisebb mértékben gatolt a szelektiv agonista 8-OH-DPAT és az ugyancsak
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szelektiv antagonista WAY100635. A nem szelektiv 5-HT4, 5-HTs, 5-HTg és 5-HT»
receptorokon agonista hatast kifejté 5-CT-nek az affinitdsa kisebb volt. Az 5-CT-hez
hasonlé affinitdsu volt az 5-HTa receptort gatld, de az 5-HTg receptoron hatastalan

spiperon (25. abra).
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24. abra A *H-5-HT embrionalis membran pellethez valé kotédésének telitési gorbéje.
Az dbra harom parhuzam atlagértékeit +SEM mutatja. Beillesztett abra: A telitési gérbébdl
szamolt és szerkesztett Scatchard gorbe.

Az 5-HT kotédésének affinitdsa (Ky) 7,36 nM, a maximalis kétéhelyek szama (Bpax) 221
fmol/mg pellet.
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25. abra 5-HT,, receptor agonistak (5-HT, 8-OH-DPAT, 5-CT) és antagonistak
(WAY100635, spiperon) gatlé hatasa a *H-5HT kotédésére.
Az &bra értékei harom parhuzamos mérés atlagértékei. A SEM nem haladta meg a + 11 %-
ot.
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5. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

5.1. 5-HT és DA a fejl6dé Lymnaea embriéban

Biokémiai (HPLC) méréseink szerint az 5-HT és DA jelenlétét el6szér az
embridk 12%-os fejlettségi allapotaban lehet kimutatni. Ezzel szemben fluoreszcens
immunhisztokémiai eljarassal az elsé 5-HT és DA tartalml idegsejteket csak 32-
38%-0s fejlettségli embridkban tudtak detektalni (Voronezhskaya és mtsai., 1999;
Marois és Croll, 1992). A két vizsgalati eredmény azonban arra utal, hogy a Lymnaea
embri6 fejlédésének mar igen korai szakaszdban mind az 5-HT mind a DA jelen van,
noha annak detektalasa eltéré az alkalmazott technikaktél figgéen. Méréseink soran
a két monoamin koncentracio értékei eltértek egymastél, azonban koncentracidjuk
hasonlé médon alakult az embriégenezis folyaman. A kezdeti, 12%-0s allapotra
jellemzd, hogy az 5-HT szint magasabb volt, mint a DA szint, majd egészen a
metamorfézisig az 5-HT mennyisége jelentésen nem valtozott, allandé szinten
maradt, ezzel szemben a DA koncentracié fokozatosan névekedett, igy a kezdeti 5-
HT/DA arany a DA javara megfordult. A metamorfézis alatt és utan, a 80%-0s
fejlettségi allapot eléréséig, a két monoamin mennyiségében jelentds valtozast nem
mértink, majd a kikelésig hatralévé két nap alatt az 5-HT és DA koncentracidja
dramaian megemelkedett (300%, illetve 200% -kal), mikézben az embridok mérete is
latvanyos mértékben megnétt. Az embridgenezis végére ismét az 5-HT koncentracid
értéke volt a magasabb, igy a fejl6dés kezdetére jellemzd 5-HT/DA arany visszaallt.
Osszevetve megfigyeléseinket mas puhatestii fajokon kapott, az embridégenezis
soran bekdvetkezd monoamin szintek valtozasaval kapcsolatos eredményekkel mind
hasonlésagot, mind eltérést megallapithatunk. A Phestilla sibogae embridjaban a DA
koncentracié a metamorfdzis alatt szintén nem valtozott (Pires és mtsai., 1997), mig
egy tengeri kagyldé, a Pecten maximus larvajaban a metamorfézishoz kdzeli
allapotban a DA és 5-HT tartalom jelentés névekedést mutatott, majd ezt kdvetden
egy éles cstkkenés jellemezte a posztlarvalis életszakaszt (Cann-Moisan és mtsai.,
2002). Ugyanakkor a Crassostrea gigas osztrigafaj larvalis élete soran a DA tartalom
nem valtozik (Coon és mtsai.,, 1985). A tapasztalhaté kilénbségek hatterében

mindenekelétt az eltéré6 életkdrilmények allhatnak. A tengeri puhatestiiek
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embridégenezise eltér6 az édesvizii fajoktél, mivel mar a veligera larvak is
szabaduszo életmodot folytatnak.

Vizsgélataink soran sikerult az aminerg rendszer szintézisében résztvevd tirozin
és triptofan hidroxilazok, tovdbba a DOPA/5-HTP dekarboxilaz jelenlétét is kimutatni
a Lymnaea embridgenezis korai szakaszaban (35%). A specifikus enzim gatlék,
prekurzorok hatdsa a monoamin szintekre ugyancsak bizonyitia az enzimek
jelenlétét. Triptofdn hidroxilaz esetében, az enzim aktivitAst az embridk
homogenizatumdban nem tudtuk kimutatni. Ennek oka a HPLC mddszerben
keresendd, mivel az 5-HTP csucs kozvetlen kbzelében egy nagy kofaktor cslcs
jelentkezett, ami elmaszkirozta a kapott eredményt. Azonban a triptofan prekurzor és
a specifikus enzim gatlé pCPA hatdsara bekdvetkezd 5-HT koncentracid valtozas
tisztan jelzi az 5-HT szintézisének sebességét meghatarozé enzim jelenlétét az
embriéban. A gerincesekben alkalmazott dekarboxilaz gatldé, Nsd-1015 mind a DOPA
mind az 5-HTP szubsztrat atalakulasat gatolta, valamint a két szubsztratra vizsgalt
dekarboxilaz enzim aktivitas az embrié fejlédése soran gyakorlatilag egymassal
parhuzamosan valtozott. Ezek alapjan megallapithatd, hogy az embriéban egy
dekarboxilaz enzim talalhaté, ami mind a DOPA, mind az 5-HTP szubsztratrél képes
egy karboxil csoportot lehasitani. Mas fajokban is kimutattak, hogy ugyanaz a
dekarboxilaz enzim vesz részt mindkét szubsztrat atalakitdsaban. A kinetikai
paraméterek alapjan az is megallapithaté, hogy ez a dekarboxilaz enzim hasonlit a
felnétt Lymnaeaban (Hiripi, 1970), valamint gerincesekben (Lovenberg és mtsai.,
1962) azonositott dekarboxilaz enzimekhez, mivel erésebb affinitdst mutat az 5-HTP
szubsztrat felé, mint a DOPA szubsztrat felé, és a DOPA dekarboxilacidéjanak
mértéke nagyobb, mint az 5-HTP atalakulasa. Az embridkban a DOPA és 5-HTP
dekarboxilaciéjanak aranya 8.8 volt, ami kdzel megegyezik a felnétt csiga kdzponti
idegrendszerében (8.3, Hiripi, 1970) és a gerincesek szévetében mért arannyal
(Lovenberg és mitsai., 1962). Gerincesekben alkalmazott dekarboxilaz gatlék az
embridban 1évé dekarboxildaz enzimet is képesek voltak géatolni. Az eredményekbdl
arra kdvetkeztetlink, hogy a monoaminok metabolizmusa hasonléan mehet végbe a
Lymnaea embriéban, mint a felnétt csigdban és a gerincesekben, jelezve a
monoaminok szintézisének ontogenikus és evolucids konzervalodasat. A DOPA/5-
HTP dekarboxildz aktivitdsa hasonlé6 médon valtozott az embrio fejlédése soran, mint
ahogy az 5-HT és DA koncentraciéja. Ezért feltételezzilk, hogy a monoaminok

szintjének ndvekedését biztosithatja egyrészt a szintézisiikben résztvevd enzimek
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fokozddd aktivitasa, masrészt az 5-HT vagy DA tartalmi sejtek szamanak
ndvekedése az embridgenezis soran (Marois és Croll, 1992; Voronezhskaya és
mtsai., 1999).

5.2. Az 5-HT és DA szerepe az embrionalis fejlédésben

Voronezhskaya és mtsai (2004) megfigyelései szerint Lymnaea stagnalis és
Helisoma trivolvis embridgenezise az apikdlis szerv érz6 monoamin (5-HT, ill. DA)
tartalmu idegsejtjeinek folyamatos, kismértékl gatlé hatasa alatt all. Ezek az érz6
sejtek Lymnaea esetében DA-t, mig Helisoma esetében 5-HT-t tartalmaznak.
Kedvezétlen kérnyezeti kérilmények kozott a larva apikdlis szerve aktivizalodik,
ennek hatasara tébb monoamin szabadul fel a sejtekbdl, ami végll is az embrid
fejlédésének a késleltetéséhez vezet. Mas kdzlemények a DA lehetséges szerepérdl
szamoltak be kiilénbdzd csiga fajok embridinak, igy a Lymnaea metamorfézisanak a
kivaltdsaban (Voronezhskaya és mtsai., 1992; Pires és mtsai., 2000; Pechenik és
mtsai., 2002). Couper és Leise (1996) megfigyelései szerint viszont a kilséleg
applikalt vagy injektalt 5-HT valt ki metamorfézist a caenogastropoda llyanassa
obsoleta |larvaiban.

Sajat kisérleteinkben triptofan kezelés hatasara a 90%-os stadiumban 1évé
Lymnaea embrié 5-HT szintie megemelkedett (57%), valamint a kezelt embridk
fejlédése négy nappal lassabban fejez6d6tt be mint a kontroll egyedeké. Ezzel
szemben a pCPA kezelés lecsdkkentette az 5-HT koncentraciét tébb mint 50%-kal,
mégis az embridk kikelése késbbb kdvetkezett be, ebben az esetben hét nappal mint
a kezeletlen csoportban. Hasonld eredményeket kaptunk a DA szintézisének
farmakolégiai mddszerrel térténd megzavarasa soran. Tirozin kezelés hatdsara
megemelkedett DA koncentracié és az Nsd-1015 kezelés hatasara lecsékkent DA
koncentracié kdvetkezménye szintén az intrakapszularis élet meghosszabbodasa
volt. Nsd-1015 és pCPA kezelés hatasara bekdvetkezett 5-HT szint csdkkenést nem
csak HPLC médszerrel tudtuk detektalni, hanem immunhisztokémiai festéssel is ki
lehetett mutatni. Sajat eredményeink 6l korelldlnak Voronezhskaya és
munkatarsainak korabbi megfigyeléseivel (2004), amennyiben L-DOPA vagy 5-HTP
kezelés hatasara a Helisoma és Lymnaea trochophora larva fejlédése is elhiz6dott.
Lymnaea embriéban mind az MPTP mind az MPP™ jodid lecsdkkentette a DA szintjét,
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az embrio fejlédése hat, ill négy nappal lett hosszabb. A DA rendszerre hato
neurotoxinok, az MPTP vagy annak aktiv metabolita az MPP* jodid szelektiv
degeneréaciot okoznak human DA tartalmu idegsejtekben (Langston és mtsai., 1983),
ezért alkalmazzak ezeket Parkinson kér tanulmanyozasaban.

Sajat megfigyeléseink és az irodalmi adatok azt bizonyitjak, hogy puhatestiiek
esetében az 5-HT-nak és a DA-nak szerepe van az embridégenezis menetének
szabalyozgsaban. Farmakoldgiai eredményeink nyilvdnvaléva tették, hogy mind a
monoamin szintek cstkkenése, mind ndvekedése az embribgenezis késleltetését
eredményezi. Feltételezzik, hogy barmilyen iranyu valtozas lép fel az embrid
endogén 5-HT vagy DA szintjében, az kedvezétlentl hat az embrid fejlédésére.
Tovabba ugy tlnik, hogy az aktualis 5-HT koncentracié befolyasolja a DA szintet.
Mind a triptofan, mind a pCPA kezelés is ezt bizonyitja, amennyiben a kezelés
kivaltotta megemelkedett, illetve lecs6kkent 5-HT szint maga utan vonta a DA szint
emelkedését, illetve csOkkenését. Kovetkezésképpen, nemcsak az endogén
monoamin tartalom fontos az embrié normalis fejlédése szempontjabdl, hanem egy
optimélis 5-HT/DA arany is kell hozza. A feln6tt Lymnaea taplalkozdsanak
szabalyozasaval kapcsolatban hasonl6 megfigyelésrél szamoltak be Hernadi és
mtsai. (2004) és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a taplalkozasi ,arousal’
kialakitasaban az 5-HT/DA aranynak jelentés szerep jut. Vizsgéalataikbél az is kiderdl,
hogy az egyes ,arousal’ (izgalmi) allapotok specialis 5-HT/DA arannyal
jellemezhetéek, és a taplalkozas kulonbdzd fazisaiban felszabadult DA és 5-HT
mennyiségek koélcsénésen hatadrozzak meg a taplalkozds egyik szabélyozé

neuronjanak a kdzponti érias neuronnak a tlizelési mintazatat.

5.3. Az 5-HT és DA szerepe az embrionalis viselkedések szabalyozasaban

Megfigyeléseink alapjan megallapithaté, hogy mind az 5-HT, mind a DA
szabalyozza a Lymnaea veligera larvak forgd mozgésat, arra stimulalé hatast
fejtenek ki. Azonban kulénbség mutatkozott a két transzmitter rendszer hatasanak
erésségében: a DA és DAerg farmakonokra jellemzé volt, hogy hatasukat 100-1000-
szer nagyobb koncentraciéban fejtették ki, mint az 5-HT. Ezzel szemben mas
puhatestl fajokban a DA ettél eltéré6 modon befolyasolta a csillok mozgasat. Mytilus
csillés epitéliumanak aktivitasat a DA gatolta (Catapane, 1979), mig a Helisoma
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veligera larvajanak forgasi sebességére nem volt hatassal (Diefenbach és mtsai.,
1991). Voronezhskaya és mtsai. (1999) immunhisztokémiai vizsgalataibdl kitdnik,
hogy veligera allapotban csak két katekolamin tartalma sejt talalhaté az embridban,
melyek az apikalis régidban, dorzolateralisan a szaj két oldalan szimmetrikusan
helyezkednek el. Ez a két sejt csak az embriondlis szakasz alatt lathatd, a kikelés
el6tt eltlinnek, ezért atmeneti apikalis katekolaminerg (AAK) sejteknek nevezték el
Oket. Mivel ekkor mas DA tartalmu sejt még nem jelenik meg a larvaban,
feltételezziik, hogy ez a két AAK sejt biztosithatja a DA-t a Lymnaea larva forgasanak
szabalyozasahoz. Mindkét sejt medialisan egy vagy két hosszu axont bocsat ki. Ezek
az axonok tdbbszor eldgazdédnak és varikbzus rostok halb6zatat alakitjdk ki a
csillékkal boritott apikélis rész alatt. Ezen kivil mindkét sejt még egy vaskos axont is
hataran 1évé csillok kdzelében végzédik. Feltételezheté, hogy a DA ezeken az
idegnyulvanyokon keresztil is eljuthat a csilloés hamsejtekhez. Az apikdlis sejtek
szabdlyozd szerepét mas csigafajok embridinak forgasaban is feltételezték, bar az
Aplysia (Marois és Carew, 1997a) és a Helisoma (Diefenbach és mtsai., 1998)
embriokban DA helyett 5-HT taldlhaté az atmeneti apikalis sejtekben. Mivel
Lymnaeaban az apikalis sejtek katekolamin tartalmiak a vizsgalatainkban
biokémiailag detektalt 5-HT jelenléte mas sejtekhez kdthetd. Marois és Croll (1992)
vizsgdlatai szerint az els6é 5-HT-IR sejtek a Lymnaea veligera stddiumaban jelennek
meg. Ez a C4 elnevezésii paros sejt a késdbb kialakulé cerebralis ganglion tertiletén
lokalizalodik. Axonjaik a cerebrdlis-pedalis konnektivumon keresztll a fejl6dé lab felé
futnak. Még a veligera stadiumra jellemzé, hogy kézvetlenll a C4 sejtek megjelenése
utan a kialakulé pedalis ganglion terlletén is detektalhato egy par 5-HT-IR sejt (Epe1
neuronok). A pedalis idegen keresztiil ezek a sejtek szintén beidegzik a labat. Ezért
arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a C4 és az Epe1 sejtek lehetnek a felelések a
veligera larva mozgasanak 5-HT szabalyozasaért. A vizsgéalataink eredménye szerint
az 5-HT hatasosabban stimulalta a forgast, mint a DA. Ennek egyik magyarazata az
lehet, hogy Lymnaea embridban az 5-HT receptorok a csillés hamsejtek felszinén
helyezkednek el, ahogy azt a Helisoma embridkban mar bebizonyitottak (Goldberg
és mtsai., 1994). igy akar kevesebb 5-HT molekula mar hatékonyan képes
befolyasolni a forgas sebességét, mig DA esetében valdszinisitjik, hogy a DA
receptorok nem a csillok felszinén helyezkednek el, hanem mélyebben a
szOvetekben, ezért a DA hatasa kdzvetett lehet.
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A metamorfézis utani felnéttszeri csiga csusz6 mozgasat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a DA nem befolyasolta ezt a viselkedésformat. Ugyanakkor az
5-HT stimulalta a csuszé mozgéast, még ha nem is olyan hatékonyan, mint ahogy a
veligera larva forgasat. Kemenes és misai. (1989) a felnétt Lymnaea pedalis
ganglionjaban HPLC modszerrel igen magas koncentracioban mérték az 5-HT
jelenlétét, mellyel parhuzamosan gazdag 5-HT-IR beidegzést is kimutattak.
Hetherington és mtsai. (1994) a Lymnaea labban detektaltak intenziv 5-HT-IR
innervaciot, mely a kdzponti idegrendszerbél ered. Ezeken az idegnyulvanyokon
keresztll az 5-HT képes ingerelni a csillos hamot, ami a lab elllsé talpi részét
beboritja (Syed és mtsai., 1988, McKenzie és mtsai., 1998). Ezek az eredmények
jelzik, hogy a felndtt csiga mozgasanak szabalyozasaban az 5-HT kulcsszerepet tolt
be. Azonban a pedalis ganglion gazdag 5-HT-IR neuron allomanya és a lab intenziv
5-HT-IR ideghal6zata mar a felnéttszer(i, posztmetamorfotikus embriéra is jellemzé
(Marois és Croll, 1992). A kikelés utani posztembrionalis (juvenilis) korban tovabbi 5-
HT-IR sejtek jelennek meg a pedalis ganglionban (Croll és Chiasson, 1989), de az
embrid immunhisztokémiai (Marois és Croll, 1992) és sajat farmakoldgiai
vizsgalataink alapjan, az 5-HT fontos szabalyozd szerepe mar az embrid csillok
hajtotta forgd és csuszd6 mozgasanal egyértelminek tinik. Egyes az
opisthobranchiak kdzé tartoz6 csigakon (Aplysia, Tritona, Clione) végzett Kisérletek
alatamasztjak az 5-HT-nak a mozgast szabalyoz6 fontos szerepét (Sakharov és
mtsai., 1989; Satterlie, 1991; McClellan és mtsai., 1994). Megemlitendd, a pidcak
csillés mozgasanak ugyancsak fontos stimulalé neurotranszmitterre az 5-HT
(Sakharov és mtsai., 1988).

Ami a reszelényelv (radula) rendszeres mozgasat illeti, mely az embridgenezis
vége felé jelenik meg az embriénal, eredményeink alapjan egyértelmi, hogy azt mind
az 5-HT, mind a DA befolyasolja. Mindkét monoamin stimulalé hatasa; 5-HT
esetében a hatas mar alacsonyabb koncentraciénal (0.1 mM) medfigyelhet, mig a
DA csak 1 mM koncentraciéban volt képes meggyorsitani a radula kidltését. Szamos
vizsgdlat bizonyitotta mar, hogy a felnétt Lymnaea taplalkozas szabalyozasanak az
5-HT és a DA az egyik fontos neurotranszmittere vagy neuromodulatora. Mivel
Lymnaeaban a taplalkozasi mintazatgenerator DA elemeit még nem ismerjik, igy
féleg csak az Aplysian és a Helisoman kapott eredményekre tamaszkodhatunk. Ezek
a megfigyelések azt mutatjak, hogy mind a DA mind az azonositott DAerg neuron
parancs (command) szereppel birnak. Képes beinditani, ill. fenntartani a kézponti
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mintazatgenerator ritmikus aktivitasat, emellett ndveli a fiktiv taplalkozas intenzitasat
és/vagy frekvencigjat, mig az 5-HT minden szinten modulélja a taplalkozasi rendszert
(Yeoman és mitsai., 1996; Kemenes, 1997; Quinlan és mtsai., 1997; Elliott és
Vehovszky, 2000; Kabotyanski és mtsai., 2000; Murphy, 2001; Patel és mtsai.,
2004). A metamorfézis utdn a Lymnaea embridban mindkét cerebralis ganglionban
jelenlévé egy-egy O6rias 5-HT tartalmu sejt, a CGC sejtek nyulvanyrendszere
fokozatosan kiteljesedik és az embribgenezis végére beidegzik mindkét bukkalis
(pofa) gangliont, illetve a pofaizomzatot (Marois és Croll, 1992, Balog és Elekes,
2008). A 95%-os fejlettségi stadium elérésekor, amikor vizsgaltuk a radula mozgast,
mar megjelennek az elsd katekolamin tartalmu sejtek is a bukkalis ganglionokban
(Voronezhskaya és mtsai., 1999). Az eredményekbdl arra kdvetkeztetlink, hogy a
feln6ttszerli embrié “fiktiv’ taplalkozdsat a két monoamin mar hasonldé médon
szabalyozza, mint a szabadon mozgo és aktivan taplalkozé felnétt, ill. juvenilis csiga
esetében. Az embrid taplalkozasi viselkedésének érése igen j0l parhuzamba allithato
a HPLC méréseink soran tapasztalt monoamin szint erételjes névekedésével és
korabbi kutatasokbdl (Marois és Croll, 1992; Voronezhskaya és mtsai., 1999; Balog
és Elekes, 2008) mar megismert az 5-HT és katekolamin tartalmi neuronok
fokoz6d6 megjelenésével a bukkalis és cerebralis ganglionokban, ami erre az
embrionalis fejlédési szakaszra jellemzé.

Vizsgélataink szerint az embri6é szivverésére mind az 5-HT mind a DA azonos
koncentraciéban hatott (1mM), de mig az 5-HT serkentette, addig a DA gatolta a
szivverést. Korabbi kutatdsok mar felvetették mindkét monoamin lehetséges hirvivé
szerepét puhatestliek szivének szabdalyozasdban, kivaltképpen erds bizonyitékok
tamasztjak ala az 5-HT szerepét (Hill és Welsh, 1966; Kiss és S.-Rozsa, 1977).
Buckett és mtsai. (1990a) HPLC modszerrel detektaltak a DA és az 5-HT jelenlétét
felnétt Lymnaea szivében. Az 5-HT bizonyult az elsédleges monoaminnak, nagy
mennyiségben fordult el6 a szivben, mig a DA csak alacsony koncentraciéban volt
jelen. Tovabba izolalt szivpreparatumon végzett farmakoldgiai vizsgalataikkal
igazoltak, hogy mindkét monoamin serkentdleg hat a szivmikddésre, és hatasuk
jellege alapjan mindketten neurotranszmitterként vesznek részt a szabalyozasban.
Ezeknek az eredményeknek részben ellentmond sajat farmakolégiai vizsgalataink
eredményei, melyek szerint a DA az embrié szivverésére inhibitorként hatott. Buckett
és mtsai. (1990b) kardiovaszkularis motoros neuronokat irtak le Lymnaea visceralis

és pedalis ganglionjaiban, és ezek kdzll a motoros neuronok kdzll kettd, Hne €s She
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bizonyitottan 5-HT-t hasznal hirvivé anyagként. Abban a fejl6dési szakaszban (75%),
amikor vizsgaltuk a két monoamin hatasat a szivmikddésre, az elsé 5-HT-IR sejtek
mar jelen vannak a fejl6dé abdomindlis ganglion gylrliben, melybdl kés6bb a
parietalis és visceralis ganglionok differencialodnak (Marois és Croll, 1992). Az hogy
ezek a sejtek kdzll valamelyik megegyezik a felnétt Hye vagy She sejtekkel nem tudni,
de ha a feln6tt csiga szivmikdédésében részvevé 5-HT tartalmu sejtek egy része a
viscerdlis ganglionban helyezkedik el, akkor feltételezhetd, hogy az embriénak a
fejlédé abdominalis gylriben elhelyezkedd 5-HT-IR sejtjei kdzll valamelyik részt
vesz az embriondlis szivverés szabalyozdsdban. DA serkent6leg hat a feln6tt
Lymnaea szivmikddésére, azonban élettani szerepe nem egészen ismert még
(Chase, 2002), mivel eddig nem azonositottak még olyan kardioaktiv neuront,
melybél DA szabadulna fel. Ugyanakkor Buckett és mtsai. (1990b) szerint a légzési
mintazat generator halézat egyik interneuron tagja, a pedalis DA tartalmi RPeD1 sejt
hatassal van a szivverésre. Minden valésziniiség szerint a RPeD1 DAerg neuron ugy
befolyasolhatja a szivmikédést, hogy a Iégzési neuronhalézat atfedésben van a
keringést szabalyoz6 halézattal. A 75% stadiumban Iévé embridban ez a sejt mar
jelen van, igy valészinl, hogy ez a neuron a DAerg regulatora az embriondlis

szivmUkoddésnek.

5.4. Aminerg receptorok a fejlédé csigaban

A gerincesekhez képest, ahol terjedelmes irodalom all a kutaté rendelkezésére a
monoamin receptorokrél, a puhatestlek esetében, de I|ényegében az egész
gerinctelen allatvilagot nézve, nagyon kevés adattal rendelkeziink. Az elmdult
évtizedek kutatasai sorra fedezték fel a gerincesek 5-HT és DA receptor csaladjainak
Ujabb és ujabb tagjait, ami sziikségessé tette osztalyozasukat. Noha a gerinctelenek
monoamin receptorainak fizioldgiai és farmakolégiai vizsgalata ugyan parhuzamosan
folyik a gerinces kutatasokkal, a mai napig nem létezik egy jol definialt osztalyozasi
rendszer a gerinctelen receptorokra vonatkozéan. Ezért az azonositott receptorokat
az emlésdkben felallitott kategdriak alapjan igyekeznek a kutaték osztalyozni, noha a
legtdbb esetben a gerinctelen receptorok farmakolégiai jellemz8i nem egyeznek meg
a gerincesekéivel. Igy a kisérleteink soran kapott eredmények alapjan mi is
megprobaltuk a gerinceseken felallitott receptor osztalyok szerint beazonositani a
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veligera larva forgdbmozgasanak, majd a fejlettebb allapotban 1évé embridk csliszo és
radula mozgasanak valamint, szivmikddésének szabdlyozasdban szerepet jatszé
monoaminok receptorait. A farmakolégiai és a ligand kotéses kisérletek eredménye
alapjan azonban egyértelmiien csak a forgdmozgas szabalyozasaban részt vevé 5-
HT receptorat sikerilt 5-HT1a receptorként azonositani. Eredményeinkkel elészor
mutattuk ki, hogy a puhatestliekben ez a gerincesekben leirt és azzal azonos 5-HT
receptor tipus megtalalhaté.

Walcourt-Ambakedermo és Winlow (1994a, b; 1995) harom endogén 5-HT
receptort tipust, az 5-HT;, 5-HT, és 5-HTs-t azonositottak sejtkultiraban nevelt
azonositott Lymnaea neuronokon. Azonban csak kisszamu és nem szelektiv
agonistakat, antagonistakat haszndltak, valamint a hatasos koncentraciok (mM) tal
magasak voltak ahhoz, hogy a hatasukat specifikusnak tekinthessik. Helix
(Drummond és mtsai.,, 1980) és Aplysia kbzponti idegrendszerében (Kadan és
Hartig, 1988) nem tudtak kimutatni az 5-HT nagy affinitdsu kot6dését.
Laboratériumunkban biokémiai vizsgalatai azt mutattdk, hogy a felnétt Lymnaea
idegrendszerében sem az 5-HT sem az ismert 5-HT4, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT5, 5-HTs, 5-
HT; receptor ligandok nem koétédnek nagy affinitassal (Hiripi és Elekes, nem
publikalt). Mindharom faj kézponti idegrendszerében csak az ®*H-LSD mutatott nagy
affinitdsu kétédést és a kétédés farmakoldgiai tulajdonsaga is hasonld volt. Neheziti
a receptor jellemzését az a tény is, hogy *H-LSD nemcsak az 5-HT, hanem a DA
receptorhoz is kdtédik a puhatestiiek idegrendszerében és az LSD kétédés gatlasat
akar az 5-HT, akdr a DA receptorhoz hatasosan csak ergot alkaloidak és
neuroleptikumok gatoljak, a receptor altipusok szelektiv agonistai vagy antagonistai
nem, igy szinte lehetetlen a receptor osztalyozasa. A Lymnaea idegrendszerében
eddig két 5-HT receptort klbnoztak. Sugamori és kollegai (1993) az egyik klbnozott
receptort az 5-HT4 receptorhoz hasonlonak irtak le és 5-HTym receptornak nevezték
el. Az 5-HT; receptorhoz vald hasonlésagot azonban csak a receptor gén strukturalis
hasonlésaga tdmasztja ala. Az expresszalt receptor farmakoldgiai tulajdonsaga mar
kevésbé bizonyitja az 5-HT; receptorral valé azonossagot. A felnétt Lymnaeaban
vizsgalt endogén (Hiripi és Elekes, nem publikalt) és a klonozott receptor
tulajdonsaga kdz6tt a hasonldésag az, hogy mindkét receptor nagy affinitassal kéti az
3H-LSD-t, valamint az 5-HT; receptorra szelektiv 5-HT, 5-CT, 8-OH-DPAT affinitasa
mindkét receptorhoz alacsony. Azonban az endogén receptor vizsgalataink szerint
pozitivan kapcsolt az adenil-ciklaz rendszerhez, mig a klénozott receptorrdl
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feltételezik, hogy az negativan kapcsolt (Sugamori és mtsai, 1993; Tierney, 2001). A
masik receptort Gerhardt és munkatarsai (1996) kldnoztak és a tulajdonsagai alapjan
a gerinces 5-HT, tipusu receptorként jellemezték, ezért 5-HT,,m receptornak
nevezték el. Ez utdbbi receptor esetében azonban hibridizacidés vizsgalatok
kimutattak, hogy csak nagyon kevés idegsejten expresszalddik, ami szemben all a

Fizioldgiai és farmakoldgiai eredményeink alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy a
Lymnaea embrié forgdmozgésat szabalyozd 5-HT receptor azonos a gerincesek 5-
HT1a tipusu receptoraval. Az 5-HT1a receptor szelektiv agonistaja, a 8-OH-DPAT az
5-HT-hez és az LSD-hez hasonléan igen alacsony koncentracidban jelentds
mértékben stimuldlja a forgdbmozgast. A gerinces 5-HT1a receptorhoz hasonléan a
receptor negativan kapcsolt az adenil-ciklaz rendszerhez, mert mind az 5-HT, mind
az LSD kezelés csdkkenti az embrié cAMP szintjét. *H-5HT-t hasznalva ligandként
igazoltuk, hogy az embriondlis membran pellet nagy affinitdssal nM-os tartomanyban
kéti az 5-HT-t (Kg= 7,36 nM). A Scatchard analizis azt mutatta, hogy egyetlen
kétdhely létezik és a pellet mg-ra szamitott kétéhelyeinek szama 221 fmol. Tovabba
a farmakoldgiai vizsgalatok szerint, hogy a kétédést leghatasosabban az 5-HT, ettél
kisebb hatdsossaggal a szelektiv agonista 8-OH-DPAT és az ugyancsak szelektiv
antagonista WAY 100635 gatolta. Nagyobb koncentraciéban gatolta a kdtédést az 5-
CT és az 5-HTa receptoron hatasos, de az 5-HTg receptoron hatastalan spiperon
is.

Goldberg és mtsai. (1994) Helisoma embridban az 5-HT; tipusu receptor
jelenlétét feltételezték, azonban kisérleti eredményeik nem tamasztjak ald ezt.
Ugyanis a 8-OH-DPAT serkent§ hatasa csak mérsékelt volt a forgdmozgasra
masrészt kapcsolatot az 5-HT receptor és a masodik hirvivé rendszer kdzott nem
talaltak.

Aplysia periférias szdvetébdl klonoztak egy 5-HT; receptor tipusu 5-HTgpq
receptort (Angers és mtsai., 1988). Igazoltak, hogy az expresszalt receptor negativan
kapcsolt a masodik hirvivé rendszerhez. A ligand kétéses vizsgalatok soran azonban
csak 3H-LSD-t hasznaltak ligandként, és a leszoritasos vizsgalatok azt mutattak,
hogy a 8-OH-DPAT affinitasa mérsékelt, mig az 5-CT affinitasa nagy. Arra, hogy a
receptor nem teljes mértékben egyezik a gerinces 5-HT; receptorral az 5-HT 41

elnevezéssel is utaltak.
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Bar a 8-OH-DPAT az embrionalis csluszd mozgast is jelentésen stimulalta,
azonban mozgads szabalyozasaban szerepet jatsz6 5-HT receptor pontos
azonositdsahoz nincs elég adatunk. A radula mozgas és a szivmikoédés esetében
csak az LSD bizonyult hatasos agonistanak, a tdbbi alkalmazott farmakon csak olyan
magas koncentraciéban volt képes Kkifejteni gatld vagy stimulalé hatasat, ami
megkérddjelezi specifitdsukat. Ezért, a kapott eredményekbdl ebben a két esetben
sem lehet tisztazni, milyen 5-HT receptor vesz részt szabalyozasukban.

Az egyes viselkedési formak, a csuszas kivételével, és a szivmikddés DAerg
farmakoldgiai vizsgalatai alapjan is csak annyit lehet megallapitani, hogy a DA részt
vesz a szabalyozasukban. Minthogy azonban a DAerg agonistak, antagonistak csak
magas koncentracioban bizonyultak hatdsosnak, a DA receptor tipus azonositdsa
nem volt lehetséges.
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6. 0SSZEFOGLALAS

Az 5-HT és a DA igen fontos szerepet tbltenek be a puhatestiek idegi

szabalyozasi folyamataiban, ahol neurotranszmitterként, neuromodulatorként vagy

neurohormonként viselkedhetnek. Széles kérben vizsgaltak hatasukat mind az

élettani folyamatokra mind az allat viselkedésére, de az embribgenezisben betdltott

szerepuk még messzemenden nem tisztdzott. Hidnypdtld munkdnk soran néhany

ilyen tisztazatlan kérdésre kerestik a valaszt biokémiai és farmakoldgiai kisérleteink

soran, melyeket nagy mocsaricsiga (Lymnaea stagnalis) embriékon végeztink.

Eredményeinket az aldbbiakban foglalhatjuk 6ssze:

1.

Mind az 5-HT mind a DA a fejl6dés korai szakaszdban (12%) mar jelen
van az embridban, a DA mennyisége fokozatosan emelkedik a
metamorfézisig, mig az 5-HT tartalom viszonylag nem valtozik. A
metamorfozis alatt egyik monoamin esetében sem tapasztalhato jelentés
valtozas, azonban a fejl6édés utolsé két napjaban mind kettd szintje
drasztikusan megemelkedik.

A Lymnaea embri6 szervezetében kimutathaté a monoaminok
szintézisében szerepet jatsz6 enzimek jelenléte, igy a tirozin és triptofan
hidroxildaz és az 5-HTP/L-DOPA dekarboxilaz. Az utébbi esetében
megallapitast nyert, hogy egy enzimrél van szd, mely mindkét monoamin
szintézisében részt vesz. A gerincesek dekarboxilaz enzim gatléja az Nsd-
1015 mind az 5-HTP mind az L-DOPA atalakulasat gatolja. A két
szubsztratra mért aktivitdsa parhuzamosan valtozik az embridgenezis
soran, mely szintén alatdmasztja azon feltételezést, hogy egy enzimrél
van sz6. Az enzim aktivitasa tovabba kdveti a monoamin mennyiségek
valtozasat is

Farmakoldgiai vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy az endogén
monoamin szint megvaltoztatasa, akar megemelése vagy lecsdkkentése
kedvezétlenll hatott az embri6 fejlédésére, lelassitva annak menetét. Az
embrié 5-HT tartalmanak megvaltozasa hatassal volt a DA tartalomra is,
amibdl arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy egy optimalis 5-HT/DA arany
biztositja az embrié normalis fejl6dését.

A monoaminok nem csak az embri6 fejlédésére voltak hatassal, hanem az

embrié egyes viselkedéseire és szivmikddésére is. A forgd mozgast mind
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az 5-HT mind a DA serkentette, mig a csusz6 mozgast csak az 5-HT
gyorsitotta meg, a DA nem volt ra hatdssal. A radula mozgésra szintén
serkentbleg hatott a két monoamin. A forgas és radula mozgas esetében
mindig az 5-HT volt a hatasosabb a DA-nal szemben. A szivmikddésre
egyforma koncentracional fejtette ki hatasat a két monoamin, de mig az 5-
HT serkentette a szivverést, addig a DA lassitotta azt.

. Az embri6 monoamin receptorainak azonositasa csak a forgdé mozgas
esetében sikerllt. A veligera larva mozgasanal a kapott eredmények
alapjan a gerincesek 5-HT:a receptor altipusahoz hasonlé receptor
szerepét feltételezzik. A fejlettebb embrié csuszémozgasanal a fizioldgiai
eredményeink alapjan szintén 5-HT; receptor meglétét feltételezzik, de
biokémiai vizsgalatok hianydban megerdésiteni nem tudjuk még ezt az
eredményt. A t6bbi viselkedési formanal, ill. szivmikédésnél az
alkalmazott farmakonok olyan nagy koncentracié tartomanyban hatottak
csak, hogy ez megkérdbjelezi specifitdsukat, ill. specifikus receptorok
jelenlétét.

. Eredményeink egyértelmlen arra utalnak, hogy mind az 5-HT mind a DA
alapvetd szerepet jatszik a Lymnaea stagnalis korai és felnéttkori
magatartas formainak szabalyozasaban illetve érésében.
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Az egyetemi diploma megszerzése utan kutatéi palyafutdasomat Tihanyban a
Magyar Tudomanyos Akadémia Balatoni Limnoldgiai Intézetében sikerdlt
elinditanom, ahol nem csak, mint tudomanyos segédmunkatars dolgozhattam,
hanem PhD tanulmanyaimat is megkezdhetem a Pécsi Egyetem Biol6giai Doktori
iskoldjanak levelezd hallgatéjaként. Doktori munkamat a tihanyi intézet Kisérletes
Allattani Osztalyan végeztem két témavezetém Prof. Elekes Karoly tudomanyos
igazgatd helyettes és Dr. Hiripi Laszl6 vezetésével.

Eziton szeretnék mindkettSjiknek kdszénetet mondani segitségikért, mely
nélkildézhetetlen volt a kutatds megtervezésétdl kezdve az eredmények kdzzétételéig
bezarban, beleértve a szakmai vezetést, a felmerllé problémak leklizdését. Kildn
k6szbnettel tartozok tamogatasukért, hogy mind hazai mind nemzetkdzi
konferenciakon megmérethettem magam, Uj tudomanyos ismeretekre és
ismerdsokre tehettem szert.

Tovabba szeretnék kdszdnetet mondani azon asszisztenseknek, akik lelkesen
és tlrelmesen segitettek a laboratériumi munkak kivitelezésében. Itt szeretném
megemliteni, a biokémiai labor lelkes dolgozéit, Karacsonyi Evat és Steinbachné
Mészaros lldik6t, akik id6kézben mar elmentek, de segitségik szamomra
felejthetetlen és Eréssné lhasz Katalint, aki doktori munkam utolsé éveiben mindig
szivesen allt rendelkezésemre a biokémiai mérések elvégzésében. Nagyné Fekete
Zsuzsanak nagyon ko&szondm az immunhisztokémiai mddszer elsajatitdsaban,
technikai kivitelezésében nyujtott segitségét.

Kilén készonet illeti azon kollégakat, akik szakmai problémaimat készségesen
meghallgattak és tudasukiol telhetéen szakmai tanacsokkal igyekeztek a
segitségemre. A szamitdogépes programok hasznalata terén jelentkezd
hianyossagaimat pétolgattak, eredményeim statisztikai kiértékelésekor id6t és
energiat nem spérolva menté dvet dobtak.

Nem szeretnék megfeledkezni Kiss Rézsa, intézetlink kényvtarosarél sem, aki

lehetetlent nem ismerve a kért irodalmat a fold aldl is el6keritette szamomra.



