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1. BEVEZETES

A szerotonint (5-HT) a 19. szdzad kozepén fedezték fel. Szerepének valddi
kutatdsa az 1930-as években kezdddott és 1951-en szintetikus titon eld is 4llitottak.
A dopamint (DA) kordbban, 1910-en szintetizdltdk, de csak az 1950-es évektdl
kezdték felismerni fizioldgiai hatdsdnak fontossdgat. Mindkét monoamin igen Osi
és széles korben elterjedt molekula. Szinte valamennyi gerinces €s gerinctelen
fajban kimutattdk jelenlétiiket. Az él6 szervezetben megtaldlhatéak a kozponti
idegrendszerben, de a periférids rendszerben is eléfordulnak. Részt vesznek az
ingeriiletek tovédbbitdsdban, befolydsoljak mds ingeriiletdtvivé anyagok hatdsat,
illetve hormonként is viselkedhetnek. Szerkezetik és keletkezésiik alapjdn
mindkettd a biogén aminok ko6zé tartozik. Az 5-HT rovid metabolizacids folyamat
révén a triptofanbdl alakul ki, a triptofan hidroxildz és az aminosav dekarboxildz
kozremiikodésével, mig a DA tirozinbdl szintetizdlodik, és a folyamatban
résztvevd enzimek a tirozin hidroxildz és az el6bb emlitett aminosav-dekarboxildz.
A monoaminok sokféle fiziol6gids hatdsukat membran-kotott receptoraikon
keresztiil fejtik ki. Jelenleg 14 5-HT receptort kiilonboztetnek meg, melyeket hét
osztilyba sorolnak. A DA receptoroknak 5 tipusa ismert eddig és két osztilyba
soroljdk ezeket. Mindegyik DA és 5-HT receptor tipus, kivéve az 5-HT;-t, G-
fehérje kapcsolt.

A gerincesek kozponti idegrendszerében az 5-HT tartalmu idegsejtek foleg
az agytorzs Raphe magjaiban csoportosulnak, nyulvanyaik az eldagy kiilonboz6
teriileteit idegzik be, illetve leszallo axonjaik szinapszisokat képeznek a gerincveld
érz6 és mozgaté neuronjain. Az idegvégzddésekbdl felszabadulé 5-HT féleg mds
neurotranszmitter hatdsat moduldlja, igy szdmos élettani folyamat és viselkedés
szabdlyozdsdban vesz részt, mint pl. testhdmérséklet, alvds, hangulat, étvagy,
agresszid, memoria, tanulds. A DA a gerinces agy szdmos teriiletén szintetizalddik.
A DAerg neuronok axonjai négy f6 ttvonalon idegzik be az agy fd teriileteit.
Szerepe van kiilonb6z6é motoros és kognitiv funkcidk szabdlyozdsiban, a
motivacioban, érzelmi valaszok kialakitasaban.

A fejlettebb gerinctelenekben, eltéréen a gerincesekétdl az 5-HT tartalmu
idegsejtek szétszortan, a kiilonb6z6 ganglionokban taldlhatéak, és axonjaik siirtin
beidegzik az egész kozponti idegrendszert. Csigdkban fdleg serkentd
neuromodulatorként milkodik, és alapvetd szerepet tolt be az idegi és
viselkedésbeli izgalmi dllapot kialakitdsdban. Szerepe van a tdplalkozds, a mozgés
szabdlyozasdban, a napi ritmus és memoria kialakitdsdban, a tanuldsban, de
funkciéi kozé sorolhatok a szinaptikus plaszticitds és szinaptikus novekedés
szabdlyozdsa is. A DA tartalmui sejtek szintén szétszortan helyezkednek el a
gerinctelenek  kozponti  idegrendszerében, melyek tobbsége interneuron.
Nyidlvanyaik siirin beidegzik a ganglionokat, onnan kilépve a periféridn is
megtaldlhatéak. A DAerg rendszer részt vesz a tdpldlkozds, mozgds és 1égzés
szabdlyozdsaban, valamint a tanulds folyamatdban.

A Lymnaea stagnalis az 0sszehasonlité neurobiolégia egyik kiemelkedd
modell allata. Az 5-HT és DA tartalmu idegsejtjeinek elhelyezkedése, azok



nydlvdnyrendszerének mintdzata igen részletesen feltérképezett és jellemzett,
valamint ezen idegsejtek embridgenezisét is leirtdk. Szdmos viselkedés és élettani
folyamat (1égzés, keringés, mozgds, tapldlkozas) szabdlyozdsaban tartdk fel a két
monoamin rendszer szerepét. Egyes 5-HT és DA tartalmd interneuron,
viselkedések neuronhdlézatainak belsé elemeként fontos feladatot tolt be azok
szabdlyozasdban. Ilyen interneuron példdul a DAerg RPeD1 sejt, a 1égzést
szabdlyozé neuronhdldézatban, és az 5-HTerg 6rids cerebrdlis sejt par a tdplalkozast
szabdlyozé neuronhdlézatban. A periféridra kimend axonjaik révén ezek a sejtek
kozvetleniil is részt vesznek a viselkedések szabalyozdsaban. Ezzel szemben a két
rendszer szerepérdl a Lymnaea embriondlis fejlddésében nem sok ismeretanyag all
rendelkezésre, noha eloszlasukrél, neurondlis fejlédésiikrél (immunhisztokémiai
vizsgélatok) sokat tudunk. M4ds puhatestli fajokon végzett kisérletek felvetették
szerepilket az embridgenezisben és egyes embriondlis  viselkedések
szabdlyozasdban, de az ilyen irdnyu kisérletek szama kevés.

A Lymnaea embri6 fejlodése egy atlatszo, szikanyaggal telt kapszuldn beliil
torténik (25 °C-on kb. 8 nap). Ez lehetdvé teszi egész fejlédésének nyomon
kovetését. A kikelt allat testfelépitésben a felndtt egyed kicsinyitett valtozata, de
szaporoddsra még nem képes. Az embridk fejlodési éllapota morfoldgiai,
morfometriai és viselkedésbeli tulajdonsagok specifikus dsszerendez8dése alapjan
megallapithatd. A fejlédési dllapotokat a teljes embriondlis fejlédés szazalékdban
fejezik ki, az els6 sejtosztédas a 0%-ak felel meg, mig a kikelés a 100%-ak.

2. CELKITUZESEK

Bar a felndtt Lymnaea 5-HTerg és DAerg idegrendszerérdl, valamint
betdltott szerepiikrdl az élettani folyamatok és viselkedések szabdlyozdsdban igen
nagyszamu ismeretanyag gyllt 6ssze, de keveset tudunk mitk6désiikrél az embrié
fejlodése sordn. Ezért munkdnkban részletes biokémiai és farmakoldgiai
vizsgélatokat végeztiink, hogy pontosabban megvildgitsuk az 5-HT és DA rendszer
funkcidjit a Lymnaea embridgenezisben, valamint az embriondlis viselkedések
szabalyozdsdban. Célunk a kovetkezd volt:

¢ biokémiai médszerekkel nyomon kovetni a fejlédé embrié 5-HT és
DA szintjének valtozasat az egyedfejlédés sordn;

e meghatdrozni az 5-HT és DA szintézis menetét az embridban, a
szintézisben résztvevo enzimeket jellemezni;

e meghatdrozni az 5-HT és DA szerepét a fejlddés szabdlyozdsaban;

e megallapitani, szerepiiket egyes embriondlis viselkedésekben, mint a
forgémozgds, csiszds a kapszula belsé felszinén, vagy a radula
mozgatdsa, tovabba egyes fizioldgids folyamatokra, mint a szivverés;

e farmakoldgiailag jellemezni az 5-HTerg és DAerg szabalyozdsban
résztvevd receptorokat;



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok tartasa

A nagy mocsari csigdk (Lymnaea stagnalis) felnott egyedeit a Kis-Balaton
csatorndibdl gytijtottiik, majd laboratériumi akvariumokban tartottuk és neveltiik
tovdbb. A munkdnkhoz sziikséges petezsdk mennyiséget az 1igy fenntartott
allomdny biztositotta. Az embridk fejlédési dllapotat morfoldgiai, morfometriai és
viselkedésbeli tulajdonsdgaik alapjdn dllapitottuk meg.

3.2. HPLC analizis

3.2.1. Monoamin szint mérése

A petezsdkbo6l véletlenszerlien 25 embridt szedtiink ki minden egyes
fejlédési stadiumndl 12%-100% kozott (12, 25, 30, 35, 40, 45, 55, 60, 75, 80, 85,
100). A kiszedett embridkat homogenizéltuk és centrifugéltuk, majd kodzvetleniil
injektdltuk a HPLC rendszerbe és mértiik az endogén 5-HT és DA szintet. A
monoaminok detektdldsdhoz Waters 460 tipusu elektrokémiai detektort (+ 0,65 V
fesziiltségen) hasznaltunk. A Waters HPLC rendszer (Milford, USA) egy
pumpabdl (1500 modell), egy injektorbdl (717 plus Auto sampler) és egy kolonna
fatébdl (Waters) allt és ezt mind egy 4-s verziészdmu Millenium szoftver
vezérelte.

3.2.2. Tirozin hidroxilaz aktivitas mérése

Hetven darab 90%-os fejlettségli embridt elhomogenizaltunk Lymnaea
fiziol6gids séoldatban (40 mM NaCl, 1,7 mM KCI, 1,5 mM Mg**, 4 mM Ca** és
10mM Tris-HCI; pH 7,4). Kés6bbiekben ezt a homogenizdtumot hasznéltuk enzim
forrasként. Az enzim kinetikai paramétereinek megallapitdsdhoz 4alland6
enzimkoncentracié jelenlétében valtoztattuk a szubsztrat koncentraciéjat és mértiik
a keletkezett termék mennyiségét. Az inkubécids elegy homogenizdtumot, 1 mM
6,7-dimetil-5,6,7,8-tetra-hidropterint, 1 mM vas-ammoénium szulfatot, 0,15 mM
kalium foszfat puffert (pH 6) és szubsztratként L-tirozint (0,15-4 mM) tartalmazott.
A reakci6t belsd standardot tartalmazé perkldrsavval dllitottuk le. A HPLC-s
analizis eldtt aluminium-oxidos szelektiv adszorbcids tisztitast alkalmaztunk.

3.2.3. Dekarboxilaz enzim aktivitas mérése

Dekarboxildz enzim aktivitdsit 35%-os dllapotbdl kiindulva folyamatosan
mértiik a kikelés eldtti 95%-os dllapotig. A fejlédés sordn a petezsdkokbdl
kiszedett embridkat elhomogenizadltuk 0,1 M foszfit pufferben (pH 7). A
homogenizdtum szolgélt enzim forrdsként. Mivel irodalmi adatok szerint ez az
enzim mind az 5-HT mind a DA szintézisében részt vesz, kisérleteinkben mind L-
DOPA mind 5-HTP szubsztratot haszndltunk. Az inkubdcidés 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 szbvet homogenizadtumot. A kinetikai elemzések sordn az L-DOPA és
az 5-HTP koncentracigjat 0,0025-0,1 mM kozott véltoztattuk. HPLC-s analizis
el6tt folyékony ioncserés tisztitdst alkalmaztunk. Hasonlé médon jartunk el,
amikor az enzim aktivitdsat in vitro kisérletben karbidopdval (0,0001-100 uM),
NSD-1015-el (0,001-200 pM) és a-metil-DOPA-al (0,001-1000 uM) 20 percig
gétoltuk.

3.3. Farmakologiai kezelések

3.3.1. Az embrionalis fejlddés nyomon kiovetése

Kisérleti edényenként 20-25 db veligera larvat vettiink ki a petezsdkokbdl és
helyeztiink atszlirt Balaton vizbe. Monoamin prekurzorok (triptofan és tirozin),
triptofan-hidroxilaz ~ gatlé (p-klérfenilalanin [pCPA]), aromds-L-aminosav
dekarboxildz gatlé (3-hidroxibenzilhidrazin [Nsd-1015]), tirozin-hidroxildz gatlé
(a-metil-p-tirozin [aMPT] és neurotoxinok (5,7-dihidroxitriptamin [5,7-DHT], 6-
hidroxi-dopamin [6-OH-DA], N,metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin [MPTP] és
1-metil-4-fenilpiridinium jodid [MPP* jodid]) 0,001-1 mM koncentrci6jd
oldatainak hosszd tdvd hatdsait vizsgaltuk az embridk fejlédésére. A kezelés a
kikelés 4llapotdig tartott, az oldatokat naponta cseréltiik. Kiiszob koncentracioju
oldatokkal torténd kezeléskor kozvetleniil kikelés elétt HPLC moddszerrel mértiik a
monoamin szint vdltoz4sit. A kontroll csoportokban mért mennyiségeket 100%-
nak vettiik. A kezeltekben mért monoamin szintet a kontroll értékekkel
Osszehasonlitva megallapitottuk a valtozas mértékét, amit szdzalékban fejeztiink ki.

3.3.2. Embrionalis viselkedések elemzése

5-HT, DA, 5-HTerg agonistdk (5-karboxiamidotriptamin [5-CT], 2,5-
dimetoxi-4-jodoamfetamin [DOI], N,N-dimetiltriptamin [DMT], 8-
hidroxidipropilaminotetralin [§8-OH-DPAT], D-lizergsav dietilamid [LSD], 1-(2-
metoxifenil) piperazin [2-MPP], 2-metilszerotonin és triptamin), S5-HTerg
antagonistdk (ketanszerin, 7-metiltriptamin, metiszergid, mianszerin és brom-
lizergsav dietilamid [BOL]), DAerg agonistdk (apomorfin, bromokriptin, m-
tiramin, p-tiramin és SKF-38393) és DAerg antagonistik (flupentixol,
klérpromazin, SCH-23390 és szulpirid) hatdsdt vizsgéltuk a forgé mozgds és
csiisz6 mozgds intenzitdsdra, a reszelé nyelv (radula) mozgis iiteme alapjin a
tdplalkozasi aktivitdsra, valamint a szivverés frekvencidjara. Kisérletekben a
petezsdkb6l  véletlenszerlien 5 embriét vdlasztottunk ki és  élettani
jellegzetességeiket, viselkedésiiket néhdny perces idékozokkel 4-szer elemeztiik.
Minden kezelés esetében a vizsgalat atlag értéke legalabb 20 embrid elemzésébol
adodik.

3.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok
Veligera larvakat 0,01 mM pCPA vagy 0,1 mM Nsd-1015 oldattal
kezeltiink. A pCPA esetében az 5-HT tartalom valtozasat 60%-os és 85%-0s, mig



Nsd-1015-nél 75%-os fejlettségi allapotot elért embridkban vizsgéltuk. Az
embridkat koriilvevd burkot és a kiilsé csigahéjat eltdvolitottuk, majd 4%-os
paraformaldehid oldatban fixaltuk. Az 5-HT kimutatdsdhoz a preparatumokat
inkubdltuk monoklondlis (egér) anti-5-HT elsédleges antitesttel (1:500). Az
immunreakcidt fluoreszcens izotiociandttal (FITC, Dako) kapcsolt egér ellen
termeltetett masodlagos antitesttel (1:50) torténd inkubalassal tettiik lathatova.

3.5. Ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP) analizis

Otven 90%-os fejlettségli embriét inkubdltunk fiziolégids oldatban, ami
tartalmazott 0,5 mM izobutilmetilxantint (IBMX), 0,1 mM guanozin-5-trifoszfatot
(GTP), 0,1 mM 5-HT vagy LSD és 0,5 mM adenozin-5-trifoszfat (ATP).
Centrifugdlds majd folyadék eltdvolitds utdn az embridkat elhomogenizaltuk savas
etanolban. A homogenizdtumot lecentrifugdltuk, a feliildszét liofilizaltuk.
Ujraszuszpendalds utin cAMP koncentrdcié mérését az Amersham cég elére
Osszedllitott készletét hasznilva végeztiik.

3.6. *H-5-HT kotédés vizsgalata

Metamorfdzis eldtti embridkbdl membran pelletet készitettiink 0,05 M Tris-
HCI pufferben (pH 7,4) torténé homogenizéldssal, tobbszori centrifugdldssal és
reszuszpendaldssal. Az *H-ligand kotddésének vizsgalatakor a pelletet inkubaltunk
1 ml Tris-HCI pufferben (pH 7,4), mely 0,25-10 nM koncentraciéji *H-5SHT-t
tartalmazott. A leszoritisos kisérletekben 5 nM “H-SHT mellett a kovetkezd
farmakonokat alkalmaztuk: 5-CT, spiperon, WAY100635, 8-OH-DPAT. Az
inkubalast GF/C tivegszélas szlirOn at torténd gyors vakuumsziréssel fejeztiik be és
mértiik a pellet radioaktivitdsat. A nem specifikus kotédést 10 nM hideg 5-HT
jelenlétében mértiik.

3.7. Statisztikai kiértékelés

Az enzimek kinetikai paramétereit és a gatlds ICsy értékeit GraFit
szamitogépes program segitségével szdmoltuk, mig a farmakolégiai adatok
elemzésére és grafikus megjelenitésére Origin programot haszndltunk. Az
eredményeket dtlag + S.E.M adtuk meg. A szignifikdns eltéréseket t-teszttel
vizsgaltuk, illetve a viselkedések vizsgdlatindl ANOVA és Dunnet tesztet
alkalmaztunk Statistica programot hasznélva.

4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. Az 5-HT és DA koncentracio, valamint az 5-HTP/DOPA dekarboxilaz
enzim aktivitas valtozasa a Lymnaea embrié fejlodése soran

Biokémiai (HPLC) mddszerrel sikeriilt a monoaminok jelenlétét a Lymnaea
embri6 igen korai dllapotdban (12%) kimutatni. Az endogén 5-HT tartalom 47
fmol/embrid, a DA szint minddssze 15 fmol/embrié volt. Mig az 5-HT mennyisége
lényegében nem véltozott a 75%-os dllapot eléréséig, a DA-né fokozatosan



emelkedett a metamorfézis kezdetéig (40%), majd a metamorfézis alatt és utdn
egészen a 80%-os allapotig viszonylag dlland6 szinten maradt (150 fmol/embrid).
A metamorfézis alatt a kezdeti 5-HT/DA ardny megfordult. A fejlddés utolsé két
napjaban (80-100%) ugrasszertien megndtt mindkét monoamin szintje, kikeléskor
az 5-HT mennyisége elérte a 490 fmol/embrié értéket, a DA koncentracié pedig
400 fmol/embri6 volt. Az 5-HT koncentraci6 értéke ismét magasabb volt, visszaallt
a kezdeti dllapotra jellemz6 5-HT/DA arany.

Kimutattuk a tirozin hidroxildz, triptofan hidroxildz és az 5-HTP/DOPA
dekarboxildz jelenlétét Lymnaea embridban. Az 5-HTP/DOPA dekarboxildz enzim
aktivitdsa 35-85%-os fejlettségi 4dllapotok kozott, mint egy a haromszorosdra
novekedett, majd a fejlédés utolsé két napjan (80-100%) 100-150%-al nétt meg a
80%-os 4allapothoz képest. A monoaminok szintje és az enzimaktivitisok hasonld
médon viltoztak az embrié fejlédése sordn. Az enzimaktivitdsok fokozddasa
biztosithatja a monoaminok szintjének novekedését.

A tirozin hidroxildz és 5-HTP/DOPA  dekarboxildz  aktivitdsa
szubsztratjaikkal egyszerti telitési kinetikdval jellemezhetd, Lineweaver-Burk
abrazolasuk linedris 0sszefiiggést ad. Tirozin hidroxildz esetében a V,,, értéke 1,3
+ 0,21 pmol/embrié/perc, mig a Ky értéke 3,7 = 0,2 mM volt. A dekarboxildz
enzim kinetikai paraméterei 5-HTP-re vonatkoztatva V.= 04 £ 0,04
pmol/embrid/perc, Ky= 0,045 + 0,01 mM, mig DOPA-ra V.= 3,52 £ 0,32
pmol/embrid/perc, Ky= 1,98 = 0,3 mM. A dekarboxildz erésebb affinitdst mutat az
5-HTP felé, viszont a DOPA dekarboxil4ciéjanak mértéke nagyobb.

A dekarboxildz gitlék koziil in vitro a karbidopa gétolta a leghatdsosabban
(ICso = 0,2 uM) az 5-HTP/DOPA dekarboxildz miikodését. Az Nsd-1015 1Cs,
értéke 41,6 uM az a-metil-DOPA 630 uM volt. Nsd-1015 ICsy értéke 5-HTP
szubsztrat jelenlétében 2,9 uM volt. A gatlasok hatdsossdga tovabbi bizonyitékot
nyujt a dekarboxildz jelenlétére. Az Nsd-1015 mindkét szubsztrat atalakuldsdra
kifejtett gatlé hatdsa, valamint a dekarboxildz enzimaktivitisok parhuzamos
véltozdsa a fejlodés sordn egy dekarboxildz enzim jelenlétét bizonyitja.

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

Az L-triptofan (100 uM) szignifikdnsan megvéltoztatta az embridgenezis
idejét; a kezelt embridk fejlédése kb. négy nappal (57%) megnyult. Hatdsdra az 5-
HT mennyisége 189,5 + 40,6%-al, mig a DA tartalom 123,6 + 49,4%-al emelkedett
meg. Az 50 pM tirozinnal kezelt embridk hét nappal (78%) késdbb keltek ki, noha
a DA szintjiik csak mérsékelten (24%) volt nagyobb, mint a kontroll embridké.
Mindkét prekurzor nagyobb dézisban torzuldst vagy halalt okozott. Az embridk
kifejlédése 10 uM pCPA-ban torténd inkubdcidjuk esetében kb. hét nappal (78%)
tovabb tartott. Ez alatt az 5-HT szintje 65,5 £ 19%-al, a DA szintje 43,45 + 14%-al
csokkent. Az aMPT 300 uM koncentriciéban nem befolyédsolta az intrakapszuldris
élet hosszdt, nagyobb koncentriciéban morfoldgiai torzuldsokat, majd pusztuldst
okozott. Az Nsd-1015 (10 uM) lelassitotta a fejléddést, a kikelés itt is hét nappal
késébb kovetkezett be a kontroll egyedekhez képest. MPTP (10 uM) hatdsira az



embridk fejlédési ideje kb. hat nappal (67%) nyult meg, a DA mennyisége 46 +
5%-al csdkkent. MPP* (100 uM) esetében kb. négy nappal (44%) kés6bb keltek ki
az embridk, a DA szint 37 + 6%-al csokkent. Eredményeink nyilvanvaléva tették,
hogy mind a monoamin szintek csokkenése, mind novekedése az embridgenezis
késleltetését eredményezi. Valamint az aktudlis 5-HT koncentracié befolydsolta a
DA szintet, kovetkezésképpen, optimdlis S-HT/DA ardny is fontos a fejlédéshez.

4.3. DAerg és 5-HTerg farmakonok hatasa a Lymnaea embrio kiilonbozd
viselkedési formaira

4.3.1 Forg6 mozgas

Az alkalmazott farmakonok eltérd koncentriciéban hatottak a veligera
larvak (35%) forgédséara, az oldatok toménysége 1- 1000 uM tartomanyon beliil
mozgott. Az 5-HT agonistak koziil az LSD (105%), 5-HT (50,5%), 8-OH-DPAT
(56%) és a DMT (40%) mar 1 uM koncentracidban jelentdsen serkentették forgast.
Mais 5-HTerg receptor agonistat toményebb (10-1000 uM) koncentraciéban kellett
alkalmazni, hogy hatast érjiink el veliik. Koziiliik a triptamin emelte meg legjobban
a forgdssebességet, majd ezt kovette a 2-metilszerotonin, DOI, végiil SCT. Ezzel
szemben, a 2-MPP agonista (1000 uM) ellentétes hatdst fejtett ki, 75%-al lassitotta
az embridk forgdsat. Az 5-HTerg antagonistdk koziil 10 uM koncentriciéndl a
mianszerin 35%-al csokkentette a forgasi sebességet, viszont a metiszergid 169%-
al meggyorsitotta azt. A 7-metiltriptamin (1000 pM) is agonistaként viselkedett. A
ketanszerin nem fejtett ki hatdst. A DAerg agonistdk is fokoztdk a veligera larvdk
forgasi sebességét, de hatdsuk Osszességében gyengébbnek bizonyult a legtobb
hasznalt 5-HTerg agonistdhoz képest. Koziilikk a DA (138%) hatott a legjobban,
ezt kovette a 100 uM apomorfin (66%). 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 (1000 pM) csokkentette a
forgést (82%). Megfigyeléseink alapjan megallapithat6, hogy mind az 5-HT, mind
a DA szabdlyozzdk a Lymnaea veligera larvak forgé mozgdsat, arra stimuldlo
hatést fejtettek ki. A két transzmitter rendszer hatdsdnak erdsségében kiilonbség
mutatkozott, az 5-HT rendszer hatdsosabban volt képes stimuldlni a forgast.

4.3.2. Csiisz6 mozgas

A 85%-os fejlettségi stddiumtdl az embrié felndttszerli mozgast mutat, a
petekapszula bels6 felszinén csiszkdl. A mozgdastipus farmakoldgiai manipulacidja
sordn, mar 1 pM koncentracidban az LSD 2254%-al, a metiszergid 1550%-al és a
8-OH-DPAT 787,5%-al fokoztdk a csiszé mozgas intenzitasat. Az 5-HT (10 pM)
265%-kal gyorsitotta az embrid cstszasit. Az 5-CT (1 mM) 3323%-os novekedést
véltott ki. A mianszerin (100 uM) mint antagonista 74%-kal gatolta az embrid
mozgésat. A DA hatdstalannak bizonyult.

4.3.3. Taplalkozas (radula mozgatas)



A 95%-os fejlettségli embridk tdpldlkozasi aktivitdsra az 5-HTerg
farmakonok koziil itt is az LSD bizonyult a leghatdsosabbnak, 1 uM
koncentraciéban alkalmazva a radula mozgas 140%-al élénkebbé valt. A DMT (10
uM) 74%-al felgyorsitva a nyelv mozgidsit. Az 5-HT csak 100 pM
koncentraciéban tudta 78%-os hatdsfokkal gyorsitani. Magas koncentraciéban (1
mM) a triptamin és a 2-metilszerotonin is képes volt 77-145% hatasfokkal
felgyorsitani a radula aktivitdsat. A vartt6l eltéréen, a DOI és a 8-OH-DPAT eltérd
hatdst értek el, lelassitottdk a reszelényelv mozgisit. A DOI 100 uM
koncentraciéban 64%-al, mig a 8-OH-DPAT 1 mM dézisban és 35%-al
csokkentette a mozgds aktivitdsit. Az alkalmazott 5-HTerg antagonistdk koziil csak
a mianszerin (100 uM) gatolta a nyelvmozgast (54%), a metiszergiddel (10 uM) és
a 7-metiltriptaminnal (100 uM) épp ellenkezd, serkentd hatdst értiink el a
vizsgdalatok sordn (70, ill. 35%). Az 5-HT-hoz hasonl6an, 1 mM koncentraciéban a
DA is serkentette mintegy 50%-al az embrié radula mozgist. A D, receptor
agonista apomorfin, a D, receptor antagonista klérpromazin és a D, ; receptorokat
antagonizal6 flupentixol eltéré koncentracidban (10-1000 uM) de gatlé hatdst
fejtett ki (50-80%). Eredményeink alapjan egyértelmii, hogy mind az 5-HT, mind a
DA serkent6leg hatott a nyelv mozgatdsara, az 5-HT hatdsa erdsebbnek bizonyult a
DA-nal.

4.3.4. Szivverés

Az LSD, triptamin és 5-HT kivételével az alkalmazott anyagok mind
gétoltdk az embrid szivverését. Az LSD-t (100 uM), 10%-al, mig az 5-HT (1 mM)
és a triptamin (1 mM) kozel egyformdn 20%-al serkentette a szivmiikodést. A
gétlas mértékét tekintve a kovetkezd sorrend alakult ki a tobbi 5-HTerg farmakon
kozott: DOI (10 uM, 15%) > 7-metiltriptamin (100 pM, 25%) > 8-OH-DPAT (200
UM, 23%) > mianszerin (500 uM, 246%) > DMT (1 mM, 41%) > 2-metil-5-HT (1
mM, 16%). A metiszergidnek és a ketanszerinnek nem volt hatdsa a szivverésre. A
DA agonistak koziil csak a p-tiramin, m-tiramin és a DA bizonyult gatlé hatdstinak
(15-32%) 100-1000 uM koncentraciéban, mig a bromokriptin és az SKF-38393
hatdstalanak bizonyult. A DAerg antagonistdk mint a klérpromazin, SCH-23390 és
szulpirid szintén hatastalanok voltak, de a flupentixol 1 mM mennyiségben 95%-al
csokkentette a sziv frekvencidjit. Vizsgalataink szerint az embrid szivverésére az
5-HT serkentdleg, mig a DA gatlélag hatott.

4.4. Farmakolégiai kezelések hatasa az 5-HT-IR elemek megjelenésére a
fejlodé embrioban

Kezeletlen 60-85%-0s fejlettségli  embridkban a  kozvetett
immunfluoreszcens festés utdn a fejlédé kozponti és periférikus idegrendszerben
jol kivehetéek voltak az 5-HT tartalmi elemek. Posztmetamorfotikus, felndtthéz
hasonlé embridkban jol lathatéak voltak a fdleg fej-, és labdicokban elhelyezkedd
5-HT-IR idegsejtek. A cerebrdlis és pedélis kommisszirdkban, valamint a cerebro-
pedalis konnektivumokban futé 5-HT-IR nytilvanyok pedig j6l kirajzoltdk, ahogy a
fejlédd idegdicok a garatkoriili-ideggytiriibe csoportosulnak. Az 5-HT-IR axonok



varikézus arborizdciéi is megfigyelhet6k voltak mar a kozponti idegdicokban,
valamint a 14b felé futé periférids nydlvanyok mentén. Ezzel szemben 0,01 mM
pCPA vagy 0,1 mM NSD-1015 kezelt embridkban sem kozponti, sem periférids
szinten immunreaktiv elem nem volt 1athaté. Immunhisztokémiai mddszerrel is
sikeriilt az Nsd-1015 és pCPA kezelés hatdsiara bekovetkezett 5-HT szint
csokkenést detektdlni, megerdsitve a triptofan-hidroxildz és dekarboxildz jelenlétét
az embridban.

sz 2

A kontroll 90%-os éllapotii embridkban mért cAMP szint 0,12 pmol/embrié
volt. Farmakoldgiai kezelés utdn, 0,1 mM 5-HT hatdsdra a cAMP koncentracid
62,7%-ra csokkent a kontroll értékhez képest, mig 0,1 mM LSD 54,4%-ra
csokkentette.

4.6. A *H-5-HT kotédés vizsgalata

Eredményeink szerint a jelzett ligand specifikusan kotddik az embriondlis
membrdn prepardtumhoz. A specifikus kotédés a koncentracié fiiggvényében
telitési gorbével jellemezhetd. A jelzett 5S-HT kotdédése nagy affinitdsu (Ky 7,36
nM, B« 221 fmol/mg pellet). A Scatchard analizis azt mutatta, hogy egyetlen
kothely létezik. A jelzett ligand kotOdését az aldbbi sorrendben gétoltdk az
alkalmazott farmakonok: 5-HT > 8-OH-DPAT > WAY 100635 > 5-CT = spiperon.

A forgé mozgds, a cAMP koncentricié és a jelzett 5-HT kot6dés
farmakoldgiai vizsgalatdbdl arra kovetkeztetiink, hogy a Lymnaea embrid
forgdmozgasat szabalyozé 5-HT receptor azonos a gerincesek 5-HT,, tipusi
receptordval. A tobbi viselkedés esetében nem sikeriilt megallapitani milyen 5-HT
vagy DA receptor tipus vesz részt a szabalyozasukban.

5. OSSZEFOGLALAS

A nagy mocsdri csiga, Lymnaea stagnalis embridiban vizsgiltuk az 5-
HTerg és a DAerg rendszer szerepét a fejlédés, egyes embriondlis viselkedések
(forgd és cstsz6 mozgds, radula mozgatdsa) és a szivmitkodés szabalyozasdban. A
kisérletek sordn biokémiai, farmakoldgiai €s immunhisztokémiai mddszereket
alkalmaztunk. Eredményeinket az alabbiakban foglalhatjuk ossze:

1. Mind az 5-HT mind a DA a fejlédés korai szakaszdban (12%) madr jelen van
az embridban, a DA mennyisége fokozatosan emelkedik a metamorfézisig,
mig az 5-HT tartalom viszonylag valtozatlan marad. A metamorfézis alatt
egyik monoamin esetében sem tapasztalhaté jelentds véaltozds, azonban a
fejlédés utolsé két napjdban mind kettd szintje drasztikusan megemelkedik.

2. A Lymnaea embrid szervezetében kimutathatd a monoaminok szintézisében
szerepet jatszé enzimek jelenléte, igy a tirozin és triptofdn hidroxildz és az 5-
HTP/L-DOPA dekarboxildz. Az utébbi esetében megéllapitast nyert, hogy



egy enzimrdl van sz6, mely mindkét monoamin szintézisében részt vesz. A
feltételezést aldtdmasztja, hogy a gerincesek dekarboxildz enzim gatlja az
Nsd-1015 mind az 5-HTP mind az L-DOPA atalakuldsét géitolja, valamint a
két szubsztratra mért aktivitdsa pdarhuzamosan valtozik az embridgenezis
sordn. Az enzim aktivitdsa koveti a monoamin mennyiségek valtozasat is
Farmakolégiai vizsgdlataink sordn megallapitottuk, hogy az endogén
monoamin szint akdr megemelése akar lecsokkentése kedvezdtleniil hatott az
embri6 fejléddésére, lelassitva annak menetét. Az embrié 5-HT tartalmanak
megvéltozdsa hatdssal volt a DA tartalomra is, amibdl arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy egy optimdlis 5-HT/DA ardny biztositja az embrié normélis
fejlodését.

A monoaminok nem csak az embri6é fejlddésére voltak hatdssal, hanem az
embrié egyes viselkedéseire és szivmiikodésére is. A forgd mozgdst mind az
5-HT mind a DA serkentette, mig a csiszé mozgdst csak az 5-HT gyorsitotta
meg, a DA nem volt rd hatdssal. A radula mozgdsra szintén serkentdleg hatott
a két monoamin. A forgds és radula mozgas esetében mindig az 5-HT volt a
hatdsosabb a DA-nal szemben. A szivmiikodésre egyforma koncentraciénal
fejtette ki hatdsat a két monoamin, de mig az 5-HT serkentette a szivverést,
addig a DA lassitotta azt.

Az embri6 monoamin receptorainak azonositisa csak a forgé mozgds
esetében sikeriilt. A veligera larva mozgasandl a kapott eredmények alapjan a
gerincesek 5-HT;, receptor altipusdhoz hasonlé receptor szerepét
feltételezziik. A fejlettebb embrid csiszomozgdsdndl a fizioldgiai
eredményeink alapjdn szintén 5-HT;, receptor meglétét feltételezziik, de
biokémiai vizsgdlatok hidnydban megerdsiteni nem tudjuk még ezt az
eredményt. A radula mozgatdsndl, ill. szivmikodésnél az alkalmazott
farmakonok olyan nagy koncentrici6 tartomanyban hatottak csak, hogy ez
megkérddjelezi specifitdsukat, ill. specifikus receptorok jelenlétét.
Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy mind az 5-HT, mind a DA
alapvetd szerepet jatszik a Lymnaea stagnalis érésében, illetve korai és
felndttkori magatartds formdinak szabalyozdsdban.
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