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|. BEVEZETES ESCELKITUZESEK

Az utébbi évtized kutatas eredményei alapjan atalanosan elfogadotta valt, hogy a
gerinces és gerinctelen alatok idegrendszerében taldlhatok olyan idegsejtek, amelyek a
szabadgyok-természetii nitrogén-monoxidot (NO) transzmitterként hasznéljak. Az an. NOerg
transzmisszié vizsgalata jelentés eredményekkel gazdagitotta a neuronok mikodésérsl
alkotott ismereteinket. Szamos kisérleti eredmény bizonyitja, hogy a nitrogén-monoxid
szerepet jatszik a szinaptikus kapcsolatok fejlodésében és az idegrendszer plaszticitasaban, a
tanulési- és memoriafolyamatokban, valamint egyes érzémikodésekben. Osszehasonlito
neuroanatomiai és neurofiziolégiai vizsgalatok kimutatték, hogy a foto- és kemorecepcio, a
faok filogenetikai fejlettségétél  flggetlendl, részben NOerg transzmisszio altal
meghatérozott folyamat.

Az Oligochaeta gyiiriisférgek viszonylag egyszeri felépitésii idegrendszerének kémiai
neuroanatomidjat az utébbi két évtized kutatasai részben feltartak. Részletes, tobbszordsen
megerdsitett adatok allnak rendelkezésre szdmos transzmitter, igy a szerotonin, dopamin,
oktopamin, GABA, FMRF-amid és P-anyag eloszl&si mintazatardl.

Ezzel ellentétben a feltehetéen NOerg neurondlis struktirak lényegében ismeretlenek,
annak ellenére, hogy az Oligochaeta fajok nemcsak az idegrendszer filogenezisét, hanem
annak regeneracidjat kutato vizsgdlatoknak is kedvelt objektumai. Ezért célul tiztik ki

- a Lumbricus terrestris NOerg neurondlis struktUrdinak azonositasdt immun- és
enzimhisztokémiai modszerekkel;
- ajelolt strukturak eloszlasi mintézaténak és funkciondlis anatomigjanak feltarasit a
kornyeki és kozponti idegrendszerben.
Az NOerg neurondlis struktarék azonositésa gerinces kisérleti alatokban immun- és

enzimhisztokémiai modszerrel (NADPH-diaforaz hisztokémiai) egyardnt megoldhato, mig
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gerinctelen modell-allatok esetében, néhany kivételtsl eltekintve, csak az utobbi mddszer
alkalmazhat6. Az egyszeriisége és viszonylagos olcsdsaga miatt kozkedvelt hisztokémiai
mbdszer alkalmazésaval nyert eredmények értékelését azonban jelentés mértékben neheziti
az a tény, hogy annak specifikussagat tébb tanulmany megkérdsjelezi, vagy egyenesen
tagadja. Ezért alapvetd feladatnak tartottuk a NADPH-diaforaz hisztokémiai reakcio
specifitdsdnak részletes vizsgalatét, tovabba a NADPH-d aktivitds szubcelluléris
lokalizéciojanak feltérasét.

A NO hatdsmechanizmusanak alaposabb megismeréséhez neurofizioldgiai
vizsgdlatok elvégzéset lattuk szikségesnek. Mivel a Lumbricus terrestris kdzponti
idegrendszere erre a célra a ducokat hatarolé vastag burok, az idegsejtek mérete miatt nem
idedlis objektum, vizsgdlatainkat egy konnyebben kezelheté6 modell-allaton Helix pomatia-n
végeztik. Vizsgalatainkat a garatalatti dic NOerg neuroncsoportjai kozelében elhelyezkeds,
és sgja NADPHd-aktivitést is mutatd Oridsneuronjait hasznéltuk, annak megallapitéséra,
hogy a felszabaduld nitrogén-monoxid

- milyen hatést gyakorol az 6rias idegsejtek ingerlékenységére
- a membran ingerlékenységének megvaltozasa milyen fiziolégias véatozésokkal

magyarazhato.

. ANYAGOK ESMODSZEREK

Enzimhisztokémiai, = immuncitokémiai, palygeldlési és  elektronmikroszkdpos
vizsgdlatainkhoz ~ foldigiliszta (Lumbricus terrestris L, Annelida, Oligochaeta),
elektrofiziologiai kisérleteinkhez éti csiga (Helix pomatia L. Mollusca, Gastropoda) ivarérett

egyedeit haszndltuk. Az A&latokat természetes él6helyukrél — gydjtottik, vagy
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allatkereskedésbdl vasaroltuk és a kisérletek kezdetéig standard laboratériumi korulmények

kozott tartottuk.

1. Immuncitokémiai vizsgalatok

A vizsgdlati anyagokat 4%-os paraformaldehid (PFA) oldattal rogzitettik, majd a
szokvanyos permedbilizalasi, blokkolasi lépések végrehgjtasa utan a nitrogén-monoxid
szintéz (NOS) kulonbozo szakaszai ellen termeltetett antitestekkel (bNOS 1409-1429, bNOS
251-270, Sigma; bNOS Transduction Laboratories) hajtottuk végre az immunfestéseket.

Vizualizalésra ExtrAvidin-peroxidaz komplexet hasznaltunk.

2. NADPH-diaforéz hisztokémia

Az enzimaktivitds kimutatdsdra nitro blue tetrazolium (NBT) vagy 2-[2'-
benzothiazolyl]-5-styryl-3-[4’ -phthalhydrazdyl]-tetrazolium klorid (BSPT) és b-NADPH
frissen Osszedllitott keverékét (pH 7,4) haszndltuk, amelyben a kilonbdzé médon fixalt,
illetve enzimgétlokkal elokezelt mintakat standard koriilmények (1-2 6ra, 37 °C-on, sbtétben)

kozott inkubaltuk.

2.1. A NADPH-d fixalas-érzékenységének vizsgalata
A fixdlas optimalis idétartamanak megdllapitasara révid (min. 3 6ra) és hosszll (24-48
0ra) idétartami 4%-os paraformaldehid, 2,5%-0s glutéraldehid, illetve paraformaldehid és

glutéraldehid keverékekben torténd rogzitéseket alkalmaztunk.

2.2. Specifikus enzim-gétlok és blokkolok alkalmazasa
A NOS-tdl fuggetlen NADPH-d aktivités kisziirésére a kovetkezé enzimgatlokat,

illetve blokkol6 vegyUleteket hasznaltuk:
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Dicumarol: a DT-diaforédzok és a NADPH-dehidrogenazok kompetitiv inhibitora;

Levamisol: az alkalikus foszfataz nem kompetitiv inhibitora;

Miconazol: citokréom P450 kompetitiv inhibitora;

Natrium-azid: mitokondridlis 1égzési enzimek kompetitiv inhibitora;

Piruvat: laktat-dehidrogendz kompetitiv inhibitrora;

Miconazol és nétrium-azid keveréke: a mitokondrialis és citokrém P450 enzimek egylttes
blokkolésa;

N-etil-maleimid: a szulfhidril csoportok blokkolasa;

N-etil-maleimid és piruvat keveréke: az Un. ismeretlen dehidrogendzok miitkdésének gétlasa.

2.3. Szubsztréatspecifitas vizsgalata
A neurondlis NADPH-diaforéz szubsztraspecifitasat kilonbdzé nukleotid koenzimek

(o- ésB-NADPH, illetve a- és B-NADH) alkalmazésaval tanulmanyoztuk.

3. Palyajeldlés

A szegmentalis idegeken a a periféridra projicidld neuronok, illetve a primér
érzékhamsejtek kozpontba futé rostjainak azonositésara extracelluléris lucifer sarga (Lucifer
Yellow [LY], Sigma Kft, Bp.) toltést (negativ &am, 1 Hz, 600nA, 500 msec, 1-1,5 6ra)
alkalmaztunk.

Az extracelluldris toltés utan végrehajtott NADPH-d hisztokémiai reakcidval
vizualizaltuk az NOerg neurondlis strukturdkat. A kettés jeldlési idegelemeket Nikon

Optiphot-2 tipustl mikroszképpal azonositottuk.

4. Dokumentélas

A fénymikroszképos vizsgalatokra készitett preparatumok jelolt struktiréinak
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anatdmiai poziciojéat totaprepatdtumok és az azokbdl készilt sorozatmetszetek vizsgalata

alapjan hatéroztuk meg.

5. A NADPH-d aktivités ultrastruktirdlis lokalizécidja

A NADPH-d aktivités sejtszintii lokalizaciojanak megallapitésdhoz BSPT és NADPH
keverékében inkubdlt, majd ozmium-tetreoxiddal rogzitett mintékat hasznatunk. Az
ultravékony metszeteket kontrasztositas nélkil, esetenként uranil-acetdt és 6lom-citrat

kontrasztosités utén vizsgaltuk.

6. Elektrofizioldgiai vizsgdlatok

A NO fiziolégia hatasait €ti csiga garatalatti dicanak oOridsneuronjaiban, két
elektrédas voltage-clamp  elvezetésekkel tanulményoztuk. NO-donorként  natrium
nitroprussidot (SNP) és S-nitro-N-acetilpenicillamint (SNAP) haszndltunk. A kontroll

kisérletekben SNAP helyett N-acetilpenicillamint (NAP) alkalmaztunk.

I1l. EREDMENYEK

1. Azimmuncitokémiai vizsgalatok eredményei
A rendelkezésre dl6 NOS-antitestekkel specifikus festédést nem értlink el. Emiatt a
feltehet6en NO-termelé neuronok illetve idegrostok megfestésére a nitrogén-monoxid szintaz

hisztokémiai markereként ismert NADPH-diaforéz reakciét alkalmaztuk.

2. A NADPH-d reakcio specifitasa

Megallapitottuk, hogy a legkedvezébb specifikus jel — hattér ardny 6-12 6ras 4%-0s
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paraformaldehid fixdlassal érheté e. A fixalo glutédraldehid tartalma még az alkalmazott
legalacsonyabb koncentracidban (0.25% glutéraldehid, 4%-o0s PFA-ban) is gatolta az enzim
mitkodését és az aldehidkeverékben rogzitett mintakban formazanlevlast nem tapasztaltunk.

Enzimgatldk alkalmazésdval bizonyitottuk, hogy PFA-fixalas uténi formazan levalas
aneuronalis NOS aktivitasanak tulgjdonithato.

Megdllapitottuk, hogy modell-dlatunk feltehetéen NOerg neurondlis strukturai
hisztokémiai kordlmények kozott csak a R-NADPH-t képesek a tetrazdlium-szinezékek
formazanna redukalasadhoz felhasznélni. Mas redukdlt nukleotid-koenzimek (a-NADPH, b-
NADH és a-NADH) alkalmazasaval nem értlink el specifikus festédést, azaz a kimutatott

enzimre magas foku szubsztrét specifités jellemzé.

3. A bérizomtémlé NADPH-d pozitiv strukturéi

Er6s NADPH-d aktivitast taldtunk a bérizomtdmlé6 hamjanak szabad
idegvégzédéseiben  (feltételezett tapintasi  és  nyomasérzékel6  receptorok), a
kemoreceptorként ismert Un. penetrativ uni- és multicilidris érzéksejtekben, valamint a
fotoreceptorokban (Un. faoszémalis primér érzékhamsejtekben). Nem jel6lédtek a hamban
szétszortan elhelyezked6 Un. nem penetrativ multiciliaris érzéksejtek (mechanoreceptorok).

A penetrativ uni- és multicilidris érzéksejtek az érzékszervekben (szenzilla)
csoportosultak, amelyek a prosztémium és az elss 3-4 szelvény, a nyereg, valamint az utolsd
4-5 kaudalis szelvény kivételével azonos mintazatot mutatva helyezkedtek el a test minden
szelvényében.

A sertékkel egy vonalban elhelyezkedé nagyobb méretti érzékszervek ovszerii
alakzatot formaltak. A szelvények ellilsd és hatsd részében kisebb méretii, szabalytalan
elrendezédésii érzékszerveket taldltunk, amelyek kilondsen nagy szdmban fordultak el6 a

nefrididlis pérusok korul. Ez a jellegzetes mintazat nem alakult ki a nyereg tertletén, ahol

7

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

kevés érzéksejt jelolodott, illetve jelentésen modosult a prosztomiumban és az utolsd
kaudalis szelvényekben.
A prosztémiumban és az utolsd 5 testszelvényben siiriin elhelyezkedo érzékszervek

k6z6tt nagy szdmban taléltunk jel6lt fotoreceptorokat.

4. Az elébél és a sztomatogasztrikus ganglionok jel6lt struktiréi

Er6s NADPH-diaforaz aktivitast taldltunk a szgjireg dorzdlis falanak érzékszerveiben
elhelyezkedé uni- és multiciliaris primér érzékhamsejtekben, tovabba a sztomatogasztrikus
ganglionokban. Az els és hatodik par sztomatogasztikus ganglion 13-16 db, atébbi ganglion

6-9 db jelolt sejtet tartalmazott.

5. NADPH-d pozitiv szenzoros rostok a kdzponti idegrendszerben

A testszelvények NADPH-diafordz pozitiv primér érzékhamsejtjei  centrdis
nyulvényainak lefutasét a hasdiclanc szegmentdis idegeiben és a dicokban is kovettik.
Jelolt rostokat mind az 6t par szenzoros axonkéteg (Un. dorzdlis- intermedio-medidlis,
intermedio-laterdlis, ventromedidlis és ventrolaterdlis hosszanti szenzoros axonkdteg)
tartalmazott, amelyek kozil a ventromedialis és a ventrélis oriasaxonok koril elhelyezkeds
ventrolaterdlis kéteg mutatta a legerésebb festédést.

Extracellularis toltés alkalmazasaval kimutattuk, hogy a dicokba belépd szenzoros
rosok T vagy Y alakban eldgazva, fokozatosan elvékonyodd leszdllo (descendens) és
felszalld (ascendens) &gakat képeznek. Az el6bbiek egy, az utdbbiak harom szelvényen &
voltak kovetheték. A szenzoros axonkotegek szervezédése arra utal, hogy a Lumbricus
terrestris idegrendszerében az egy szelvénybdl befutd érzéimpulzusok legaldbb 4 duc
idegsejtjeinek muikodését befolyasolva valtjdk ki a test dsszerendezett mozgasat biztositd

motoros valaszreakciokat.
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A garatalatti dicban és az elsé négy hasdlicban a mar ismertetett 6t par szenzoros
axonkotegen kivil két par, eddig nem ismert, dorzomedialis poziciéju szenzoros rostkoteget
irtunk le.

Leirtuk az agydic 0On. kommisszirdlis rétegének NADPH-diaforéz pozitiv
rostkotegeit. Megdllapitottuk, hogy a prosztébmium és a szajireg dorzalis faldban
elhelyezkedé primér érzékhamsejtek centralis nydlvanyai, illetve a hasdlclanc szenzoros
axonkdtegel a kommisszrdlis réteg kulonbozé terlletein  vetllnek. Eredményeink
megerdsitik azt a kordbbi feltételezést, hogy az agydic kiemelkedé szerepet jdtszik az
érzémilkodések integréciojdban, illetve az érzéimpulzusok altal generdlt motoros
vélaszreakciok szervezésében.

Az el6zéekben ismertetett szenzoros rostkdtegeken kivil azonositottunk két pér
NADPH-diaforéz pozitiv rostkéteget, amelyek nem lépnek be az agydic kommisszarélis
rétegébe. A prosztémidlis ideg medidlis részén futd rostkoteg lefutasat a garatalatti dicig,
mig a garatkonnektivum laterdlis oldalan futd rostokét a prosztomialis idegig kovettik, de a

rostok pontos végzédését nem sikerlilt megdéllapitanunk.

5. A kozponti idegrendszer jeldlt sgjtjel

Kilonbozé intenzitassal fest6dé NADPH-diaforaz pozitiv neuronokat nagy szamban
taldltunk a kozponti idegrendszerben, amelyek az ivari ganglionok, a garatalatti dic és az
agyduc kivételével azonos mintézatot mutattak minden ganglionban.

A legerésebben fest6ds, ventromedidlis pozicioju idegsejteket tapintoreceptorként
(Un. T-sejtek), mig a 2-3. szegmentalis ideg mellett elhelyezkedé neuronok egy részét
nyomasi receptorként (an. P-sejtek) azonositottuk.

Leirtunk egy eddig nem ismert, nagy valOsziniséggel centrdlis érzosejtként

funkcionalé neuront, amely kozvetlenil az elsd szegmentalis ideg mogott helyezkedik el,
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nyulvéanyai pedig a ventrolaterdlis szenzoros axonkotegben futnak.

A ganglionok ventromedidlis, laterdlis és dorzolaterdlis részén elhelyezkeds
kisméretii. NADPH-d pozitiv sejteket motoneuronként, mig a periférids nyulvannyal nem
rendelkezé jeldlt sejteket NOerg interneuronként azonositottuk.

A garatalatti dic és az ivari ganglionok nagyobb sejtszama az elsé esetben részben a
ductsszeolvadas kovetkezménye lehet, illetve az utdbbi struktira jelolt sejtjeinek egy része
az ivarszervek beidegzésében jatszhat szerepet.

Az agydlc nagy szamban tartalmazott NADPH-diaforaz pozitiv sejteket, amelyeket

elhelyezkedésiik alapjan négy csoportba soroltuk. Az elsé csoportba tartozd sejitek medidlisan

helyezkednek el, az agyduc poszterio- és anteriomedidlis felszinén. A masodik csoport seitjei

laterdlisan, a harmadik csoporté a garatkonnektivum hatédrdn, mig a negyedik csoportba

tartozok elszértan helyezkednek el az agyduc anteriomedidlis felszinén.

6. NADPH-d aktivitas cellularislokalizacidja

Kimutattuk, hogy a jelolt sejtekben a NADPH-diafordz aktivitdés dontéen a
citoplazmaban lokalizalodik, bar taldltunk membranhoz kétott (magmembran kilss lemeze,
durva felszinii endoplazmés retikulum) frakcidkat is.

A legjellegzetesebb membrankotott enzimaktivitas a  primér  érzékhdmsejtek
axonjaiban fordult €l6, ahol az a szubmembran ciszterndk membranjahoz kapcsolédott. Ez a
jellegzetes el6forduléds felveti az NO fokdlis felszabadulasanak lehet6ségét, ami az érz6

mitkddések finom moduldlését biztosithatja az érzérostokban.

7. A NO hatésa az idegsegjtek aktivitasara
Két elektrodés voltage-clamp kisérletekkel kimutattuk, hogy az NO-donorok

csokkentik az akcids potencidlok latenciga és novelik a tlzelési frekvenciét, tehdt a
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membran ingerelhet6ségét fokozzak.

Az SNP a beadast kovet6 6t perc utén érte el a maximumét, kb. 25%-val csokkentve a
kimens Ca’*- fliggd K* &amokat. A véltozast &ram/feszilltség gorbén &brézolva
megdllapitottuk, hogy a kimens Ca®* fiiggé K* &ramokra jellemzd gorbe jellegzetes N-alakja
megsziint. Hasonl6 eredményt kaptunk SNAP beadasdt kovetéen, mig a NAP nem
befolyasolta a membran elektromos tulajdonségait.

Ca’* mentes oldatban az SNP-nek nem volt mérheté szignifikans hatésa. Elézetes

vizsgdlatok kimutattak, hogy a NOS-inhibitor metilénkék nem blokkolja teljes egészében a
kimené aramokat. Eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a nitrogén-monoxid két
kilonbdzé Utvonalon, egy direkt (protein foszforilacion) és a egy indirekt (cGMP kaszkad

rendszeren) keresztiil fejtheti ki a hatéséat a Ca?* fliggs K+ aramokra.
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