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,knowledge comes to man through the door of the senses”
Heraclitus



1. BEVEZETES

1.1. A szenzoros rendszer jelentosége

Mar az allati egysejtiiek is rendelkeznek azon képességgel, hogy reagalnak az ket
koriilvevo fizikai és kémiai kornyezet hatdsaira. A tObbsejtii allatokban specidlis sejtek
differencialodtak a kiilonbozé ingerek detektalasara és azok elektromos jellé torténd
atalakitasara. Ezek legdsibb formaja a centralis nytlvannyal az idegsejtekkel szinaptizalodo
un. elsddleges érzékham, amely fOleg a gerinctelen allatokban fordul eld. A masodlagos
érzékhamsejtek az érzékszervekben lokalizalodo nyulvany nélkiili energiaatalakito, transducer
sejtek, amelyek a stimulus hatasara akcids potencidlokat termelnek és azokat a veliik
szinaptizald idegsejtek nyalvanyaira tovabbitjadk. A harmadik sejttipus az Gn. érzd idegsejt,
amelynek periférids nyulvanyai vagy szabadon, vagy specidlis idegvégtestet kialakitva
végzbdnek a ham-, kotd- és izomszovetekben (Brusca és Brusca 1990).

Az érzékhamsejtek, vagy érz0 idegsejtek altal inger hatasara indukalt elektromos jelet
(akcios potencial) az idegrendszerben az interneuronok dekddoljak, értékelik és megfeleld
valaszreakciot alakitanak ki, amelyek szintén elektromos jelként az un. motoneuronok
kozvetitésével jutnak el a végrehajtd (effektor) sejtekhez, szovetekhez. Ez a folyamat az
adekvat inger altal kivaltott valaszreakcio, azaz a reflex (1. abra). A reflexiv vizsgalata és az
egyes alkotorészek anatomiai, mitkodési sajatossagainak feltardsa elOsegiti az integrativ
idegrendszeri folyamatok alaposabb megismerését. Az idegrendszer specialis tulajdonsaga az
informacido rogzitd ¢és tarolo képessége, amely lehetévé teszi a gyors és megfeleld

valaszreakci6 kialakitasat a mar ismert és rogzitett kornyezeti ingerekre.



Erzékszerv (sensilla)
Szenzoros meuron

1. abra. A reflexiv sematikus rajza.

A fizikai és kémiai hatdsok széles skaldja éri folyamatosan az allati szervezetet,
amelyek érzékelése létfontossagu. Ennek megfeleléen specialis neuronok, illetve szenzoros
sejtek, sejtcsoportok differencidlodtak, mint fény, nyomads, kémiai és hodetektorok. Ezeket az
idegrendszeri specializacidkat receptoroknak nevezziik, amelyek a szervezet egyéb
rendszereivel egylittmiikodve biztositjak, hogy az allat a kornyezetérdl és annak valtozasairdl
pontos ¢és gyors informaciokhoz jusson. Az adekvat szenzoros érzékelés €és a gyors hatékony
reagalas lehetové teszi, hogy az egyed megfelelden adaptdlodjon az éppen érvényes
kornyezeti allapothoz, illetve 0j lehetdségeket aknazzon ki.

A szenzoros rendszer differencialédasara kiilondsen nagy hangsuly tevodott a
torzsfejlodés folyaman. Az allatok érzékelésének sokszinlisége dsszhangban van a kornyezet
sokszintiségével, amely folyamatosan hatdst gyakorol rajuk. A természetes szelekcid mind a
ragadozoktol, mind pedig prédaiktol megkoveteli, hogy érzékelésiik a lehetd legkifinomultabb
legyen, csak igy biztositott a fennmaradasuk. Ennek a folyamatnak koszonhetéen az
érzékszervek széles skaldjaval taldlkozhatunk a ma €16 4llatcsoportokban, ami azt is mutatja,
hogy a tokéletes érzékszerv mindenkor jo evolucids stratégianak bizonyult.

A szenzoros rendszer pontos feltérképezése a kiilonbozd fajokban nagy
evoliciobiologiai jelentdséggel bir. A korai evolucids szintet képviseld allatcsoportok -
gytriisférgek, puhatestiiek- kezdetleges idegrendszeri szervezddése lehetdvé teszi a szenzoros

rendszer részletes anatomiai, valamint funkcionalis vizsgalatat. A kisérletek eredményei



segitséget nyujthatnak a magasabb evolicios szintet képviseld, komplex idegrendszerrel

rendelkez6 allatok szenzoros mechanizmusainak megértéséhez.

Az idegrendszer miikodésének reprezentativ sajatossdga a reflexmiikodés, amely az
allati szervezet minden fejlédési szintjén jelen van. Legegyszeriibb formajaban -egy detektor
indukalasat kovetden- az adott ingerre adott sztereotip reakcid, amely a legtobb esetben
valamilyen motoros aktivitdst eredményez. Ennek megfelelden rendelkezik egy afferens
résszel, amely egy jelfelfogd szenzoros alegységbdl all és az informaciot a kdzpontba
tovabbitja.

A szenzoros informacio eredetét tekintve lehet kiilsé, amelyet az exteroceptorok
érzékelnek €s kozvetitenek, mig a szervezet belsd allapotardl az interoceptorok tajekoztatjak a
kozponti idegrendszert. A két rendszer folyamatos, 6sszehangolt miikodése képessé teszi az
adott fajt a megfeleld, gyors €s pontos reakciora.

A szenzoros rendszer afferens részét a receptorok adjak, amelyek kiilonb6z6 ingerek
felvételére -és fiziologias jellé torténd atalakitasara- specializdlodott idegsejtek. A
receptorsejtek legdsibb tipusa a sajat afferens, kézponti nytlvannyal rendelkezd primer
érzékhamsejt. Ezek a sejtalakok nagy szamban fordulnak eld gerinctelen 4llatok
koztakarojaban, de a gerincesekben is megtalalhatdak.

A szenzoros receptorokat kovetden egy integrativ rendszer dolgozza fel az
informaciokat, értékeli azokat, illetve gyakran 6sszefliggésbe hozza korabbi informaciokkal,
majd a korilményeknek megfeleld dontéseket hoz. Ezt kdvetden a motoros rendszer 1ép
miik6désbe, ami a dontéseket motoros paranccsa konvertalja, ezzel befolyasolva az effektor
rendszerek mitkddését.

Mar hosszu ideje a neurologiai kutatasok egyik kozponti témaja az idegrendszer és a
motoros rendszer kapcsolata, a motoros szabdlyozas mechanizmusa. Az egyszeriibb
mozgasformakhoz tartoznak a primitiv reflexek, amelyek a szenzoros inputok altal kivaltott
akaratlan, sablonos és osztalyozott valaszreakciok. A kivaltott mozgasok lehetnek fixalt
akcios mintazatok (Fixed Action Pattern, FAP), -altalaban az egyszeriibb, lokalis reflexeket
soroljuk ide-, lehetnek ritmikus motoros mintazatok (Rhytmic Motor Pattern, RMP) -ezek az
akaratlagos kontroll alatt all6 komplex mozgasok-, illetve kozvetlen iranyitott mozgasok
(Direct Movement, DM).

Az RMP a viselkedési mozgasmintdzat spektrumanak nagy részét lefedi, ezen
mozgasok hatterében az in. kozponti ritmusgenerator (Central Pattern Generator, CPG)

mechanizmus all. A CPG egy relativ kicsi és autonom neuralis halozat, amely altal 1étrehozott
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endogén mikddési mintdzat a rendszer kimeneteinél mérhetd (Grillner és Graybiel, 2006).
Gerinctelen modellallatok idegrendszeri miikodéseinek vizsgalata soran bebizonyitottak, hogy
az RMP a kozponti idegrendszer altal generalddik, és izoldlt idegrendszer esetében is
regisztralhatd (Marder és Calabrese, 1996). Szelvényezett allatokban kimutattak, hogy egyes
szelvények oOnalldan képesek az alap helyvaltoztat6 mozgasmintazat képzésére. Ez azt
mutatja, hogy minden egyes szelvény ganglionjai individualis oszcillatorként mikodo
kozponti ritmusgenerator (Delcomyn, 1980; Marder és Calabrese, 1996).

A motoros parancsok szervezéséért a koordinacios rendszer a felelds, amely a kozponti
idegrendszer részeként biztositja, hogy az egyes effektor szervek, szervesoportok a kornyezeti
tényezOknek megfelelden zavartalanul, hatékony moédon miikddjenek. A  szenzoros
informaciok szerepe a motoros mintazat megvaltoztatasaban van. Kozvetleniil a CPG-re hatva
moddositjak a kimend motoros programot és megvaltoztatjak az 4llat viselkedését. A szenzoros
inputok hatdsa gyakran attol fliigg, hogy éppen milyen fazisban érik az aktudlis motoros
mintazatot. Kozvetleniil a valaszreakcid utdn érkezd szenzoros informaciok korrekcios
hatassal vannak a kozpont mitkodésére, és ezaltal visszaallitjadk a normalis CPG mintazatot.

A motoros mitkodés folyamatos kontroll alatt van. Az efferens kontrollban nagy szerepe
van az interoceptorok altal szolgaltatott informacidonak. A homeosztazis fenntartasdhoz

létfontossagu ezen rendszerek Gsszetett, folyamatos és zavartalan miikddése.

1.2. A gylirusférgek idegrendszere

A gytrisférgek ducidegrendszerrel rendelkeznek, amelynek anatomiailag két részét
tudjuk elkiiloniteni; megkiilonboztetiink kézponti (centralis) és kornyéki (periférias) részt. A
kozponti részt az agyduc (ganglion cerebrale, GC), a szelvényenkénti ganglionokbodl felépiild
hasdtclanc (ventral nerve cord, VNC) és az ezeket 6sszekoté konnektivumok alkotjak. A
kornyéki részt a dacokbol kilépd szegmentalis idegek, a sztomatogasztrikus ganglionok
(STG), a bélplexus, valamint a borizomtomld érzéksejtjei alkotjak (Smallwood, 1926;
Jamieson, 1981).



1.2.1. A kozponti idegrendszer

1.2.1.1. Az agyduc anatomiai jellemzése

Az agyduc a harmadik testszelvényben dorzalisan, a szajireg, illetve a garat felett
helyezkedik el. A kozépvonala mentén két, bilaterdlisan szimmetrikus ganglionfélre
(hemiganglion) oszlik. Szegmentalis idegei a prosztomialis idegek, amelyek a ganglion
lateralis oldalan erednek és a prosztomium, az elsd szelvény, valamint a szajlireg

innervaciojat biztositjak (Hess, 1925a) (2. abra).

oy , . szubepidermdlis
prosztomium szijiireg agydac /plcxus
/ I _I .IL / V. VL

/ garatalatti dic .f,zegmemélis
érzékbimbdk garatkdriili / idegek

konnektivum hasduclanc
2. abra. Lumbricus terrestris idegrendszerének makroszkopikus

szervezddése az anterior szelvényekben (Hess nyoman, 1925).

Az agydtc neuropilje eliils6, k6zéps6 és hatulsé régiora oszthatd. Az eliilsé neuropil
régiot projekcios neuron sejtek nyulvanyai alkotjak (Ogawa, 1939), a kozéps6 régid a
hasduclanc afferens végzddéseit tartalmazza, mig a hatulsé neuropil régidban interneuronok
nyulvanyai futnak, amelyek a garatalatti duccal vannak kapcsolatban. Hisztologiai vizsgalatok
soran neuroszekrécios sejteket is azonositottak, és ezek anatdmiai pozicidjat meghataroztak

(Teichmann és mtsai, 1966).

Az agyducot a garatalatti (suboesophagedlis) duccal a garatot kétoldalrol kortiloleld

garatkonnektivamok  (circumpharyngealis connectivum) kapcsoljak  0ssze, amelyek



interneuralis és Szenzoros rostokat is tartalmaznak. Ez utobbiak a prosztomialis epithél feldl
szallitanak szenzoros informaciot, és a prosztomidlis idegen, majd az agydicon keresztiil
haladva a garatalatti diicban végzodnek. A garatalatti diic a ventralis oldalon elhelyezkedd
els6 harom idegdic Osszeolvadasabol alakul ki, interneuronokat és projekciés neuronokat

egyarant tartalmaz (Ogawa, 1939).

1.2.1.2. A hasduclanc anatomiaja

A hasduclanc (Ventral Nerve Cord, VNC) a hasi oldalon, a bérizomtomlé és a
bélcsatorna kozott a medidnszagittalis sikban hazodik az allat hossztengelye mentén a
negyedik testszelvénytél a kaudalis szelvényekig. A ganglionokbol harom par oldalideg
(szegmentalis ideg) ered, amelyek a kozponti és a periférias idegrendszert kapcsoljak Ossze.
Az 1. szegmentdlis idegek rostralis helyzetliek, kozvetleniil az anterior disszepimentum
mogott 1épnek ki a VNC ganglionjabdl. A caudalisan elhelyezkedd II. és I1l. szegmentalis
idegek szorosan egymas mellett erednek, ezért ezeket paros idegeknek nevezik. A
szegmentalis idegek kevertek szenzoros (afferens) és motoros (efferens) rostokat egyarant

tartalmaznak (Mill, 1978).

1.2.1.3. A kozponti idegrendszer szoveti szervezodése

A ducok -az agyduac kivételével- ventralis elhelyezkedésiiek, amelyet egy harom rétegii
tok (cOlomasejtek, kotészovet és izomréteg) a gangliontok (perineurium) vesz koril,
biztositva a tokon beliili sejtek téplalasat, valamint az anatomiai integritds megOrzeését
(Coggeshall, 1965). Anatoémiailag a ducok két hemiganglionbol allnak, amelyeket
kommisszirak kapcsolnak 6ssze. A ganglionok szdvettani szempontbdl egy kiilsd, sejtes €s
egy belsd, rostokbol all6 centralis neuropil régiora kiiloniilnek (Laverack, 1963; Prosser,
1935). A kozpontban motoneuronok, interneuronok, valamint centralis érzéneuronok

kiilonboztetheték meg.

1.2.1.3.1. A szenzoros rendszer

A legtobb gerinctelen allatcsoporttal ellentétben az Oligochaeta fajoknal a motoros és

interneuronokon kiviil centralis érzOneuronok is taldlhatéoak a ganglionokban. A centralis
10



érzéneuronoknak két csoportjat kiilonitjikk el, ezek a PN2 és a PN3 neuronok (Giinther és
Walther, 1971). A masodik szegmentalis idegt6él anterior iranyban helyezkedé PN2
sejtcsoportot nyomadsra érzékeny neuronokként irtdk le és P (pressure) sejteknek nevezték el.
A PN3 csoport, amelyek a masodik szegmentalis idegtdl anterior irdnyban helyezkednek el, T

(tactile) -tapintasérzékels- sejtekként azonositottak (3. abra).

anterior

P sejtek )
T sejtek

poszterior

3. abra. A centralis érzéksejtek -P és T sejtek- elhelyezkedése és
axonjaik lefutdsa Lumbricus terrestris ganglionjaban. I., II., III. a
szegmentalis idegek pozicioit jelolik (Glinther és Walther nyoman,

1971).

A ducokban elhelyezkedd sejtek nytlvanyai, valamint a belépd szenzoros rostok
hal6zata képezi a dacok neuropil allomanyat. Ez a rész feloszthato egy kiils6 részre, ahol az
interganglionaris palyak futnak, valamint egy centralis, kozponti neuropil régiora. A kiilsé
neuropil région beliil elkiilonitiink dorzomedialis (DM-IT), dorzolaterdlis (DL-IT), lateralis
(L-IT), ventrolateralis (VL-IT) és ventromedialis (VM-IT) interganglionaris palyakat
(Giinther és Walther, 1971). Az interganglionaris péalyakon kiviil megkiilonboztiink 5 par
hosszanti szenzoros koteget, a dorzalis (D-SLB), a ventrolateralis (VL-SLB), a ventromedialis
(VM-SLB), az intermedio-lateralis (IML-SLB) és az intermedio-medialis (IMM-SLB)
palyakat, amelyek a neuropil ventralis és lateralis részén helyezkednek el (4. abra). A
szenzoros axonkotegek lefutdsa, szervezddése jol ismert, azonban az nem vilagos, hogy

milyen funkciondlis szerep 4ll ezen elrendez6dés hatterében.
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4, abra. A hasduclanc konnektivum-régiojanak keresztmetszeti képe.
MGA: medialis 6riasaxon, LGA: lateralis oriasaxon, VGA: ventralis
oridsaxon, SLB: szenzoros axon koteg, IT: interganglionaris palyak,
VL: ventrolateralis, VM: ventromedialis, L: lateralis, IMM:
intermedio-medialis, IML: intermedio-lateralis, DM: dorzomedialis,

DL.: dorzolateralis (Giinther nyoman, 1971).

1.2.1.3.2. Az interneuronalis rendszer

Az interneuronok kozott megkiilonboztetiink szomszédos ducokat Osszekotd

poliszegmentalis interneuronokat, valamint intraganglionaris lokalis interneuronokat.

Az intragangliondlis interneuronok, amelyek orias interneuronok, altalaban egy ducra
korlatozodnak, kis atméréji axonjaik a ganglion neuropiljében végzddnek, bizonyitottan

szoros kapcsolatban vannak a medialis 6riasaxonnal.

A poliszegmentalis interneuronok legismertebb képviseldi a dorzalis és ventralis orias
axonok, amelyek a hasdtclanc teljes hosszaban végigfutnak. Az Odriasrostok szelvényes

eredetiiek, egyetlen unipolaris sejtbdl erednek (Gilinther és Walther, 1971).

A dorzalis 6riasrostok csoportjan beliil elkiilonitiink egy medialis (Medial Giant Axon,
MGA) és két lateralis (Lateral Giant Axon, LGA) oriasrostot. Ezek a rostok négy par motoros
neuronnal vannak kapcsolatban, amelyek az ellenoldali izomzatot idegzik be. Az MGA

sejtteste az elsdé €és a masodik szegmentdlis ideg kozott, az LGA szOméja pedig a paros
12



szegmentalis idegek vonalaban helyezkedik el. Ez utobbi feltételezhetéen az érzokotegekkel,
valamint az 6rias interneuronokkal all 6sszekottetésben (Dorsett, 1978). A lateralis rostok a
poszterior vég feldl anterior irdnyba, mig a medialis rostok az anterior végtdl a poszterior vég

felé szallitjak az ingeriiletet (Laverack, 1963).

A ventralis 6ridsaxonok (VGA) szémai szintén unipolarisak, a masodik szegmentalis
ideg magassagaban fekszenek. Axonja a hasduclanc teljes hosszan végigfut, bizonyitottan
kapcsolatban van az intermedio-medialis és intermedio-lateralis hosszanti szenzoros

axonkotegekkel (Giinther és Schiirmann, 1973).

poszterior

LGA sejttestje

anterior

5. abra. Az oOrias motoneuronok és az oOridsrostok lokalizacidja a
hasduclancban. GMNI1: elsé tipusti 6rids motoneuronok, GMN?2:
masodik tipusu 6rids motoneuronok, MGA: medialis oridsaxon, LGA:
lateralis oriasaxon I., IL., III.: a szegmentalis idegek pozicidit jelolik

(Giinther és Walther nyoman, 1971).
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1.2.1.3.3. A motoros rendszer

A ventralis ganglionokban Uin. 6rids motoneuronokat és kisméretli motoneuronokat
azonositottak, melyek tobbnyire kontralateralis projekcioju idegsejtek. Nytalvanyaik a dorzalis
neuropilt atszelve keresztezik a ganglion kdzépvonalat és a szemkozti szegmentalis idegen
keresztiil 1épnek ki a perifériara. Gangliononként dsszesen 50 motoneuron talalhato, amelyek
a dac rosztrokaudalis tengelye mentén egyenletesen oszlanak meg a szegmentdlis idegek
kozott. A sejtek perikaryonjai ventromedialis, illetve lateralis lokalizaciojuak. A nagyméreti
motoros neuronok (Giant Motoneuron, GMN) az ériasaxonokkal szinaptizalnak, és az allat
menekiilési reflexeinek kialakitasdban jatszanak szerepet. Giinther (1972) négy par Orias
motoneuront azonositott be, a sejtek perikaryonjanak pozicidéjat és nyulvanyaik pontos
lefutasat egyarant leirtak (5. abra).

Az els0 tipusu 6rids motoneuronokbol (GMNI1) gangliononként harom par talalhat6 a
szegmentalis 1degeknek megfelelden rendezddve. Ezek a neuronok a duc kiilonbozo
magassagaban helyezkednek el és a medialis oridsrost kollateralisaival szinaptizdlnak. A
nyulvanyaik a sejttestek lokalizaciojanak megfeleléen az elsd, a masodik vagy a harmadik
szegmentalis idegen keresztiil futnak a perifériara.

A ventromedialis lokalizacioju, kettes tipust o6rids motoneuronok (GMN2) a lateralis
oriasrostokkal képeznek szinapszist, majd axonjaik kettévalnak ¢és az egyik ag a
kontralateralis oldali harmadik szegmentalis idegen, mig a masik 4g a poszterior helyzetli
szomszédos ganglion els6 szegmentalis idegén keresztiil hagyja el a gangliont (Giinther és

Walther, 1971; Giinther, 1972; Dorsett, 1978).

1.2.2. A kornyéki idegrendszer

A ventrélis ganglionokbol 3 par szegmentalis ideg 1ép ki, ezek biztositjak a kapcsolatot
a kozponti és a periférias idegrendszer kozott. Az idegek mindegyike kevert ideg, azaz
afferens és efferens rostokat egyarant tartalmaz. A szegmentdlis idegeken at a perifériara
tavozd motoros axonokat mar az eldzdekben targyaltuk, ebben a fejezetben a kdzpontba
érkez6 szenzoros rostok és a periférias idegrendszer szenzoros elemei keriilnek targyalasra. A
bélidegrendszer részletes targyalasatol -eltekintiink, mivel a késdbbiekben ezekre a

struktirakra nem hivatkozunk.
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1.2.2.1. Epidermalis primer érzékhamsejtek

Az Oligochaeta gytriisférgek testfalaban szenzoros sejteket talalunk a peritoneum, az
izomréteg, illetve az epithél teriiletén. A hamréteg kiilondsen nagy szamban tartalmaz
valtozatos alakt primer érzékhamsejteket.

A bérizomtdmlé érzéksejtjeinek tobbsége csoportokba, érzékszervekbe, az un.
érzékbimbokba (szenzillak) rendezddik, maganyos sejtek ritkdn fordulnak eld. A nagyobb
szenzillak Gvszerlien veszik koriil az allatot, a szelvények kozepén, a sertékkel egy vonalban
az un. sertesorban helyezkednek el. A kisebb szenzillak szortan helyezkednek el a szelvények
sertesor elotti €s wutani részében ¢€s ezt a latszolagos szabalytalansagot csak a
kivalasztoporusok koriil koncentralodd érzékszervek torik meg. Ez az elrendez6dés a test
anterior és poszterior végét alkotd szelvények kivételével minden testszelvényre érvényes. A
fejlebeny (prosztomium) teriiletén kiillondosen nagyméretli szenzilldk talalhatok, amelyek
elrendez6désében szabalyszeriiséget nem lehet felismerni (Aros és mtsai, 1978; Langdon,
1895; Ogawa, 1939).

A szenzilldkba csoportosuld érzékhamsejtek szdmanak meghatidrozasa €s az egyes
szelvényeken talalhatd szenzilldk szama alapjan Langdon kiszamitotta az egyes
testszelvényekben koncentralédod receptorsejtek szamat. Megéllapitotta, hogy a legtdbb
érzéksejt a test elsd szelvényeiben talalhatd és a sejtek szama a rosztrokaudalis tengely
mentén fokozatosan csdkken egészen az utols6 4-5 szelvényig, amelyekben ismét a sejtszam
novekedése figyelhetd meg. Lumbricus agricola-ban 1900 érzékszervet szamolt meg az elsé
testszelvényben -a prosztomialis lebennyel egyiitt-, 1200-at a tizedik ¢és 700-at az
Otvenhatodik testszelvényben. Szamitasai szerint egy atlagosnak tekinthetd posztklitellaris

szelvényben kozel 20 ezer érzékhamsejt talalhato (Langdon, 1895).

A késobbi, korszeribb modszerekkel végzett hisztologiai vizsgalatok megerdsitették
ezeket az adatokat, s6t arra is felhivtak a figyelmet, hogy a Lumbricida fajok szenzillainak
szama ¢és megoszlasi mintazata nagyon hasonl6 a kiilonboz6é fajokban (Aros és mtsai, 1978;
Jamieson, 1981; Laverack, 1963; Moment ¢s Johnson, 1979; Myhrberg, 1967, 1971, 1979;
Sporhase-Eichmann, 1998).

A primer érzékhamsejteket fénymikroszkdpos vizsgalatok alapjan csoportositottak, a
sejttipizalashoz a szoma alakjat, illetve a sejtek nyulvanyainak jellegzetességeit vették
figyelembe (Hess, 1925a; Langdon, 1895; Ogawa, 1939). A legtobb sejttest kor, vagy orséd
alakti, a sejtnyulvanyok lefutasa meglehetésen valtozatos. Altalaban az tn. szubepidermalis

plexusban (lasd késébb: 1.3.2.1.2. fejezet) elagazodnak, végiil a szegmentalis idegekben
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szedddnek Ossze, bar eléfordul az is, hogy a centrélis nyulvany eldgazddas nélkiil halad at a
plexuson. Kisebb szamban eléfordulnak nagyméretii, hasab alaku sejtek, amelyeknek a
nyulvanya gazdagon elagazik a szubepidermalis plexusban, tovabbd a hamréteg apikalis
részén elhelyezkedd korte alaku szémaval és vastag centralis nyalvannyal bird sejtek,
valamint a hamréteg alapjan elhelyezkedd, kozel gomb alaku sejtek. Az ismertetett tipusokon
kiviil a test eliills6 szelvényeiben, kiilondsen a prosztomiumon, €s az utolsd6 un. kaudalis
szelvényekben nagy szdmban fordulnak el6 fotoreceptorok. Ezek kisebb szdmban a cerebralis
ganglionba futd szegmentalis idegek mentén, s6t az agyban is megtalalhatok (Hess, 1925b;
Jamieson, 1981; Rohlich és mtsai, 1970). A fotoreceptorok a test egyéb szelvényeiben is
eléfordulnak, féleg a dorzalis oldalon lokalizalodnak (Hess, 1925b; Moment, 1979).

Az ultrastrukturalis vizsgalatok tették lehetévé a primer érzékhamsejtek alaktani
sajatossagainak teljes feltarasat és részben funkciondlis jellegzetességeik megismerését.
Foldigilisztakban az érzéksejtek Ot tipusa kiillonboztetheté meg (6. abra): (l.) penetrativ
uniciliaris, (Il.) penetrativ multicilidris, (111.) nem penetrativ multiciliaris sejt, (IV.) az un.
faoszomas fotoreceptor és (V.) a bazalis csillos sejt (Aros és mtsai, 1971a, b; Jamieson, 1981;
Knapp és Mill, 1971; Mill, 1978, 1982).

6. abra. A primer érzékhamsejtek csoportositasa. Ultrastruktaralis
vizsgalatok alapjan. I: penetrativ uniciliaris sejt, II: penetrativ
multiciliaris sejt, III: nem penetrativ multiciliaris sejt, IV: faoszomas

sejt, V: bazalis csillos sejt (Jamieson nyoman, 1981).
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A penetrativ uniciliaris sejtek 9+2 szerkezeti felépitésti csilloja alapi testtel
rendelkezik és attori a kutikulat. A multiciliaris érzéksejtek csilloi szintén athatolnak a vékony
kutikulan és kozvetlen kapcsolatba kerililnek a kiilvilaggal. A sejtek valtoz6 szdmu, 4-18
csilloval birnak, a csillok alapi testtel, valamint bazalis csillogydkeérrel rendelkeznek. A
penetrativ uni- €s multiciliaris sejtek mindig érzékbimbokba tomoriilve helyezkednek el,
maganyosan nem fordulnak eld. Az érzékbimbokban elhelyezkedd tdmasztosejtek alakja és
szerkezete a multiciliaris sejtek felépitéséhez hasonlo. Az apikalis résznél zonula
adherensekkel kapcsolodnak egymashoz a tdmaszté ¢&s érzéksejtek. A test eliilsd
szelvényeiben az érzékbimbok altalaban 3-5 unicilidris sejtet is tartalmaznak, mig a tobbi
testszelvényben csak penetrativ multiciliaris sejtek talalhatok a szenzillakban (Knapp és Mill,
1971; Mill, 1978, 1982). Az érzékbimbokban soha nem fordulnak el6 nem penetrativ
multicilidris sejtek, amelyek magényosan (Un. szoliter sejtek), mirigy- és tamasztosejtek altal
koriilvéve, szortan helyezkednek el a borizomtomld hamjaban. A szoémabdl kilépd hossza
csillok kozvetleniil a kutikula alatt, a ham felszinével parhuzamosan futnak.

A fotoreceptorok valtozatos alakti, de altalaban gémb, vagy kissé ovalis formaja
sejtek, citoplazmajuk nagy részét egy ilireg foglalja el, amelybe nagy szamban nyomulnak be
csillok (Hess, 1925b; Rohlich és mtsai, 1970). Az allat teljes testfeliiletén talalunk
fotoreceptorokat, kiilondsen nagy szamban a prosztomium, az els6 két testszelvény, valamint
az utolso szelvény teriiletén. Eléfordulhatnak még a feji régié és a kaudalis szelvények nagy
idegi mentén, valamint az agyi ganglionban (Hess, 1925b).

A bazalis csillos sejt szerkezete a fotoreceptorokéhoz hasonld, de a szomabol kinyulo
csillokoteg alapjan attol konnyen megkiilonboztethetd. Ez a sejttipus kiilondsen nagy
szamban fordul el6 a posztklitellaris szelvények dorzalis oldalan (Myhrberg, 1979), funkcioja
teljesen ismeretlen.

A gytrisférgek testfalaban a primer érzéksejtek mellett szabad idegvégzddéseket is
talalunk amelyek egy részét efferens végzédésként irtak le (Langdon, 1895). Ezek
feltételezhetden az epidermdlis mirigysejtek szekrécidés kontrolljanak szabalyozdsdban

jatszanak szerepet (Coonfield, 1932).

1.2.2.2. A szubepidermalis és az izom plexus

A primer érzékhamsejtek nyulvanyai a hdmréteg alatt az Gn. szubepidermalis plexus

stiri halozatat hozzak 1étre. A plexus megléte mar a korai hisztologusok szamara is ismert
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volt (Hess, 1925a; Langdon, 1895), de a funkcid és a lehetséges miikodés kozotti elképzelések
erdsen kiillonboznek mind a mai napig. Langdon szerint ezt a plexust kizardlag efferens
szenzoros rostok alkotjak, amelyek kdzvetleniil a kozpontba futnak. Mas elképzelés szerint a
szenzoros axonok mellett egyéb rostok is eldfordulnak, korlatozott szamban még szenzoros-
motoros Osszekottetések is (Hess, 1925a; Smallwood, 1926;S Miller és Ting, 1949). Az
ideghaloként  jellemzett struktGra Prosser (1935) szerint nem csak neuronalis
Osszekottetéseket tartalmaz. A plexus atvagasat kovetden a testfal stimuldlasakor a
szegmentalis idegekben nem sikeriilt valaszokat indukalni, valamint a VNC hidnyaban maga a
borizomtomlo is képes lokalis reflexreakcidok fenntartasara.

Az ultrastruktiralis vizsgalatok kimutattdk, hogy a plexus rostjainak egy része
monoaminerg, amelyeken jellemzden axonalis megvastagodasok is eléfordultak. A legtobb
rostban 30-50 nm atmérdjii vezikuldkat sikeriilt kimutatni, szinaptikus kapcsolatra utald
membranspecializaciokat azonban mindeddig még nem taldltak. Korabbi vizsgalatok
eredményei azt mutattdk, hogy a szegmentdlis idegekben taldlhaté axonok szdma és a
periférids  érzéksejtek  szama  megegyezik  (Prosser, 1935; Ogawa, 1939).
Elektronmikroszkdpos megtigyelésekkel szamos kisebb axont sikeriilt feltdrni, de a szenzoros
axonok fiziojara mindeddig még nem talaltak bizonyitékot (Mill, 1975).

A primer érzékhamsejtek nyulvanyai a plexust kovetden a szegmentalis idegeken at
megszakitas nélkiil futnak a dicokba, ahol 6t par hosszanti szenzoros kotegbe rendezddnek
(Mill, 1982).

Az izomplexus kevéssé kondenzalt, rostjai szortan helyezkednek el az izomréteg
rostjai kozott. Tartalmaz afferens és efferens rostokat, amelyek a neuromuszkularis junkcio,
illetve az efferens izomkontroll kialakitdsaban jatszanak szerepet.

Mindkét plexus érz6- és mozgatd miikodésekben jatszott Iehetséges szerepére mar
hisztologiai ¢s ¢lettani kutatdsok felhivtdk a figyelmet (Hess, 1925a; Langdon, 1895;
Laverack, 1963; Mill, 1978, 1982) de a hipotézis egyértelmii kisérleti megerésitése,

alatdmasztasa mindeddig nem tortént meg.

r

1.2.3. Az idegrendszer kémiai neuroanatomiaja

A gytirisférgek idegrendszerében szamos neuroaktiv anyagot sikeriilt beazonositani

mind a kdzponti, mind pedig a kérnyéki idegrendszer strukttraiban (Rude, 1966; Robertson

¢s Osborne, 1979). A monoaminok koziil a szerotonin széles korben eléforduld
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neuromodulator anyag, amely a ventralis ganglionban lokalizalodo sejtek 5-10%-aban
megtalalhaté (Myhrberg, 1967, 1971; Sporhase-Eichmann és mtsai, 1987a,b). Szerotonint a
periféridn is sikeriilt kimutatni, relative nagy szamban taldltak immunreaktiv rostokat a
testfalban (Reglédi és mtsai, 1997b). Oktopamin immunreaktivitast is leirtak (Csoknya és
mtsai, 1996, 1997) az egyes idegsejtekben.

A gatld neurotranszmitterként ismert y-amino-vajsav (GABA) jelenlétét a kozponti
idegrendszerre korlatozva irtdk le. Meghataroztdk az immunreaktiv sejtek szamat és
eloszlasat. Az egyes ducokban, gangliontol fliggden a sejtek 4-8%-a bizonyult GABA
immunreaktivnak (Telkes és mtsai, 1996).

Széles korben vizsgaltdk az idegrendszerben el6forduld kiilonféle peptid természetli
anyagokat. Meghataroztak, az FMRF-amid (Regl6édi és mtsai, 1997c), a noradrenalin, a
calcitonin gén-relacios peptid (CGRP), a P-anyag, a proktolin, valamint a neuropeptid Y
immunreaktiv sejtek idegrendszeri eléforduldsat és gangliononkénti eloszlasat (Csoknya és
mtsai, 1992; Lengvari és mtsai, 1994; Regl6di és mtsai, 1997a).

A periférias idegrendszerben a primér érzékhdmsejtek tulajdonsagait vizsgaltak
részletesen. Kimutattak, hogy az ¢érzékhdmsejtek neurokémiai szempontbdl heterogén
populaciokba tartoznak. Transzmitter-specifikus sejteket mutattak ki kiilonb6z6 fajokban, igy
peptiderg (Curry és mtsai, 1989; Gesser és Larsson, 1986; Lengvari és mtsai, 1994; Reglodi
¢és mtsai, 1997a, 1999, 2000), aminerg (Ehinger és Myhrberg, 1971; Myhrberg, 1967, 1971;
Reglddi és mtsai, 1997b; Rude, 1966; Sporhase-Eichmann, 1998) és GABAerg (Telkes és
mtsai, 1996; Sporhase-Eichmann, 1997; Csoknya és mtsai, 2005) sejtcsoportok leirasara

kerilt sor. (Sporhase-Eichmann és mtsai, 1998)

1.2.4. A gyiirisférgek szenzoros miitkodése

A gytiristérgek képesek reagalni a kdrnyezetbdl érkez6 taktilis, kémiai, proprioceptiv
¢és fény ingerekre. Az er6s mechanikai és fényingerrel kivalthatd visszahtizodasi, menekiilési
reflexvalasz az 6sszes Annelida fajban megtalalhato, erdsen konzervalodott viselkedési forma.
A mechanikai és fényingerekhez valo alkalmazkodas -a habituacio- meglehetésen gyorsan
végbemegy (Clark, 1960a). Ez az egyszerii reflex a longitudinalis izmok gyors kontrakciojat
reflexvalasz része, ez a valasz azonban az alkalmazott inger iranyatol fugg. A reflexiv jol

definialhato elemekbdl tevodik Ossze; az afferens részhez a testfal, az érzékszervek, a VNC,

19



mig az efferens részhez a VNC ¢és a testfal hosszanti valamint korkords izomrostjai tartoznak.
A reflexben kitiintetett szerepe van az oriasaxonoknak, ezt szamos ligaturas, regeneracios és
embrionalis fejlédést vizsgald kisérlettel igazoltak (Prosser, 1935; Laverack, 1963; Friesen és
Chang, 2001).

Taktilis ingerre az allat egész testfelszinén indukalhaté valasz (Laverack, 1963). A
taktilis stimulusokra adott valaszokat az I. és a IIl. szegmentalis idegeken regisztraltak. A
testfal enyhe stimulalasara gyorsan adaptalodo valasz jellemzd, mig az ersebb nyomasi inger
-ami a testfal deformalodasat eredményezi- lassabban adaptalodo valaszokat general (Knapp
¢s Mill, 1967). Bullock (1945) kimutatta, hogy az anterior szegmensek, valamint a klittellum
régiojanak mechanikai ingerlését kovetden a medidlis oOridsrostban megndvekedett
potencialok regisztralhatoak, mig az anterior szelvények ingerlését kovetden csak a laterdlis
oriasrostokban mért aktivitast. A receptiv mezok meghatarozasara a taktilis ingerek esetében
volt lehetdség. A kisérletek soran intakt I. és II. szegmentdlis idegekbdl torténtek az
elvezetések. A szenzoros mezd beboritotta a szelvény egész ipszilaterdlis oldalat és a
szomszédos szelvényfél ipszilateralis régidira is kiterjedt (Prosser 1935, Knapp és Mill 1967).
Mill és Knapp a VNC eltavolitdsat kdvetden a szegmentalis idegekhez tartozd receptiv
mezoket tanulmanyoztak. Azt tapasztaltak, hogy a receptiv mezok teriilete egy szelvényen

beliilre korlatozodott. és az 1. és a I1I. szegmentalis idegek receptiv mezdi atfedtek (7. abra).
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anterior

szenzoros mezé motoros mezo

1./,

poszterior

7. abra. A 1. és II. szegmentalis ideghez tartozd receptiv mezdk
elhelyezkedése. Taktilis mezd (bal oldalt) és a dorzélis Oridsrost
stimulalasat kovetéen detektalt motoros mezé (Knapp és Mill
nyoman, 1967). VNC: hasduclanc, 1/2/3: szegmentalis idegek,

/1L Az egyes szegmentalis ideghez tartozo receptiv mezok.

A kémiai ingerek egy része -mint a NaCl és a savas pH- hasonloan a taktilis
ingerekhez az allat egész testfeliiletén valaszreakciot eredményez. Egyéb anyagok, mint a
répacukor, a glicerol €s a kinonok érzékelése a prosztomialis régiora korlatozodik (Laverack,
1963). A kemoreceptiv inputok elsdsorban az I. és a l1l. szegmentélis idegen, kis mértékben a
Il. idegen keresztiil jutnak a centralis idegrendszerbe.

Proprioceptiv receptorok képesek folyamatosan monitorozni a test valtozdsait, igy
folyamatosan tajékoztatjak a kézpontot az éppen aktualis megnyulasi, fesziilési allapotokrol.
Lumbricus terrestrisben mindharom szegmentalis idegen keresztiil juthat ilyen jellegli
informacié a kézpontba (Knapp és Mill, 1967).

Az elektrofiziologiai kutatdsok kimutattdk, hogy a hasdacldnc ganglionjai 6nallo
reflexkdzpontokként funkcionalnak. Ezek miikodését a fels6bb kozpontok, az agy és a
garatalatti dac modulaljak. Az agy elsdsorban, mint szenzoros atkapcsold hely az ingerek

crer

jatszik szerepet (Laverack, 1963; Mill, 1978).

21



Az egyes érzéksejttipusok lehetséges funkcioit csak részben sikeriilt feltarni. A
rendelkezésre allo elektrofiziologiai eredmények alapjan a nem penetrativ multiciliaris sejtek
mechanoreceptorok, a penetrativ uni- ¢s multicilidris sejtek kemoreceptorok lehetnek (Knapp
¢és Mill, 1971; Mill, 1978, 1982). Elektrofiziologiai vizsgalatok adatai szerint az érzékbimbok
ingerekkel szembeni érzékenysége testtajanként valtozik annak ellenére, hogy azonos
ingerkiiszobbel jellemezhetdk, sét diszkrét kémiai ingerek (édes, savanyu és keseril)

elkiilonitésére is képesek, mig a test tObbi szelvényében elhelyezkedd érzékbimbok a

cyoey

crer

kiilonbozik egymdstol €s a szerkezet alapjan nem lehet egyértelmiien az adott sejttipus

funkcidjara kovetkeztetni.
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2. CELKITUZES

A Lumbricus terrestris, az Eisenia fetida ¢és a Limnodrilus hoffmeisteri mint
modellallatok egyszerli szervez6désii és konnyen manipulalhaté idegrendszeriik miatt a
neuromorfolégiai, neurotoxikoldgiai és neurofiziologiai kutatdsok kedvelt modellallatai. A
rendelkezésiinkre all6 szakirodalom alapjan megallapitottuk, hogy az allatok anatomiai
szervez6dése mar a korai munkakban is nagy részletességgel targyalt. Ezekben a leirasokban
néhany, mara mar klasszikussa valt irodalomra hivatkoznak, mint példaul -a teljesség igénye
nélkiil- Langdon 1895-6s, vagy Hess 1925-0s publikaciojara. A mai funkcionalis és a
hisztologiai vizsgalatok is ezen kisérletek eredményeit veszik alapul, holott ezeket az adott
kor technikai szinvonalanak megfeleléoen végezték el. Felvetddhet a kérdés, hogy a mai
modern jelolési és festési technikakat kombinalva nagy felbontasti képalkotasi eljarasokkal
helytalloak maradnak-e ezek a megallapitasok. Fontosnak tartottuk, hogy a szenzoros
rendszer egzakt anatomiai leirasat kovetden kvantitativ méréseket is folytassunk, és ezeket
hasonlitsuk dssze a korabbi mérésekkel.

Az érzékszervek vizsgalata soran az anatomiai €s fiziologiai kisérletek a test eliilsé részén
elhelyezkedd prosztomium teriiletére korlatozodtak. A tobbi szelvényben helyet foglalod
szenzillakrdl igen kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre. Ezért célul tiztiik ki a test mas
szelvényeiben eléforduld érzékszervek, szenzilldk anatomiai jellemzését. Az érzékszervek
elhelyezkedésének, méretének meghatdrozasa fontos 1épés lehet a szenzoros rendszer
miikodésének megismeréséhez.

Az éllatok idegrendszerének neurokémiai tulajdonsdgar6él is sok adat 4ll
rendelkezésiinkre, ezen kisérletek nagy része azonban a kozponti idegrendszerre
korlatozddott. A szenzoros rendszer egzakt neurokémiai jellemzése még a mai napig nem
tortént meg. A rendelkezésre all6 adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a primer
érzékhamsejtek funkcidjanak feltardsat jelentés mértékben segitheti az egyes transzmitter-
specifikus  sejtpopulaciok anatomidjdnak részletes elemzése. Szdmos transzmitter
eléfordulasat leirtdk mar a primer érzékhamsejtekben, de szisztematikus jellemzésiikre a mai
napig nem keriilt sor. A transzmitter specifikus sejtek szdma és eloszlasa a lehetséges
funkcioikra is rAmutathat. Az eddig azonositott, de csak részlegesen leirt transzmitterek koziil
megkiilonboztetett figyelmet érdemel a gatld transzmitterként ismert GABA el6fordulasa a

szenzoros sejtekben. Mivel a GABA expresszalo sejtek mar az embrionalis fejlédés korai
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szakaszaiban megjelennek (Koza és Csoknya, 2004), igy feltételezhetéen fontos szerepiik

lehet a szenzoros mechanizmusokban.

Az eddigi eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a kozponti és a periférias
idegrendszer kapcsolatanak részletes anatomiai és immuncitokémiai jellemzése hozzajarulhat

a gyuarisférgek idegrendszeri mechanizmusainak alaposabb megértéséhez.

Az irodalmi adatok alapjan megallapitottuk, hogy
1. a szenzillak és a maganyos primer ¢érzékhamsejtek eloszlasi mintazatanak

meghatarozasa a kiilonb6z6 testrégiok totalpreparatumaiban;

2. a primer érzékhamsejtek morfologiai jellemzése, nyalvanyrendszeriik lefutasanak

pontos leirasa;

3. az egyes testszelvényekben elhelyezkedé érzékhamsejtek kozponti idegrendszeri

reprezentaciojanak feltarasa;

4. a GABA-immunreaktiv (GABA-IR) primer érzékhamsejtek azonositasa, eloszlasi

mintazatuk meghatarozasa, tovabba

5. azok centralis nyalvanyai kozponti idegrendszeri reprezentaciojanak meghatarozasa

jelentés mértékben hozzajarulhat az Oligochaeta férgek szenzoros rendszere szervezédésének

¢s miikodésének alaposabb megértéséhez.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok tartasa és elokészitése

Kisérleteinkhez a tragyagiliszta Eisenia fetida Savigny, a kozonséges foldigiliszta
Lumbricus terrestris, valamint a csévajo féreg Limnodrilus hoffmeisteri (Annelida,
Oligochaeta, Lumbricidae) egyedek ivarérett, kifejlett klitellummal rendelkezé példanyait
hasznaltuk, amelyeket standard laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk (l1asd: 1. tablazat).

Az ismertetett koriilmények kozott az allatok intenziven novekedtek és szaporodtak.

paraméter Eisenia fetida Lumbricus Limnodrilus
terrestris hoffmeisteri
Hémérséklet 20+1°C 20+3°C 15°C-0s csapviz
Nedvességtartalom 60% 40% 100%
Taptalaj 6sszetétele | 50% hansagi t6zeg kerti viragfold -
és 50% lotragya

Légcsere folyamatos folyamatos folyamatos
Megvilagitas napi 12 éras napi 12 6ras napi 12 6ras

1. tablazat. A kisérleti allatok tartasi koriilményei.

Az allatokat szén-dioxiddal dusitott vizben narkotizaltuk (CO, tartalom 5,0 g/l). Az
elboditott allatokat steril Sylgard alapti bonctalban régzitettiik, majd a borizomtomlot a
dorzomedidlis sikban felnyitottuk és azt a disszepimentumok atvagasa utan kiteritettiik. A
belsé szerveket és a kozponti idegrendszert fiziologias soéoldatban (110 mM NaCl, 2 mM
KCI, 1 mM CaCl;, 2 mM NaHCOs, 0,1 mM NaH,PO,) kiboncoltuk. A kisérletekhez az

egyedek kiilonbozo testtdjainak szelvényeit hasznaltuk fel.

3.2. Palyajelolések

A palyajelolési kisérletek sordn két eltérd tulajdonsdggal rendelkezd festéket
hasznaltunk (2. tablazat). A lipofil kémiai karakterrel rendelkez6 fluoreszcens karbocianin
festéket, a Dil-t hasznaltuk elsdként a palyajelolésekhez. Ez az anyag a membran sikjaban
képes diffundalni, igy a jeldlt sejt teljes nyulvanyrendszerét képes jeldlni. A festék hasznalata
mellett sz6l még azon tulajdonsaga, hogy fixalt anyagon is képes diffundalni (Honig és
Hume, 1986).
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A masik hasznalt anyag a Lucifer sarga (Lucifer yellow, LY), amit iontoforézissel
juttattunk a preparalt ideggyokokbe. Ez az anyag kis molekulastlydnak koszonhet6en az
elektromos szinapszisokon, a gap junctionokon is képes athatolni, igy az egymassal
kapcsolatban 1év6 rostok altal kialakitott palyarendszerek megjelenitésére alkalmas (Warner

¢és Lawrence, 1982).

tulajdonsag Dil Lucifer yellow
Név 1,1' - Dioctadecyl - 3,3,3,3' - 6-amino-2-
tetramethylindocarbocyanine (hydrazinecarbonyl)-1,3-
iodide dioxobenzo[de]isoquinoline-
5,8-disulfonate de dilithium

Molekulasuly 961,32 457,25

Gerjesztési 551 425-430

hullamhossz (nm)

Emisszids 566 515-520, 540

hullamhossz (nm)

Oldészer dimetil-szulfoxid (DMSO) vizbazisu olddszer

2. tablazat. Az alkalmazott fluoreszcens jelol6anyagok fontosabb

tulajdonsagai.

3.2.1. Dil-toltés

A kisérletek soran centralis és periférias jeloléseket egyarant alkalmaztunk. Periférias
jeloléskor a kutikula eltavolitdsa utan kozvetleniil az epithél felszinre kristaly halmazallapotu
Dil-t helyeztiink.

Centralis jelolés esetén a gangliontokon ejtett harant bemetszést kovetden a Dil
mikrokristalyokat egy kaniil segitségével jutattuk a ganglion lateralis részébe. A gangliont
szeparaltuk a szomszédos ganglionokt6l, majd egy aluminiumcsénakba helyeztiik, hogy
elkeriiljiik a kornyez6 szovetek esetleges szennyezOodését.

A Dil implantacioét kovetéen a preparatumokat hermetikusan lezart Petri-csészében
szulfoxid (DMSO) kezeléssel gyorsitottuk. Az alkalmazott inkubacios id6tdl fliggden (min. 3
hét, max. 8 hét) kiilonb6z6 szintii jeloléseket tudtunk detektalni.

A mintak egy részét totalpreparatumként hasznaltuk, a masik részt 5%-0s agar oldatba
agyaztuk, majd vibratommal (Technical Products Incorporation, St. Louis, Mo, USA)
lemetszettiik. A 20-30 um-es sorozatmetszeteket egyesével 0,1%-os foszfatpufferbe (PBS)

tettiik, majd zselatinos targylemezre helyeztiik.
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A kiértékelést Olympus FV 1000 tipust (Olympus, America PA, USA) konfokalis
lézerszkenning mikroszkopon végeztiikk, a haromdimenzids rekonstrukciokat pedig Imaris
(version 7.2) haromdimenzidés képalkoté program (Bitplane Saint Paul, MN, USA)

segitségével készitettiik.

3.2.2. Lucifer yellow-toltés

A primer érzékhamsejtek lokalizaciojanak, valamint a perifériar6l a kézpontba befutod
centralis axonjainak azonositasara extracellularis toltést alkalmaztunk. Az elboditott kisérleti
allat kozponti idegrendszerét feltartuk, majd a vizsgalando szegmentalis ideget applesia
olloval atvagtuk. Az idegcsonkot platina kaccsal desztillalt vizzel toltott extracellularis
elektrédaba helyeztiik (8. &bra). Néhany perces hipozmotikus sokk utdn a desztillalt vizet
giliszta-ringerben oldott 10 %-0s Lucifer sarga (Lucifer yellow, LY, Sigma, Budapest) oldatra
cseréltiik ki. A festéket min. 3 6ras iontoforézissel (negativ aram, 1 Hz, 600 nA, 500 msec)
juttattuk be az idegcsonkba (Niida és mtsai, 1998). Az inkubacios id6 alatt a tuléld
bbrizomtomlo-ideg preparatumot inkubald csészében, nedves kamraban, ringeroldatban
tartottuk, amelyet folyamatosan cseréltiink. A szegmentalis idegeket a hasduclanc (centralis
toltés), és a borizomtomld (periférids toltés) irdnydba is toltottiik. A toltést kovetden a

preparatum jelolt struktarait Nikon Ophiot-2 fluoreszcens mikroszkoppal azonositottuk.

sztereomikroszkop

tulél6é bérizomtémls-
ideg preparatum

inkubacids tal

8. abra. A Lucifer yellow toltés kisérleti 6sszeallitasa.
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3.3. GABA immunhisztokémia

3.3.1. Pre-embedding immunhisztokémia

Preparaciot kovetéen a mintdkat minuciatiikkel kifeszitettiik, majd 3 oran at fixaltuk
frissen Osszeallitott Boer-oldatban (3 ml cc. pikrinsav, 1 ml 25%-os glutaraldehid és 40 ul
jégecet) szobahdmérsékleten, sotétben. A fixalas utan a szdveteket tobbszor valtott 70%-0S
alkoholban mostuk 1 6ran at, majd tobb 6ran at PBS-ben, amig a szdvetek pikrinsav-tartalma
kioldodott. Ezutan PBS-ben oldott 1%-0s Triton-X 100 oldatban inkubaltuk 7-10 napig 4 °C -
on.

Ezt kdvetden a mintakat hidrogén-peroxid-metanol-PBS 0,3:10:100 aranya keverékében
inkubaltuk 20 percig, szobahdmérsékleten, az endogén peroxidazok semlegesitése érdekében.
Ezutdn 2 o6rés, tobbszor cserélt PBS-s mosast kovetéen a szdvetdarabokat az elsddleges
antiszérum-oldatban inkubaltuk. Az anti-GABA primer antitestet (A2052, Sigma Chemical
Company, Budapest, Hungary) 2% Triton X-100 pufferben oldva 1:500 higitasban
alkalmaztuk. Az inkubdciot 4 napon keresztiil 4 °C -on végeztiik.

Primer antitestiink specifitdsat GABA-preabszorpcios teszttel ellendriztiik. Ha az
inkubalas sordan a primer antitestet kihagytuk a reakciosorbol, a borizomtomld sejtjeiben a
hisztokémiai protokollokban szokvanyosan alkalmazott inkubacios id6 alatt jelol6dést nem
tapasztaltunk.

Az immunreakcié végeredményét avidin-biotin komplex (ABC) segitségével tettiik
lathatova, amihez nyal ExtrAvidin kitet (DAB, Avidin-biotin-horseradish peroxidase method,
Extravidin kit, Sigma Chemical Company, Budapest, Hungary) hasznaltunk. Az elsédleges
antitest-oldatban torténé inkubalast kovetéen a mintdkat egy éjszakan at, tobbszor cserélt
PBS-ben mostuk, majd kecske anti-nyul biotinilalt PBT-ben (PBS-ben oldott 1% Triton-X
100) oldott IgG (1:100) oldatban inkubaltuk 6-8 éran at. PBT-ben torténé 3-4 6ras mosas utan
a mintakat avidin-biotin-tormaperoxidaz enzim oldataba (1:100, PBT-ben oldva) helyeztiik at.
Az egyéjszakas inkubéciot és a 2 6ras PBT-s mosast kovetden a reakcid eléhivasahoz 0,03%
3,3’-diaminobenzidin (DAB) ¢és 0,01% hidrogén-peroxid (H,0;) keverékét alkalmaztunk
(oldoszer 0,1M foszfat puffer, /PB/). A reakciot PBS-es tulhigitassal allitottuk le, majd ezt
kovetden a preparatumokat 0,1M PBS-ben alaposan kimostuk. A mintdk egy részét
glicerinben deritettiik, a vizsgalatot zavard szovetdarabokat mikroolloval és mikrocsipesszel
eltavolitottuk, majd a targylemezre felvitt totalpreparatumokat 87%-os glicerinnel fedtiik le.

A masik mintacsoportot viztelenitettiik, mligyantaba agyaztuk és félvékony (1,5-2pm)
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sorozatmetszeteket készitettiink beldlik. A Depex-el (Fluka, Budapest) allanddsitott
metszeteket Spot (Diagnostic Instruments, Inc) digitalis kameraval ellatott Nikon Eclipse 80i
fénymikroszkoppal értékeltiik ki. A multispektralis felvételeket CRi Nuance™ multispektralis
digitalis kameraval (Cambridge Research & Instrumentation, Woburn, USA) felszerelt Zeiss

Axio Imager Z1 mikroszkdpon készitettiik.

3.3.2. Post-embedding immunhisztokémia

Az Epoxi-gyantaba agyazott metszetsorozatok immunjeldlésekor a targylemezre felvitt
metszetekrdl az antigének szabadda tételéhez natrium-etanolat oldattal marattuk le a bedgyazo
médium egy részét. Ezutdn a mintakat desztillalt vizben és NaCl-ot is tartalmazo pufferelt
Tris-ben (TBS, pH= 7,6), majd TBS-ben oldott 0,5%-0s Triton X-100 oldatban (TX) alaposan
kimostuk. A 2,5%-0s normal kecske szérummal torténd eldinkubaciot kovetden a metszetekre
anti-GABA szérumot vittiink fel és a mintakat nedves kamraban egy éjszakan at inkubaltuk.
Az immunreakciot nyul ExtrAvidin kittel fejeztiik be. A reakcido eredményét folyamatos
mikroszkopos megfigyelés mellett, 0,03% DAB-oldatban oldott 0,01% H,0, segitségével
(oldoszer: 0,1M PB) tettiik lathatova. A metszeteket mosas, etil-alkoholos viztelenités ¢€s

xilolban torténd derités utan Depex-el (Fluka, Budapest) allandésitottuk.

3.4. Szkenning elektronmikroszkopia

Az elboditott allatokbdl izolalt szelvényeket 0,2 M-os foszfat-pufferrel higitott 2,5%-
os glutaraldehidben rogzitettiik 3 6ran at. A mintakat alapos mosas utan (6x15 perc PB) 1%-
os pufferolt ozmium-tetroxidban rogzitettiik 2 6ran at 4 °C-on. Felszalld alkoholsorozatban
(30%, 50%, 70%, 90%, 96%, absz. alkohol) torténd viztelenitést kovetden a mintakat amil-
acetattal itattuk at, majd szénsavval lefagyasztottuk és kritikus hdmérsékleten kiszaritottuk.
Az aluminium tartora eziist-ragasztoval felerdsitett mintdkat vakuumban vékony

aranyréteggel fedtiik be és JEOL-szkenning elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

3.5. Attekint6 és immun-elektronmikroszkopia

Elektronmikroszkdpos mintdinkat eldszor 4% PFA és 2,5% GA keverékében 3 6réan at
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szobahdmérsékleten sdtétben rogzitettiik, majd szacharoz tartalmi pufferban mostuk és 1%-0s
ozmium-tetraoxiddal utofixaltuk. A rogzitett mintakat miigyantaba agyaztuk be, és 60 °C-on
polimerizaltattuk. A blokkokbdl ultravékony metszeteket készitettiink, majd Nikkel gridekre
felvitt ultravékony metszeteket, a gyantanak a metszet felsé rétegébdl torténd kivonasat és
deozmifikalast kovetéen, 5%-0s NGS (normal goat serum, normal kecske szérum) oldat
(oldoszer: PBS) cseppjében 30 percig eldinkubaltuk. Ezutan az immunjellésre szant grideket
GABA antiszérum cseppjére helyeztiik, és egy éjszakan at szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Tobbszor cserélt PBS-ben torténd mosast kovetéen a grideket 2 oOrara 12 nm-es
aranyszemcse-konjugalt anti-nyal IgG szérumot tartalmazo oldat (1:30 PBS-ben oldva)
cseppjére helyeztiik 4t. A grideket ezutan desztillalt vizcseppekkel mostuk, majd telitett
uranil-acetattal és Reynolds-féle o6lom citrattal kontrasztositottuk, majd JEOL 1200C

transzmisszids elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

3.6. Az eredmények Kkiértékelése

A kvantitativ fénymikroszkopos adatfeldolgozashoz totalpreparatumokat és félvékony
sorozatmetszeteket hasznaltunk. Az egyes szelvényekre jellemzd atlagos GABA-IR
sejtszamot 4-12 egyedbOl szarmazod mintdk vizsgéalata alapjan hataroztuk meg. Az
eredmények kiértékeléséhez atlag- és szorasszamitast, a statisztikai értékeléshez variancia
(ANOVA) analizist hasznaltunk felhasznalva az SPSS 17.0 statisztikai programot (SPSS Inc.,
Chicago, USA).
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4. EREDMENYEK

4.1. Az érzékszervek eloszlasi mintazatanak meghatarozasa

Az Eisenia fetida és a Limnodrilus hoffmeisteri bérizomtomléjében elhelyezkedd
technika segitségével hataroztuk meg. A mikrofotokat denzitdstopografiai felilletkonverziot

kovetden haromdimenziossa alakitottuk.

4.1.1. Erzékszervek felszini vizsgalata

A szkenning elektronmikroszkopos vizsgalataink sordn a prosztomium, a kdozépdarab-
¢s a testvég szelvények (utolsd 3 szelvény) felszinét tanulmanyoztuk. Az epithélium feliilete
mindkét fajban arkokkal, barazdakkal strtin tagolt, ezek morfologiailag igen heterogének
voltak a vizsgalt testszelvényekben.

A penetrativ primer érzékhamsejtekbdl felépiilé érzékszervek, mint a testfelszin
kitiiremkedései konnyen azonosithatdéak voltak az alkalmazott mddszerrel (9A-E; 10A-F.
abra). Ezek jellemzdOen a felszin arkokkal koriilvett mélyedéseiben helyezkedtek el. Nagyobb
nagyitdson a penetrativ érzéksejtek csilloi is lathatoak voltak (9B; 10B. abra). A szenzilldk
eloszlasi mintdzatat meghatéaroztuk a vizsgalt testrégiokban.

Az Eisenia fetida testfeliiletének vizsgalata soran a prosztomium (n=2) teriiletén nagy
szamban talaltunk szortan, egymashoz koézel -atlagban 15 pm (+7,25 um)- elhelyezkedd
érzékbimbokat. Ezek szabalyos félgomb morfologiaval jellemezhetéek, az atmérdjiik
atlagosan 8 um (+2,38 um). Az érzékszervek penetrativ csillokban gazdagok voltak, amelyek
1-3 um-re emelkedtek ki a kutikula sikjabol, eloszlasuk a szenzillak apikalis részén teljesen
egyenletes volt. A prosztomialis lebeny egész terilletén az érzékbimbok egyenletesen
helyezkedtek el. Lokalis érzékszervcsoportosulast egyik vizsgalt mintan sem tapasztaltunk. A
test rosztrokaudalis tengelyén haladva az érzékszervek mintdzata egyre kifejezettebbé valt. A
szenzillak a kozépdarab szelvényeiben (n=5) szabalyosan ismétlddo eloszlasi mintazatot
mutattak. A legnagyobb szamban a szelvények kozepén végighuzodd sertesorban voltak
megtalalhatoak. Az epithél sikjabol kiemelkedd érzékbimbok ezen a teriileten olyan siirlin
helyezkedtek el, hogy az egyes szenzilldk identifikdldsa szamos esetben gondot okozott, az
elmosodo érzékszervhatarok miatt. Nagyobb nagyitast alkalmazva megallapitottuk, hogy a
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legtobb érzékszervet a serték kdzvetlen kozelében, a sertetokok mentén talaljuk (9C. abra). A
sertesortol anterior és poszterior iranyba haladva a szenzillak szama folyamatosan csokkent
egészen a szelvényhatarokig. Ezeken a terlileteken a sertesorra jellemzd érzékszerv
csoportosulds nem volt jellemzd. A kozépdarab szelvényeiben eldforduld érzékszervek kerek
alaktak voltak, azonban jellemzdéen eléfordultak ovalis morfologiaval rendelkezdk is. Az
eloszlasi mintazatukat vizsgalva nem talaltunk az egyes tipusokra jellemzo specialis eloszlast,
a két tipus random modon volt jelen a testfelszinen. Az atlagos szenzillaatmérét 10 pm-nek
(min.: 6 pm, max.: 12,5 pm, +2,3 um; n=16) talaltuk. Az érzékbimbot alkotd penetrativ
primer érzékhamsejtek csilloi jol lathatoan a szenzilla tetején szortan helyezkednek el. Az
érzékszervenkénti csilloszamot posztklitellaris szelvények szenzilldiban (n=13) hataroztuk
meg, kalkulacioink alapjan az érzékszervek atlagosan 38 db csillot tartalmaztak (min.: 25 db,
max.: 63 db, +12,39 um). A kaudalis testszelvényekben (n=3) ismét megndtt az érzékszervek
szama, a sertesor egysége itt mar nem olyan Kkifejezett (1. grafikon). Az utolso
testszelvényben, a pygidium teriiletén pedig mar szort eloszlasi mintazatot talalunk (9E. abra)
¢s a prosztomiumra jellemz6 kisméreti, kerek érzékszervtipus volt az altalanos. A
kozépdarabra jellemzdé csoportosuldsok nem voltak jellemzdek, az egyes érzékszervek
konnyen azonosithatoak voltak. A szenzilldk ezeken a teriileteken is a hosszan elhtiz6do
epithélialis hasadékok mentén helyezkedtek el.

Hasonl6 eloszlasi mintazatot talaltuk a Limnodrilus hoffmeisteri érzékszerveinek
vizsgalata soran (1. grafikon). Az igen hosszl, 3-4,5 um-es apikalis csillonyulvanyokkal
rendelkez6 érzékszervek a prosztdmium teriiletén random eloszlasi mintazatot mutattak (10A,
B. ébra). Az eliils6 és a hatulso testvég szelvényeiben nagy szamban talaltunk kisméretti (2-3
um atmérdji) csillos szenzillat. A kézépdarab szelvényeiben két érzékszervtipust tudtunk
elkiiloniteni: csillos és csilld nélkiili szenzillat. A konnyen beazonosithatd csillos tipust
érzékszervek a szelvények kozepén, a sertesorban tomoriiltek, mig a csillo-mentes tipus
altalaban a szelvények hatso teriiletein fordultak elé (10C, D. abra). A testvég szelvényeiben

az anterior szelvényekre jellemz6 szort eloszlasi mintazat volt megfigyelhet6 (10E, F. abra).
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1. grafikon. Az érzékszervek eloszlasi jellegzetességei Eisenia fetida és Limnodrilus
hoffmeisteri egyes testrégioiban (Sszkenning elektronmikroszkopos felvételek kiértékelései
alapjan). A szenzilldk darabszama 100 pmz egységteriiletre vonatkoztatva értendd. A
prosztomiumok (n=2) mindegyikén 5 db, a kdzépdarab szelvényeken (n=5) 16db, mig a
testvégen (n=3) 8db, 100 umz-os teriilet eredményeit hasznaltuk fel.
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9. abra Szkenning elektronmikroszkopos felvételek az Eisenia fetida bérizomtoml6jérél. A-
B. Az epidermisz sikjabol kiemelked$ érzékszerveken a penetrativ érzéksejtek csilloi jol
kivehetdek. C. A sertesorban, valamint a sertetok koriil rendezédott érzékszervek. D.
Intenzitastopografiai haromdimenzios rekonstrukci6é az Eisenia fetida bérizomtoml6jérdl. E.
A testvég szkenning szenzillainak eloszlasi mintazata. Nyil: feliileti hasadék, kettés feji nyil:
érzékszerv, tires nyilhegy: a penetrativ érzéksejtek csilloi, csillag: sertetok, A-P: anterior-

poszterior irany.

Aranymérték: 10 pm

34



10. abra Szkenning elektronmikroszkopos felvételek a Limnodrilus hoffmeisteri
testfelszinérél. A-B. A prosztomium érzékszerveinek eloszlasi mintazata. C-E. Erzékszervek
elhelyezkedése a kdzépdarab szelvényekben. F. A testvég érzékbimboi nagy nagyitast képen.
Nyilak: csillos érzéksejt, nyilhegy: érzékszerv, csillag: serte, A-P: anterior-poszterior irany.

Aranymérték: 10 pm
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4.2. Szenzoros rendszer vizsgalata palyajeloléssel

Ezeket a vizsgalatokat Kifejlett Lumbricus terrestris egyedeken végeztiik.

4.2.1. Dil-toltések eredményei

A Dil-toltést kovetden a bérizomtdomlé és a hasdiaclanc jelolt szenzoros struktirait
vizsgaltuk total, illetve keresztmetszeti preparatumokon, nagy felbontasti, kompenzalt

konfokalis képalkotast alkalmazva.

4.2.1.1. Periférias szenzoros strukturak

4.2.1.1.1. A prosztomium és az oralis régio (1-3. testszelvény)

[zolacids preparalast kdvetden a prosztomidlis ideget toltottikk Dil-al. A testfelszint
vizsgalva erdsen fluoreszkalod sejttesteket talaltunk az epidermisz sikjaban, amelyeket primer
érzékhamsejtekként azonositottuk. A fluoreszcens jelek jellemzdéen a vizsgalt szelvények
egyik -a toltott prosztomialis ideggel megegyez6- oldalara korlatozodtak, igy meg tudtuk
hatarozni az egy prosztmialis ideghez tartozd szenzoros régi6 teriiletét (11A. abra). Hosszabb
inkubacios 1d6t alkalmazva, jelolt sejtalakok jelentek meg a szelvények szemkdzti oldalan,
azonban Iényegesen kisebb szamban (11B. abra). Az érzéksejtek nagyobb érzékbimbokba
csoportosultak, amelyek palack alakii morfoldgiaval és atlagosan 30 um (+8 pm) atmérdvel
voltak jellemezhetbek. Az egész prosztomium teriiletén egységes eloszlast mutattak, a
teriiletegységre vonatkoztatott atlagos sfirtiségiik 7/100 um?, +1,5 um (n=15) volt. A sok
esetben tualszaturalt fluoreszcens jelek ezekben a szelvényekben nem tették lehetévé az
érzékszervek részletes tanulmanyozasat.

Dil jelolést alkalmazva kozvetleniil a prosztomialis epithél felszinen primer
érzékhamsejtek és azok nyulvanyrendszere volt lathaté az els6 néhdny szelvényben. A
sejteloszlas ezeken a teriileteken is szort mintdzatot mutatott, a jelolt sejtek azonban joval

kisebb szamban voltak jelen, mint a prosztomium teriiletén (11C. abra).
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11. abra. Jelolt szenzoros sejtek a Lumbricus terrestris anterior szelvényeiben. A. Dil-al jelolt

primer érzékhamsejtek a prosztomium epithéljében a jobb oldali prosztomidlis ideg toltését
kovetden. A toltott idegesonk izolalds utan ki lett emelve a testiiregbdl. B. A jelolt szenzoros
sejtek eloszlasi mintdzata a prosztomium és az elsé két szelvény teriiletén az egyik oldali
prosztomialis ideg toltése utan. Ez a kép 25 optikai réteg atlagos intenzitdson alapulo
Osszevonasanak eredménye. C. Szenzoros sejtek az elsd szelvényben. A Dil kristalyt ebben az
esetben kozvetleniil a prosztomidlis epithélre helyeztiik. pr: prosztomium, pn: prosztomialis
ideg, 1st: elsé testszelvény, 2nd: masodik testszelvény, Dil: Dil kristaly, D-V: dorzo-ventralis
irany.

Aranymérték: 100 um

4.2.1.1.2. A kozépdarab és a testvég

A kisérlet soran Dil kristalyt injektaltunk a VNC ganglion lateralis részébe, majd
megfeleld inkubacios id6ét alkalmazva a szelvények epidermalis felszinét tanulmanyoztuk. Két
jelolt szenzoros struktarat sikeriilt megfigyelniink, amelyek a kovetkez6k voltak: szabad
idegvégz6dés (12A. abra) és primer érzékhamsejt (12B. abra).

Az epidermisz tamasztd és mirigysejtjei kozott vékony, hosszan hiazdédoé rostok
jelolédtek, amelyeket szabad idegvégzddésként azonositottunk. Kimutattuk, hogy ezek a
strukturak kozvetlen Osszekottetésben vannak a szegmentalis idegekkel. Viszonylag Kis
darabszamban, atlagosan 3-5 db/100 pm’ fordultak elé a vizsgalt szelvényekben, de egyes
régiokban (amelyek szintén 100 wm? teriiletiiek voltak) akar 20 darabot is meg tudtunk
szamolni. A szenzoros sejtek 8-10 um atmérdjiiek voltak, a legtobbjiik érzékszervekbe
csoportosulva a szelvény kozepén huzodo sertesorban helyezkedett el (12C, D. 4bra).

Ezekben a szelvényekben a szenzilldkat nagy morfologiai heterogenitas jellemezte.

Egy étlagos nagysagu (450000 um?) kozépdarab szelvényben eléfordultak 50 pm atméré;iitSl
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egészen a 300 um atmérdjliig. A szenzillak nagysaga erds korrelaciot mutatott a szenzillat
alkotd sejtek szamaval. A kisméretli szenzilldk, amik elszortan az egész szelvény teriiletén
megfigyelhetdek voltak, jellemzbéen kevés szamu, 5-10 darab szenzoros sejtet tartalmaztak. A
nagyméretli érzékszervek, amelyek a sertesorba tomoriiltek (3-5 szenzilla 100 pm-enként),

akar 30-40 érzéksejtet is magukba foglalhattak (12D. 4bra).

A sertesor szenzoros struktirainak elhelyezkedése egybeesett a 1l. szegmentalis ideg
pozicidjaval (12 E, C, F, I. abra). A haromdimenzids szkennelés lehetévé tette szamunkra,
hogy nagy felbontasban tudjuk vizsgalni a mélyebb szinten elhelyezkedd jelolt struktarakat.
Kimutattuk, hogy a szelvények elsé harmadaban elhelyezkedd szenzoros sejtek koézponti
nyulvanyai az |. szegmentdlis, mig a sertesorban elhelyezkeddk a Il. szegmentalis idegen
keresztiil Iéptek be a ventralis dicokba. A Ill. szegmentalis ideg a szelvények hatulso
harmadaban lokalizal6dé szenzoros sejtek nyulvanyait gylijti 6ssze. Az itt jellemzett eloszlasi

mintazat az allat legtobb szelvényére jellemzo volt.

Az allat hossztengelyén kaudalis iranyba haladva a poszterior szelvényekben a jelolt
sejtek stirtiségének novekedése, és ezzel parhuzamban a sertesor dominanciajanak fokozatos
felbomlasa volt megfigyelhetd. Az utolsd (3-4) szelvényekben a sertesor mar nehezen, vagy
egyaltalan nem volt azonosithatd. A poszterior szelvények sejteloszlasi mintazata az anterior

szelvények mintazatahoz volt hasonlo (12G. abra).
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12. abra. Detektalt szenzoros elemek a kozépdarab és a testvég szelvényeiben Dil toltést

kovetden. A-B. Szabad idegvégzddés, primer szenzoros sejt és ezek nyulvanyai a testfal
epithél rétegében. C. A primer érzékhamsejtek jellegzetes eloszlasi mintdzata a kozépdarab
megfelelden rendezddnek. D. A szenzoros sejtek érzékszervekbe csoportosulnak a serték
koriil. E-F. Szenzillak szerkezete és nyulvanyrendszerik, illetve azok pozicidi a szegmentalis
idegekhez viszonyitva. G. Tipikus eloszlasi mintazat a testvég szelvényeiben. H. Konfokalis
felvétel a szubepidermalis plexus rostjair6l. |. Keresztmetszeti preparatum, jeldlt szenzoros
strukturdkkal: szenzilla érzéksejtek nytlvanyai és a II. szegmentalis ideg. Fehér nyilhegy:
szabad idegvégzddés, fekete nyilhegy: a kettes szegmentalis ideg részlete, hegyes nyil: primer
érzéksejt, nyil: érzéksejt nytlvanya, L. II. IIL.: a szegmentalis idegek pozicidja, dupla fejli nyil:

érzékszervek, csillag: serte, A-P: anterior-poszterior irany, L-M: lateralis-medialis irany.

Aranymérték: 100 um
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4.2.1.1.3. A szubepidermalis plexus rostjai

A legtobb esetben a szenzoros sejtek nytlvanyai egy stiri halozatot alkottak a ham és
az izomréteg hataran. Ebben a strukturaban talaltunk rostokat, amelyek szenzoros sejtek vagy
érzékszervek kozott biztositottak kapcsolatot, illetve szabad idegvégzodésként az epidermisz
kiilonboz6 szintjein végzodtek. Ezt a halozatot szubepidermalis plexusként azonositottuk,
amelyet a szenzoros sejtek periférids nyulvanyai alkotnak. A plexus rostjai koriilvették az
epidermisz tamaszto, illetve mirigysejtjeit, amelyeket a jellegzetes sejtalakjuk és a sejtmagjaik
elhelyezkedése alapjan tudtunk beazonositani. Kovetve a rostok lefutasait, nagyobb

nagyitason a szenzoros sejtek lehetséges kapcsolodasi helyeit is sikeriilt beazonositanunk.

Az érzéksejtek centralis nytlvanyai vastagabb, erés fluoreszcens jelet reprezentald
idegagakba szedOdtek Ossze. A sertesor szenzilldinak nyulvanyrendszerét vizsgéalva
kimutattuk, hogy egy karakterisztikus faagszerii anatomiai struktarat képezve (12E; 13A, C,
D. abra) vastagabb rostokba szedédnek Ossze, majd a Il. szegmentalis ideg iranyaba futnak

tovabb.

A szegmentalis idegek elhelyezkedését és elagazodasait tobb preparatumon vizsgaltuk.
Az egyes szegmentalis idegek kozott vékony harant-osszekottetéseket sikeriilt Kimutatnunk.

Némelyek ezek koziil a szomszédos szelvény teriileteire is athuzodtak (12F, H. abra).
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13. abra. A, C, D. Haromdimenzi6s konfokalis felvételek két szomszédos szelvény hataran

elhelyezkedd szenzoros strukturakrol. Interszegmentalisan futd jelolt rostokat csak kis
szamban taldltunk. B, E. A szenzoros rendszer koOzponti reprezentacidja. Lateralisan,
kozvetleniil a gangliontok alatt jeldlt centralis sejteket azonositottunk. A centralis neuropilben
keresztez0do rostokat is kimutattunk retrograd toltést alkalmazva. 1. II. IIl.: a szegmentalis
idegek pozicioit jeloli, hegyes nyilhegy: interszegmentalis rostok, VL3, L4, L5: azonositott
centralis sejtalakok, dupla fejii nyil: érzékszervek, nyil: centralis neuropilben keresztez6do

rostok, A-P: anterior-poszterior irany.

Aranymérték: 100 pm
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4.2.1.2. Szenzoros strukturak a kozponi idegrendszerben

4.2.1.2.1. Szenzoros reprezentacio az agyban

Dil-jelolést alkalmazva kozvetleniil a prosztomialis felszinen a szenzoros sejtek
nyulvanyrendszereit sikeriilt lathatova tenni. Kovetve a rostokat megfigyeltiikk, hogy az
azonos oldali prosztomialis idegen keresztiil az agyi ganglionokba futnak. Az inkubacios id6
alatt els6ként a prosztomialis idegek jelo16dtek, majd késébb fluoreszcens rostok jelentek meg
mindkét agyi hemiganglion anterior régiojaban. Néhany rost kozvetleniil a ganglion neuropil
régidjaba futott és a ganglion eliilsé részén végzddott. Mas rostok keresztiilfutottak a ganglion
lateralis oldalan és elagazddas nélkiil az oesophagedlis ganglion iranydban futottak tovabb

(14A. 4bra).

LGA MmgA LGA

14. abra. A-C. Jelolt szenzoros struktirak a kézponti idegrendszerben. A. A prosztomium
érzéksejtjeib6él eredd nyulvanyok reprezentacidja az agyban. Jelolt rostok lathatéak a
prosztomialis idegben, az agy bal oldali hemiganglionjaban és a garatkonnektivumban. B-C.
Dil jelolt rostok a hasdiic ganglionjaiban. A ganglion masik felében -Szemkozt a jelolt
ganglionféllel- fest6dott sejttesteket detektaltunk. pn: prosztomidlis ideg, hegyes nyil: jelolt
rostok, pontozott vonal: a ganglion hatdra, VGA: ventrdlis oriasaxon, MGA: medialis
Oriasaxon, LGA: lateralis oriasaxon, dl: dorzolateralis koteg, iml: intermedio-lateralis koteg,
imm: intermedio-medialis koteg, vim: ventromedialis koteg, vl:ventrolateralis koteg, nyilhegy:

jelolt centralis sejt, A-P: anterior-poszterior irany, D-V: dorzalis-ventralis irany.

Aranymérték: 100 um
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4.2.1.2.2. Jelolt rostok a hasduclancban

A posztklitellaris szelvények hamrétegének felsé részén alkalmazott Dil jelolést
ganglionjaiba a jelolt szenzoros rostok a harom par szegmentalis idegen keresztiil érkeztek,
majd ezt kovetden a beszajadzasok utan kdzvetleniil az ideggydkér magassagaban, a ganglion
lateralis részén T-alakban elagazodtak (13B, E. abra). A ventralis ganglionok keresztmetszeti
preparatumait tanulméanyozva 6t par jelolédott hosszanti axonkoteget sikeriilt kimutatnunk a
neuropil régioban, amelyeket pozicioik alapjan szenzoros kotegekként azonositottunk. Ezek
az intermedio-lateralis, intermedialis, ventrolateralis, ventromedialis és a dorzalis kotegek
voltak. Erds fluoreszcencia szignalt mutattunk ki a ventralis 6ridsaxon kdzvetlen kézelében a
ventrolateralis és a ventromedialis axonok koriil (14B. abra). A rostok mellett sejtalakok is
jelolodtek, amelyeket centralis szenzoros sejtekként azonositottunk. Ezek a sejtek a legtobb
esetben kozvetleniil a jelolt axonkdtegek mentén helyezkedtek el, vagy a jelolt rostokkal
szemkozti ganglionfélben. A jelolédott kozponti strukturak anatomiai leirasakor a Glinther
(1971) altal a -Lumbricus terrestris VNC ganglionjara- bevezetett nomenklaturat alkalmaztuk.
A jelolt sejttestek és nyulvanyok pozicidjat mind totalpreparatumokon (13B, E. abra), mind
pedig egymast kovetd sorozatmetszeteken tanulmanyoztuk (14B, C. abra). A konfokalis
felvételeken jol latszik, hogy a jel616dott sejtek a ganglion ventrolateralis ill. lateralis régioira
korlatozodtak. A sejttestek, amelyek a ventrolateralis régioban, a III. szegmentalis ideg
magassagaban helyezkedtek el VL3-as neuronokként lettek azonositva (13B, E. abra). Ezeket
a sejteket a kisméretti szoma (5-8 um) és vékony, rovid lefutasti nyulvany jellemezte, amely
a centralis neuropilbe futva a longitudinalis, interganglionalis palyak kialakitasaban vett részt.
A ganglionok lateralis régidjanak jelolt sejtjei kisméretli, kerek sejttesttel voltak
jellemezhetdek, poziciojukat tekintve a Il. és Ill. szegmentélis ideggyodkerek kozott (L4),
illetve a Ill. szegmentalis ideg beszajadzasa alatt (L5) helyezkedtek el. A sejtek
varikozitasokban gazdag nyulvanyai az intergangliondlis rostkotegekhez csatlakoztak.
Vizsgalataink sordn azt talaltuk, hogy a rostkotegek keresztmetszete ganglionrdl ganglionra
valtozatlan, 4dllandé maradt. A rostok lefutdsuk soran mindvégig megtartottak kontinuitasukat,
megszakitasokat nem detektéltunk sem a ganglionok, sem pedig a konnektivumok teriiletén.
A legtobb rost longitudindlis elhelyezkedésti volt, de talaltunk néhany keresztezddd rostot, a

dorzalis régidban, a 1. és a I1. szegmentalis ideggyokér magassagaban (13B. abra).
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Izolalt ganglion toltésekor fluoreszcens jelet detektaltunk mind a harom szegmentalis
idegben. A testfal vizsgalatai soran azt tapasztaltuk, hogy a jelolt érzékhamsejtek tobbsége
egy -a toltott ganglionhoz tartozo- szelvényre koncentralodott. Vékony, interszegmentalisan
futo rostokat is sikeriilt kimutatnunk a szelvényhataroknal, de csak igen kis szamban (13A, D.
abra).

4.2.2. Lucifer yellow-toltések eredményei

A toltéseket preparalt, talélo borizomtdmld-ideg mintdkon végeztilk. A mintdkat

epifluoreszcens fénymikroszkoppal értékeltiik ki kozvetleniil az iontoforézist kovetden.

4.2.2.1. Periférias szenzoros strukturak

Tapasztalataink alapjan a toltési id6vel egyenes aranyban nétt a jel616dott strukturak
szama, igy igyekeztiink hosszu toltési idoket alkalmazni (min. 3, max. 6 d6ra). A tdlzottan
hosszu toltés gyakran az ideg beszdradasahoz vezetett, igy az iontoforézis optimalis idejét

mindig az aktualis preparatum fiziologiai allapotanak megfelelden valasztottuk meg.

4.2.2.1.1. A prosztomium és a kozépdarab

Az izolalt prosztomialis ideg toltését kovetden az epithél feliiletét vizsgaltuk az
anterior testszelvényekben. A prosztomium és az elsd testszelvény teriiletén jelolt primer
érzékhamsejteket detektaltunk. A jelolt sejtek kovették a szelvényekre jellemzo jellegzetes
eloszlasi mintazatot. Az egyoldali prosztomialis ideg toltését kovetden a prosztomium €s az
elsé szelvény teljes teriiletén tapasztaltunk jelolodést (15A. abra). Kiilonbozé idejii
iontoforézist alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy elséként a szelvények dorzalis oldalan
elhelyezkedo sejtek jelolodtek, majd fokozatosan a lateralis és a ventralis régidkban levok.

A kozépdarab szelvényeiben, az izolalt szegmentalis ideg periférias toltését kdvetden a
régiora jellemzd eloszlasi mintdzatot talaltunk. A preparatumokon a sertesor dominanciaja jol
detektalhatd volt (15C. abra). Szenzillaba csoportosult és maganyos sejtalakokat egyarant ki
tudtunk mutatni (15D. abra). A kozépdarab szelvények iontoforézisét megnehezitette a tléld
preparatum nehézkes anesztéziaja. A toltés alatt felébredé motoros aktivitas miatt sok esetben
fel kellett fliggeszteniink a kisérletet.
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4.2.2.2. Szenzoros strukturak a hasdaclancban

A ventralis gangliontol izolalt, szegmentélis idegcsonk, kdzpont felé irdnyuld toltését
kovetden hosszanti lefutasu rostok és centralis idegsejtek egyarant jelolodtek.

A rostokat pozicidjuk alapjan az intermedio-lateralis és a dorzalis érzépalyakként
azonositottuk. A vizsgalataink soran az elsd szegmentdlis ideget Onalloan, a masodik és
harmadik szegmentalis ideget anatomiai kozelségiik miatt egyiitt emeltiik a toltékantilre.
Megallapitottuk, hogy az elsd szegmentalis idegben fut6 axonok a ganglionban dorzo-
kontralateralisan, ill. ventromedialisan elhelyezked$ perikarionokb6l indulnak ki. Ezek a
sejttestek relative kisméretiieck voltak (20-25 pm), de eléfordultak nagyobb (35 pm)
sejtalakok is. A masodik és harmadik szegmentalis ideghez tartozo neuronok elhelyezkedésiik
alapjan kontralateralisak, medidlis helyzetlieck vagy ipszilaterdlisak lehetnek. Ezek kozott
talaltunk igen nagy (40 um) atmérével rendelkez6 sejtalakokat is (15B. abra).

Mindharom szegmentélis ideg toltése soran mind az eldtte, mind a mogotte
elhelyezkedd szomszédos ganglionokban talaltunk jeldlt neuronokat. Az anterior iranyban
fekvo szomszédos ganglionban a neuronok a masodik és harmadik szegmentalis ideg
vonaldban ventromedidlisan, valamint az ipszi- és kontralateralis oldalon ventralisan ¢és
ventrolateralisan helyezkedtek el. A poszterior iranyban elhelyezkedd ganglionban az els6
szegmentalis ideg eredésénél, az ipszilateralis oldalon, ventralisan és ventrolateralisan
talaltunk jelolodott szomakat. Az azonositott neuronok alapjan megallapitottuk, hogy minden
szegmentalis idegben fut olyan axon, amelynek perikarionja valamely szomszédos

ganglionban talalhato.
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15. abra A-B. Lucifer yellow-al tolt6tt szenzoros elemek. A. A jobb oldali szegmentalis ideg

toltését kovetden jelolt szenzoros sejteket detektaltunk a prosztomium, illetve az elsé valamint
-kis szdmban- a masodik anterior testszelvényekben. B. A masodik és a harmadik
szegmentalis idegek toltését kovetden szenzoros rostok ¢€s centralis sejttestek egyarant
jelolodtek. C-D. Jelolt szenzoros sejtek a kdzépdarab sertesoraban. pr: prosztomium, 1st: elsé
testszelvény, 2nd: masodik testszelvény, I. II. III.: szegmentalis idegek pontozott vonal: toltott
idegcsonk, lres nyil: centralis idegsejt, nyil: magéanyos érzéksejt, kettds nyil: érzékseit,

csillag: serték pozicidja, A-P: anterior-poszterior irany, D-V: dorzalis-ventralis irany.

Aranymérték: 50 um
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4.3. Ultrastrukturalis vizsgalatok

4.3.1. Konvencionalis elektronmikroszkopia

Konvencionalis elektronmikroszkdpos vizsgalataink soran részletesen vizsgaltuk az

Eisenia fetida szenzoros rendszerének kiillonbozo részeit.

4.3.1.1. A primer érzékhamsejtek ultrastrukturalis morfolégiaja

Mint azt korabbi vizsgélataink eredményei alapjan megallapitottuk az érzékszervek
eloszlasi mintadzatuk és morfoldgiai sajatossaguk alapjan testtajanként kiilonboznek. A test
eliilsé €s hatulso részén az érzékszervek nagyon hasonlod anatomiai karakterrel rendelkeznek,
mig az ettdl eltéréek a posztklitellaris szelvényekben taldlhatoak. Ennek megfelelden az
elektronmikroszkopos  vizsgélatainkat prosztomium, illetve kozépdarab szelvények
sertesorabol késziilt metszeteken végeztiik. A borizomtomld keresztmetszeti attekintésekor a
tamaszté ¢és mirigysejtek kozott elhelyezkedd primer érzékhamsejtek fejlett apikalis
csillozatuk alapjan konnyen beazonosithatéak voltak. A szenzillikban az érzéksejtek
multicilidrisak voltak, unicilidris sejteket nem sikeriilt detektdlnunk az altalunk vizsgalt
régidkban. A maganyos sejtek kozott penetrativ és non-penetrativ sejtalakokat egyarant
talaltunk, ez utobbi azonban lényegesen ritkabb volt.

Non-penetrativ sejtek jellegzetesen a kutikula als6 harmadéban, a sejt apikalis
felszinével parhuzamosan fut6 csillokkal rendelkeztek. Az  altalunk  vizsgalt
sorozatmetszeteken ezeknek a sejteknek mindig csak egy kis része volt reprezentalva a
metszési sikban, igy nem tudtunk kelld részletességli ultrastrukturalis jellemzést késziteni
errdl a sejttipusrol.

A prosztomium teriiletén a penetrativ sejtalakok nagy szamban fordultak ¢l6, szinte
mindig érzékszervekbe tomoriilve (16A. abra). A sejtek morfologiai jellegzetességeit
vizsgalva megéllapitottuk, hogy az apikalis oldalon kiszélesedd sejtalak volt altalanos. A
csillok keresztmetszeti képén jol lathatd a szabdlyos 9+2-es csilloszerkezetet eredményezd
mikrotubuluselrendezddés jo1 kivehetd volt, valamint a hosszmetszeti képeken a csillok alapi
részénél elhelyezkedd bazalis test és a csillogyokér is (16B. abra). A sejtek citoplazma
szerkezete homogénnek mutatkozott, a marginalis teriileteken kissé sotétebb, elektrondenz
zondkkal. A nucleus minden esetben a kornyezetétdl jol elkiilonithetd, sotét, homogén

szerkezetli, szabalyos alaka  volt. Sejtorganellumokat -hossz, elnyalt alaku
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mitokondriumokat ¢és igen fejlett Golgi rendszert- a sejtek bazalis régidiban (16D, F. abra),
valamint a sejtmag kozvetlen kdzelében sikeriilt kimutatnunk. Kézvetlen a mag kdzelében
stirlin elhelyezkedd kisméretli autophag vezikuldkat, valamint nagyobb méretli, denz bels6
tartalommal rendelkezé szabad riboszémaékat is sikeriilt kimutatnunk. A sejtek kozott -a
tipikusan el6fordulo- zonula adherens sejtkapcsolatok mellett dezmoszémas kapcsolatokat is

talaltunk.
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16. abra. A borizomtdmld szenzoros elemeinek ultrastruktardja. A-B. Az epidermisz sikjabol
kiemelkedd szenzilla keresztmetszetén, az apikdlis részen egy primer érzékhamsejt
dendritikus nyulvanya lathaté a kutikulat attord érzékesillokkal. C-D. A szubepidermalis
plexus ultrastrukturdja. C. A kotészovet €s a hamréteg hataran, egymas mellett futd szenzoros
¢s motoros rostok. A szenzoros rostok agranularis vezikulakat tartalmaznak. D. A hamréteg
tangencialis metszetén a szubepidermalis plexus részlete lathat6. Tobb idegrost és végzodés
atmetszete reprezentalja a plexus halozatos szervezddését. A dense core €s agranularis (clear)
vezikuldkat tartalmazo idegvégzddések az abran jol lathatoak. Szinaptikus kapcsolatra utald
jeleket is talaltunk, az abran két agranuléris vezikula tartalmu rost kapcsolata lathat6. E. Az
egyes szegmentalis ideg keresztmetszete. Jol 1athatd, hogy a kis atmérdjii szenzoros rostok €s
a kis €és nagy atmérdjii motoros rostok kotegekbe rendezédve az idegen beliil elkiiloniilve
futnak. F. A ventralis ganglion lateralis neuropiljében elhelyezkedd szenzoros rostok
agranularis vezikuldkat tartalmaztak nagy szamban. E: epidermisz, M: izomréteg, cut:
kutikula, hegyes nyil: érzékcsillo, kereszt: szenzoros rost, csillag: motoros rost, nyil: dense
core vezikula, kettds nyil: clear vezikula, m: miktokondriumok, nf: neurofilamentum, iires
nyil: szinaptikus kapcsolat, pontozott kor: szenzoros rostok, kor: kis atmérdjii motoros rostok,
iires nyilhegy: nagy atmérdjii motoros rostok, L-M: lateralis-medialis irdny, D-V: dorzalis-

ventralis irany.

Aranymérték: 1 pm
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4.3.1.2. A szenzoros rostok ultrastruktiraja

Kozvetleniil a bazalis membran alatt, a ham-izom hatéron a szubepidermalis plexus
rostjainak ultrastruktarajat tanulmanyoztuk, kiilonb6z0 metszési sikot alkalmazva. Az
érzékhamsejtek bazalis oldala mentén nagy szamban talaltunk rostokat, amelyek a bazalis
membrannal parhuzamosan futottak (16C, D. abra). A rostok szorosan egymas mellett egy
kotegbe rendezodtek.

Megallapitottuk, hogy a rostok méret (0,3 um-t6l 2,7 um-ig) és alak szempontjabol igen
heterogének. A nagy atmérdji rostok feltételezhetéen efferens motoros, mig a kis atmérdvel
rendelkezOk szenzoros rostok keresztmetszetei voltak (16C. &bra). A rostokban
vezikulafelhalmozodasokat is  megfigyeltiink, amelyek kiilonb6z6  morfologidval
rendelkeztek. A rostok kozott szinaptikus kapcsolatokra utald struktirakat is megfigyeltiink,
ezek azonositdsa a vezikuldk felhalmozdodasa alapjan volt altaldban lehetséges, mert a
gerincesekre jellemz6 membran-specializaciok, elvaltozasok ritkan figyelhetok meg a
gyurisférgek idegrendszerében. A nagy atmérdji, feltehetéen motoros axonokban un. dense
core ¢és nagyméretli agranularis vezikuldk, mig a 0,5-1 pm vastagsagl szenzoros axonokban

kisméretli agranularis vezikulak fordultak el6 (16C. abra).

A szegmentalis idegek atmetszetét tanulmanyozva azt tapasztaltuk, hogy a hasonlo
Ennek megfeleléen el tudtunk kiiloniteni kis atmérdjii szenzoros, valamint kis és nagy
atmérdjii motoros rostokat. Mig ez utobbiak altaldban a szegmentalis ideg centralis régidiban
lokalizalodtak, a szenzoros rostok elhelyezkedése mind a k6zépsd, mind pedig a marginalis

teriiletekre volt jellemz6.

A kozpontban a szenzoros rostokat tiszta, attetszo citoplazma, valamint kisméretti (25-

35 nm) clear vezikulafelhalmozodas jellemezte (16F. abra). A kiilonb6z6 rostok a ganglion

crcr

metszeteken nem sikeriilt regisztralnunk.
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4.4. GABA-immunreaktivitas a szenzoros rendszerben
4.4.1. Fény- és elektronmikroszkopos immuncitokémia

A festést kovetden erésen jelolt strukturakat sikeriilt beazonositanunk az Eisenia fetida
¢s a Limnodrilus hoffmeisteri egyedek szenzoros rendszerének kiilonb6zé szintjein. A

festddés minden egyes régioban jol reprodukalhaté volt.

4411. A GABA-IR érzékhamsejtek eloszlasi mintazata a

borizomtomloben

A bérizomtomloben erdsen festodd GABA-IR sejteket talaltunk, amelyeket
morfologiai jellegzetességeik alapjan primer érzékhdmsejtekként azonositottuk. A jelolt sejtek
anatdbmiai viszonyainak részletes leirdsat totalpreparatumok ¢és a beldlik késziilt
sorozatmetszetek tanulmanyozasa alapjan ismertetjiik. A  totalpreparatumokon az
immunreakcio kiértékelését a borizomtomlo relative magas pigmenttartalma nehezitette, ezért
a jelolt sejtek detektalasat multispektralis felvételeken végeztiik. A multispektralis képeken
meghataroztuk a DAB spektrumat (430 nm), majd elkiilonitettiik a pigment spektrumatdl
(17A-E. abra). Az eloszlasi mintazatot és a sejtszamot a DAB spektrumkép alapjan hataroztuk
meg.

Azt tapasztaltuk, hogy a jelolt sejtek mindkét vizsgalt faj esetében kovették -a
korabban mar neuronalis tOltési technikdval meghatarozott- az érzéksejtekre jellemzo

eloszlasi mintazatot.
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17. abra. Multispektralis felvétel az Eisenia fetida borizomtomldjér6l GABA immunjeldlést
kovetden. A. A hamrétegben maganyos és érzékszervekbe tomoriilt érzéksejteket egyarant
taldltunk. Meghataroztuk az immunjel (DAB) spektrumdt, majd az ennek megfeleléen
eléallitott spektralis képen (B.) beazonositottuk a jelolt sejteket. A spektralis szegmentalas
soran a mirigysejteknek (C.) valamint a pigmentnek (D.) megfeleld spektrumot is
beazonositottuk (E.), ezeket negativ kontrollként alkalmaztuk. Hegyes nyil: maganyos
érzéksejt, kettdsfejii nyil: érzékszervekbe tomorilt érzéksejt, DAB: diaminobenzidin, A-P:

anterior-poszterior irany.

Aranymérték: 50 pm
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4.4.1.1.1. Az Eisenia fetida GABAerg érzéksejtjei

Az oralis régidban a prosztomium teriiletén a jelolt sejtek kerek alaktiak voltak és
egyenletesen szortan helyezkedtek el (18A. éabra). A szdjnyilds kornyékén a sejtstirliség
megndtt és az ajkak peremteriiletein mar az ovalis sejtalak valt uralkodova (18C. abra). A szaj
belsé hamrétegében a szajlireg kezdeti szakaszan kisméretli jelolt sejtalakokat és igen gazdag
nyulvanyrendszert talaltunk. A nyulvanyok nagy része az allat hossztengelyével
parhuzamosan a rosztrokaudalis, illetve kaudorosztralis iranyba futott. A nyulvanyokon kis
varikozitasokat detektaltunk (18B. abra).

A posztklitellaris szelvények kozepén végighuzodo —az allatot dvszerlien korildlelo-
sertesorban elhelyezkedd nagyobb méretii szenzillak 4-6 db GABA-IR sejtet tartalmaztak
(18D. abra). Az érzékszerveket alkotd sejtek nyulvanyait is sikeriilt azonositani. A szenzillan
beliil egy adott sejt nyulvanya a szomszédos sejtek iranyaba futott. A serte kozvetlen
kozelében 1évo jelolt sejtek gyakran szabdlyos kort formazva, Ovszeriien a serte koriil
helyezkedtek el (18E, F. abra). A sertesor elott és mogott elhelyezkedd kisebb méretii
érzékszervek is tartalmaztak jelolt sejteket. GABA-immunreaktivnak bizonyult szamos
maganyos érzékseijt is.

Meghataroztuk az egyes testtajakra jellemzé6 GABA-IR sejtszamot, illetve néhany
szelvényre jellemzé sejtstiriséget. A prosztomiumban 600 db (£52, n=4), az els6
testszelvényben 530 db (+40, n=5), a posztklitellaris szelvényekben atlagosan 800 (65,
n=12), a kaudalis szelvényekben 300db (£17, n=5) jeldlt sejt volt.
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18. abra. GABA immunreaktiv struktirak az Eisenia fetida kiilonboz6 testrégidiban. A. A
prosztomialis lebeny jelolt sejtjeinek eloszlasi mintazata. B-C. A szajnyilas és az ajak régio
GABA-IR strukturai. D. Egy kozépdarab szelvény GABA-IR primer érzékhamsejtjeinek
tipikus eloszlasi mintazata, indexképben a szenzillak kinagyitott képe. E-F. A sertesorban
elhelyezked6 GABA-IR sejteket tartalmazd szenzillak. Csillag: sertetokok, hegyes nyil:
maganyos jelolt érzéksejt, dupla nyil: szenzilliba csoportosult GABA-IR primer
érzékhamsejtek, fekete nyil: sejtnyulvany, A-P: anterior-poszterior irany, D-V: dorzalis-
ventralis irany.

Aranymérték: A, B, C, D, E: 100 pm; F: 10pm
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Néhany esetben a GABA-IR rostok a szegmentalis idegek pozicioit is kijelolték. Jol
lathat6 volt, hogy a jelolt sejtek az idegek mentén helyezkednek el. Szdmos esetben a sertesor
szenzillait alkotod sejtek nyalvanyait egész a Il. szegmentalis idegig tudtuk kovetni (19A.
abra).

A Klitellumban, jellegzetes eloszlasi mintazatot talaltunk. A sejtek tobbsége az allat
két oldalan dorzolateralisan elhelyezkedd serdiilési dudorok teriiletén szabalyos savban
tomorilt. Ezek a sejtek kis atmérdjii (5-8 um) kerek sejttesttel rendelkeztek és igen sirtin,
egymashoz kozel helyezkedtek el (19B. abra). A nyereg mas teriiletein jelolt sejteket nagyon
kis szamban talaltunk. Ezek latszolag szabalytalan elrendezddésli, maganyos sejtek voltak,
tobb sejtbdl allo érzékbimbokat ritkan figyelhettiink meg. A serdiilési dudorokban kicsi
szomaju, intenziven fest6do sejtek helyezkedtek el, szinte az egész serdiilési dudor teriiletét

kitoltve. Egy - egy serdiilési dudor 1300 db (72 n=5) GABA-IR sejtet tartalmazott.

19. abra. GABA immunreaktiv primer érzékhamsejtek eloszlasi mintazata. A. Egy

kozépdarab szelvény GABA-erg primer érzékhamsejtjeinek eloszlasa és a jelolt szegmentalis
idegek pozicidja. B. A nyereg jellegzetes sejtmintdzata. Hegyes nyil: egyediil 4116 GABA-IR
érzékesejt, dupla nyil: szenzilldba csoportosult jelolt primer érzékhamsejtek, 1. II. III.:

szegmentalis idegek, csillag: sertetok, A-P: anterior-poszterior irany.

Aranymérték: 100 um
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A teriiletegységre vonatkoztatott sejtszamot adott referenciateriiletre (5000 pm?)

hataroztuk meg a prosztomium, a kozépdarab és a testvég szelvényeire (2. grafikon).
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2. grafikon. GABA-IR sejtek megoszlasa a kiilonb6z6 testrégiokban.

A jelolt sejtek egy szelvényen beliili eloszldsi mintdzatat a posztklitellaris
szelvényekben hatdroztuk meg. A dorzélis oldalon a jeldlt sejtek mintegy 40%-a, a ventralis
oldalon 25%-a, ventrolateralis részen pedig 35%-a lokalizalodott.

A sorozatmetszetek vizsgalata megerdsitette a totalpreparatumok tanulmanyozasaval
nyert eredményeket: a primer érzékhamsejteknek csak egy része GABA-IR. Megallapitottuk,
hogy a fotoreceptorként ismert faoszomas sejtek nem festddtek, mig a szenzilldkban talalhatod

sejtek koziil tobb jelolodott (20A, 1. abra).

A megfestett sejtek alaktani szempontbdl heterogének voltak még egy szenzillan beliil
is, de kiilondsen nagy kiilonbséget tapasztaltunk a kiilonb6zd testrégiok jelolt sejtjeinek
anatomiai  tulajdonsdgaiban. A  keresztmetszeti prepardtumok  kiértékelése soran
megallapitottuk, hogy az immunreakciot kovetden a GABA-IR sejtek esetén az egész szoma
homogénen festddott és az egyes sejtek kozott sem talaltunk intenzitasbeli kiilonbséget.

Ennek megfelelden az immunreakcié denzitasanak analizisétdl eltekintettiink.
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A prosztomium szenzilldiban hosszi, megnytilt GABA-IR sejtek fordultak eld nagy
szamban, amelyek fejlett centralis nyulvanyokkal birtak. A sejtek kerek centralis sejtmaggal
rendelkeztek és az apikalis részen rovid dendritikus nyGlvannyal, amely az epidermalis felszin
felé iranyult. Ezen a testrégion a sejtek dendritikus nyalvanyai jellemzéen behatoltak a
kutikula rétegébe. A centralis (axonalis) nyulvanyok elagazoédtak a szubepidermalis
plexusban, majd vastagabb idegagakba Osszeszedddve a prosztomialis idegekbe futottak
(20A. abra).

A posztklitellaris szelvények szenzilldiban a jelolt sejtek heterogénebb felépitésiiek

voltak (20J. abra), de néhany alaptipust azonositani tudtunk.

l. Az els tipusra a viszonylag kisméretli, a hamréteg apikalis részében
elhelyezkedd, kozel gomb alaki szoma volt jellemzd. A sejtmag centralis
elhelyezkedésii volt €s kitoltotte szinte az egész sejttestet. A centralis nyulvany
néhany elagazasa a szubepidermalis plexusba lépett be, mig a legvastagabb ag

a szegmentalis idegbe futott (20B, G. abra).

. A masodik tipusba morfologiailag igen heterogén szomaval rendelkezé sejtek
tartoztak. A sejtmagjuk bazalis lokalizacioji volt, nyalvanyaik eredésiiket
kovetden, kdzvetleniil a sejttest alatt gazdagon elagazott, legtobbjiik egy rovid
periférias és egy hosszu centralis nyalvannyal rendelkezett. Az utdbbi
lényegesen vastagabb volt, mint a tobbi érzéksejté és vizsgalataink szerint

elagazddas nélkiil, kozvetlentil a szegmentalis idegbe Iépett be (20C, D. abra).

1. A harmadik sejttipus altalaban a szenzilldk kozepén helyezkedett el, atérte a
ham teljes vastagsagat és a hasab alaku szomabol kilépd centralis nyalvany

szamos, a plexusban végz6do rostra bomlott szét (20E, H. abra).

V. A kis szamban el6fordulé maganyos érzéksejtek egy része vastag, elagazodas
nélkiili centrdlis nytlvannyal birt, amely kozvetleniil a szegmentélis idegbe
lépett be (20F. abra). Ez a sejttipus centralis elhelyezkedésti sejtmaggal
rendelkezett, amit egy igen keskeny citoplazma sév ovezett. A sejtek apikalis
részén rovid dendritikus nyllvany volt megfigyelhetd, amely a kutikula
iranyaba futott. Ez a sejttipus jellemzden a szelvények anterior és poszterior
részeiben - kozel a szelvényhatirokhoz - fordult el (3 db/100 pm?).
Erzékszervek ezeken a teriileteken ritkan és szortan elhelyezkedve voltak jelen
(20A, F, 1. abra).
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20. abra. GABA-IR primer érzékhamsejtek tipusai. A. A prosztomium megnyult szomaval
rendelkez6 jelolt sejtjei. Jol lathatd, hogy a bazalis lokalizacioju faoszomalis sejtek nem
festodtek. B. Kisméretli, a hamréteg apikalis részében elhelyezkedd |. sejttipus gyakran
szenzillakban is el6fordult. C-D. Nyulvanyos, II. tipust sejt. E, H. Hasab alaku Ill. sejttipus.
Maganyosan allo: F, | és érzékszervbe tomoriilt: G. apikalis érzéksejtek. H. GABA
immunreaktiv rostok a szubepidermalis és az izomplexus szintjén. J. Szenzillaba szervezddott
heterogén sejtpopulacio. Hegyes nyil: sejttest, kettds nyilhegy: dendritikus nyalvany, nyil:
axonikus sejtnyulvany, iires nyil: faoszomalis sejtek, pontozott vonal:szenzilldk hatéara, E:
epidermisz, M: izomréteg, gc: mirigysejt, L-M: lateralis-medialis irany.

Aranymérték: 10 pm
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Immunelektronmikroszkdépos mintdkon vizsgaltuk az érzékszervek és azok
tamasztosejtek Ovszerien hataroltdk, amelyek az érzékbimbd peremének kialakitasaban is
részt vettek. A szenzilladkban a sejtek szorosan egymas mellett tomoriiltek, emiatt a kisebb
érzékszerveket alkotd sejtek azonositasa nem minden esetben volt egyértelmi. A kozépdarab
szelvények sertesoraban elhelyezkedé nagyméretii, -80 um atmérdjt, min. 20 db, max. 40 db.
sejtet tartalmazd szenzillaban- a sejteknek tobb, mint a fele GABA-IR-nak bizonyult (21A.
abra). A GABA-IR sejtek alaktani szempontbol nem kiiloniiltek el a szomszédos, nem GABA
pozitiv érzéksejtektol. A vizsgalt érzékbimbok teriiletén beliil kitiintetett régiokat nem tudtunk

beazonositani, a jelolt sejtek random helyezkedtek el.

A borizomtomlé GABAerg maganyos érzéksejtjeit vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy

ezek a sejtek morfologiai szempontb6l nem kiilonboznek a szenzillat alkotd sejtektél (21B.

abra).
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21. abra. Jelolt primer érzékhamsejtek lokalizacidéja az Eisenia fetida hamrétegében. A.
GABA-IR sejtek eloszlasa egy szenzillan belill. B. Egy jelolt sejt kinagyitott képe a
sejtmaggal. Pontozott kor: egy érzékszerv hatara, nyilhegy: immunpozitiv sejtek, lires

nyilhegy: nem immunreaktiv sejtek, N: sejtmag, A-P: anterior-poszterior irany.

Aranymérték: 1 pm
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4.4.1.1.2. A Limnodrilus hoffmeisteri GABAerg érzéksejtjei

Azonos immunfestési protokolt alkalmazva a Limnodrilus hoffmeisteri egyedekben
halvanyabb festodést kaptunk a bérizomtdmlében. A jeldlt primer érzékhamsejtek kdnnyen
azonosithatdéak voltak, azonban a nyulvanyrendszeriik mar kevésbé volt kovethets. Az
érzéksejtek eloszlasi mintazata megegyezett az Eisenia foetida-ban leirtakkal, azonban a 100
um’ teriiletegységre esé immunreaktiv sejtek szama lényegesen nagyobb volt (3. grafikon).
Erzékszervekbe tomoriilt és maganyos sejtalakokat egyarant sikeriilt beazonositanunk (22A,

B. abra).
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3. grafikon. GABA-IR primer érzékhamsejtek szdma 1000 pm’® egységteriletre
vonatkoztatva Eisenia fetida és Limnodrilus hoffmeisteri kiilonb6z6 testtajain. Az Eisenia
fetida mérési eredményei prosztomium (n=5), k6zépdarab (n=15) és testvég (n=8) teriiletek
mindegyikén 3 db 1000 wm?-0s mintateriiletek adataibol szarmaznak. Limnodrilus
hoffmeisteri prosztomium (n=3), kozépdarab (n=7) és testvég (n=3) 2 db 1000 pm?-0s

mintateriilete lett kiértékelve.
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22. abra. GABAerg jelolt érzékhamsejtek eloszlasi mintazata a Limnodrilus hoffmeisteri

boérizomtdmldjében. A. Jelolt érzékszervek eloszlasi mintdzata a testvég szelvényeiben B.
Magényos jelolt érzéksejtek egy posztklitellaris szelvényben. Hegyes nyil: egyediil allo
GABA-IR érzéksejt, dupla nyil: szenzillaba csoportosult jelolt primer érzékhamsejtek, A-P:

anterior-poszterior irany.

Aranymérték: 100 pm

4.4.1.2. A szubepidermalis plexus GABA immunreaktiv elemei

A szubepidermalis plexus vizsgalatat Eisenia fetida egyedeken végeztiik. A plexusba
belépd varikozus GABA-IR centralis nyulvanyok, illetve azok oldalagai konnyen
azonosithatok voltak a sorozatmetszetekben (23A, B. dbra). Szamos esetben megfigyelhetd
volt az egyik szenzillatol a masik érzékbimboig futo rost. A plexus keresztmetszeti képén sok
szenzoros rost atmetszetet taldltunk (23C. &bra). Immuncitokémiai vizsgdlatok soran
megallapitottuk, hogy a GABA-IR szenzoros sejtek centralis nylilvanyai gyakran az egyazon
szenzillaban elhelyezked6 nem GABA-IR érzéksejtek nytilvanyaira adtak bemeneteket (23D.
abra), de gyakran talaltunk GABA-IR profilokat a GABA-ra egyaltalan nem fest6do

szenzillak alatt elhelyezkedd plexusokban is.
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23. abra. A szubepidermalis plexus GABA-IR rostjai. A-B. Jelolt rostok a plexusban. C. A

plexus ultrastrukturaja. D. GABA-IR centralis nytlvany a plexusban. Nyil: jelolt rostok, gc:
mirigysejt, pontozott vonal: érzékszerv hatara, csillag:motoros axon, Kkereszt: szenzoros
axonok, Sc: szenzoros sejt, C: kollagén fibrillak, iires nyil: szinaptikus kapcsolatra utalo jelek,

L-M: lateralis-medialis irany.

Aranymérték: A, B: 10 um; C, D: 500 nm

4.4.1.3. A GABA-IR szenzoros rostok reprezentacioja a kozponti

hasduclanc ganglionjaiban

A jelolt szenzoros rostok lefutdsdt a szegmentdlis idegekben és a kozponti

idegrendszerben totalprepardtumokban és a beldliik késziilt félvékony sorozatmetszetekben
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egyarant nyomon kovettiik Eisenia fetida egyedekben (24A, B. abra). Megallapitottuk, hogy
az Ot par hosszanti szenzoros axonkdteg koziil csak két parban, nevezetesen a ventrolateralis
¢s a ventromedialis axonkotegek tartalmaztak GABA-IR rostokat. A rostok gazdag
arborizaciot mutattak. FeltinG volt a ventralis oridsaxonokat koriilvevé ventrolateralis

axonkoteg intenziv festédése (24B abra).

A hasduclancban jelolt centralis sejtalakokat is kimutattunk. Ezek tobbnyire
lateralisan, kozvetleniil a gangliontok alatt, egymas mellett szorosan helyezkedtek el. A
sejttestjeik 20-30 um atmér6ji, kerek, vagy kissé megnyult volt. A sejtek varikozitasokban
gazdag nyulvanyai elhagyva a szomat a centralis neuropilbe futottak, ott keresztezddtek, majd

valamelyik ellenoldali hosszanti szenzoros axonkdteg rostjaihoz csatlakoztak.

A GABA-IR axonprofilok ultrastrukturalis morfologiajat a ventralis ducok
neuropiljében tanulmanyoztuk. A ventrolateralis (24C, D. abra) és a ventromedialis (24E, F.
abra) axonkotegekbe jel6lodott rostokat sikeriilt kimutatnunk, amelyek egyértelmiien
elkiiloniiltek a szomszédos, nem jelolt rostoktol. A jelolt sejtek citoplazmajaban az
immunreakciot reprezentald aranyszemcsek egyenletesen szortan voltak jelen. A citoplazma
mellett a rostokban nagy szamban el6forduldé mitokondriumok is jelolédtek. Megallapitottuk,
hogy a GABA-IR profilok morfologiailag heterogének lehetnek; az atlagosan 25 nm atmér6ji
pleomorf aglanuralis vezikulumok mellett nagyméretii -30-50 nm-atméréji- dense-core
vezikulakat is talaltunk. Ez utobbiak joval kisebb szamban fordultak el6 az altalunk vizsgalt

profilokban.
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24. abra. GABAerg szenzoros rostok és érzéksejtek elhelyezkedése Eisenia fetida ventralis
dacaban whole mount A. és keresztmetszeti B. képen. Posztembedding immunogolddal jelolt
GABA-IR axon profilok ultrastruktiraja a ventralis ganglion ventrolateralis C-D. és
ventromedialis E-F. hosszanti szenzoros axonkotegeiben. A varikozitasok kisméretli
agranuralis vezikulak mellett kisebb szamban denz, granularis vezikulat is tartalmaztak.
Nyilhegy: jelolt centralis sejt, I. II IIL.: szegmentalis idegek, MGA: medialis 6ridsaxon, LGA:
lateralis oOriasaxon, VGA: ventralis oriasaxon, VI: ventrolateralis koteg, vm: ventromedialis
koteg, hegyes nyil: agranuldris vezikula, kettdés fejli nyil: granularis vezikula, m:
mitokondrium, A-P: anterior-poszterior irany, D-V: dorzalis-ventralis irany.

Aranymérték: A, B: 100 pm; C, D, E: 100 nm
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Limnodrilus hoffmeisteri egyedek ganglionjait vizsgalva hasonldé eredményeket,
kaptunk, mint az Eisenia fetida-ban. A legkifejezettebb struktirak a medialis €és a lateralis
paros poliszegmentalis rostkotegek voltak (25A, B. éabra). A neuronok, amelyek a
poliszegmentalis interneuronalis kotegek képzésében vesznek részt az egyes szegmentalis
ideggyokérnél a ganglion lateralis és dorzolateralis részén helyezkedtek el (25A, B, C. abra).
Az interneuronalis rostok mellett sikeriilt szenzoros rostokat is beazonositanunk, igy a
ventromedialis €s ventrolateralris hosszanti szenzoros kotegekben erds jelolést talaltunk (25D.

abra).
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25. abra. GABAerg jelolt strukturak a Limnodrilus hoffmeisteri ventralis ganglionjaiban. A-

B. GABA-IR strukturak a ventralis ganglionban. Az ipszi- ¢és kontralateralis interneuronalis
kotegek jelolodtek. C-D. GABAerg rostok lokalizacioja keresztmetszeti preparatumokon.
Bipolaris neuron a masodik szegmentalis ideg magassagaban C., valamint az erdsen jel616dott
ventromedialis szenzoros koteg D. Hegyes nyil: egyediil all6 GABA-IR érzéksejt, dupla nyil:
szenzillaba csoportosult jelolt primer érzékhamsejtek, hegyes nyilhegy: bipoldris neuron,
nyilhegy: lateralis poliszegmentalis rostkoteg, dupla nyilhegy: medialis poliszegmentalis
rostkdteg, sn: szegmentélis ideg, bw: testfal, csillag: laterdlis dridsaxon, vm: ventromedidlis

hosszanti szenzoros axonkdteg, A-P: anterior-poszterior irany, D-V: dorzalis-ventralis irany.

Aranymérték: A, C, D: 100 pm; B: 50 um
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5. DISZKUSSZIO

Vizsgalataink soran Lumbricus terrestris, Eisenia fetida és Limnodrilus hoffmeisteri
kifejlett egyedeinek periférias és centralis idegrendszerének szenzoros elemeit
tanulmanyoztuk. Mivel a kisérletekben résztvevé fajok hasonld anatomiai szervezodéssel
rendelkeznek, igy a kapott eredményeket altalanos érvénytinek tekinthetjiik az Oligochaeta
férgekre. Részletes anatomiai leirast adtunk a szenzoros struktirdk morfologiajat, azok
elhelyezkedését és eloszlasi mintazatat illetden. Eredményeink aldtdmasztjak és kiegészitik a
korabbi kisérleti adatokat, igy alapul szolgalhatnak a jovébeni anatomiai és elektrofiziologiai
kisérletekhez.

A modellallatokat mindig az adott kisérletnek megfelelden valasztottuk, igy az
elektronmikroszkopos és immuncitokémiai vizsgéalatokat a kisebb méretei miatt egyszeriibben

kezelhetd tragyagiliszta illetve csOvajo féreg, mig a neuronalis toltéseket foldigiliszta

egyedeken végeztiik a nagyobb, kdnnyebben izolalhatd és manipulalhaté idegkdtegek miatt.

5.1. Az érzékszervek szervezodése a testfalban

Amint azt koradbbi anatémiai leirasokbol tudjuk, a gylrisférgek koztakardjaban,
kiilondsen a prosztomium €s az elsd szelvény teriiletén szabad idegvégzddéseket, maganyosan
allo és érzékszervekbe csoportosult érzéksejtek (Retzius, 1892; Langdon, 1895; Ogawa,
1939), valamint fényérzékeld fotoreceptorsejtek (Hess, 1925b) taldlhatoak. Az
elektronmikroszkopos morfologiai vizsgalatok feltartdk az egyes sejttipusok részletes
ultrastruktarajat (Jamieson, 1981). Jelen munkaban konvencionalis elektronmikroszkopos,
transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM) és szkenning elektronmikroszkopos (SEM),
technikakkal vizsgaltuk a boérizomtomlében elhelyezkedé érzékszervek és primer
érzékhdmsejtek morfologiai jellegzetességeit.

Pasztazo elektronmikroszkopos felvételek segitségével Eisenia fetida valamint
Limnorilus hoffmeisteri egyedek kitiintetett testtajaiban -anterior régio, kozépdarab, poszterior
régio- tanulmanyoztuk az érzékszervek eloszldsi mintdzatat. A két faj esetében az
érzékszervek eloszlasi mintazataban nem talaltunk kiilonbséget. Az anterior szelvényekben a
mar Aros (1978) altal szkenning elektronmikroszképos tanulmanyaban leirt eloszlasi

mintazatot talaltuk. Ezeket a korabbi vizsgélatokat kiegészitve egyéb testtajak szelvényeivel,
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meghataroztuk az allatok egyes testtajaira jellemz6 érzékszerv eloszlasi mintazatot.
Eredményeink megerdsitették, hogy a szenzoros érzékszervek a legnagyobb szamban és a
legstirtibben a prosztomium teriiletén fordulnak eld, tovabba ez a mintazat tipikusan jellemz6
volt az 1. és a Il. eliils6 testszelvényekre, valamint a harom utolsé testszelvényre egyarant.
Szamitasaink alapjan az érzékszervek legsiiriibben a prosztoémium és a pygidium teriiletén az
analis porus koriil helyezkedtek el (1. grafikon). Ezek alapjan feltételezhetjikk, hogy ezen
testtajaknak igen fontos szerepe lehet a szenzoros funkciokban. Az allatok talajlako, fard
¢letmodja megkoveteli, hogy az érzékelést a test eliilso, illetve hatulso régidira 6sszpontositsa.

Az anterior és poszterior szelvényekt6l mind méretben, mind pedig eloszlasi siiriiségben
kiilonboztek a vizsgalt posztklitellaris szelvények. Itt a joval nagyobb érzékszervek joval
ritkabban allva helyezkedtek el. Kivétel volt a szelvényen beliil a sertesor savja, ahol az
érzékszervek igen slr(i tomoriilése volt jellemz6. Ebbol az eloszlasi mintazatbol -ami az
allatok legtobb testszelvényére jellemzO volt- arra kovetkeztethetiink, hogy a sertesor
kitlintetett szereppel bir a szenzoros érzékelésben.

A mérési eredményeket Osszevetve, a vizsgalt két faj érzékszerveinek kiilonbségeire is
ramutattunk. A egyedekben a teriiletegységre -100 umz- Juto érzékszervek szama ugyanabban
a testrégidban nagyobb volt, mint az Eisenia fetida esetében (1. grafikon). Nagy nagyitasu
fotokat tanulmanyozva szembetlind volt, hogy az érzékcsillok is joval hoszabbak voltak a
Limnorilus hoffmeisteri érzékszerveiben. Feltételezhetéen ezek az anatomiai kiilonbségek a
két faj eltéré életkoriilményeire vezethetd vissza, a vizi életmodot folytatd Limnodrilus
hoffmeisteri a kornyezetéb6l oldott formaban -kisebb koncentracioban- jut hozza a kémiai
ingerekhez ami kifinomultabb érzékelést igényel.

Az érzékszervek részletes morfologiai vizsgalatat Eisenia fetida-bol késziilt
keresztmetszeti TEM mintak analizisével egészitettiik ki. Ezek a vizsgalatok kimutattak, hogy
az érzékszervek nagy szamban tartalmaznak penetrativ multicilialis sejteket, unicilialis
sejtalakokat vizsgalataink soran nem sikeriilt detektalni. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
az unicilidlis sejtek joval kisebb mennyiségben fordulnak el6. Feltételezhetéen
érzékenyebbek, mint a multicilialis sejtek, viszont az ingerlokalizacio detektalasuk
felbontoképessége rosszabb.

Az ultrastrukturalis vizsgalatainkat kiterjesztettiik a szubepidermalis plexus szintjére is. A
plexus keresztmetszeti tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy a szenzoros €s motoros
rostok szorosan egymas mellett vannak jelen. A rostokban kiilonb6z6 morfologidval
rendelkezd vezikuldkat is megfigyeltiink. Ez a morfologiai heterogenitas arra utal, hogy a

plexusban kiilonbdz6 neurokémiai tulajdonsagli neurdlis strukturdk rostjai helyezkednek el. A
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rostok kozott szinaptikus kapcesolatokra utald struktarakat is sikeriilt kimutatnunk. Ezzel Gijabb

bizonyitékként szolgalhatunk a plexus lehetséges integrativ funkciojanak alatdmasztasahoz.

5.2. A szenzoros rendszer szervezodése

A neurontdltések és palyajeldlések napjainkban mar az immunhisztologia térhoditasa
miatt hattérbe szorult hisztotechnikai modszereknek tekinthet6k, holott a -kulonbozd
fizikokémiai tulajdonsaggal rendelkez6- nyomjelzé molekulak széles tarhaza all a kutatok
rendelkezésére. A részletes, haromdimenzios felbontast eredményez6 képalkoto laboratoriumi
berendezések elterjedésével ezen anyagok és modszerek 1) viragkorukat élhetik.

Ebben a munkaban kombinaltuk a tradicionalis neurontdltés technikakat a modern
konfokalis 1ézerszkenning mikroszkopiaval, hogy feltarjuk a Lumbricus terrestris
idegrendszerének haromdimenzids szervezddését.

Kisérleteinkben fluoreszcens nyomjelz6 anyagokat, a Dil-t, és a Lucifer yellow-t
alkalmaztuk.

Dil-t, mint post mortem nem specifikus jelol6 anyagot mar a korabbiakban is
sikeresen alkalmaztak neuronalis anatomiai kisérletekben, gerincesekben (Honig és Hume,
1986) és gerinctelenekben (Perruccio és Kleinhaus, 1996; Boris és mtsai, 1998) egyarant. Az
anyag fizikokémiai tulajdonsagai -lipofil karaktere- lehetévé teszik, hogy a sejtmembran
sikjaban diffundaljon akar nagy tavolsagokra is, igy sejttesteket, valamint azok
nyulvanyrendszerét egyarant képes feljelolni. Tovabbi sajatossaga, amely szintén a kémiai
karakterébol adodik, hogy nem képes athaladni a szinapszisokon.

A toltéseket kovetden megfigyeltiik, hogy elsdként a vékony sejtnyulvanyok, majd ezt
kovetden a vastagabb idegagak jelolodtek. Mivel a Dil diffazidja fiigg a tavolsagtol, az
alkalmazott inkubacidés id6t6l, valamint a koncentraciotél (Lukas és mtsai, 1998),
feltételezhetéen az interszegmentalis rostok halvany jelolése ezekre a fizikokémiai jelolési
sajatossagokra vezethet6 vissza (12H, 13A, C, D. abra). A mintak tanulmanyozasa soran nem
talaltuk jelét annak, hogy valamely sejt, vagy sejtpopulacié nem megfeleléen jel616dott volna.
Az alkalmazott jelolési technika ezen tulajdonsagai lehetdvé tették, hogy a jelolt ganglionhoz
tartozo 6sszes -mind a szenzoros, mind pedig motoros- rostot detektalni tudjuk.

Az anterior és poszterior szelvényekben talalt érzéksejtek eloszlasi mintazata
meger0sitette az Eisenia fetida-n elvégzett szkenning elektronmikroszkopos kisérleteink

eredményeit.
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Meghataroztuk egy prosztomidlis ideghez tartozd receptiv mezdt, amely az allatra
jellemzd bilaterdlis szimmetriaviszonyoknak megfelelden az anterior szelvények egyik, a
toltott ideggel azonos oldalara korlatozddott. Ehhez hasonlod szervezddést mar rovarokban
leirtak (Tyler és Altman, 2004).

A kozépdarab szelvényekben a legtobb érzéksejtet a sertesor szenzillaiban talaltuk,
kiilonosen nagy szamban kozvetleniil a sertetokok kornyékén. A szenzillak vizsgalatai alapjan
megallapitottuk, hogy az érzékszervekbe csoportosult primer érzéksejtek morfologiailag igen
heterogének, mind alak, mind méret, mind pedig elhelyezkedés tekintetében. A korabbi
immuncitokémiai vizsgalatok kimutattdk, hogy az érzéksejtek hisztokémiailag igen
heterogének lehetnek (Curry és mtsai, 1989; Gesser és Larsson, 1986; Lengvari és mtsali,
1994; Reglédi és mtsai, 1997a,b, 1999, 2000; Ehinger és Myhrberg, 1971; Myhrberg, 1967,
1971; Rude, 1966; Sporhase-Eichmann és mtsai, 1997, 1998; Telkes és mtsai, 1996; Csoknya
¢és mtsai, 2005). Feltételezhetd, hogy az alakbeli kiilonbségek és az immunreaktivitas kozott
Osszefliggés lehet. Ennek igazolasara tovabbi, szisztematikus a bérizomtomld tobb régidjara
kiterjesztett immuncitokémiai vizsgalatok elvégzése sziikséges.

Munkank soran elséként tartuk fel a szenzoros primer érzékhamsejtek és
nyulvanyrendszeriik haromdimenzios szervezddését. A sejtek centralis nyalvanyat kovetve
azt tapasztaltuk, hogy ezek kozvetleniil, elagazddas nélkiil futnak a legkdzelebbi szegmentalis
idegbe. Ez azt mutatatja, hogy a szegmentalis idegek lefutasat a kozépdarab szelvényekben a
primer érzéksejtek pozicioi er6sen determinaljak. A szenzoros rendszert elektrofiziologiai
modszerekkel Knapp és Mill (1967) vizsgalta kelld részletességgel. Kimutattak, hogy a
szenzoros mezok egy szelvényen beliil atfednek és atnyulhatnak a szomszédos szelvények
teriileteire is. Vizsgalataink soran -kis szdmban ugyan- sikeriilt kimutatnunk interszegmentalis
Osszekottetéseket, amelyek a szelvényhatdrokon athuzodva részt vehetnek két szelvény
szenzoros rendszerének Osszekapcsolasaban. Nagyon valoszinii, hogy a foldigilisztaban egy
adott testszelvény egy szenzoros egységnek feleltethetd meg és a szomszédos szelvények
érzékelésének 6sszehangolasaban nagyobb szerep tulajdonithatd a kozponti idegrendszernek.

Masik lehetdség, hogy a szomszédos szenzoros struktirdk szinapszisokkal, vagy gap
junction-el kommunikalnak. Mivel ezek a cellularis struktarak gatoljak a Dil diffuzidjat igy
ezekben kisérletekben kimutatasukra nem volt lehetdség. A Lucifer yellow ellenben kis
molekulatomege miatt képes atmenni a gap junction-on. Ha Osszehasonlitjuk a két toltés
eredményeit, azt kapjuk, hogy a Lucifer yellow-al valoban tobb sejt jelolodott. A
prosztomialis idegtdltéseket Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy Lucifer yellow toltést

kdvetden a prosztomidlis epithél teljes teriiletén, mig Dil-al csak a prosztomium egyik -a
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toltott ideggel megegyezd- oldalan jelolodtek primer érzéksejtek (11A, B, 14A. ébra).
Kimutattuk tehat, hogy a gap junction-nak Kitiintetett szerepe lehet a szelvények kozotti
kommunikacidban.

A Dil toltésekkel a szegmentalis idegeket Osszekotd harant rostokat IS sikeriilt
lathatova tenni. Ezek a strukturdk kapcsolatot teremtve a szegmentalis idegek kozott,
feltételezhetGen a periférids idegrendszer kontinuitasat hivatottak fenntartani.

Periférias Dil jeloléseket alkalmazva kimutattuk, hogy a prosztomialis feliilet csilloval
rendelkezd, a kiils6 kornyezettel kozvetlen kapcsolatban 1évé uni- és multiciliaris érzéksejtjei
akkumulaltak a festéket. A sejtek jelolodott centralis nyulvanyai a prosztomialis idegen
keresztiil a cerebralis ganglion frontalis, anterior részeiben végzddtek, vagy az agy lateralis
részén az oesophagedlis gylirli oldals6 garatkonnektivuman keresztiil a suboesophagialis
ganglion iranyaba futottak. Ezen eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
az anterior érzékelésben a kézponti idegrendszer tobb szinje is részt vesz. A legfontosabb
primer szenzoros feldolgozo rész az agyi ganglionok eliilsd részén talalhatd, de a szenzoros
informaciok a lejjebb 1évd idegrendszeri strukturakhoz is kdzvetlentiil eljutnak.

A kozépdarab szelvényeiben periférias jelolést kovetéen a rostok a szegmentalis
idegeken keresztiil a ventralis ganglionba futottak. A beérkezett rostok kozvetleniil a
szegmentalis ideg beszajadzasdnal T-alakban elagazodtak, fel és leszallo idegpalyakat
képezve a ganglion ventrolateralis részén. Ebbdl a szervez0désbdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy a szenzoros sejtek centralis nyalvanyai nemcsak egy ganglion aktivitasat modosithatjak,
hanem szerepet jatszhatnak a ganglionok mitkodésének dsszehangolasaban is. Ezt megerdsitik
a laboratoriumunkban korabban elvégzett palyajelolési kisérletek adatai, amelyek szerint a
centralis nyulvanyok a ganglionokban 4 egymas utani diicban nyomon kévethetok (Zsombok,
2002).

A szenzoros rostok kdzponti reprezentaciéja mar korabbi anatdmiai leirasokbol ismert
(Retzius, 1892; Dorsett, 1978). Ezek a hisztologiai munkak sorozatmetszetek elemzései
alapjan rekonstrudltdk a szenzoros palydk szervezddését. Munkank sordn konfokalis
képalkotast hasznalva lehetévé valt a kozpont szenzoros rostjainak haromdimenzios,
torzitasmentes vizsgéalata. A ventrolaterdlis ¢és ventromedidlis szenzoros axonkotegek
kozvetleniil a ventralis oridsaxon mellett, azt koriilolelve helyezkedtek el. Az irodalmi adatok
alapjan tudjuk, hogy a ventralis 6ridsaxon az efferens motoros mintazat kialakitasaban vesz
részt (Biischges és Manira 1998). A perifériarol érkez6 szenzoros informaciok
megvaltoztathatjdk a kozponti ritmusgenerator, a VNC frekvencidjat és ezen keresztiil

befolyasolhatjak az efferens motoros mintazat manifesztalodasat. A szenzoros axonkdtegek és
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a ventralis oOridsaxon koOzotti kapcsolat fontos szerepet kaphat a gyors bdrreflexek

kialakitasaban.

5.3. GABA-immunreaktivitas az Eisenia fetida és a Limnodrilus
hoffmeisteri szenzoros rendszerében

Eredményeink szerint az Eisenia fetida szenzoros rendszerében a primer
érzékhamsejtek egy része GABA-IR. Mivel a preabszorpcios teszt elvégzése utan, illetve a
negativ kontrollokban soha nem kaptunk festddést, feltételezhetjiik, hogy valoban GABA-
tartalmt sejteket €s rostokat festettiink meg. Az altalunk hasznalt szérum specifitasat tobb
laboratorium tesztelte mind gerinctelen (Sporhase-Eichmann, 1997) mind gerinces fajokban
(Meza, 1998) és specifikus festddést értek el vele.

A jelolodott strukturdk egységesen festddtek, az immunpozitiv sejtek kozott nem
tapasztaltunk intenzitadsbeli kiilonbséget. Ebbdl arra tudunk kovetkeztetni, hogy az altalunk
alkalmazott tobblépéses immunfestés érzékenysége nem megfeleld ezen mérések
kivitelezéséhez. Ennek megfeleléen a tovabbiakban eltekintettiink az immunreakcidé denzitas
analizisétol, és a relativ GABA-tartalom kiilonbségek meghatarozasatol.

A GABA, mint kézismerten gatldé neurotranszmitter (Sepherd, 1994) el6fordulasa nem
szokvanyos a receptorsejtekben, bar akadnak irodalmi adatok, amelyek szerint a gerincesek
szervezetében is el6fordulnak GABAerg szenzoros sejtek, amelyek az érzetek finom
modulalasaban jatszhatnak szerepet (Meza, 1998). Az Eisenia fetida-ban, a Limnodrilus
hoffmeisteri-ben és feltehetden a tobbi Oligochaeta fajban is a GABA-IR sejtek eloszlasa, a
sejtek morfologiai vizsgalata, valamint kapcsolatainak elemzése adhat magyarazatot a GABA
érzékelésben jatszott lehetséges szerepére.

Munkank soran meghataroztuk a GABA-erg érzéksejtek eloszlasi mintazatat, valamint
a sejtek morfologiai jellegzetességeit.

A GABA-IR sejtek eloszlasa kovette a neurondlis toltésekkel mar koradbban
meghatarozott eloszlasi mintdzatot, preferalt testtajakat, illetve szelvény régiokat -a nyereg
szelvényein kiviil- nem talaltunk. Feltehetden a nyereg serdiilési dudoraiban nagy szamban
eléforduld, direkt lefutasti centralis nytlvannyal bir6 GABA-IR sejtek a parzasi viselkedés
kialakitasaban, a partner testfelszinének érzékelésében vesznek részt. Ezek alapjan ugy tlinik,

hogy a GABA egy -a szenzoros rendszerben- altalanosan jelen 1év6 transzmitter.

72



Viszonylag egyszerien magyarazhat6 a GABA-IR magéanyos érzéksejtek funkcidja,
amelyekrdl kordbbi anatomiai és fizioldgiai kisérletek eredményei alapjan feltételezték, hogy
a borizomtdmlé hamjanak tialfesziilését akadalyozzék meg, azaz fesziilési receptorként
mitkodnek (Edwards és Kuffler, 1959; Craelius és Fricke, 1981). Eredményeink részben
Osszhangban vannak ezzel a feltételezéssel, mert kimutattuk, hogy a jelolt maganyos
érzéksejtek tobbségének centralis nytlvanya kozvetleniil a ventralis ganglionokba projicial
anélkiil, hogy a szubepidermalis plexussal szinaptizalna.

A ventralis ganglionokban a GABA-IR rostok csak két szenzoros kotegbe
(ventrolateralis €s ventromedialis) koncentralodtak, nyilvanvald hogy a kdzponti idegrendszer
meghatarozott rostkotegeivel alakitanak ki szinaptikus kapcsolatokat. A ventrolateralis
szenzoros koteg vastag hiivelyt képez a mozgaskoordinacioban kiemelkedd szerepet jatszo
ventralis oriasaxonok koriil (Mill, 1982) és azokkal szinaptizal. A ventralis driasaxonok az un.
orias motoneuronokkal szinaptizdlnak, azok aktivitdsanak szabalyozasaval befolyasolja a
bbérizomtomlé hosszanti izmainak Osszehtizodasait (Jamieson, 1981; Mill, 1978).
Feltételezheté, hogy a GABA-IR bemenetek a ventralis oOriasaxonok gatlasa révén direkt
modon befolyasolhatjak az oOrias motoneuronok aktivitdsat ¢€és igy a bdorizomtdmld
izomzatanak kontrakcidjat.

Az Oligochaeta fajok kozponti szenzoros rendszerének neurokémiai heterogenitasa jol
ismert jelenség, de a GABA-IR rostok kivételével a tobbi transzmitter-specifikus €rzorost
reprezentacidja nem korlatozodik a ventromedialis és ventrolateralis érzkotegekre. Igy a
nitrogén-monoxid szintaz hisztokémiai markereként ismert NADPH-diaforaz aktivitas mind
az Ot par szenzoros kotegben megfigyelhetd, a peptiderg rostok fOleg a dorzalis és a
ventrolateralis kotegekben futnak (Solt és mtsai, 2001; Zsombok, 2002).

Nehezebben értelmezhetd a szubepidermalis plexus GABA-IR végzddéseinek
funkcidja. Kordbbi vizsgalataink szerint a plexusba féleg a szenzillakba tomoriilt sejtek
nyulvanyai projicialtak. A szenzillak, jelen ismereteink szerint foleg penetrativ uni- és
multicilidris sejteket tartalmaznak, amelyek a fiziologiai vizsgalatok adatai szerint féleg a
kemorecepcioban jatszanak szerepet (Laverack, 1963; Mill, 1978, 1982).

A szenzilldk GABA-IR sejtje feltehetden nemcsak a kozponti idegrendszer egyes
struktarainak miitkddését gatoljak, hanem a szenzoros sejtek egy részének aktivitasat is
befolyasolhatjak, igy szerepet jatszhatnak az érzékelési folyamatok finom moduldlaséban,
esetleg a borizomtdmld receptiv mezdinek kialakitasaban. Laverack 6sszefoglaldé munkéjaban
(1963) a plexus excitatoros és inhibitoros aktivitasa strukturairol szamolt be.

Elektrofiziologiai vizsgalatok(Mill, 1982), valamint jelen tanulmany toltési kisérletei a
73



borizomtdmlé hamjaban elkiiloniilt receptiv mezoket azonositottak. Ezek alatamasztjak azt a
feltételezést, miszerint a plexusnak integrativ szerep tulajdonithat6. Ennek a mikddésnek a
hatterében pedig lehetséges modulalo transzmitterként szerepelhet a GABA.

Az ultrastruktaralis vizsgalatok sordn kimutattuk, hogy a jeldlt preszinaptikus profilok
nagy szamban tartalmaztak kisméretli pleomorf, aglanularis vezikulumokat. Ez a morfologiai
megallipitas korrelal a gerinces (Somogyi és Soltész, 1986; Ottersen és mtsai, 1988; Gabriel
¢s Straznicky, 1995), valamint a gerinctelen (Wattson, 1988; Telkes ¢és mtsai, 1996,
Ganeshina és Menzel, 2001) kozponti idegrendszerben mar jellemzett GABA-IR profilokkal.

Osszefoglalasként  elmondhatjuk, hogy az immunciokémiai vizsgalataink
egyértelmiien bizonyitjak, hogy a GABA a szenzoros mechanizmusok egy lehetséges
transzmittere. A GABA-erg neuronok anatomiai szrvezddése alapjan feltételezhetéen
szabalyozo funkciot latnak el ezen sejtek. Ahhoz, hogy a GABA modulalas szerepét tisztan
egyértelmilen meghatarozzuk tovabbi fiziologiai, farmakologiai €s szinaptologiai vizsgalatok
elvégzése sziikséges. Jelen munka egzakt adatai remélhetéen hozzajaralnak a Oligochaeta

szenzoros rendszer GABA szabdlyozasdnak megértéséhez.

74



6. OSSZEFOGLALAS

Harom kevéssertéjii gytrisféreg, a foldigiliszta (Lumbricus terrestris L.), a
tragyagiliszta (Eisenia fetida Sav.) és a cs6vajo féreg (Limnodrilus hoffmeisteri Clap.)
szenzoros  rendszerének  anatomiai  szervezOdését  tanulmanyoztuk  fény-  és
elektronmikroszkdpos modszerek, hisztokémiai és palyajelolési eljarasok alkalmazasaval.

Az érzékszervek eloszlasi mintazatat pasztazo elektronmikroszképos vizsgalatokkal
hataroztuk meg az E. fetida és L. hoffmeisteri egyedek borizomtoml6jében. A legelsd és
legutolsod 3-5 testszelvény nagy szamban tartalmaz érzékszerveket, ti. ezek a menekiilési €s
visszahuzodasi reflex kivaltasaban jatszanak szerepet.

Nyomjelzd molekuldkat (Dil és LY) és konfokalis lézerszkenning mikroszkopiat
alkalmaztunk az érzéksejtek és nyulvanyaik azonositasara L. terrestris-ben és els6ként
rekonstrudltuk a szenzoros rendszer hdromdimenzids szervezddését egy oligochaeta fajban.
Kimutattuk, hogy a periférias szenzoros rendszer nem szegmentalis szervezddésii, mert a
szomszédos szelvények kozott interszegmentalis 6sszekdttetések talalhatok és egy hasi ducba
tobb szelvénybdl szarmazd szenzoros rostok futnak be. Valoszinii, hogy a hasi dicok tobb
szelvény miikodését szabalyozo integrativ egységek.

Fény- ¢és elektronmikroszkopos immuncitokémiai eljarasokkal tanulmanyoztuk a
szenzoros rendszer GABA-immunreaktiv struktarainak eloszlasi mintazatat az E. fetida és a
L. hoffmeisteri fajok kiilonboz6 testrégioiban (prosztomium, kdzépdarab, testvég). A jelolt
sejteket csoportositottuk morfologiai sajatossagaik (a szoma mérete, alakja), valamint a
nyulvanyaik lefutasa alapjan. A szubepidermalis plexusban interszegmentalisan futo6 GABA-
IR rostokat azonositottunk. Az ultrastruktaralis vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a GABA-IR
rostok nem GABA-s rostokra adnak bemeneteket a szubepidermalis plexusban, ami arra utal,
hogy a plexusban a szenzoros rostok egymas aktivitdsat befolyasolhatjak. A ventralis
ganglionok interszegmentalis szenzoros axonkdtegei koziil csak a ventrolaterdlis és a
ventromedialis kotegekben futottak GABA-IR rostok. A ventrolateralis szenzoros koteg a
ventralis oridsaxon koriil helyezkedik el, arra ad bemeneteket. A ventromedialis axonkdteg a
dorzélis odridsaxonok szomainak kollateralisaival —szinaptizalnak, azok miikodését
befolyasoljak.

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a szenzoros rendszer GABA-IR strukturai a
kozponti idegrendszer Orids interneuronjainak (ventralis és dorzalis dridsaxonok) aktivitdsat
modulalva befolyasoljak a motoros valaszreakciok kialakitasat és a szelvények mitkodésének

Osszehangolasat.
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7. SUMMARY

The anatomical organisation of the sensory system of three Oligochaetes (Lumbricus
terrestris L., Eisenia fetida Sav., Limnodrilus hoffmeisteri Clap.) was observed by means of
light and electron microscopic methods, histochemical and neural tracing processes.

We investigated the distribution pattern of sensory organs of the body wall of E. fetida
and L. hoffmeisteri with scanning electronmicroscopical techniques. The first and the last 3-5
body segments contained sensory organs in high numbers, these could play role in the escape
and withdrawal reflexes.

Neuronal tracers (Dil and LY) and confocal laserscanning microscopy were applied to
determine primary sensory cells and their processes in L. terrestris. For the first time in this
study the three-dimensional organization of the sensory system of an Oligochaeta species was
reconstructed. We showed that the peripheral sensory system was not segmental in its
arrangement, because between the neighbouring segments intersegmental connections were
found and sensory fibres from several segments run into one ventral ganglion. Presumably the
ventral ganglia have integrative functions regulating the activity of more segments.

By means of light- and electronmicroscopical immunocytochemistry the distribution
pattern of GABA-IR structures of the sensory system of E. fetida and L. hoffmeisteri was
observed in different body regions (prostomium, midbody and caudal segments). The labelled
primary sensory cells were classified according to morphological features (the size and shape
of the soma) and the running of their processes. We identified intersegmental GABA-IR
fibres in the subepidermal plexus.

Using ultrastructural methods we showed that the GABA-IR fibres gave inputs to the
non GABA-IR fibres in the subepidermal plexus suggesting the sensory fibres modulate one
another activity in the plexus. From the intersegmental sensory axonbundles of the ventral
ganglia there were GABA-IR fibres only in the ventrolateral and in the ventromedial bundles.
The ventrolateral sensory bundle is located around the ventral giant axon and gives inputs as
well. The ventromedial axon bundle has synaptic connections with the collaterals of soma of
the dorsal giant axon and influences its activity.

According to our results we can assume the GABA-IR structures of the sensory
system mediated in the motor reactions and segment synchronization by modulating the

activity of giant interneurons (ventral and dorsal giant axons) of the central nervous system.
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