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1. BEVEZETES

1.1. A nitrogén-monoxid (NO) az élé szer vezetben

A NO az dlati szervezet egyik rendhagyo, élettani és korélettani folyamatokat szabalyozo molekulgja, amely
a kozeg redox allapotétdl fiiggden kilonbdzs formakban (NO gydk [NOe], nitrozénium-kation [NO'], nitroxyl-
anion [NOT]) fordulhat €6, fehérjék fém, fém-oxi csoportjaival komplexeket képezhet, tiol-csoportokat
nitrozdhat illetve nitrozildhat, valamint tirozin gyiriiket nitrdlhat. A NO él§ szervezetben torténé szintézise a
molekula fiziko-kémiai tulajdonsagai és ,tbbarcl” viselkedése miatt finoman szabdlyozott. A NO arginin
oxidativ dezaminacidja soran keletkezik nitrogén-monoxid-szintetdz (NOS) enzim segitségével azon sejtekben,
ahol aNOS izoforméi aneurondlis (n) NOS, az endothdidlis () NOS és az indukalhaté (i) NOS megtaldlhatok.
A nNOS és az eNOS az adott sejtekben dlandodan jelenlévs, nanomolaris NO mennyiséget termel6 enzimek, mig
az iNOS kifgezetten killsd inger kovetkeztében, jelatviteli kaszkadreakcidk génexpresszidt kivalté hatésara
jelenik meg és mikromolos NO koncentréaciét hoz létre. A NO legfontosabb segjttani jelentésége a hem tartalma
guanilé-ciklaz (GC) regulécidja és ezen keresztll a masodlagos hirvivé ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP)
szintézis serkentése. A megnovekedett cGMP szint a cGMP-fliggé protein-kindz (PKG), foszfodiészterazok és
ciklikus nukleotid reguldlt ioncsatornak (CNRI) indukcigja altal olyan alapvetd éettani folyamatokban mint az
& simaizomzat eernyedése (periférias vérdlatas szabalyozasa), a kozponti idegrendszerben (KIR) serkentd
neurotranszmitter glutamét hatasanak kozvetitése (neurogenezis, hosszitédvi memaria kialakitasa) kul csszerepet
jétszik. Ugyanakkor a szovetekben sériilések, betegségek, valamint a sgtes immunvalasz részeként jelentésen
megemelkedé NO szint NO*, NO™ formén, val amint méasodlagosan képzsda reaktiv nitrogén és oxigén gyokokon
(RNGY, ROGY) keresztil mind a sajat mind az idegen sgjtekre mérgezé hatast.

1.2. A NO mint neurogenezist és szinaptikus plaszticitast szabalyozo je atvivé molekula

Az idegrendszer sejthdldzati rendszerének kiépitésében valamint a halézatok kapcsoldelemeinek, a
szinapszisoknak stahilizaldsaban a neurogenezis soran nagy szerepe van a mitkddés (kommunikécio) folyamatos
fenntartasanak. A szinapszisok véltozas képessége (plaszticitas) jelentéséggel bir a posztembriondlis életben a
memoriaképzés és a tanulds folyamatok kidakitédsanak elemi |épéseiben. A NO az dllatvilag szédmos
alacsonyabb-, és magasabb rendii csoportjanak kisérleti moddll-fajaiban befolyasolja a neurogenezis és
szinaptikus plaszticitas kiilonféle fol yamatait. Emlds és csiga idegsgjt tenyészetben a NO a névekedési kipban a
filopodiumok szédméat és hosszat szabalyozza. A NO jelenléte szilkséges az emlds gerincvelé mozgatd
neuronjainak éréséhez. Rovarok és gerincesek (kétdtiiek, emldsok) 1ato, szagld és izérzéke 6 receptorsegjtjeinek
nyllvanyai csak NO jelenlétében tudjék kialakitani KIR-i kdzpontjaikkal a végleges mintazatnak megfeleld
drendezédést. NO «zintézis nélkilozhetetlen a korai, kérgi vezetd neuronok talamikus kapcsolatainak
kiépitésében, valamint rovarok és kétéltiiek ideg-izom kapcsolatainak megszilarduldsaban. Ezen folyamatok
tobbségében a NO intercdluléris jeltvivoként szerepd, hatasa dontéen cGMP szint ndvekedésén keresztll

érvényesil.
1.3. A Lymnaea stagnalis mint az idegkutatas modellallata

A nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis L.) egyike azon puhatestii fajoknak, mely idegrendszerének

mikroszkopos szerkezete, neurokémiai jellemzsi jol ismertek. Napjainkban az allat esésorban a tanulas és
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memodria molekuldris hétterének pontosabb megértéséhez, valamint az egyes neurctranszmitter- és
neuromodul &or-specifikus idegsgtek és neuronhd6zatok kialakuldsanak és szerepének megismeréséhez nyuijt
vizsgalati lehetéséget. A Lymnaea téplalkozasinak szabdlyozésat végzé neuronhd 6zat el emeit, azok szerkezeti
és miikddés kapcsolatrendszereit leirtak, ezen ismeretek alapul szolgalnak a tapldlkozas visdkedés (tanulas és
memoria) kutataséhoz. A Lymnaea NOS (LymNOS) gén szekvencigjanak ismeretében edallitott antiszensz
Lym-NOS mRNS oligonukleotid in vivo alkalmazasaval, valamint farmakoldgial kisérletekben igazoltdk a NO-
CGMP kaszkéd szerepét a hossz(téavi memdria kialakitésaban. Mésrészt a csak gerinctelenekben e éfordul
hirvivé molekulakat (FMRF-amid csalad, oktopamin), valamint gerincesekben is altalanosan eéfordulé
klasszikus neurotranszmittereket (szerotonin, katekolaminok, hisztamin, GABA) tartalmazd idegsgjtek
embriogenezisének leirasa, valamint az embriondlis idegrendszer finomszerkezeti jellemzése is megtortént. Ezek
az adatok segitséget nydjtanak hirvivé rendszerek szerepének értelmezéséhez és az  idegrendszer
kiakalakulasanak neurokémiai jellemzéséhez.

A Lymnaea embriondlis fglédése a zigéta dlapottdl a kifglett forma eléréséig (24 °C-on ~ 8 nap) zart,
szikanyaggal tdi glikoproteid tokban zajlik le. A tokbdl 1ényegében a felnétt allat testfelépitésével megegyezd
formaju, ivaréretlen (juvenilis) egyed kel ki. Ivarérettségét a kikelés uténi ~ 3. hétben, 1.5 cm-es nagysagnal éri
€. A tok (peteburok) étlatszosaga, az allat egyszerti tarthatésaga és nagy szaporodoképessége miatt a Lymnaea
egyedfejl 6dése konnyen vizsgalhatd. A Lymnaea embriondlis fejl6désének szakaszai a kilonbdzé (larvalis és
kifglett egyedre jellemzd) testrészek, szervek (pl. sziv) megjeenéséve, és egyes terlletek (szem, kiltakard)
pigmentaci 6janak kezdetével jOl azonosithatdk. Az embriondlis fglédési dlapotok (E) enevezésére a felettség
szazal ékos meghatarozasa hasznd atos, ahol az E0% a zig6ta, mig az E100% a burokbdl kikelé egyed jel 6lésére
szolgal. A peteburkot ehagyo juvenilis egyed posztembriondlis (P) felédés szakaszainak ekilonitésére a
h§méret skdla (P1-P6) hasznd atos.

2. CELKITUZESEK

Bar az utébbi évek kutatdsainak koszonhetéen novekvé szaml ismeretanyag gyiilt Ossze a Lymnaea
idegrendszer fejlédésérél, valamint a NO csigak tanulasaban betdltott szerepérél, a NO-t szintetiza 6 (ideg)sgjtek
ontogenezisérél, elhelyezkedésérsl és embriondlis szerepérdl nincsenek adatok. Ezért munkamban a NO-cGMP
jelatviteli Ut szerepldinek lokalizaciojéat és lehetséges szerepét vizsgdltam Lynnaea ontogenezise soran, kiilnos
tekintettel az idegrendszer fgjlddésére. Kisérleteimben a kovetkezd cél okat tiiztem ki:

1. A LymNOSmRNS és NOS enzim lokalizaci 6janak feltérképezése.

2. A NO-érzékeny cGMP szintézis jelenlétének igazoldsa. A NOS és cGMP |okalizacigjanak
Osszehasonlitésa.

3. NO-donorok és NOS gatl6 molekuldk hatésainak vizsgéalata az embriogenezis ultrastrukturalis, éettani

és viselkedéstani jellemzdire.
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3. ANYAG ESMODSZER

3.1 Kisérleti allatok ésszdvetel6készités

Lymnaea stagnalis petecsoméit a MTA Balatoni Limnologiai Kutatdintézetének akvariumaibol gytjtottik és
Balaton-vizben tartottuk. Kisérleteinkben E15%-E100% fejlett embridkat és P1-P5 juveniliseket vizsgaltunk.
Szévettani munkainkhoz a peteburokbdl dtavolitott, hazkezdeménytdl izoldt teljes embriokbdl és P1, P2 stadiumu
juvenilisekbdl metszeteket, P3 stadiumnal idésebb dlatokbdl pedig az izoldt KIR-bdl metszeteket valamint
total preparatumokat készitettiink. Farmakol 6giai kisérleteinkben a peteburokban 1évé embriokat vizsgaltuk.

3.2. Fénymikr oszk pos vizsgal 6 modszer ek
3.2.1. Lym-NOS in situ hibridizacié

A Lymnaea embriokat és fiatal juveniliseket (P1, P2) egyben, mig P3 juvenilisektdl felnétt allatokig a KIR-t
4% paraformaldehid (PFA) tartalmU oldatban rogzitettik, 30%-0s szaharézzal atitattuk, Tissue-Tek gyantaba
agyaztuk, kriosztatban fagyasztottuk és 15 nm vastag szeleteket készitettlink beldlik. A metszeteket Cr-Al-
zsdatinnal kezdt targylemezekre széritottuk, protedzzal emésztettik, majd a Lym-NOS mRNS ENTMPSC-
peptid szakaszt kodold, ismétlédé szekvencigjaval komplementer (antiszensz), digoxigeninng jeldlt
oligonukleotid probaval (5 -CACAGGA(AC)GGTATGGTGTTCT-3') hibridizdltattuk.. A préba jeldlése
termindlis transzferdz enzimmel tortént DIG oligonuklectid-vég jeldlé Kit (Boehringer Mannheim)
felhasznaldsaval. Kontroll kisérletekben a mintakbdl késziilt parhuzamos metszeteket az ENTMPSC-t kédold
MRNS-nek megfelelé szintetizalt (szensz) oligonukleotiddal hibridizaltattuk. A hibridizaciés jel el6hivasat DIG
Nukleinsav Kimutaté Kit (Boehringer Mannheim) segitségével végeztiik.

3.2.2. NADPH-diaforaz hisztokémia

A NOS enzimhisztokémiai kimutatasara a NADPH-diafordz (NADPH-d) reakci6t alkalmaztuk, mely a NOS
PFA-ddl torténd rogzités utan is megmaradé NADPH oxidalas képességén alapul6 maédszer. A reakciét 4%
PFA-es rogzités utan total prepardtumokon és fagyasztott mintakbol késziilt 10 um vastag sorozatmetszeteken
végeztik. Az enzimreakciot 1 mM b-NADPH (szubsztré), 0.2 mM nitro-tetrazdlium-kék (NBT, elektron
akceptor festék), 0.3% Triton-X-100 (TX) tartaimd TRIS-HCI (pH 8.1) pufferben nedves kamraban végeztik,
sotétben, 22 °C-on a kék szinii formazan csapadék megjeenéséig. Az enzimhisztokémiai reakcid
specifikussaganak ellendérzésére a kovetkezd reakciokat végeztik d: i) A b-NADPH koenzimet kihagytuk az
oldatbdl, illetve a-NADPH-ra valamint b-NADH-ra cserdltik. ii) A szintén b-NADPH koenzimmel miikddd kis
oxidacios stabilitassal rendekezé enzimeket 1 mi/ml 3%-o0s H,0,-al, a nem specifikus alkalikus-foszfatazt 5
mg/ml levamisole, a citokrém P-450-reduktazt pedig 0.5 mM citokrém-c hozzédadasaval gétoltuk.

3.2.3. NOSimmunhisztokémia

A LymNOS immunoldgiai kimutataséhoz olyan nyulban termeltetett poliklondlis antitestet aka maztunk,
amelynek dddllitasthoz egy szintetikus, az emlés NNOS fehérje C-termindisaban eléfordulod (1414-1434)
peptidet (Calbiochem) haszndltak immunogénként. A peptid szakasszal 82%-ban homoldg szakaszt
azonositottunk a Lym-NOS gén szekvenciabdl meghatérozott fehérje C-termindlisdn. Az immunreakciot

fagyasztva metszett szovetszeleteken (lasd NADPH-d hisztokémia) végeztik, haromlépcsss, avidin-biotin-
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complex (ABC) modszerrel, ABC-kit (Vector) felhaszndlasaval. A reakcid végtermékét peroxidaz
enzimreakcioval, vagy fluorescensz-izo-tiociandt (FITC) jeldléssd mutattuk ki. Elsd |épésként a peroxidaz
reakcidval ddéhivandé mintékat 1%-os H,O,-al kezeltilk, majd minden esetben a nem specifikus kétéhel yeket
|6szérummal blokkoltuk. A metszeteket ezutan primer anti-NOS szérummal (1:1000) inkubaltuk, majd bictinilat
anti-nydl l6szérummal (1:200) reagaltattuk és avidin-peroxidaz (1:200) vagy avidin-FITC (1:200) oldattal
jeloltik. A peroxidaz reakciét 0.05% 3,3'-diaminobenzidin (DAB) festék jelenlétében 0.005% H,O, szubsztrat
hozzdadasaval hivtuk €6. Modszertani kontrollként az anti-NOS szérumot kihagytuk az inkubéciés oldatbdl
(masodik antitest kontroll), mig a NOS antitest specifikus jel 6lésének ellenérzésére a feledegben [évé szintetikus
peptiddd (250 ng/ml) dézetesen inkubalt primer szérumot hasznaltuk.

3.2.4. cGMP immunhisztokémia

A legttbb idegszbvet alapallapotban nem tartalmaz ol yan mennyiségii cGMP-t, hogy azt immunhisztokémiai
modszerrel ki lehetne mutatni. Ezért a NO-érzékeny cGMP jelenlétének igazolasara a szdvetmintakat NO-
donorrd stimuldltuk a kémiai rogzités détt. A teljes embridkbdl és az izoldt KIR-bdl is 15 pm vastag
gyorsfagyasztott metszeteket készitettiink. A metszeteket 1 mM 3-izobutil-1-metil-xantin (IBMX) és 10 mM Na
nitroprusszidot (SNP) tartalmazo fiziol 6gias oldatban (59 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM MgCl,, 38 mM CaCl,,
0.1 mM NaHPO,.12H,0, 5 MM HEPES-pufferben (pH 7.4) inkubaltuk. PFA 4%-0s oldataval tortént rogzitést
kovetéen a cGMP kimutatasshoz cGMP-BSA konjugatum elen juhban termeltetett antitestet (1:500, J. De Vente
ajandéka) hasznaltunk. Az immunreakciot ABC-modszerrel (Vector), peroxidaz-DAB vagy FITC jel 6léssd (lasd
NOS immunhisztokémia [IHK]) hivtuk e6. Annak ellendrzésére, hogy a kimutatott cGMP milyen mértékben a
NO stimulacio kovetkezménye, kontroll mintdinkndl a SNP-ot és/vagy az IBMX-t kihagytuk az inkubéacios
oldatbdl. Az eéhivés folyamat specifikussdga masodik antitest kontroll kisérletben igazoltuk.

3.2.5. Kettd's jel 6l éses vizsgal atok

A NOS kimutatésara hasznélt két médszer, a NADPH-d hisztokémiai és a NOS immunhisztokémiai reakcié
eredményeinek, valamint a NOS-immunoreaktiv (-IR) és cGMP-IR elemek egyméshoz vald viszonyanak
tisztazasa érdekében alterndlt vagy ugyanazon metszeteken kettés jelléses vizsgdlatokat végeztink. Utdbbi
esetben a metszeteket a cGMP kimutatasanak megfel e éen rogzitetlen gyorsfagyasztott mintakbdl készitettik, és
csak a NO stimulalds utan, valamint (parhuzamos metszeten a NOS megjeenitése esetén) a lemezre szaradas
utén fixdtuk. Parhuzamos metszeteken a cGMP-IR illetve a NOSIR elemeket peroxidéz-DAB reakcioval,
egyazon metszeten pedig peroxidaz-DAB reakcioval és FITC-ta jeenitettiik meg.

3.3. NO farmakoldgiai kisérletek embrio tenyészeten

Kisérleti edényenkeént 20-20 db Lymnaea embri6t vettiink ki a petecsomdkbdl és hel yeztiink étsziirt Balaton-
vizbe. NO-t felszabadité vegylletek (SNP, S-Nitr6zé-N-acetil-penicillamin [SNAP]) és NOS+t gatl6 szubsztrat
analogok (NC-Nitro-L-Arginin [L-NOARG], NC-Nitro-L-Arginin Metil-Eszter [L-NAME]) 10°M-10°M
koncentracigji oldatainak hosszi tavl hatasait vizsgdltuk az embridk szoveteinek (elsésorban a KIR)
szerkezetének valtozasaira, valamint az embridk fejlédésére, dettani és viselkedésbeli jellegzetességeire. Az
embridkat E25-30%-0s és E45-50%-0s allapottdl kezdddéen kezdtiik folyamatosan E70%-0s, vagy E90%-as,
kibljés elétti dlapotig. A NO-donorokat 2 éranként, a NOS-gétl0kat naponta haromszor cseréltik a tenyésztd
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folyadékkal egyiitt az edényekben. Kontroll vizsgalatokban az L-NAME D-enantiomerjét (N®-Nitro-D-Arginin
Metil-Eszter [D-NAME]), valamint L-NOARG és L-Arginin (L-ARG) 1:1 ardny( ol datét hasznéltuk.

3.3.1. Elektronmikroszképos vizsgal 6 modszerek

A kezdlt és kezeletlen (kontroll) embriokat a peteburok és a hg etavoalitasa utan 3%-o0s glutaraldehidben
(GA) rogzitettik, majd 1% OsO,-ban utéfixdltuk. Viztelenités utdn a mintakat Aralditba (Polysciences)
agyaztuk. Ultramikrotommal 1 mm félvastag metszeteket készitettiink, azokat 1%-o0s toluidin-kékkel festettik
orientacios és fénymikroszképos vizsgdlat cdjabol. A félvastag metszetekrél Sony Powerhead 3CCD
videokameraval digitalis képeket készitettlink, és a kdpenyszegély hamjaban fest6d6 szekrécids szemcséket az
Olympus (Toki6, Japan) analysis 2.11 szamitégépes képelemzd program segitségével megszamoltuk. Ezutan 50
nm ultravékony metszeteket készitettiink, amelyeket uranil-acetéttal és dlom-citréttal kontrasztoztuk és Teda
BS540 € ektronmikroszkopban vizsgatuk, fényképeztik. A 1abduc idegsejtjeinek citoplazmajban lizoszOmakat,
lipidcseppeket, az axonnyulvanyokban és a neuropilben myelin-szerii szerkezeteket szamoltunk.

3.3.2. Elettani, viselkedéstani vizsgal 6 modszer ek

Meghataroztuk a kezelések hatasat a tUlélésre (LDsy érték) és a kikelés id6re (embriondlis fejlédés
idétartama). Vizsgaltuk a szivverés frekvencigjét, a mozgasintenzitast a pete bels falan korivben torténd csiiszas
(kériv/perc) alapjan, a szgmozgas (radula €ére-hatra mozgas) Uteme aapjan pedig a téplalkozas aktivitast
kovettik. Kisérletekben a 20-20 embridbdl véletlenszeriien 5-5-6t kivalasztottunk és éettani jellegzetességeiket,
visalkedésiiket nénhany perces idékozokkel 4-szer elemeztilk, tehédt az értékelésnd minden egyes esetben 20
adattal szamoltunk.

3.4. Alkalmazott statisztikai modszer ek
A szdmolt adatokbdl szérést (étlagtdl val 6 kdzepes dtérést), a kezel ések sszehasonlitasara pedig a Student-
féle kétmintas T-proba segitségéve szignifikanciat szamoltunk.

4. EREDMENYEK

4.1. Lym-NOS mRNS megoszl 4sa az idegr endszer ben

A Lym-NOS oligonukleotid prébaval hibridizalt juvenilis és felnétt Lymnaea-bdl késziilt metszeteken a
KIR sgjttestjeinek citoplazmdjaban és egyes nagyobb idegsejtek esetében az axonnyllvany kezdeti részén
tapasztaltunk jeldlést. A szensz probaval hibridizalt minték negativok voltak. Az embriondlis fejl 6dés soran a
KIR-ben és a perifériés idegrendszerben (PIR), valamint egyéb periférids szervekben pozitiv hibridizaciés jelet
nem kaptunk. Az s LymNOS mRNS-t expresszald idegsgt-par a labdlcok also-hatsd részének kiilsd
felszinéhez kozd es6 terllleten, szimmetrikusan jelent meg a Pl juvenilis fejl6dés allapotban. P1-t6l P3 fejl6dés
alapotig tovabbi, kevesebb mint 10 LymrNOS mRNS pozitiv neuront azonositottunk a lab-, agy-, és
pofadlcokban. P4 fejlédés dllapottdl a kifgjlett stadiumig egyenletesen nétt a Lym-NOS mRNS pozitiv sgjtek
szama az agy-, a lab-, afali-, és a zsigerdichan (felnétt agydic: 92+28 sqjt, labdic: 81+14 s4t, faliddc: 60+2
sgjt, zsigerdlic; 68+10 sgjt). Az agydic ériassgtje (CGC) P3, mig a pofadiic B2 driassgjtje P4 juvenilis kortdl
kezdve mutatott Lym-NOS mRNS pozitivitast.
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4.2. NADPH-diafor az reaktivitas és NOS immunr eaktivitas megj € enése és el oszldsa

Az E18%-20% embriondlis dlapottdl E90%-E100% dlapotig az elévesécske majd annak maradvanya
mutatott intenziv NADPH-d aktivitést. Az els NADPH-d reaktiv és NOS-IR idegi elemeket a perifé&riardl az
agy-, és a labducba befuto idegekben taldlituk az embrionalis fejl6dés késéi szakaszdban (E80%). A NADPH-d
reaktiv 6s NOS-IR idegek egyrészt az agy- és labdlc neuropiljében dgaztak szét, masrészt az agydicot a
labdlccal Osszek6td konnektivumban is megjelentek. Ugyanebben a fejlédési dlapotban a labban és a
kopenyszegély mentén (7-8 um hosszll) disztalis nyllvanyaval a felszinen végzéds, mig centralis nyllvanyat a
KIR-felé halad6 idegekbe kilds NADPH-d reaktiv és NOS-IR bipoléris idegsgteket azonositottunk. A kikelés
el 6tti idészakban (E90%-E100%) a szjnyilas, garat és nyd 6csé egyrétegii hamjaban taldltunk NADPH-d reaktiv
ésNOS- IR jedlést.

A peteburokbdl val okikel és utan igen intenziv NADPH-d reaktivitast és NOS immunresktivitast figyeltiink meg
a KIR dicait dsszekdté konnektivumokban és kommisszirakban. A NADPH-d resktiv és NOS-IR idegrostok
el sdsorban az agy-, |ab- és pofadlc neuropiljébe vetliltek. P3 dlapatig a kdpenyszegd yben és a tapcsatorna kezdeti
szakaszaiban jelentés szamban megjelend é&zdidegsgtekben taldtunk NADPH-d resktivitas és NOS
immunreaktivitast. P3 juvenilis dlapottdl kezdve a kifgjlett allapotig a KIR valamennyi dicdban névekvé szamban
jelentek meg NADPH-d reaktiv és NOS-IR idegsgitek, dsésorban az agyduc ilsd |ebenyében (felnétt agyduc:
52+8 NOSIR sgjt), a ldbdc oldalsé-hétso régidjaban (fenétt 1abdic: 70+9 NOS-IR sgjt) és a pofadic k6zépss és
bels sgtcsoportjaiban (fanétt pofadic: 77+10 NOS-IR sgt). A kdpenydlc belsd oldaain, a fali és a zsigeri
duicokban olyan sgiteket is megfigydtink, ameyek csak atmenetileg, P3-P4 fejl6dés dllapotban mutattak NADPH-
d reaktivitast és NOS immunreaktivitast. A lab-, és kdpenyszegély valamint a tapogatok hamjaban P3 fejlédés
alapottdl NADPH-d resktiv és NOS-IR kiil s dvélasztasii mirigysejtek jeentek meg.

4.3. Lym-NOS mRNS, NOS és NADPH-d pozitiv elemek kapcsolata

Lym-NOS mRNS jelenlétére utal 6 hibridizaci6s jelet nem taldltunk Lymnaea embrionalis szévete ben, annak
elenére, hogy a perifériadn NADPH-d resktiv és NOS-IR idegi és nem idegi eredetli szerkezeteket
azonositottunk. Bar a KIR-ben megjelend Lym-NOS mRNS pozitiv sejtcsoportok nagy tébbsége NOS-IR-nak is
bizonyult, a két jel6lés kozott a kovetkezd tér-, idé-, és szambeli eltéréseket taldtuk: i) A labdlc idegsgtjében
megfigyelt Lym-NOS hibridizéciés jel kordbban jelent meg (P1), mint a NOS immunreaktivités (P4), ii) Jelentds
szambeli etérés a Lym-NOS mRNS pozitiv és NOS-IR sejtcsoportok kozétt P3, P4 dlapotban nem valt, ezzel
szemben P4 fgjlddési alapotna idésebb dllatokna a LymrNOS mRNS pozitiv sejitek szama jéval meghaladta a
NOS-IR sgitek szadmét, iii) P4 fglettségi juvenilis dlat pofadicaban, illetve P3 és P5 juvenilisek 1abdlcaban
taldtunk olyan sgtcsoportokat, amelyek csak NOS-IR-nak bizonyultak, de Lym-NOS mRNS jelenlétét nem
mutattak, iv) A CGC csak Lym-NOS mRNS-t tartamazott, de nem mutatott sem NOS immunreaktivitast, sem
NADPH-d reaktivitas. A NOS é NADPH-d kolokalizdt a KIR-be futd idegekben, a dlcokat Osszekotd
palyakban és a dicokban végzéds neuropilekben. NOS-IR és NADPH-d reaktiv jel6lést tapasztaltunk tovabba
ugyanazokban a KIR-i sejitcsoportokban valamint a periférian 16v6 mirigy- és hamsejtekben is.

4.4. NO indukalt cGM P felhalmozodas lokalizacigja
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Az esb NO-érzékeny cGMP-IR jeldlést a testfelszin csillés sgjtjein tapasztaltuk az embriondlis dlet E45%
alapotdban. A metamorfozistdl szamitva (E55%) jelentek meg cGMP-IR elemek a kopenyszegdly, a
tapogatokezdemeények, a szajnyilas, valamint afe] szajnyilas feletti hamjaban. A metamorfozis végén (E65%) az
eldvesécske és vezetékei, a garathdm, tovdbba szdmos, a fejlédd dicok korll ehelyezkedd nem azonositott
sgjtek mutattak NO-donor kezelés utén cGMP immunreaktivitast. A ddcok koriil talalhaté sejtek nagyrészében a
cGMP-IR jelet a magban és a sgtmembranban, vagy a sgtmembranhoz kozeli citoplazmaban (ectoplazma)
figydtik meg. Ezen sgtek szdma és bennik a cGMP immunreaktivités intenzitdsa E85% fejlédés allapotig
novekedett, késsbb gyorsan csokkent és a kikelés utan ma nem voltak megfigyelheték. NO indukcio
kovetkeztében E75%-0s fejlettségi dllapotban a testfalat alkotd korkoros és hosszanti lefutasi smaizom sgjtek is
cGMP-IR-va valtak. Ugyanezen alapotban a dlicok neuropiljében, és killbndsen az agy- és |dbdlc esetében a P2
posztembriondlis allapotig fennmaradd siirti, pontszerii cGMP-IR jel6lést azonositottunk. E85%-allapottdl a
gyomor belsd hamrétege, a testfal csillos hamrétegének jelentds része, és a lab egyes, vélhetéen mirigyseitje
mutattak cGM P immunreaktivitast.

P3 juvenilis dlapotban cGMP-IR anyag jelent meg az ajak- és labidegek kotegeiben, valamint a dicokat
Osszekdté palydkban és foltszeriien a padlyakhoz kozeli neuropil terlletekben. Az dsé cGMP-IR sgjttesteket a
KIR valamennyi ddcaban P3 juvenilisekndl figyetik meg. A cGMP immunreaktivitast a sgjitek citoplazmajdban
pontszeri formaban, gyakran maghoz kozeli terlleten azonositottuk. P4 dlapot felett a cGMP-IR sqttestek
szama minden dicban, azokon belll is leginkdbb az agy-, lab-, pofa- és jobb falidicban jelentésen
megnovekedett (felnétt agyduc: 157+25 sait, labdlc: 131+15 sgjt, pofadic: 88+5 sgit, falidiic: 58+8 sqjt), és ezzd
parhuzamosan a jel6l6dés is homogénen, az egész citoplazmaban jelentkezett. A 1db-, jobb fali-, és zsigeni
ducban taldtunk olyan sgiteket, amelyek csak P3 fejlédési dllapotban mutattak cGM P immunreaktivitas.

4.5. NOSIR ésNADPH-d reaktiv elemek kapcsolata cGMP-IR struktir ékkal

Az embriondlis fejlédés végétdl a korai posztembrionalis dllapotokig (E85%-P2) a dicok neuropiljében
pontszeri cGMP-IR jedlést figyeltink meg, melye egyidében jelentek meg a dlcokat Osszekotd
palyarendszerekben és a diicok neuropiljében NADPH-d reaktiv és NOS-IR idegrostok. P3 alapotndl idésebb
juvenilisskné a ddcokon étivelé idegrostokban és neuropilekben a NOS é cGMP immunreaktivitas
kolokalizacigja volt megfigyelheté. Az embriondlis fejl 6dés soran egyarént azonositottunk NADPH-d reaktiv és
cGMP-IR anyag fdhalmozddast az € 6vesécskében, a fg szajfdetti csillés hamjaban, és a formalodd dicok
korll ehelyezkeds ismeretlen tipust sejtekben, melyek citoplazmajdban azonban NOS immunreaktivitast nem
tapasztaltunk. A késdi embrionalis kortdl a szgj-garatiireg hamja egyarant NOS, NADPH-d és cGMP pozitivnak
bizonyult. A cGMP-t tartalmazo sejttestek szama altalaban minden juvenilis alapotban meghaladta a NOS-IR
sgittestek szdmé a KIR-ben (felnétt adatokat 1asd: 4.2. és 4.4. felezetek). A NOS-IR és cGMP-IR sgjtcsoportok
tér-, és idobdi doszldsa jOl egyezett az agy-, 1ab-, pofa-, zsgerdlcban, mig etérést figyeltiink meg a nyel 6¢csd
alatti ideggytirti tobbi ducaiban. Az agy- és pofadic szamos idegsgtjében a NOS- és cGMP-IR anyag
kolokalizacioja fordult 6.

4.6. A NO hatasa a fej16dé embri6 egyes fény és elektronmikr oszk 6pos szer kezeti jellemzéire

Toluidin-kék festéssel jal fglett szekrécids hamot figyeltiink meg kezeletlen embriok kdpenyszegél yében és
l&bdban. A mirigyhdmban 10* M L-NOARG hatésira a festédott nyélkatartalom mennyisége mintegy
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héromszorosara ndvekedett, mig 10* M SNP kezelés a szekrécids anyag mennyiségét csokkentette. A KIR
szerkezetének kiaakulasara fénymikroszképos szinten sem a NO donorok sem a NOS inhibitorok nem voltak
hatéssal. Elektronmikroszkdpos vizsgdatainkban kronikus 10* M NO donor (SNP, SNAP) kezelések
kovetkezményeként az idegsgtek testében cstkkent mitokondrium és noévekedett lizoszoma szamot
tapasztaltunk. Egyes axonokban és a neuropilben nagyszdmban jelentek meg midin-szerii szerkezetek. NOS
gétlok (10* M L-NOARG, L-NAME) jelenléében a sejttestekben lizoszéma sz&m novekedést és néhany esetben
lipid-csepp felhalmozddast vettink észre. Az axonkeresztmetszetek egy része szerkezeti elemekben szegény
volt, bennik kitagult, szabalytalan alaku toltetlen vezikulakat és midlin-szerii szerkezeteket talaltunk.

4.7. A NO hatasa az egyedfejl6dés  ettani, magatartasbeli jellemzéire

10> M koncentréci6 alatt sem a NO donorok sem a NOS gétldk nem fejtettek ki érdemi hatéast az embridk
dettani és viselkedésheli jellegzetességeire. Ennd magasabb koncentréciokndl azonban mindkét NO-t
felszabaditd vegylilet, a SNAP és SNP is koncentréaci6 fliggé modon csokkentette az embridk tllélését. Az LDs,
érték 6x10™* M-nak adodott.

Az embrickat E25-30%-0s fejlettségtél kezdve folyamatosan 10%-102 M NOS gétlokkal kezelve az
embriondlis det idgje megnstt. 10° M L-NAME vagy L-NOARG kériilbeliil egy héttel meghosszabbitotta az
embriondlis éetet. Megszakitva a kezel ést két nappal a metamorfézis kezdete utan (E70%) a kezdeti kikelési idd
novekedés lecstkkent, és a NOS gatl 6 koncentraci§javal forditott aranyban, a kontroll értékhez kozelitett. A SNP
atlagosan 1.5 nappal, mig a SNAP 1 nappa csokkentette az embriondlis fejlédés idgét. 10° M L-ARG
koncentracié alatt az embriondlis idbtartamban véltozast nem tapasztaltunk, mig nagyobb L-ARG
koncentrécioknal a fejl 6dés napokkal meghosszabbodott. 10° M - 10% M L-NOARG és L-ARG keverék 1-3
nappal csbkkentette az L-NOARG fejlodést lassitd hatésit. D-NAME csak 5x10° M-ndl magasabb
koncentracioknal csokkentette az embriondlis fgjlédést, mig ennél aacsonyabb koncentracioknd hatasa
€lhanyagol hatonak mutatkozott.

NO donorok 10* M koncentréaciéban gyengén novelték az embriok mozgését (csliszés) és a szivmiikodés
frekvencigat szemben NOS gétlok hatdsaival. D-NAME jelentdsen a cslszast és a szivmiikddést sem
befolyasolta. L-ARG és L-NOARG egytittes alkalmazasa L-NOARG egyediili hatésat csokkentette, de teljesen
nem szintette meg azt. Az embriondis fejl6dés végén (E90%) egy Uj, a szabad éetre jellemzé visdkedés, a
taplél ékfelvételhez szilkséges mozgasforma (radula elretolas, visszahlzas, nyel és) megjelenését figyetik meg.
A radula €dretolasok szama 25-40%-a cstkkent NOS gétlokkal torténd kezelések kovetkeztében, mig NO
donorok erételjesen, 75-100%-al novelték a taplalékfelvétd mozgasaktivitésat. D-NAME és L-ARG-L-NOARG
keverék nem valtoztatta meg |ényegesen atdpldkozas aktivitast.

5. ERTEKELES

5.1. A kiilonb6zé NOS-t azonositd modszer ek alkalmazhatésaga Lymnaea-ban

Béar az egyedfejl6dés sordn a NOS jelenlétének kimutatasara haszndt in situ hibridizacids, hisztokémiai és
immunhisztokémiai modszerekkd részben egyezd eredményeket kaptunk, a megfigydt kilénbségek mégis arra
hivjék fel a figyelmet, hogy az alkalmazott mddszerek nem minden esetben megfelel6ek a NOS azonositaséra,
kilonfde NOS izoformékat is jeldlhetnek, és utalhatnak a NOS expresszié kilonleges poszttranszlacios
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szabalyozésanak meglétére is. A NOS és a cGMP lokalizaci6jdban felismert szoros tér- és idébeli azonossag a
NO-cGMP rendszer létére utad bizonyitékkal szolgd Lymnaea-ban. Az dkalmazott modszereket
Osszehasonlitva megallapithat6, hogy jelenleg mindharom haszndatéra szitlkség van a NOS jelenlétének |ehetd
legpontosabb leirdséra.

5.2. A NO-cGMP rendszer jelenléte ésa NO hatasa az embrionalisfejlédésidején

Lymnaea KIR-ének embriondlis fejl6dése soran a NO-cGMP rendszer késon jelenik meg. E80% fglettségné
a ducokat Osszekotd palyarendszerekben és a dicok neuropiljeiben NADPH-d reaktiv és NOS-IR anyag
taldlhat6, a neuropilek pedig cGMP-IR-ak. Mivel mas gerinctelen 1arva idegrendszerében a NO-t szintetizalo
ideg- és hamsgjtek megjelenése kulcsfontossagl a szomszédos GC tartalmu idegseitek kapcsol atteremtésének
kialakitasaban, ezért feltételezzik, hogy a sgtek kozotti vagy sejiten bellli kommunikécioban a NO-cGMP
rendszer megjelenése hasonl 6an fontos az E80% embriondis dlapotd Lymnaea-ban is.

NO donorok hatésara a labdic néhany idegsejtjében és a neuropilben mitokondrium szam csokkenést, midlin-
szeri szerkezetek és lizoszdmak megjelenésé tapasztaltuk, ami a NO mitokondriumokra kifgtett mérgezé
hatésat feltételezi. A NO donorok csak az idegsejtek egy részének ultrastruktirajdban okoztak valtozasokat, ami
magyarazhaté azzal, hogy az idegsgitek nem egyformén érzékenyek a NO-ra NOS gétlok jelenlétében a
sgjttestekben lipid csepp felhalmozodast, lizoszéma szam novekedést, valamint alakjukban torzult szinaptikus
vezikulkat tartalmazo, szerkezetszegény, megduzzadt axon keresztmetszeteket figyeltiink meg. Lymnaea-ban
tehat a NO-nak szerepe lehet az idegmiikddés olyan, mas csiga fajokban is megfigyelt folyamataiban, mint az
axonnyulvanyok névekedése vagy a szinaptikus vezikuldk miikdésének szabal yozasa.

Kisérleteinkben NO hatasara az embriok fejlédés idge csokkent, NOS gatlas esetén pedig jelentésen
megndvekedett, melyet ellensilyozni lehetett egyidejli L-ARG adagolassal és a kezelés féidsben torténd
megszakitasaval. |smeretes, hogy alacsony oxigén koncentracié mellett a NO gatolja a sgtosztodast és a
differencidl 6dast segiti €6 Drosophila embridkban. A Lymnaea embriok gyakran kertilhetnek hasonlé, hipoxias
korialmények kozé, mert az dlat mocsaras vizekben €, és petéit allo helyre rogziti. Lehetséges, hogy a NO
gyumolcslegyekhez hasonldan befolyasolja a sejtosztodas/differenciacio aranyat és ezalta befolyasolja az
embridk fejlédés idgét Lymnaea-ban. A metamorfozistdl a kikeésig a Lymnaea embriok végleges
testszerkezete mellett, a szabad, kikelés uténi élet mozgas-, és viselkedésformainak alapelemel is megjelennek.
Ebben az idészakban NO hatasdra az embridk mozgékonyabba valtak, valamint szivmiikddésik és taplalkozas
mozgasaktivitasuk is fokozodott. A NO vagy kilon-kiilon befolyasolja az €ltéré mozgasformakat iranyitod
kllonboz6 idegi hal dzatokat, vagy a kdzponti mintazat |érehozo sejtek aktivitasan keresztill egyszerre hat tébb
mozgat6 tevekenységre. Felnétt Lymnaea-ban mésok leirtédk, hogy a NO-cGMP rendszernek szerepe van a
pofadlcbeli mozgat6 idegsejtek tiizelési mintazatanak modositasaban, a taplalkozasi visdkedés aktival asdban
szerepet jatsz0 izérzékel és kbzvetitéseben és a szagléds kivaltotta tanulas folyamatokban. A NOS KIR-be vetllé
rostokban, valamint a cGMP neuropilekben valé megjelenésével egyidében (E75-80%) épitheté ki €lészor az
embridban atérsitott, averziora épiilé tanulés is.

A kdpenyszegélyben NOS és cGMP tartam( egyrétegii mirigyham sejtek taldhatdk, ahol NO donorok
jelenlétében csbkkent mig NOS gétlék hatésara ndvekedett a szekrécids granulumok szama. Val észinii, hogy az
NO-cGMP rendszer befolyasolja a nyalkaliritést Lymnaea-ban.
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A gangliogenezis befejeztével, E80% fglettségi allapottdl egészen kikelésig, a dlcok kornyékén
azonositatlan sejtek mutattak NADPH-d reaktivitést és cGMP immunreaktivitast. Masok megfigyelései szerint
ugyanerre a fglédés szakaszra teheté a dicokat korllvevé gliagdlemek szaméanak novekedése is. Egyéb
vizsgdlatainkban Hdix pomatia bél idegsejtjeit korllvevd gliasgtekben NO hatdsara cGMP novekedést
tapasztaltunk. Fentiek alapjan fdté&dezzik, hogy a Lymnaea-ban dmenetileg megjelend, vagy idéleges
NADPH-d/cGMP pozitivitast mutatd, dicokat korllvevé sejtek korai gliasgjtek, melyek vandorlasaban a NO-
cGMP rendszernek szerepe lehet.

5.2. A NO-cGMP rendszer jelenléte éslehetséges szerepe a posztembrionalis fejl6désben

A szabad detet kezdd fiata Lymnaea-ban elészor a Lym-NOS mRNS jeenléé mutattuk ki (P1), majd
késsbb (P3 fejlédés dlapot) jelennek meg a NOS-IR, NADPH-d reaktiv és cGMP-IR sejtek a KIR dicaiban. A
Lym-NOS mRNS pozitiv, NOS-IR, NADPH-d reaktiv, és cGMP-IR sejtek szama P3 dlapottdl kezdédéen a
kifejlett &lapotig folyamatosan nd. Atmeneti NOS és cGM P immunreaktivitast figyeltiink meg P3 allapotban a
fali- észsigeri ddc néhany idegsgjtjében. Lehetséges, hogy a NOS-IR sgjtek szamat meghaladd Lym-NOS mRNS
pozitiv sgjtek magyarézataként a masok dltal leirt endogén antiszensz szabdlyozas tehets felel 6ssé az azonos
sgitek NOS immunreaktivitasanak (P4 alapot) Lym-NOS hibridizaciés jelhez (P1, P2 dlapot) képest késsbbi
megjelenésében és az ameneti NOS, illetve cGMP jdenléért. A P3 allapot jeentds idészak a Lymnaea KIR
posztembriondlis fejl6désében, mert a dicok térfogata az intenziv fehérjeszintézis kdvetkeztében novekedésnek
indul, valamint ettél a fejlettségi dlapottdl épithetd ki a hosszitavi memdria is. A kifeglett Helix-ben és
Lymnaea-ban a NO jelenléte nékiildzhetetlen az informaciok rogzitésében, ezért feltételezhets, hogy a NO-
cGMP rendszer megjelenése Lymnaea-ban Osszefliggésben lehet a hosszitavd meméria képességének
kialakulasaval.

A cGMP-IR sdttestek nagyobb szdmban vannak jelen a KIR-ben, mint a NOS-IR sgttestek. A NOS-IR és
cGMP-IR elemek nagyrésze azonos sgjtben, illetve azonos sejtpopul&cidban fordul €6 az agy- és pofadichan,
mig tobb esetben kil 6nbdzd idegsejtekben azonosithatdk a nyel 6csd alatti dicokban. Ezek alapjan feltétel ezhetd
aNO mediator szerepe az idegsejtekben és a sgitek kdzotti cGMP-fiiggé jelatviteli fol yamatokban csigakban.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



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

6. KOZLEMENYEK JEGYZEKE

6.1. Az értekezés alapjaul szolgal 6 kdzlemények

1. Serfozé Z, ElekesK, VargaV
NADPH-diaphorase activity in the nervous system of the embryonic and juvenile pond snail, Lymnaea
stagnalisL.
Cell and Tissue Research 292:579-586 (1998) IF: 2.492

2. Serfozb Z, ElekesK
Nitric oxide level regulates the embryonic development of the pond snail Lymnaea stagnalis L.:
pharmacological, behaviora, and ultrastructural studies.
Cell and Tissue Research 310:119-130 (2002) IF: 2.492

3. Serfézé Z, Veréb Z, Részer T, Kemenes Gy, Elekes K
Development of the nitric oxide/cGMP system in the embryonic and juvenile pond snail, Lymnaea stagnalis
L. A comparativein situ hybridization, histochemical and immunohistochemica study.
Journal of Neurocytology 31 (megjelenés alatt) (2002) IF:. 1.776

6.2. Az értekezéstémaj ahoz kapcsol6dd konfer encia el6adasok, poszter ek

1. Serféz6 Z, ElekesK, VargaV
NADPH-diaforaz aktivitas | okalizaci§ja nagy mocsari csiga embriogenezise soran.
Magyar |degtudomanyi tarsasag V. Konferencigja, Godoll 6, 1997, abstr. no. 67. Neurobiology 5:208-209

2. Serféz6 Z, ElekesK, VargaV
Embryogenesis of the nitric oxiderg system in Lymnaea stagnalis. Histochemica and pharmacological
studies.
2" Forum of the European Neuroscience, Berlin, 1998, abstr. no. 15.04. Suppl. European Journal of

Neuroscience 10:27

3. Sefézé Z, Serféz J, VargaV, ElekesK
A nitrogén-monoxid (NO) befolyasolja a csga (Lymnaea stagnalis) idegrendszer embriogenezis&.
Magyar ldegtudomanyi Tarsasig V1. Konferencigja, Pécs-Harkéany, 1999, abstr. no. 36. Neurobiology 7:380

4, Serfozé Z, ElekesK
Devdopment of putative NOergic neurones and their possble role in early behaviours and physiological
processes of Lymnaea stagnalis, L.
9" Symposium on Invertebrate Neurobiol ogy, Tihany, 1999.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



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

5. Serfozé Z, Részer T, Kemenes Gy, ElekesK
Distribution of nitric oxide synthase mRNA in the CNS of the devel oping snail, Lymnaea stagnalisL.
IBRO-MITT International Workshop on "Signaling mechanisms in the central nervous system". Debrecen,
2002, abgtr. no. . Neurobiology 10:.

6. Serfozo Z, Részer T, Kemenes Gy, ElekesK
Development of the NO-cGMP system in the embryonic and juvenile pond snail, Lymnaea stagnalisL.
3“ Forum of the European Neuroscience, Périzs, 2002, abstr. no. 177.10. Suppl. European Journal of

Neuroscience 12.

6.3. Egyéb kdzlemények

1. Janaky R, VargaV, Hermann A, Serf6z6 Z, Dohovics R, Saransaari P, Oja SS
Effect of glutathione on [*H]dopamine release from the mouse striatum evoked by glutamate receptor
agonists
In: Neurochemistry (Eds.): A. Tedken ésJ. Korf, Plenum Press, New Y ork, 733-736. (1997)

2. RoOszer T, Serf6z6 Z, ElekesK
Neurochemica characterization of the enteric nervous system in some freshwater and terrestria snails:
Nitrergic and peptidergic networks
Acta Biologica Debrecina 23. 71-73. (2001)

3. Béanfalvi G, Szepessy E, Jened Zs, Serf6z6 Z, Csukal, James J
Multiple subphases of DNA repair and poly(ADP-ribose) synthesis in Chinese hamater ovary (CHO-K1) cdls.
European Journal of Cell Biology (2003) (IF: 2.244)

4. Serf6zé Z, Roszer T, Serfézé J, Toth-Jakab A, Palatka K, Elekes K
Organization of NADPH-diaphorase/nitric oxide synthase containing neurons in the digestive tract of the
snail, Helix pomatia, L. A light-, and electronmicroscopic study
Journal of Comparative Neurology (k6zlésre benyUjtva, &dolgozas alatt) (2003) (IF: 3.515)

5. Serfézé Z, Részer T, Szentmiklés J, de Vente J, Elekes K
Characterization of NADPH-diaphorase/nitric oxide synthase containing neuronsin the digestive tract of the
snail, Helix pomatia, L. An immunohistochemica and pharmacological study
Journal of Experimental Zoology (kozlésre benyujtva, dtdolgozas alatt) (2003) (IF: 1.488)

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



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

