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Bevezetés

Az 6sszehasonlité neurobioldgiai kutatasok sarkkdve mind a mai napig a gerinctelen allatokon, ill.
egyes kituntetett fajain folyd vizsgalatok. Szdmos gerinctelen allatfgj idegrendszere modellként
szolgdlt/szolgdl a neurondlis szabalyozas esemeényeinek, tovabba az dsszetett szabalyozo és integraci s
folyamatok cellularis és idegrendszeri aapjainak tanulmanyozasara. Amikor regeneréciordl beszeéltink,
legtobbink szamara a folyamat elsésorban elvesztett testrészek pétlasat jelenti. A regenerécio azonban
sokkal tagabb jelentéssel bir és tobb formajais ismert. Néhanyat ezek kozil megemlithetiink a teljesség
igénye nékul, pl. fiziolégids- (sejtmegujulds), rekonstrukcios- (elvesztett testrészek poétlésa),
helyredllités os regeneracié (morfallaxis, epimorfozis) és aszexudlis szgporodés (bimbo6zas, hasadas).
L athato, hogy aregeneracio fogamais dsszetett és nehéz egyértelmiien és pontosan meghatarozni.

Az aacsonyabbrendii gerinctelen allatok j6 modellként haszndhatok a regeneracios vizsgélatokhoz, a
viszonylag kisszdmd neuront tartalmazé idegrendszerik miatt, mivel a neuronok konyebben
nyomonkdvethet6k valamint jellemezheték a gangliogenezis fol yamatéban.

Viszonylag kevés adat al rendelkezésiinkre az Eiseniafetida idegrendszerének regenerécigjérdl. E
részleges ismeretek miatt munkacsoportunk tagjai a gyurlsférgek regenerécidjdban megjelens és
szerepet jatszo transzmitterek - GABA, 5-RT, TH. - |ehetséges szerepét mar korabban leirték.

Mivel a peptideknek a férgek regeneraciojaban betdltott szerepe is csak részben ismert ezeért
vizsgdlatom a eNS-ben eléforduld egyes peptidtartami neuronok gyakorisagat, a regeneraciés
szakaszokbeli megjelenését és megoszlasat kivanta tisztézni. E peptidek kdzll az FMRFamidrdl ismert,
hogy planariak epimorfikus regeneréciojaban hegképzé hormonként szerepel, ezért a regenerécio korai
szakaszéban a heg formalddasaban jatszhat szerepet. Az NPYrdl tudjuk, hogy szerepe van a rovarok
idegrendszeri metamorfozis ban. A pentapeptid proktolint, ma mér szdmos gerinctelen allatban
azonositottédk, Oligochaetak esetében napjainkig csak a CNS-bdl ismert el6forduldsa, regeneracidbeli
szerepe nem tisztazott.

Cékitiizés

A gyurusférgek kozul a kevéssertéjiiek osztdlyahoz tartoz6 Eisenia fetidat és Lumbricus terrestrist
régota hasznaljék a regeneracios vizsgélatokban modell-allatként (Stéphan-Dubois, 1954; Blackshawe,
1987). Ezért az elmilt néhany évben mi is végeztink hasonlé vizsgalatokat féleg a CNS
regeneréciojavai kapcsolatban.

Mindezek el6tt immunhisztokémia vizsgdlatokkal akartuk megismerni a két fg eNS-ében levo
neuronok kémia természetét. Tekintettel arra, hogy az Oligochetak kozponti idegrendszerének
neuronjait csak részben, a regenerécios folyamatok, és az azokat irényitd szignd molekuldk pedig
kevésse ismertek, ezért e tanulmany kiterjedt:

1./ Ep dllatokon végzett vizsgél atokra:
la/Az Eiseniafetida agyducaban levé neuronok szdmanak meghatarozasara;
1b./ A proktolin-, FMRFamid-, NPY -IR idegelemek azonositaséra és pontos
el6fordulasi térképeinek elkészitésére,
1c./ A kémiailag kulénb6z6 neuronok kvantitativ és kvalitativanalizisére;
2./ Regeneracios vizsgal atokra, melynek soran meg kivanjuk ismerni;
2a./ Az agyregenerécio szakaszait;
2b./Az egyes szakaszokban az emlitett peptid tartalml neuronok megjelenésétill. a
folyamat sorén bekovetkezé szamszerii valtozasaikat;
2c./A neuronoknak a dacokon bellili elrendezédését és a f6 neuroncsoportok
kialakulasanak sorrend;jét;
2d./ A regenerdlédo agyban az Ujonnan képzodott idegsejtek eredetét.
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Anyag és modszer

Eisellia fetida fgjok ivarérett példanyait hasznaltuk. Regenerécios vizsgél atainkhoz agyirtéast
végeztunk.

A vizsgaat céljainak megfelel6en 5., 10.,24., posztoperativ ordban, ill. 3., 7., 10., 12.,28., 35., 42., 48.,
56., 63., 72., 80., 86. posztoperativ napokon atest ellilsé 8 szelvényét amputaltuk és fixaltuk.

A vizsgdlatokhoz ép ill. kilonbdzé mértékben regeneralodott agyu dlatok feji végét fixatuk. Az
altalanos hisztologial festési eljarasok koziil a hematein-eozin kettés festést, valamint a Nissl-féle festést
hasznéltuk. A fixalo elegyek: Nissl-festéshez 10%-0s formalint, proktolin immuncitokémia festéshez
GPA-, FMRFamid detektdlashoz Zamboni, NPY fetéshez 4% PFA fixalét hasznd tunk. Az
immuncitokémiai viszgalatokhoz proktolin esetében 1 :500 - , FMRFamidnd 1: 1000 -, mig NPY
esetében 1 :2000 higitést primer szérumotkat hasznaltunk. A beagyazott anyagbdl 7 J.1m vastagsagu
sorozatmetszeteket készitettiink, melyet zselatinos targylemezre vettik fel.

Fénymikroszkopos immunhisztokémia sorén a hasznalt antitestek specifitésat gerinctelen allatokban
mér megvizsgaltak Negativ kontrollként aprimér anti szérumot elhagytuk. A festési procedurat kdvetden
jelolt sejteket nem tudtunk megfigyelni.

Kvantitativ fénymikroszképia sordn a Nissl-festést kovetéen a neuronok szamédt computeres
képanaizd6 program segitségével végeztik el. Mivel a metszetvastagsag nagyobb volt, mint a
magvacska ameéréje (1,7 Z 0,2 11m), igy ugyanaz a magvacska nagy valdszinlséggel csak egy
metszeten volt lathatd. A statisztikai kiértékeléseknél szamtani atlagot, a szoras (z) standard hibgjat
vettlk figyelembe. Aszdvegszerkesztési miveleteket, a grafikak és képek feldolgozasat az ingyenes
Linux operéacios rendszer részét képezé programokkal végeztem el.

A foldigilisztak kozponti idegrendszere

Az Eisenia fetidanal, az idegrendszer mar a testiiregben talalhat6 és a centralizacié minden formgja
megfigyelheté. Ez jelenti egyrészt a paros duclancoknak (has dic) a test kdzépvonadban tortént
Osszeolvadésat, valamint atest ellilsé részében levo agyduc, ill. agaratalatti dickomplexum kia akulasat.

A kozponti idegrendszere két részbél, a garatideggyuribél, és a hasduiclanchdl al. A garatideggyuri a
garat feletti agydicra a garatalatti dicra, valamint ezeket a garat két oldadn Osszekotd
garatkonnektivumokra tagolhat6. Az agyduc nagyrészt tagolatlan, makroszkOposan agyszakaszokat nem
lehet rgjta elklloniteni.

A cerebrdlis gangliont egy tok borit, mely harmas rétegzettségfi. Az agydiucban elhelyezked6
neuronok a tok aatt tobb csoportba rendezédve taldlhatok. A 60-as évek kozepéig Osszegyllt
ismereteket a sga& megfigyeléseinkkel Osszehasonlitottuk s a neuronok lokalizacigja és
immunreaktivitasa alapjan Ujra osztalyoztuk és csoportositottuk, valamint az eltéréseket leirtuk. A
neuronok alatt van a neuropil, mely kdzel centrdis helyzetl, finom varikdzus rostokat is tartalmaz. A
rostok az agyban kommisszdrat forméinak, mely részben a két agyfél kozott |étesit kapesolatot, ill. olyan
rostok haladnak benne, amelyek az agyfeleket a garataatti dicca kapcsoljak ossze.

Eredmények
Ep éllatokon végzett vizsgél atok eredményei:
Regeneracios vizsgél atainkat megel 6zéen ép Eisenia kilonb6zé ganglionjainak (agy-, garatal atti-, has-

, Szex-, termindlis ddc) neuronjait szamoltunk meg. Ezekre a vizsgalatokra azért volt szilkség, hogy
nyomon tudjuk kovetni az Ujraképz6dé ganglionban a sejtszam valtozését,
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tovabba a regeneracio befejezodésével 6ssze tudjuk hasonlitani az épill. regenerdlt ganglion
neuronszamat.

Az agydichan ateljes neuronszam 1021, a garatalatti ddc neuronjainak szama 1675. A
szexganglionban 875, atermindlis ganglion el6ttiben 663, mig atermindlis ganglionban 625 neuront
szamoltunk. A hemiganglionok kozott jelentés eltérést egyik esetben sem taléltunk.

Eisellia fetida agydicanak proktolin-IR neuronjai 5 csoportban jelentek meg: dorzo-medidlis, dorzo-
laterdlis, laterdlis, posztero-laterdlis és ventro medidlis. Ezen IR neuronok 6sszsejtszama 170 (2x85). A
dorzo-medidlis és a dorzo-lateralis neuronpopul &ci6 tartalmazza a legtobb sejtet (30-30), méretilk is a
legnagyobb. Az agyi FMRFamid-IR neuronoknak 5-, dorzo-medidlis-, dorzolaterdlis-, laterdis-,
posztero-laterdlis- és ventro-medidlis csoportjat figyeltik meg. Itt is a dorzomedidlis és a dorzo-
laterdlisok tartalmazzak a legtobb sejtet (30-30). Az NPY idegelemek esetében hat neuroncsoportot
taldltunk az elsd 5 megegyezik az el6bb emlitettekkel mig a 6. egy centrdlis elhel yezkedéstii csoport.

Regenerdlt allatokon végzett vizsgalatok eredmeényei:

Az agydc teljes regeneréciojat az adott idépontok alatt bekvetkezd valtozasok aapjan hat fo
Szakaszra tudtuk osztani.

1./ afelszini epithél zarodasa (O-24 6ra);

2./ ahegszOvet megjelenése (1. -2. nap);

3./ IR rostok majd neuronok megjelenése (2. -3. naptdl kb. a 24. napig);

4./ apreganglion kortl atok formél6dasanak kezdete (24. -27. nap);

5./ IR neuronok vandorlasa a preganglionon beltl (28.-(50)56. napig);

6./ az (j agy, ateljes IR neuronszammal és csoportta (50-56.ngptol- 80-86. napig).

A regenerd6dé agyducban mindhdrom peptid esetében az Osszneuronszdm az elsd (35-45.
posztoperativ ngp) gyors novekedés utan mérsékelten, de tovébb né, mad a 80. napra a norméihoz
kozeli érték fog kialakulni.

Az (j agyduc kialakulasiban részt vevo neuronok négy f6 tertletrdl eredhetnek:

1./ Az intakt ganglionokban (garatalatti ddc, hasi dicok) akotészoveti tok alatt elhelyezkedd
neoblasztok az agyirtast kdvetden vandorolnak az Ujonnan formal 6do agydicba. A mozgés
iranya feltehettleg a garatkonnektivumokon keresztlil vezet a preganglionba;

2./ a peptiderg neuronok a garatfonadékbol (garatfabdl) is szarmazhatnak. NPY és FMRFamid
esetében a regenerécio 3., proktolinndl a regeneracio 7. napjétol a garatfonadék sejtjeinek szama né és
megindul avandorlasuk. Ezek a neuronok adorzdis fa felszine felé mozdulnak el és hamarosan étlépnek
asarj szovetbeill. apreganglionba;

3./ az intakt ganglionok (garatalatti-, hasduc) kulss felszinén elhelyezkedé neoblasztokbdl eredhetnek az
Uj neuronok, melyek feltehettleg a konnektivum kilss felszinén ill. atestiiregben vandorolnak az
agyduchba; .

4./ atestfali sejtekbol is szdrmazhatnak az Uj idegsejtek melyek a testfal mentén mozognak az agyirtas
helyére, hogy ott a sarjszdvetképzésben vegyenek részt atobbi ideérkezd neuronnal egyitt.

Osszefoglalés
Az intakt allatok vizsgal ata soran kapott Uj eredmények:

- megdllapitottuk a normad CNS neuronszdmat vaamint azt, hogya legtobb neuron a cerebralis
ganglionban taldlhat6 és az idegrendszerben héatrafelé haladva ez a szam csokken;
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- elkészitettk az intakt Eisenia fetida agyducdban az NPY -, proktolin- és FMRFamid-IR
neuroncsoportok el6forduldsanak részletes térképeit.

A regenerécios vizsgalatok soran kapott Uj eredmények:

- A kdzponti idegrendszer regeneréciojahoz 80-86 napravan szikseg 10 oC-on;

- leirtuk a regenerdlt agyducban a peptid tartalmu IR neuronok ujrarendez6dését helyzetét,
csoportjait;

- megdllgpitottuk aregenerécio hat szakaszat és a hozzguk kapcsolt fobb esemeényeket;

- megfigyel éseket tettlink az agyregenerécio sorén aneuronok vandorlasi iranyait tekintve;

- meghataroztuk a regeneradl 6dé agyban az Ujonnan képz6dott idegsejtek feltételezhetd eredetét.

Osszefoglalasként megallapithatd, hogy az dtalunk vizsgalt peptideknek neuromodulétor és
neurohormon szerepik is lehet a regeneracidban, valamint az axonok Utkeresését is befolyésolhatjak. Az
emlitett peptideken kivil természetesen mas szignd molekulak (GABA, 5HT) is fontos szerepet
jétszanak az idegrendszeri regeneracidban és ezt is figyelembe kell vennink a jovében végzett
vizsgalatok soran.
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