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1. BEVEZETES

A természetesen eléforduld hisztamint (HA) 1910-ben irték le Sir Henry Dale és munkaéarsai. Dae 1907-ben részt vett egy
Heidelberghen megrendezett fiziolégiai kongresszuson, ahol felkeltette a figyelmét egy beszamolo, melyben leirtak, hogy az anyarozshdl
nyert kivonat kontrakciét valt ki a macska ménének simaizomzatan. Az anyarozs kivonat addig azonositott dsszetevdinek hasonl6 hatését
nem ismerték, ezért Dale és munkatarsa, a biokémikus George Barger megkisérelték izolani és azonositani a kérdéses komponeng,
vaamint leirni annak fiziologiai hatésait. Nem sokkal ra sikerrel jartak, azt taldtak, hogy a kérdéses anyag a_-iminazoletilamin, ahisztidin
egy szarmazéka.

A _-iminazol-etilamin - azaz aHA - nem volt teljesen ismeretlen vegyilet, kordbban laboratériumi Gton mar elé alitotték, azonban
természetes elsfordulasardl addig senki sem szamolt be. Dale és Barger felfedezése, majd egy rovidde ezutan kifejlesztett technika, mely
baktériumok felhaszndlasa révén tette lehetévé az amin nagy mennyiségben torténd eléallitasat, més kutatokat is arra sarkallt, hogy meg-
vizsgdljak e biogén amin kémial, fiziologiai ésfarmakoldgial sajatsagait.

Kutatésaikat tovabb folytatva a HA tobbféle folyamatban betoltott szerepére deriilt fény. 1913-ban kdzolték, hogy a HA a simaizmok
andfilaktikus dsszehlizddasaért isfelelds. Az azdta eltelt idé soran aHA az egyik legfontosabb biogén aminként valt ismertté a biol 6gidban
és agyogyaszathan. Harom, rég6ta jol ismert farmakol 6giai hatésa - simaizmok ésszeh(izodasa, vaszkul &is permeabilitas nve

lése, gyomorsavszekrécio serkentése - mellett kidertilt, hogy aHA szerepet jatszik a neurotranszmisszioban, az immunmodulécidban, a
sgjtproliferacio szabayozasaban, hogy csak a legfontosabbakat emlitsiik.

1.1. HA agerincesek idegrendszer ében

A HA mind a kézponti (CNS) mind a. periférids idegrendszer (PNS) szintjén egy széles hatasspektrumma rendelkezé amin. A HA az
|-es, 2-es, 3-as és 4-es tipusll HA-receptorok (HIR, H2R, H3R és H4R) kdzvetitésével kiilonbdzo fizoldgiai folyamatok szabdyozasdban
vesz részt. Ezek kozil kiemelends az dlergias orrnyalkahéartya-gyulladasban és csalankititéshen jaszott szerepe. Sokaig azt gondoltak,
hogy aHA egy kéros, artalmas meditor anyag. Azétakiderlilt, hogy fontos szerepet jatszik az agy homeosztazisaban.

HAerg neuronokat elészor immunhisztokémiai modszerrel azonositottak, markerként a hisztidin-dekarboxildz (HDK, a HA szintézisét
katalizdl6 enzim) elen eddlitott ellenanyagot alkalmazték. Ebben a vizsgalatban a HDK-ban gazdag méhlepénybdl kilonitették e az
enzimet, és ez ellen termeltettek ellenanyagot. Kdzvetlenil a HA dlen kifgjlesztett ellenanyag alkamazasava elészor patkany CNSében
tettek 1athatova HA-tartalmd neuronokat

A gerinces ek HAerg idegsaitjeinek ltaldnos neuroanadmiai jellemzéit és kildnféle fizioldgids funkcidit sz8leskdrii morfologial és
farmakoldgiai vizsgalatok soran deritették fel. Az dsszegyiilt neurofarmakoldgiai és viselkedéstani vizsgaatok alapjan vilagossa valt, hogy
aHA szerepet jatszik az arousal, az alvas-éorenlét ciklus, a tépldékfdvétd, a tanulds és memodria, az agressziv visdkedés és az
emacidkontrollj&ban.

1.2. HA a gerinctelenek idegrendszerében

Gerinctelen fajok idegrendszerében, illetve egyedi idegsgjtjeiben biokémia mérésekkel jelentds HA koncentrécio kat mutattak ki.
Puhatestiiekben, a Gastropoda osztdlyon bellil a HAerg rendszert mindenek elétt a tengeri nydl, Aplysia californica idegrendszerében
vizsgdlték. Kimutatték a HA-szintézis és -metabolizmus, valamint egy aktiv HA transzport mechanizmus jelenlétét. Ugyancsak ebben a
fajban jelentds HA koncentréciokat mértek mind egyes azonositott idegsejtekben, mind az 6sszes kdzponti idegdic ban. Az Aplysa CNS-
ének idegsetjei kozll a fejdic C2 neuronjé részletekbe mengen tanulmanyozték. Ez az azonositott HAerg idegsejt mechanoszenzoros
informécidkat fogad az allat ajkabdl. Szinaptikus kimenetei - melyek egyrészt modulatoros jellegliek, méasrészt kozvetleniil befolyasoljak
egyes motoneuronok milkddését - részt vesznek atédpldkozés viselkedés kial akitasaban és szabalyozasaban.

Egy mésk Gastropoda faj, az éi csiga (Helix pomatia) izoldt idegdicaiban szintén kimutaték a HA felvéeét és
felszabadulésat. Az idegdicok 14C-HA tartalmu médiumban torténd inkubdéséat kovetéen kimutattdk, hogy a felvett amin metabolizmusa
igen gyors folyamat. Igazolték, hogy aHA felvétele egy aktiv, kiillonbdzé farmakonokkal részben gatolhatd transzport rendszeren keresztiil
torténik.

Elektrofiziologia kisérletek soran Aplysia-ban szinaptikus (ton kézvetitett vaaszokat tudtak elvezetni a kovets idegsejtekbsl,
atnikor HAerg neuronokat stimuldltak, és ezt ajelenséget exogén HA alkamazasavd is ki tudtak valtani.

A HA jeétvivs szerepét rovarok latérendszerében egyértelmiien bizonyitottdk. Azt is kimutattak, hogy a fotoreceptorokban mért
magas HA koncentrécio 0sszefliggésben van a HA-nak a latd Iebeny latnina rétegének monopoléris sejtjeire gyakorolt erételjes
hatésaval. A kékfejli dongolégy (Calliphara erythrocephala) optikus lebenye lamina rétegének enzimatikusan disszocialt nagymeéretii
monopol&ris sgtjein (melyek a fotoreceptoroktdl kapnak bemeneteket) patch-clamp kisérleteket végezve azt taldték, hogy a
sejtek tobbségében erés aramokat vatott ki aHA, amely Cl--csatomékat aktivalvavesz részt az ingeruletatvitel ben.

A HA immuncitokétniai lokalizaciojat specifikus anti-HA ellenanyag alkalmazasaval gerinctelenek kozil |egrészletesebben ugyancsak
kulonbozs izeltldbufajok idegrendszerében irtdk le. Ennek sordn kimutattak, hogy HA-IR idegsgitek nem csak a latérendszerben,
hanem az agy ganglion&ris adegységeiben is edfordulnak, ezzel ald tdmasztva a HA integrativ folyamatokban betoltétt
széleskdriiszerepét.

Gadtropodakban a HA-immunresktiv (HA-IR) elemek eloszl&sét az Aplysia califomica és Pleurobranchaea californica
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CNS-ében, illetve afej- és pofadiicok dta beidegzett periférias szovetekben térképezték fel. Kimutattak, hogy HA-tartalmd idegsejtek
valamennyi CNS-beli idegdiichan jelen vannak. Mindkét faj esetében kilondsen Sirii HA-IR idegrost hd6zatot irtak le a pofadlc neuropil
allomanyaban. Szamos, a fe- és pofadicokhdl eredd periférias idegben is megfigyeltek HAerg elemeket, csakiigy, mint az ezek atal
beidegzett periférias szbvetekben (radula, tapogatd, felsd gjak). HA-IR érzé idegsejteket mutattak ki a Pleurobranchaea és az Aplysia,
valamint a Biomphalaria glabrata édesvizi tlidéscsiga fgj statocystadiban. A statocysta a ldbdicokat korlilvevs kdtészovetes burokban
elhelyezkedd, gémb alaku, folyadékkal toltdtt, paros egyensilyozd szerv, melynek érz6 sejtjei (Un. szérsejtek) az dlat pozicigjaval,
mozgasaval kapesolatos informéciokat kulldenek afejdicba

A HA eoszlésardl és cellularis lokalizacidjardl a nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis) és az &i csiga (He/ix pomatia)
idegrendszerében eddig csak minimdis informacio alt rendelkezésre. Ezzel éles ellentétben a monoamin-tartalmu idegsejtek kémiai-
neuroanatdmigjé, lokalizécidjé és akiilonbdzé monoaminok (szerotonin, dopamin, oktopamin) koncentracidjét részletesen vizsgaltak a két
faj idegrendszerében. Szerotonin- és dopamin-tartalmu, efferens- és interneuronok viszonylag nagy populéciéjat mutattak ki, kvantifikaltak
és jellemezték anatdmiailag a CNS-hen. Ezzel szemben az oktopaminerg rendszert csak kis szamukdzponti interneuron dkotja.. Ezek az
eredmények jelentds mértékben hozzgjérultek azokhoz a funkciondis vizsgdlatokhoz, melyek soran a fenti monoaminok szerepé
tanulmanyozték az 6sszehasonlitd neurobioldgia e fontos modell @l atainak viselkedését (taplalkozés, 1égzés) szabdlyozo folyamatokban.

1.3. Anagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis) egyedfejlsdése

A fglédd idegsejtek transzmitter expresszigja elemzé vizsgdlatokat a gerinctelen neurobiolégia szamos modell dlatan végeztek, és
végeznek napjainkban is.

A Lymnaea egyedfejlédését a zigota fejlettségi allapottol a kifejlett forma eléréséig egy zart, szikanyaggal teli glikoproteid tokban
tolti. A folyamat 240C homérsékleten nagyjabdl 8 napig tart. Az utébbi évtizedek sorén jelentss ismeretanyag gyilt 6ssze ezen édesvizi
csigafa) morfo- és organogenezisérél. A Lymnaea embriondlis fejlédésének szamos jellemzoje alkalmassa teszi ezt a fajt embriol 6giai
vizsgalatok végzésére. Az dllat tartasa egyszerii, kdnnyen szaporithatd, az embrié fgjlédése jol nyomon kovethets, mivel a folyamat az
atlatsz6 peteburkon bellil megy végbe. Az embriondis fejlédés egyes stadiumai az embridk mérete, egyes szervek (pl. sziv), testrészek
megjelenése, illetve egyes periférias teriiletek (szem, killtakard) pigmentéacidjanak kezdete alapjan jél és biztosan beazonosithatok.

A tokot elhagyo juvenilis dlat testfel épitésében lényegében megegyezik afelnétt dlattal. Eltérést afelnstt formatdl atest méretében
mutat, emellett atokot elhagyd egyedek ivaréretlenek Guvenilis egyedek). Ivarérettségiiket a kikelést kdveté 2-3 hdnap sordn, 1,5-2,0 cm-
estestméretnd érik el.

2. CELKITUZESEK

A tlddscsigadk 2 modellfaja - a Helix pomatia és a Lymnaea stagnalis = HAerg rendszerével kgpcsolatban csak nagyon korlétozott
mennyiségii  informécié Al rendelkezésinkre. Ezért munkénk célja egyrészt az volt, hogy immuncitokémiai, biokémiai,
elektrofiziolégia és magatartés-vizsgdati modszerek segitségével részletesen edemezzilk a Hefix pomatia és a Lymnaea
stagnalis kozponti és periférias idegrendszerében aHAerg mrvivérendszert. Céul tiiztiik ki, hogy:

(i) leirjuk aCNS és arNS HA-tartalmu idegsejtjeinek térbeli megoszlasat, projekcioit és innervaci 6s mintazatat,

(i) meghatérozzuk a HAerg rendszer bizonyos neurokémiai jellemzsit (HAkoncentracio értékek, HA-felvétdi és -felszabadulasi
fol yamatok),

(iii) fiziol6giailag azonositott kdzponti neuronokon vizsgéljuk aHA hatésait,
(iv) és leirjuk aHA egyes magaartasformakra (mozgés) gyakorolt hatasat.

A felnétt dllatok idegrendszerén végzett vizsgalatok mellett célunk volt a nagy mocsari csiga, Lymnaea stagnalis embridiban és
juvenilis egyedeiben aHAerg rendszer kialakulasinak leirdsais, kil onds tekintettel aHAerg neuronok megoszlésdnak tér- és idébeli mintézatéra. E

vizsgdataink magukban foglaltak:

(i) aHAerg neuronok CNS-beli megjelenésének és eloszlasdnak immuncitokémiai mddszerekkel végzett pontos meghatérozését az
egyedfejlédés soran,

(i) valamint a kilonbdzé fejlodési dllapotokban aHA koncentrécid értékek  biokémiai Gton térténdé meghatarozasat.
Vizsgdatainkkal egyrészt fényt kivantunk deriteni a HA jelétvivé szerepére e Gastropoda fajok idegrendszerében, valamint

neuromorfoldgiai alapoka teremteni tovabbi vizsgdatokhoz, melyek a HAerg rendszernek az egyedfejlédés soran, tovébba egyes
szabdyoz6 folyamatokban és magatartésformdak kialakitasdban betoltott szerepének részletes elemzésére iranyulnak. Mésrészt
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teljesebbé kivéantuk tenni a Gastropodak aminerg rendszereivel kapcsolatos ismereteinket.

3. ANYAG ESMODSZER

3.1. Kisérleti allatok

Kifglett Helix pomatia és Lymnaea stagnalis egyedeket (40-40 dlat mindkét fajbdl) haszndltunk. A Helix egyedeket tavasszal,
nyaron és kora ésszel gyiijtottiik Tihanyban, ezutan alaboratériumban, vagy természetes kortilmények kozétt, az intézet parkjaban tartottuk
Oket. A Lymnaea egyedeket aKis-Balaton térozobdl gytjtottik, majd levegsztetett, atfolyd Balaton-vizes akvariumokban tartottuk dket. Az
embriolégial vizsgalaok soran felhasznalt Lymnaea embridk a laboratériumi tenyészetiinkben lerakott embriocsomokbdl szarmaztak.

_3.2. SHbvetelskészités

A garakorili dackomplexet, a pofadiicokat és a kiilénbdzs periférias sziveteket (ajak, talp, tapogatd, nyamirigy, bukkais massza,
sziv) gyorsan kiboncoltuk, és frissen készitett, 4% 1-etil-3(3-dimetil-aminopropil)-karbodiimidet (EDAC, Sigma) és 0.4% N-
hidroxiszukcinimidet (NHS, Sigma) tartalmaz6 0,1 M foszfat-pufferben (PB) rogzitettiik 40C-on, 4 6rén &. Néhany esetben a fixalast 2%
paraformaldehidet (PF A) tartalmaz6 foszfat-puffer - fiziologids 9 (0,9% NaCl) oldatban (PBS, 0,1 M, pH:7.4) folytattuk 40C-on, 4 érén
&. Rogzités utdn aganglionokat tobbszor alaposan &mostuk 0,1 M PB-ben. A mosés alat awho lemount immuncitokémiéra szént idegdlc
ok kotészovetes burkét eltavolitottuk.

Az embrioldgiai kisérleteket, illetve a PI-3 fejlettségii posztembriondlis egyedek vizsgdatdt a hgkezdeménytsljhgtdl megfosztott
totalprepardumokon végeztik (Pl-3 posztembriondis stadiumok esetében a CNS+t még nem tudtuk ekildniteni a kdrnyezd szovetektdl,
P4-6 stédiumokban viszont mér ateljes CNS kiboncolha6). Az embridkat hegyes csipeszek segitségével kivettiik a peteburokbdl, ahga és
a viszceralis masszét eltavolitottuk. A rogzitést megel 6zéen az embriok esetében részleges proteolitikus emésztést alkalmaztunk (0,25%
XIV. tipust protedz [Sigma] 0,1 M PBS oldatban) szobahémérsékleten, 1,5 percen keresztil, az immuncitokémiai reagensek szovetekbe
vaod jobb penetracigjat elésegitends. A preparatumokat ezutdn a fentebb leirttal megegyezé Osszetételii fixald oldatban rogzitettik
szobahémérsékleten, 90 percen &, majd ugyancsak 2% PFA-PBS oldatban folytattuk a régzitést szobahémérsékleten, 1 oran keresztil.
Rogzités utan a ganglionokat tébbszor alaposan &mostuk 0,1 M PB-ben.

3.3. Immuncitokémia

A rogzitett mintakat 1 §szakan a 20%-o0s, PBS-ben oldott szaharéz oldatban 40C-on tartottuk, mad Tissue-Tek fagyasztd kbzegbe
agyaztuk, kriosztéthan fagyasztottuk és metszettiik. Az immuncitokémiai kisérleteket a 12-16 pm vastagsagl, Cr-Al-zselatinnal fedett
targylemezre felvett kriosztét sorozatmetszeteken végeztilk el. A vizsgdt periférias szovetek kozil a Helix tapogato it zselatin-albumin
keverékbe &gyazott, 2% PFA-PBS oldatban utdfixdlt, 50 pm vastagsagu Yibratome-metszeteken is vizsgdtuk. A kisérletek egy tovabbi
részében total prepardtumokat is haszndtunk.

Primer (HA-specifikus) ellenanyagként kacsakagyl6 (keyhole limpet) hemocyaninhoz (KLH) EDAC-del kapcsolt HA ellen nyulban
termeltetett poliklondlis antiszérumot hasznditunk (DiaSorin, Stillwater, V.S.A., és Karhunen és mtsai., 1993). Az immuncitokémiai
jeloléshez a ha&om lépéses peroxidaz-antiperoxidaz (PAP) modszert, illetve a ké& |épéses indirekt immunfluoreszcens techniké
alkalmaztuk. Az embrioldgiai kisérletekben kizardlag az indirekt fluoreszcens technikaval dolgoztunk.

A PAP dljéarés az alabbi |épésekbdl dlt: (i) 30 perc kezelés szobahsmérsékleten, 0,1 M PB-ben oldott 1 % H202 oldatban; (ii) 60 perc
kezelés szobahémérsékleten 0,25% marha szérum abumint (BSA) és 0,25% Triton-X 100-at (TX) tartalmazo foszfat pufferben (PB5); (iii)
16-72 6ra inkubacio 40C-on PBS-TX-BSA-ban 1:1000 aranyban higitott anti-HA ellenanyaggdl; (iv) 5 déra inkubacié szobahémérsékleten
PBS-TX-BSA-ban 1:40 aranyban higitott kecske anti-nyul immunglobulinna (GAR, DAKO); (v) 24 6ra inkubécié 40C-on PBS-TX-BSA-
ban 1:.50 aranyban higitott peroxidéz-antiperoxidézzal (PAP, DAKO). Az immunhisztokémiai reakciot 10 perc idétartamd,
szobahémérsékleten, 0,05 M TrissHCI pufferben (pH:7,6) oldott 0,05% 3,3-diaminobenzidin tetrahidrokloridban (DAB, Sigma) torténd
eléinkuba ast kovetden; 0,01 % H202 hozzdadasaval, 5-25 perc hivéssal, szobahémérsékleten tettiik 1&hatéva

Az indirekt immunfluoreszcens technika alkamazésa soran a fent leirt anti-HA ellenanyaggal tértént inkubacidt kovetéen PBS-TX-
BSA-ban 1:50 ardanyban higitott, diszné-anti-nydl immunglobulinhoz kapcsolt tetrametilrodamin-izotiocianaot (TRITC) alkamaztunk 5
oran &, szobahémérsekleten.

A prepardtumokat mindkét eljarast kovetéen PBS-ban mostuk, majd Canada balzsamma (Fluka, PAP-mddszer), illetve glicerin és
PHS 1:1 ardnyl keverékévei (immunfluoreszcens modszer) fedtik le, majd egy megfeleld sziirdkkel felszerelt Zeiss Axioplan
fénymikroszkdpban vizsgédtuk ésfotografaltuk.

3.3.1. Kontroll

A HA ellenanyag specifitdsst az 1:1000 ardnyban higitott primer antitest szukcinildlt ovalbuminhoz EDAC-del  kapcsolt
konjugatumaval (HA-saY A) valo preabszorciét kovetéen vizsgdtuk. A preasbszorpcio 10, 20 és 50 pg/ ml koncentrécioju HA-SOY A
oldatokban 40C-on, 24 6rén & tartott, majd a fent leirt immuncitokémiai procedirét hajtottuk végre. Az immunfestédés eréssegé 10 pg/ml
HA-saY A jelentésen csokkentette, mig a jel6l6dés a magasabb koncentrécidji (20, 50 pg/ ml) HA-SOY A preabszorpcio esetében teljesen
eltiint.

Az elsddleges antitest specifitdsit kordoban més puhatestii fajokon (Aplysia califomica, Macama bivalvia) mar ugyancsak
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tesztelték és bizonyitottak.
3.4. Biokémiai kisérletek
3.4.1. HPLC vizgélatok

A kotészovetes burok eltavolitdsat kdvetden a CNS ganglionjait és kilonbdzé periférids szoveteket (talp, ajak, tapogatd) 200-200 pl
perklérsavban homogenizatuk, majd HPLC-vel hataroztuk meg a mintak HA tartalmét. A perklérsavas homogeniza&umoat lecentrifugdltuk,
és a felilisz6t CMA/200 automata mintainjektorral (CMA/Microdialysis, Stockholm, Sweden) 60 mm hosszisagd TSK-GEL
Histaminepak kationcserés oszlopra (TOSOHAAS) vittiik fel, és 0,25 M KH2PO4-va eludltuk, és a detektddshoz fluoreszcens
szarmazékot képeztiink. Az effluenst 0,1 % orto-ftlaldehiddel kevertiik dssze (OP A, Fluka Chemie), majd egy mésik, 2 M NaOH-ot és0,2
M boréatot tartalmazo oldattal, és 450C-on hajtottuk végre a reakciodt, majd 3 M foszforsav hozzéadasaval dllitottuk le azt, és Merck/Hitachi
F-10SO fluoreszcens spektrofotométerrel 450 nm hulldmhosszon mértiik a fluoreszcens OP A szérmazékokat (gerjesztés: 360 nm
hulldmhosszon). Merck/Hitachi D-2500 kromatointegratorral gytijtéttiik és elemeztiik az adatokat. A mobil fazist és aharom reakcidol datot
Pharmacia LKB 2150 HPLC pumpékkal adagoltuk (Pharmacia LKB Biotechnology).

3.4.2. 3H-HAfelvétel ének vizsgalata

18 Lymnaea stagnalis-bdl ateljes CNS+, illetve ekilénitve a pofa, fej- és labdicokat, valamint a viscero-parietélis diickomplexet
kipreparatuk. Minden egyes kisérletben (n=3) 3-3 teljes CNS+t és minden elkiilonitett dictipushdl 3-3 darabot vizsgaltunk. Megmeértiik a
nedves tomegeket, majd az idegdlcokat egyenként 2 ml fiziolégias oldatot tartaimazo kiivettédkba helyeztilk. A prepardtumokhoz 0,5-100
pM végkoncentrécidban 3H-HA-t ([2,5-3H] hisztamin dihidroklorid, specifikus aktivitéas 47 Ci/ mmo!, Amersham) adtunk, és a
ganglionokat razofurdében inkubdltuk 5 percig 250C-on (teljes felvétel), illetve O°C-on (nemspecifikus felvétel). Az inkubdlast az
inkubaci6s elegy GF/C liveg porussziirén valo észiirés ével alitottuk le, és a ganglionokat hdaromszor atmostuk 5 ml jéghideg fiziol6gias
oldatban. Ezt kdvetéen a ganglionokat szcintillacids kivettakba helyeztik & és 1 ml szévet szolubilizétorban feloldottuk. A szolubilizalas
utdn 10 ml toluén bézisi szcintillacios oldatot adtunk a mintékhoz, és LKB folyadékszcintillacios miiszerrel mértik a radioaktivitast. A
specifikus felvételt mint ateljes és a nem-specifikus felvétel kdzotti killonbséget hatdroztuk meg. Amikor afelvétel gatlasat vizsgaltuk, az
inkubécids elegy a kovetkezd gétld anyagokat tartalmazta 1500 pM koncentrécioban: imipramin, dezipramin, benztropin, fenoxibenzamin
ésouabain (RBI, Sigma). A felvétel kinetikal paramétereit és a gétlas ICsa értékeit GraFit szamitdgépes program segitségével becslilt

3.4.3. 3H-HAfd szabadulasanak mérése

Minden kisérletben 3 Lymnaea CNS-t (n=9) inkubdltunk 30 percig 1 ml, 2 pCi 3H-HA-t tartalmazd fiziol 6giés oldatban. Az inkubélas
utan aganglionokat tébbszér &mostuk 20 ml fiziol dgias oldatban, majd perflzios kamrékba helyeztiik éket. 15 percen & 1ml/ perc aramlasi
sebességgel fizioldgias oldatot aramoitattunk & a perflizios kamrakon, és 1 ml-es frakciokban gyiijtéttik dssze az effluenst. Az 1.-4. és9.-
12. frakciok fizioldgias oldatot, az 5.-8. frakciok megemelt, 100 mM K+-ot tartamazd fiziologias oldatot tartalmaztak. Parhuzamaos
kisérletekben a perf(iziét Ca2+-mentesfiziol 6gias oldattal végeztik, a Ca2+-ot szukrézzal helyettesitettiik.

3.5. Elektrofiziol6giai vizsgélatok

A voltage-clamp kisérleteket egyrészt a Helix jobboldali mezocerebrumanak és a Lymnaea fejdlica anterior lebenyének nagyméretii
(70-80 pm) idegsaitjein, mésrészt mindkét fa bukkalis ganglion janak B2 idegsejtjein végeztik. Ezeket a neuronokat egyrészt annak
alapjan vdesztottuk ki, hogy nem mutatak HAimmunreaktivitast, masrészt mindkét esetben funkciondlisan azonositott
neuron(csoport)okrél volt sz6. A mezocerebrum, illetve az anterior lebeny idegsejtjei a reprodukcios magatartas kivitelezésében jatszanak
szerepet, mig a pofadiic B2 idegsejtje ataplalkozas magatartast meghatarozd neuronhdézat efferens eleme. Az intracellularis elektrodakat
boroszilikét tiveg kapillarisokbdl, Kopf vertikdlis elektrodahizét haszndlva (WPI) hiztuk ki. A fesziiltség- és draminjektalo elektrodékat 2
MK -acetét oldattal toltéttik meg, ellendllasuk 2-8 MOhm kdzétt volt.

Az intracelluléris jeleket Axioclamp 2B erdsitével (Axon Instruments) erésitettiik fel, 1kHz-nél sziirtiik (3 dB, 4 polusi Bessdl sziirg),
digitalizaltuk (Digidata 1200, Axon Ingruments) és egyenként merevlemezen taroltuk. A fesziiltség pulzus protokollokat szoftverrel
(pClamp 5.7.7., Axon Indruments) generdltuk, melyet az adatok elemzésénél is haszndltunk. A HA-t 10-20 pm
végamérgjlilivegpipettakbdl nyomassal injektatuk (picospicer Il, General Value), a pipettékat a
sgittesttél 50-200 pm tavolsagra poziciondtuk. A vélasz kivaltasthoz 10-3 M HA-t adtunk révid, kilénbozé idétartami (0,1-0,5 )
nyomasimpulzusokka (2 bar). A mintékat folyamatosan, 1-1,5 mi/perc sebességgel perfundaltattuk, kévetkezésképpen nem ismertik aHA
pontos koncentraciéja a sejttest kornyezetében. A HA-t a kdvetkez6 dsszetételii fizioldgias oldatban oldottuk fel: 80 mM NaCl, 4 mM
CaCh, 5 mM MgCh, 10 mM Tris-HCI (pH 7,4, Helix pomatia), illetve 45 mM NaCl, 1,7 mM KCI, 4 mM CaCh, 1,5 mM MgCh, 5 mM
HEPES (pH 7,7, Lymnaea stagnalis). A kisérleteket szobahémérsékleten végeztik. Az adatokat a f: S.E.M. &lagaként adtuk meg.

3. 6. Viselkedés (mozgas) teszt

A HA-nak a talp csilléinak mozgésara kifejtett lehetséges hataséat egy nemrégiben leirt médszer aapjan elemeztiik, a Lymnaea
egyedek mozgasanak nyomon kdvetésével. A csigakat egyenként 600 ml Balaton-vizet tartalmazo, specialis alak akvaiumokba heyeztiik,
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melyekben csak kétdimenzios (fel/le és oldaliranyd) mozgasuk volt lehetséges. Az egyes akvariumokhoz 10-3, 10-4 é 10-5 M
végkoncentracidban HA-t adtunk, és elemeztik a mozgasaktivitdsukban bekdvetkezd véltozésokat. Az alatok akvariumfaon torténd
mozgasat videdkamerdval rogzitettik, a kovetkezé idérendben: 30 perc kontroll felvétel tiszta Balaton-vizben, 120 perc felvétele HA
jelenléében, 120 perc HA jelenléében videdfelvétel nélkul, végil 30 perc felvétel HA jelenlétében. A HA hatasdnak elemzésekor dssze-
hasonlitottuk a csigék dta a kontroll ideje és a HA jelenléte adatt az akvariumok falan megtett tavolsagokat. A 10-3, illetve 10-4 M
koncentrécidban alkamazott HA hatdsa nem volt egyértelmii, serkents és gétlé hatést egyarant tapasztaltunk. 10-5 M HA koncentrécié
bizonyult optimélisnak és aleghatékonyabbnak.

4. EREDMENYEK
4.1. AHAerg neuronok megje enése és el osddsa a Lymnaea embriogenezise soran

Az 50%-osnal (E50%) alacsonyabb embriondlis fejlettségli egyedekben nem lehetett immunreaktivitast detektalni. A HA
immunreaktivités legel6szor az E55% felettséhi allapotd (metamorfézis) embriok CNS-€ben jelent meg. Ebben a korai felettségi
allapotban, amikor az idegsejtek éppen csak megkezdik proliferéciGjukat a kdzponti idegdicokon belll, hdom, intenziven jel6l6do,
kétoldali szimmetridt mutatd sejtpart taldltunk az embridk antero-dorzdlis részében, azokon a tertileteken, amelyek a késsbb kiaakuld
fejdlcoknak felelnek meg. A HA-IR neuronok morfolégidja és mérete hasonlo volt: kis méretii (&méré: 12-20 pm), unipolaris sejtek,
melyek axon-nyllvényaikat a fejlédé idegdicokon keresztil a kialakuldban |évé cerebrdlis kommisszirdba és a cerebro-peddlis
konnektivumokba kiildték. Ugyanakkor mé& a HAerg rendszer e korai fejlettségi alapotaban is tisztén azonosithato volt a cerebro-pedalis
hurok. A fgjl6dé konnektivumban jel 6t axonnyulvanyok futottak.

E65% fejlettségi dlapotban (posztmetamorfotikus, felnétthoz hasonlé alak) a ldbdicokban megjelent az elsd HA-IR sgtpar. A
bilaterdlis szimmetrigu sgjtpar morfologidja és mérete hasonld volt a fejdicokban taldltakénoz. A cerebrdlis és peddis kommisszurék,
valamint a cerebro-peddlis konnektivumok afenti idegsejtekbdl ereds, jeldlt nydlvanyokat tartalmaztak.

Egy nappal a peteburokbdl valo kikelést megel6zéen, E90% embriondlis fejlettségnél a fentiek mellett egy tovabbi HA-IR sejtpar
jelent meg a ldbdicokban, és ké par jelolédott idegseitet figyeltink meg a pofadicokban. Ezek a sejtek jelentették a Lymnaea
embriogenezisének teljes idétartama alatt megjeend utolsd HA-IR neuronokat. HA-IR nyClvanyokat a bukkalis kommisszdréban is
sikerdilt kimutatni.

A Lymnaea stagnalis embriok fejlods CNS-ében tehdt dsszesen 14 HAerg neuront irtunk le, melyek kiz&rdlag a fg-, 1&b- és
pofadiicokban fordultak €lé. Az embriogenezis idétartama alatt a fali-, kdpeny- vagy zsigerdicokban nem voltak jelen HA-IR sejtek,
ezekben az idegdiicokban csak egyes jel 6lt rostok gyenge arborizécidjafordult el. Periférias projekciok vagy sejtek nem jel6lédtek az anti-
HA ellenanyaggal, a kis zamu HA-IR neuronpopul&cié tagjainak axonnyllvanyai a peteburokbdl valo kikelésig nem hagytak € a CNS
teriiletét.

4.2. Az embrionalis Lymnaea egyedek HA-tartalma

A HA koncentraciokat - immuncitokémiai eredményeinket figyelembe véve E50-55% és EI00% embriondlis fejlettségi stadiumok kozott.
Az E55% fejlettségi dlapotban, amikor az elsd HA-IR sejtek megjelentek, igen alacsony koncentracioban (0,66 :t 0,08 pmolj mg szdvet)
tudtunk HA-t mérni. Az alacsony értékek a
kovetkezd 3 fglddési stadiumban nem valtoztak jelentésen (0,57 :t 0,84 pmoljmg szovet), ezzel szemben E90% stadiumban aHA tartalom
gyors ndvekedését (1,17 :t 0,14 pmoljmg szdvet) figyeltiik meg, amit az E95% (1,9 :t 0,2 pmol/mg szbvet) és EI00% (1,76 :t 0,1 pmoljmg
szovet) fejlettségi dlapotokhoz tartozd magasabb értékek kovettek. Ezek az értékek dsszhangban allnak immuncitokémiai vizsgalataink
eredményével, vagyis az embriondlis HA-IR idegsgitek szamanak aakuldsaval, és a kozponti idegdicok neuropil &lomanyéban
megfigyelheté HA-IR idegrostok szamanak ndvekedésével.

4.3. AHAerg rendszer fgjlddése a juvenilis Lymnaea egyedekben

A HA-IR idegseitek szama a peteburok elhagyasat koveté posztembriondlis fejlédési stadiumokban (PI-2) az EIO0% embriondlis
fejlettségi dlapothoz képest nem mutatott Iényegi vatozast. A pofa- és fejdicokban nem vdtozott a jelolt sejtek szama, viszont a
|dbdUcokban tovabbi kis és kozepes méretii (&mérs: 15-40 pm) HA-IR sgjtek jelentek meg a cerebro-peddlis konnektivum eredésének
kozelében. Az emlitett idegdiicok neuropil alloméanyat gazdagon innervaltak jeldlt axonnydlvanyok. A tdbbi idegdichan (kbpeny-, fali- és
zsigerduicok) nem taldtunk HAIR sejteket, e dicok neuropil régidjais csak gyenge HA-IR beidegzést mutatott. Az embriogenezis soran a
PN S-ben nem taldltunk HA-IR idegelemeket, de a statocystak érz6 sejtjel mar kdzvetlendl a kikelés utan erés immunpozitivitast mutattak,
ami a statocystéknak a szabad mozgéas koordindlasaban betdltott fontos szerepét jelzi. A statocystak szorsejtjel mellett a talp erés HA-IR
innervaciojé is megfigyeltuk.

A kovetkezd posztembriondlis fejlddés stadiumokban (P3-4) apofa- és |dbdlcokban jelentds sejtszamndvekedést figyeltiink meg, mig
a tobbi idegdicban nem tapasztaltunk hasonlé vatozas. A ganglionok és az azokat egyméssal Osszekapcsoléd konnektivumok és
kommisszirédk HA-IR beidegzettsége még kifegje
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zettebbé vat. A sgtszamnovekedés mellett ez a jelenség is magyarézhatja a P2-3 stadiumokban HPLC technikdval mért magas HA-
tartalmat.

A PS6 fejlodés dlapotok végére a HAerg rendszer megkdzeliti a felnétt egyedekben megfigyelt fejlettséget, neuronszamot és -
eloszlast. A pofa- és labdicok mellett a fejdicokban is a HA-IR sejtszam tovabbi jelentés gyarapodasa kovetkezett be, emellett a
zsigerduchan és a fali dicokban is megjelentek a felnétt CNS-ben is megtaldlhatd, maganyosan elhelyezkeds, kdzepes méretti HA-IR
sgjtek. Az egyesidegdic ok, konnektivumok és kommisszirék is sirii, varikézus HA-IR rostrendszert tartalmaztak.

4.4. A posztembrionalis Lymnaea egyedek HA-tartalma

A HA-tartdlom a Pl stadiumban (3,32 pmol HA/mg szévet) nem mutatott Iényeges valtozast a pete burok elhagyasakor mért értékhez
képest, és ez dsszhangban all immuncitokémiai vizsgalataink eredményeivel. A HA-tartalomban a P2 stadium soran figyeltiink meg egy
hirtelen bekovetkezs, gyors ndvekedést (9,23 pmol HA/mg szbvet), ami egybe esik a P2-3 st&diumokban megfigyelt sejtszamndvekedéssel,
illetve az egyes idegdlcok neuropil régidiban, és a talp ban megjelend erés HA-IR beidegzettséggel. A P3 stadiumot kdvetéen a HA-
tartalom relativ csokkenése figyelheté meg (P6: 1,44 pmol HA/ mg szovet), amire a juvenilis dlatok testméretének gyors névekedése
szolgalhat magyarézaul.

45.1. AHA-IR neuronok d oszlasa a kifgjlett (felndtt) Helix és Lymnaea kdzponti idegrendszerében

Az anti-HA ellenanyaggal val6 inkubdast kovetéen mindkét faj CNS-ében nagy szamu idegsgjt, és varikozus idegrostok stirii hd6zata
mutatott intenziv immunreaktivitast. A ké faj kozott ugyanakkor etérés figyelhetd meg a HA-IR neuronok szamaban, amennyiben
lényegesen nagyobb szamu, mintegy 400 HA-IR idegsgjt volt jelen a Helix CNS-ében, mig a Lymnaea CNS-ben csak mintegy 130 HAIR
idegsqjt fordult el6. A HA-IR neuronok szama a Helix és Lymnaea CN'S egyes ganglionjaiban jelentds eltérést mutatott: mig a Lymnaea
baloldali kopenyducal,
addig a Helix jobb és bal I&bducai 90 jeldlt sejtet tartalmaztak. A jeldlt sejtek tobbsége kis méretii (&mérs: 12-30 11m) volt, de kdzepes
(40-60 11m) és nagy méretii (70-90 11m) neuronok is eléfordultak. A HA-IR idegsejtek eloszlasi mintdzata hasonlé volt a Heix és
Lymnaea CN S-ében, és az alabbi kozos tulajdonsagokkal jellemezhetd:

(i) aLymnaea baloldali fali- és jobb oldali kdpenyduca kivételével minden idegduc tartalmazott HA-IR idegsejteket;
(i) aHA-IR idegsejtek tobbsége a pofa, fej- és labdlcaiban lokaliza 6dott;u

(i) ajelolt neuronok tbbségének eloszlsa szimmetrikus volt;

(iv) ajellemzéen aCNS dorzdlis felzine kdzelében elhelyezkedé HA-IR ideg
sejtek tobbsége sejtcsoportokat alkotott az egyes idegdicokon belil;

(v) az idegddcok neuropil dlomanya gazdagon innervalt varikdzus jel 6lt
rostokkal, afébb perifériasidegek, az idegdicokat dsszekdtd konnekti
vumok és kommisszUrak is szamos HA-IR idegrostot tartalmaztak;

(vi) aCNSt korulvevs kotdszovetes burok nem tartalmazott HA-IR idegelemeket.

45.1.1. Pofadiicok

A Hélix pofadiicai 35-39 immunreaktiv neuront tartalmaztak, ami a CNS-ben taldhatd teljes HA-IR sejtpopul &cié mintegy 10%-anak
felel meg. Mindkét pofadiic k6zépss részén egy kis méretii (20-30 pm) HA-IR sejitekbdl allé csoportot talatunk, melyeket koriilbellil 12-12
sgit alkotott. Ezen feltil mintegy 15 jeldlt sejt lokalizalddott mind ajobb, mind a baloldali pofadicban. Ezek kdziil 2 nagy méretii (7090 _m)
neuron és egy szimmetrikus elhelyezkedésii sejtcsoport par volt jelen a
bukkalis kommisszira kozel ében. Tovabbi jel6lt neuronok maganyosan fordultak elé a killonb6zs periférias idegek (garat- és pofaidegek)
eredéstnél. Az dsszes jel6lt sejit aganglionok dorzdlis felszinen helyezkedett el. A neuronok egy része az ellenoldali pofadlcba is projicialt,
ahol kiterjedt jelolt rostrendszert alakitottak ki a bukkalis kommisszdraban. Anydmirigyet beidegzé ideg kivételével a periférias idegekben
szdmos immunpozitiv axonnyudlvany futott.

A Lymnaea pofadiicai 6sszesen 33-37 HA-IR neuront tartalmaztak, ami a CNShen kimutatott jeldlt sejtek mintegy 30%-&t teszi ki. A
HA-IR idegsejtek aszimmetrikus eloszlast mutattak, kozllik 15 a jobb, 22 a balolddi pofadichan taldhato. A jelolt sejtek tobbsége két
sgjtcsoport parban helyezkedett el, egyikilk a dorzalis felszinen, kézel a kommisszdrahoz, masikuk a ventralis felszinen, a
cerebro-bukkdlis konnektivum eredésének kozelében. Tovabbi kis és kdzepes méretii sejtek fordultak el maganyosan vagy parokban az
idegdicokban, valamint a koétészovetes burokba agyazott cerebro-bukkalis konnektivumokban, a periférids (dorzo-, latero- és
ventrobukkdlis) idegek eredésének kdzelében. A neuropil dlomanyok, a bukkdlis kommisszira, a cerebro-bukkdlis konnektivumok és a

periféridsidegek - anydmirigyet dl4to ideg kivételével - nagy szamu jel 6lt idegrostot tartalmaztak.
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45.1.2. Fejdicok

A Helix pomatia teljes HA-IR segjtpopuléacidjanak kozel egy harmadat (118-136 neuron) a fejdicokban mutattuk ki. A sejttestek
tobbsége kicsi vagy kozepes méretii volt (12-60 _m), és a protocerebrum kivételével afe dicok valamennyi alegységében eléfordultak.
Osszesen 8, egyenként 3-15 sgjthdl &ll6 sejtcsoportot tudtunk megkilonboztetni mindkét idegdichan, ezek szimmetrikus eloszlést mutatva
a dorzdlis felszinen helyezkedtek el, egy, a ventrdlis felszinen taldlhatd sejtcsoport kivételével. Emellett 4 maganyos neuront taldltunk a
ventrdlis felszin kozelében. A legintenzivebb immunjel6l6dést a mezo- és metacerebrum sejtcsoportjai, illetve a posztcerebrum rectdlis
lebenyének sgjtcsoportjai mutatték. Emellett kis HA-IR sejtcsoportokat talaltunk a pleurdis lebenyekben. A korabban szerotonergként azo-
nositott MGC driasidegsejt csak az esetek egy részében mutatott jel6l6dést. A neuropil alomanyba vetité idegsejtek varikozus rostok siirii
halézatat alakitotték ki, mig a kommissziraban, a cerebro-pleurdis és cerebro-pedalis konnektivumokban vékony jel6l6dott rostkdtegek
voltak lathatoak, csakigy, mint az ajak- és tgpogat6idegekben.

A Lymnaea stagnalis CNS teljes HA-IR sejtpopulacidjanak 30%-a (36-43 sejt) taldlhatd a cerebralis ganglionokban. E neuronok
tobbsége szimmetrikus sgjtcsoportokban helyezkedett el a ventrdis és a dorzdlis felszinen. Tovébbi magényos idegsejteket és kis
sgitcsoportokat talatunk a cerebrélis kommisszira, a cerebro-pedélis konnektivumok és a periférids ajakidegek eredésénél. A Helix-hez
hasonldan aneuropi!, a cerebralis kommisszira és a periférias (gjak-, tapogato-) idegek erésen jel6l6dott rostokat tartalmaztak.

4.5.1.3. Labducok

A Helix CNS labdicai tartalmazték a legnagyobb szama (159-180) HA-IR idegsejtet (a teljes HA-IR sejtpopulacio csaknem felé&,
45%-&). A kisméretii sejitek harom elkllonilt sejtcsoportba rendezédve a ganglionok latero-dorzdlis régidjaban helyezkedtek el. Ezek a
Helix CNS-ben elsfordul 6 legnagyobb tagszam( sejtcsoportok, egyenként 30-32 neuront tartalmaztak. A jel6lt idegsejtek vékony
rostokkd projicialtak a neuropilbe, ahol siirii, varikdzus rostrendszert aakitottak ki.

A Lymnaea labdlcaiban Osszesen 39-45, kdzepes méretli (40-60 pm) idegseit mutatott HA immunreaktivitdst (a teljes HA-IR
sgjtpopulécié mintegy 30%-a). Ezek a neuronok szimmetrikus sejtcsoportokba rendezédtek. Mindkét idegdlc ban két jeldlt sejtcsoportot
figyeltiink meg a dorzdlis felszinen, a kdzépso- és alsd rectdis idegek eredésénd, és egy harmadik csoportot taldltunk a diicok poszterior
régigjanak ventrélis felszinén. Mindkét faj 1&bdacainak neuropil &loméanyaban immunreaktiv idegrostok sirti haldzatét itruk le, tovébba
jelolt axonoka, illetve axonkotegeket l&ttunk a rectalis kommissziraban, a cerebro-pedalis és peddlis-parietdlis konnektivumokban, és a
rectdlis idegek eredéstnél.

4.5.1.4. Viscero-parietalis dickomplex

A Hélix viscero-parietdlis dickomplexé kialakitd killonbozé ganglionokban Gsszesen 43-47 jeldlt sqt, a teljes HA-IR idegsejt
populé&cio 11 %-a talalhatd. E sejtek eloszlasa tébbségében aszimmetrikus, kis és kdzepes méretti (20-60 J.Im) sgjteket taldtunk, melyek
maganyosan vagy kisebb csoportokban helyezkedtek el a kilénbdzé ganglionok dorzdlis felszinén, négy maganyos HA-IR neuront
kivételével, melyek ventralisan helyezkedtek el ajobb és baloldali falidicokban. A jobb és bal oldali kdpenydicokban, a pleuro-cerebralis
konnektivum eredésénd egy szimmetrikusan elhelyezkedé HA-IR segjtcsoportot figyeltiink meg, tovabba maganyos, vagy parban
elhelyezkeds sejtek fordultak el6 a falidlicok kozelében. A falidicok korilbell 20 jeldlt idegsejtet tartalmaztak, ezek tobbsége (15-16 sejt)
abaloldali falidicban volt taldlhaté, ajobb oldali falidichan egy kis sgjtcsoportot és két maganyos idegsejtet taldtunk. A zsigerdlicban kis
szamu (10-12) HA-IR idegsejt fordult eld, tobbségik a ganglion kilsd szélei mentén, 3 kis segjtcsoportban koncentralodott, és egy
maganyos, nagy méretii (70-90 IIm) sgit helyezkedett € az egyik sejtcsoport mellett. A kiilénbdz6 idegdicok neuropil dlomanya, és a
ganglionokbol kiléps perifériasidegek nagyszami HA-IR axonnyllvanyt tartalmaztak.

A Lymnaea viscero-parietdlis dickomplexében 7-9 jeldlt sejt, az dsszes HA-IR neuron kevesebb, mint 10%-a volt taldhat6. Ezek a
sejtek egymastdl kiilondldan helyezkedtek € ajobb oldali fali-, abaoldali kdpeny- ésazsigerdicokban. A jobb oldali kdpeny- ésbaoldali
falidacok nem tartalmaztak HA-IR idegsejteket. A bal oldali képenydichan egy maganyos, kdzepes méretii jelolt idegsejt helyezkedett el a
cerebro-pleurdis konnektivum eredésének kdzelében. A jobb oldali falidichan 4 kdzepes méretii (40-60 }Im) jeldlt sejt fordult el6, és négy
masik volt jelen a zsigerdiichan. A CNS t6bbi részéhez hasonléan ezen idegdicok neuropilje is gazdag HAerg beidegzést mutatott, és a
dickomplex egyestagjait egymassal és afeji-, illetve [bdlcokkal 6sszekapesol 6 konnektivumokban isjel6lt rostrendszert irtunk le.

45.2. AHA-IR neuronok e osdasa a kifejlett (felngtt) Helix és Lymnaea periférias idegrendszer ében

Mindkét fajban gazdag HA-IR beidegzést mutatott az gjak és atap, emdllett a Helix ajkaban és felsé tapogat6iban nagyszamu jelolt
sgjtet is kimutattunk. A statocysték érzésejtjeinek egy része - hasonldan aposztembriondlis fejlédési allapotokban megfigyeltekhez - tovébbra
is HA-IR-nak bizonyult,. A tobbi vizsgdt periférias szOvetben - a szivben, bukkdis izomzatban, a nyamirigyben, illetve a Lymnaea
tapogatGiban - nem taldtunk HA-IR elemeket.

45.2.1. Satocysta
A statDcysték az idegrendszert koérlilvevs kotészévetes burokba dgyazva a labdicok kauddis felszinéhez kapcsolddnak. A benniik

elhelyezkedd 13 éz§ idegsgt tobbsége, 7-8 idegsejt erds immunreaktivitast mutatott mindkét fajban (12., 13., 14A és 15A-C abrék).
Lymnaea-ban e sgjtek szenzoros axonjai vékony kéteget képezve az azonos oldali fejdicba vettiltek, és ott aneuropil alomany egy kis
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terlletén arborizaltak. Ez aveékony axonkdteg tisztan elkiiloniilt a cerebro-peddis konnektivum mellett.
4.5.2.2. Tapogatok, ajak

A Helix felsd tapogat6 inak érzéhamjaban nagyszdmu bipoléris seitet taldtunk. HA-IR érz6 sejteket figyeltiink meg afelss tapogatok
teljes hosszaban, denzitasuk kiiléndsen magas volt a tapogatok csicsain, amely teriilet a szagléhdmnak felel meg. Ezzel szemben a Lymnaea
tapogatéi - amelyek a Hdix tentaculumaihoz képest joval redundansabb anatdémiai egységet képviselnek - nem tartalmaztak HA-IR
idegelemeket.

A Helix gjak régidjanak hamjéban is szamos érz6 neuront taldltunk, melyek apikdis dendritjeikkel a hdm felszinéhez vetlltek. Az ezen
sejtekbdl eredd idegrostok a CNS irdnydba projicidltak, és kdtegekbe rendezddve futottak az epitelidlis réteg datt. Az ajak izomzatdnak
néhany részében finom, varikdzus rostok lahatok, melyek az epitelidlis réteg felé futnak. A Lymnaea ajkéban egy két részre kilonithetd
HA-IR rostrendszert figyeltiink meg: az epithelium mentén vékony, varikdzus rostok futottak parhuzamosan annak belss felszinével, mig
egy mésik, szintén varikdzus rostokbdl all6 rendszer helyezkedett el az ajak mélyebben taldlhat6 izomrétegében. Az epiteidlis sejtek kozott
vékony HA-IR nyulvanyok futottak az gjak felszinére merdlegesen, de HA immunresktivitds mutato tipikus bipoléris sejteket itt nem
talaltunk.

45.23. Talp

A Hélix labanak izomszovete varikdzus, vékony kétegekbe rendezédd HA-IR axonok haldzaté tartalmazta. HA-IR érzé idegsejteket
nem tudtunk kimutatni. A Lymnaea labédban 1&tott innervéci6s mintézat részben az ajakban leirtra emlékeztet, jeldlt rostkétegek futottak a
hamréteggel parhuzamosan, és az ezekbdl, illetve més kotegekbdl eredd varikdzus nyldlvanyok voltak jelen e periférias szdvet mélyebb
izomszovetében, ahol néhany esetben bipolaris neuronok is eléfordultak.

4.6. HA koncentraciok a Helix és Lymnaea eNS-ében és egyes periférias szerveiben

HPLC technikdval meghatéroztuk a HA koncentracio értékeket a Helix és Lymnaea teljes CNS-ében, az egyes idegdlicokban és a
kilonbozs periférias szbvetekben (talp, ajak, tapogatd). A teljes Helix CNS hozzavetéleg 14 pmol/mg szovet, mig a Lymnaea CNS
kortlbelll 6 pmol/mg szdvet HA-t tartalmazott. A legmagasabb értékeket mindkét fajban a labdicokban mértik (18.6-47.4 pmal/ mg
szovet), és a viscero-parietalis dickomplex tartalmazta a legkevesebb HA-t (4.3-4.8 pmol/mg szbvet). A periférias szovetek HA-tartalma a
CNS-ben mértekke dsszehasonlitva jelentésen alacsonyabb volt, Helix-ben 0,33 pmol/mg szdvet (tapogatd) és 1,04 pmolfmg szovet (talp)
értékek kozott valtozott, illetve 0,26 pmolfmg szdvet (14b) és 0,46 pmolf mg szovet (ajak) értékek kozott a Lymnaea-ban.

4.7. 3H-HAfelvétele és leaddsa a Lymnaea kdzponti idegrendszerében

A Lymnaea CNS 3H-HA-t tartalmaz6 fiziolégias oldatban torténé inkubéldsat kovetéen a radioaktivan jeldlt anyag specifikus
akkumulécigjét figyeltik meg az idegszovetben. A 3H-HA felvétele telithetd volt, és a Lineweaver-Burk fliggvény lefutasa egy egykomponensi
felvételi folyamatra utal. A kinetikai adatokat elemezve meghataroztuk az akkumulacios folyamat Km (37.6 JM) és Vmax (6.6 pmol/mg

szovet/perc) értékeit. A felvett 3H-HA kilénbozé idegducok kdzotti megoszlasa a kovetkezd volt fej dacok = 34,2%, pofadicok - 11,3%,
|&balicok 18,1 %, viscero-parietédlis dickomplex - 36,3%.

A 3H-HA felvétele kiilénbdzé inhibitorokkal gatolhatd volt. A kilonbdz6 gatldszerek alkalmazésa sorén a kdvetkezd 1ICso értékeket
kaptuk: ouabain - 314 JM, imipramin -146 JM, dezipramin - 106 JM, fenoxibenzamin - 28 JM, benztropin = 22 JIM.

Kimutathat6 volt, hogy a felvett 3H-HA egy része spontan médon szabadult fel a fiziol6gids oldattal valé atmosas kozben
az idegdicokokbol. A perfaziés oldatban 100 pM-ra megemet K+ koncentrécié a felszabadult 3H-HA mennyiségének jelentds,
mintegy 50%-0s novekedését eredményezte. A 3H-HA K+ dltal serkentett felszabadulasa Ca2+-fliggének bizonyult, mivel Ca2+-nak a
fiziol 6giés oldathol torténé etavolitédsa utan a 3H-HA fel szabaduldsanak jelentés csbokkenését figyeltiik meg.

4.8. A HA hatasa azonositott kézponti neuronok aktivitasara

A HA hatésédt a Helix pomatia jobb oldali mezocerebrumanak és a Lymnaea stagnalis jobb fejdica anterior lebenyének nagy méretii
(kb. 70-80 pm) sdjtjein, illetve mindkét faj pofadicanak B2 motoneuronjain elemeztiik. -100 és -10 mV feszilltségértékek kozotti
tartomanyban végeztiink voltage-clamp kisérleteket. A sejtek felszinére nyomassal adott HA -100 és -50 mV fesziiltség értékek kdzott egy
kifelé iranyuld &amot valtott ki. Az &ram iranya -39,6 mV feszliltségné fordult meg, és e fesziiltség érték felett befelé iranyult. -80 mv
holding potencidnal10 mVonként névekvé |épésekben hiperpolarizalé impulzusokat alkalmaztunk. A vélasz Sordn az aram nagysagaban észlelt
csokkenés arrautalt, hogy a HA mindkét faj fent emlitett idegsejtjeinek membrankonduktancigjat csokkentette.

A Lymnaea pofadicanak B2 motoneuronjan az alkalmazott HA egy befelé iranyul6 dramot valtott ki -100 és -50 mV feszilltség értékek
kozétt, amely -50 mY-nd fordult meg. Az &am |-V karakterisztikgja linedrisnak bizonyult, és a membrankonduktaneia novekedése volt
megfigyelhets. A Helix B2 motoneuronjaban a HA dltal kivaltott valasz szintén a membrankonduktancia névekedésével volt kapcsolatban, bar az &am
amplitidoja a Lymnaea-ban megfigyelthez képest nagyon kicsi volt. Ez feltehetéen a hibernacids periddussal magyarazhatd, mivel ezeket a
méréseket téli hibernéciobol felébresztett allatokon végeztiik.
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4.9. AHA hatasa a Lymnaea mozgasara

Klénbdzé koncentraciokban (10-3, 104, 105 M) akalmaztunk HA-t annak eldontésére, hogy az hatéssal van-e a Lymnaea
mozgésaktivitasara, azaz befolyasolja-e atalp csilldival végrehajtott csliszd mozgast. Mindharom alkalmazott HA koncentréacio hatdsosnak
bizonyult, bar a 10-3 és 104 M HA koncentraci6 hatasa nem volt egyértelmi, azaz hatdsukra mind a mozgas serkentése, mind annak gatlasa
egyarant megfigyelheté volt. Ezzel szemben a 10-5 M koncentracioju HA minden esetben serkenteté hatassal volt a csigdk csiszéd
mozgasara, ezért e koncentrécid hatdsait vizsgéltuk részletesen. A kisérletek (n=5) eredményeképpen megdlapithatdvoalt, hogy a 10-5 M
koncentrécidban alkalmazott HA a kontrollhoz képest mintegy 43%-kal (S.E.M.:t 5,7) serkentette az allatok mozgasét.

5. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA
5.1. AHAerg rendszer kialakulasa és|ehetséges szerepe a tliddscsigak egyedfejlédésesoran

_Immuncitokémiai és HPLC adataink egyértelmiien mutatjak, hogy HAerg idegsejtek kis populé&cidja mar jelen van a nagy mocsari
csiga, Lymnaea stagnalis embridk fejlédd idegrendszerében. Az elsé két, bilaterdlis szimmetrigji HA-IR sejtpa a metamorfozis idétartama
alatt, akialakuldban 1évé fejdicoknak megfeleld terlileten, azok kialakuldsanak kezdetével egy idében jelent meg (E55% felettségi algpot,
metamorfézis). Ezeket tovabbi 5 sejtpar megjelenése kdvette az embriondlis fejl6dés végéig. Az emlitett 7 sgjtpar kiz&rdlag afgj-, pofa és
ldbdlcokban lokalizalodott, a CNS+t felépité tobbi idegdicban (fali-, kdpeny-, illetve zsigerdicok), illetve a CNSen kivil az
embriogenezisideje aatt nem taldtunk HAIR idegelemeket.

A peteburok elhagyasit koveté posztembriondlis fejlédés soran a HA-IR neuronpopul acié fokozatos szambeli ndvekedést mutatott, a
posztembriogenezis végére a HAerg rendszer fejlettsége, aHA-IR idegsejtek szama és eloszlasahasonl 6 volt afelnétt, ivarérett dlatéhoz. A
CNS-en beliil aPI-2 posztembriondlis fejlédés sadiumokban csak a labdlcokban jelentek meg Gjabb HA-IR neuronok, emellett azonban -
kozvetleniil a peteburok elhagyasit kovetden - a statocystak érzo sgjitjeinek erés immunpozitivitésé figyeltik meg, valamint a talpban is HA-IR
nyllvanyrendszert lattunk. A P3-4 fejlédési stadiumok alatt a pofa- és ldbdicokban tortént jelentés HA-IR sejtszamndvekedés. A
fejdlicokban a HA-IR sejitek tobbsége az utolsd (P5-6) fejlddési stadiumokban jelent meg. Hasonl 6képpen a kdpeny-, faliés zsigerdiicokban
is csak a posztembriogenezis végére jelentek meg HAerg neuronok, de - az embriondlis fejlédés soran leirtakkal elentétben, ahol ezek a
ganglionok mentesek voltak a HA-IR demektsl - e dicok neuropil dlomanydban a posztembriogenezis alat egyre erésddé HA-IR
beidegzést latunk.

A HPLC technikdva meghatérozott HA-tartalom egyedfejlédés sorén megfigyelheté vatozésa Osszhangban voltak a HA-IR
neuronok fokozatos megjelenésével és egyre gazdagabb neuropilbeli arborizé&cidjdval a metamorfozist kovet6kilonbdzé embriondis
fejlettségi alapotokban, illetve a posztembriondlis fejl6dés egyes sadiumaiban is.

Az elss FMRFamid-, dopamin- és szerotonin-IR idegsejitek a Lymnaea embriogenezisének igen korai idépontjaiban (E15-30%)
jelennek meg. Ekkor a kozponti idegdicok még nem aakultak ki, az emlitett idegsgjtek a leendé CNS-en kiviil helyezkednek €. Az
embrionalis szerotonerg, dopaminerg, FMRFamiderg idegsejtek egy része a peteburok elhagyasaval elveszti transzmitter fenotipusat, emiatt
tranziens sgjiteknek nevezziik éket. Ezzel szemben a Lymnaea embriondlis fejlddése aatt tranziens HA-IR neuronokat nem taldtunk sem a
CNS-en bdil, sem azon kiviil. Ennek alapjan feltételezzilk, hogy a HAerg rendszer esetében az extraganglion&ris tranziens sejtekhez
koéthetd morfogenetikus hatdsok nem érvényesiiinek. Az igen kései fejlettségi alapotban, egy nappal a kikelés elétt megjelend
oktopaminerg rendszerre ugyancsak jellemzé volt atranziens sgjitek hianya, mig a nitrogén-monoxiderg (NOerg) rendszer kialakulésateljes
egészében a posztembriondlis fejlédés szakasz-ra esik. A Lymnaea CNS kilonb6zé szigndrendszereihez tartoz6 neuronjainak
embriogenezise ké alapveté idobeni megjelenés mintézatot mutat: (i) korai (vitorlés larva) megjelenés, melyet fokozatos sgjtszam beli
novekedés, és az arborizécios mintézat kialakuldsa kévet a peteburokbdl vald kikelésig (szerotonin, FMRFamid), (ii) a transzmitter-
specifikus neuroncsoport csak az embriogenezis kései sadiumaban jelenik meg (dopamin, oktopamin). Ezeket a megfigyeléseket a
kllnbdz6 bioaktivanyagok HPL C- vagy rédioimmun technikéval tértént parhuzamos mérése is al&amasztotta.

Megfigyeléseink aapjdn Ugy tunik, hogy a HAerg rendszer kidakuldsa egyik fent leirt fejlddési tipusba sem sorolhatd be.
Vizsgdataink eredményei arra utalnak, hogy a Lymnaea stagnalis HAerg rendszerének kialakuldsa mind térben, mind idében egy harmadik
modon torténik, és a kiadakulasnak ez a mddja aHAerg rendszer donté szerepét az egyedfeglédés sordn a szabadon mozgd, aktiv
taplaékszerz6 életmaodot folytatd juvenilis és felnétt életszakasz idejére prognosztizdlja. Az embriogenezis alatt csak a HA-IR idegsgjtek
kis hanyada jelent meg, azaz a felnétt Lymnaea CNS-ében taldlhaté mintegy 130 HA-IR idegsejt nagyjabdl egy tized része. Az embriondis
HAerg neuronok kizardlag a fej-, 1ab- és pofadicokban lokalizalodtak, és csak ezen ganglionok neuropil régigjaban mutattak gyenge
arborizéciét. Az embrionalis megoszlashoz hasonléan, a kifglett, ivarérett Lymnaea HA-IR neuronjainak nagy tobbsége is a fej-, 1ab- és
pofadiicokban lokalizalédott, de a felnétt egyedek valamennyi kdzponti idegdiicanak neuropil dloméanyaban, és a periférids idegek egy
részében is gazdag HA-IR innervéciot irtunk le. Felnétt dlatokban a periférias szovetek egy részét, mint az gjkat és a talpat, szintén HA-IR
elemek idegezték be. A labdicokhoz kapcsol6dd statocystakban is 7-8 IR érzd idegseijtet talaltunk, hasonléan mas, korabban vizsgalt
gerinctelen faj okhoz (Aplysia califomica, Pleurobranchaea califomica, Biomphalaria glabrata). Az ajak, a talp, valamint a statocysta sejtjei is
csak a peteburok elhagyasat kdvetéen mutattak immunjeldlést, az embriogenezis soran nem talaltunk periférids HA-IR idegelemeket.

Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az embrionalis HAerg rendszer amennyiben egyaltalan bir valamilyen funkciéval az embriogenezis

idétartama alatt = specifikus, anatémiailag (szinaptikusan) korlatozott, lokdlis szerepet jatszhat a gangliogenezisben és a korai neuroplasztikus
események soran.
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Egyértelmd, hogy a HAerg rendszer fejlédése nem all meg a peteburok elhagyasaval, kialakuldsanak f6 l1épései a posztembriogenezis
id6étartama alatt zajlanak le, amikor szdmos HA-IR neuron(csoport) adodik a kozponti idegducokban a kikelés idejére mar jelenlévd
rendszerhez, és azokban a ganglionokban (képeny-, faliés zsigerdicok) is megjelennek HAerg sejtek, melyekben az embriogenezis alatt
hasonl6kat nem talaltunk. Emellett a periférias HAerg rendszer is a posztembriogenezis alatt jelenik meg. Mindezek a megfigyelések azt jelzik,
hogy a juvenilis életszakasz a HAerg rendszer kifejlédésének meghatérozé idészaka, melynek soran az nem csak végsé anatémiai alakjét és
megoszlasat nyeri el, hanem a kdzponti integracios és periférias szinten betoltétt funkciondlis/ szabalyozé szerepei is nagy val6szinliséggel
ebben a periddusban alakulhatnak ki.

5.2. A HAerg rendszer lehetséges szerepe kozponti és periférias szabalyoz6 folyamatokban a kifejlett tiigdscsigak esetében

Vizsgélataink eredményei alapjan a HA a kifejlett, ivarérett He/ix pomatia és Lymnaea stagnalis CNS-ében széles korben eléfordulo
szigndlmolekuldnak, transzmitter jeldltnek tekinthetd. A Gastropoda idegrendszerrel foglalkozé kutatasok sordban munkank az elsé, mely a
HAerg rendszer lehetséges szerepét multidiszciplinaris megkozelitéssel elemezte. Immuncitokémiai médszerekkel mind a He/ix pomatia,
mind a Lymnaea stagnalis CNS-ében és egyes periférias szoveteiben HA-IR idegsejteket, valamint a CNS idegdlcainak neuropil
alloméanyaban, a periférias szovetekben és idegekben HA-IR axonnyulvanyok siiri halézatat mutattunk ki. Az immunjel6lt idegelemek szama
jol korreldl a HPLC-vel a teljes CNS-ben és az azt akotd egyes idegdicokban egyenként mért HA koncentracio értékekkel. A Lymnaea CNS-ben
demongrdtuk egy specifikus HA felvétdli-leadas rendszer jelenlétét; elektrofiziol6gia modszerekke pedig kimutattuk a HA specifikus, egyes CNS-bdi
idegsejtek membranjara gyakorolt hatésdt; végul viselkedés teszttel bizonyitottuk, hogy a HA serkenti a Lymnaea mozgasaktivitasat, feltehetéen
az allat mozgasaért felelés csillés hamsejtek aktivitdsanak befolyasoldsa Gtjan. Mindezen eredmények, és a Helix-en korabban leirt
biokémia megfigyelések egyértelmiien arra utalnak, hogy a HA fontos és széles kori jelatvivének tekintheté az altalunk vizsgalt tidéscsigak
idegrendszerében.

A Helix és a Lymnaea CNS-€ben a HA-IR idegsejtek eloszlasa hasonld volt, bar szamuk jelentés mértékben eltért. Az 6sszes HA-IR
neuron szadma 400 kérili volt a Helix-ben, és mintegy 130 a Lymnaea CNS-ében. Ugyanakkor a jelolt sejtek tilnyomatobbsége mindkét
vizsgdlt fajban a pofa-, fg- és labdicokban lokalizalddott, mig a garatkorili dickomplexekben joval kevesebb immunreaktiv idegsejtet
taldltunk. Az Bsszes kozponti idegdic neuropil dlomanyédban siru, varikbzus rostrendszert, az egyes idegdicokat dsszekapcsold
konnektivumokban és kommissziirakban pedig szamos jeldlt axonnyulvanyt figyeltink meg, ami a HA-tartalml idegsgjtek intra- és
interganglionaris integrativ folyamatokban betdltdtt szerepét jelzi. Az immuncitokémiai kisérletekben dtalunk is haszndt ellenanyag
alkamazésaval HA-IR idegsejtek jelenlétét mutattak ki més puhatestli fajokban is, példaul a Macoma bivalvica nevii kagyléban és az
Opistobranchiata csoportba tartoz6 Aplysia californica és Pleurobranchaea californica csigafajokban, de ezen utébbi fajok CNS-ében joval
kisebb szdmu jeldlt sejt volt, mint az altalunk vizsgdlt tiidéscsigékéban.

Voltage-clamp kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a HA karakterisztikus vatozésokat képes létrehozni a Heix és a Lymnaea
azonositott kézponti neuron

janak membrénkonduktanci§dban (Helix = jobb oldai mezocerebrum sejtjei, a pofadlic B2 motoneuronja; Lymnaea - fgjddc anterior lebenye,
pofadic B2 matoneuronja). A HA kiilonbdz6 sejtek membranpotencidjara gyakorolt ellentétes hatasa felveti e monoamin az
idegrendszerben betoltétt sokrétii szerepét, mig a

vizsgalt neuronok befelé és kifelé iranyul6 ionaramainak regisztrélt reverzal potencidljai azok nem-specifikus ionfliggésére utalnak. A
HA alkalmazasat kovetéen megfigyelt eltérd valaszok kiilonbdzé HA receptor altipusok jelenlétét valdszinlisitik. Emellett kimutattak, hogy
aHA gimuldlja az adenil&-ciklaz aktivitést, és ndveli a CAMP szintet a Lymnaea CNS-ében. Aplysia-ban két HA receptor tipust (HI, H2)
taldltak, és leirtak az azonositott C2 HAerg idegseit preszinaptikus gétlé hatdsdt is Ba a HA receptor tipus(ok) és a pontos
ionmechanizmusok tisztdzasahoz tovébbi kisérletek szilkségesek, az a tény, hogy a HA ezen fiziol6giasan azonositott kdzponti
neuronokban membranszinten jellemzd valtozésokat idéz el6, jelzi, hogy a HA részt vesz a tiidéscsigak kiilonbdzé magatartasformait
kialakitd idegsejtek aktivitasinak szabdlyozéasaban. A tiidéscsigak bukkalis ganglionjanak B2 motoneuronja a taplalkozast szabayozé
idegsejt hdlozat tagja, mig a mezocerebralis sgitek a Helix-ben és a fej dic anterior lebenyének sgjtjei a Lymnaea-ban a szexudlis (parzasi)
viselkedés kiaakitasaban vesznek részt. Megallapitottak, hogy az Aplysia fejdicaban taldhaté HAerg C2 idegsejt az gjakhol fogad érzé
informaciokat, és szerepet jatszik a taplalkozas viselkedés szabd yozasaban.

Origsneuronok sem a Helix-ben, sem a Lymnaea-ban nem mutattak HA immunreaktivitést, a Helix MGC idegsejtjének kivételével,
mely néhany esetben jel616ddtt. Intracelluléris jeldléssal és biokémiai modszerekkel kordbban azonositottak egy 6rias HAerg idegsejtet a
Lymnaea zsigerdicanak anterio-dorzdlis régidjaban. Ezzel elentétben mi minddssze 4 darab kdzepes méretii HA-IR neuront taldtunk
ebben a
ganglionban. Aplysa CNS-ben dsszefiiggést mutattak ki a radioaktivan jelélt HA celluléris lokalizécidja és az immunjeldlés kozott. A
zsigerdichan taldhatd Oridsneuronok jeldlédésének hianya inkdbb a transzmitter-specifikus sejtek azonositasara egyedil haszndlt
autoradiografias modszer dacsonyabb specifitaséat jelezheti. Helix-ben az elhelyezkedése alapjan azonositott szerotonerg MGC dridsneuron
csak a kisérletek egy részében mutatott immunreaktivitdst, amit Lymnaea-ban, Aplysiaban vagy Pleurobranchaea-ban eddig még nem
figyeltek meg. Lehetséges, hogy az MGC idegsejt HA tartalma évszakos vatozast mutat, amint azt Helix-ben a kozponti és periférids
(nyd@mirigy) szerotonin-tartalom esetében kordbban kimutattak.

A HA fontos hirvivé molekula lehet a Helix és a Lymnaea bizonyos periférias teriiletein, mint példaul a tapogaté ban, ajakban, talp
ban és a datocystakban. A HAIR idegelemek sirii eléforduldsa és anatémiai jellemzéi a HAerg sejitek mind érzé, mind mozgaté
folyamatokban val6 részvételét valosziniisiti. HPLC technikaval elemezve dacsony, de mérheté HA koncentracio kat mutattunk ki a fent
emlitett periférids szbvetekben. Més periférids szbvetek, mint példéul a nyamirigy, bukkdlis izomzat, garat, nyel6csd és a sziv, nem
mutattak HA-IR beidegzést. A vizsgalt periférias szovetekben aHA-IR idegelemek eloszlasi mintézatarészben eltérd volt a két fajban. Mig
aHdix gkdban és felss tapogatdinak hamrétegében szamos IR éz6 neuront taldtunk, egyik fg talpa és a Lymnaea gka sem tartalmazott
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immunreaktiv érz6 idegsejteket. Ugyanakkor egyfajta kettds beidegzés figyeltiink meg benniik: egyrészt szubepitelidlis rostkotegek voltak
jelen, melyek igen finom nydlvanyokkal részben a hdmréegbe is vetiiltek, masrészt egy méyebben, az izomszdvetben arborizal6,
immunreaktiv rostrendszert is megfigyeltiink. A Lymnaea tapogatdiban HA-IR idegelemek nem voltak kimutathatok. A bipolaris HA-IR
sgjtek jelenléte aHdlix felsd tapogatdiban és ajkaban felveti aHA kemoszenzitiv szerepének lehetéségét, mig atalp innervéciés mintazata a
HA mozgat6 (neuromuszkul&ris) folyamatokban jatszott szerepére utal.

A Lymnaea talpdban megfigyelt HA-IR beidegzés emlékeztet a szerotonin-IR idegelemek kordbban leirt eloszldsara, ugyanis
szerotonerg idegnyllvanyokat taldtak a talp ban, melyek részhen kozvetlenil a hamréteg aatt, részben pedig a talp méyebb
szovetrétegeiben koncentra ddtak. Ennek alapjan feltéelezik, hogy a
szerotonin részt vesz a talp csillés hamsgtjei aktivitasanak szabalyozasdban, ami a Lymnaea (csliszd) mozgaséért felelés. Saja
vizsgdataink alapjan a 10-5 M koncentrécidban alkalmazott HA serkentette a Lymnaea mozgésaktivitésé, ami felveti a HA kozvetlen
szerepét atalp ciliaris motilitasanak szabdyozasaban.

Az dltadunk vizsgaltakkal azonos térzsbe tartozé Opistobranchiata fgok Aplysia califomica és Pleurobranchaea califomica - ajkdban és
talpéban szintén taldltak HA-IR elemeket, emellett jelolt rostokat mutattak ki az anterior és posterior tagpogatdkat kortilvevs kétészovetben
is Az Aplysia radulgja és sz§jurege érzéstruktirédkra emlékezteté HA-IR elemeket tartalmaz. A Macoma bivalvica nevitkagylo testfaldban,
szif6jdban, kopoltytjaban ésnyelcsdvében is kimutattak HA-IR érzésejteket.

Ezen megfigyelések alapjan feltételezhets, hogy a HA-nak a kulonbdz hasldblak idegrendszerében kilonbdzs, fajspecifikus
funkcid(i) lehet(nek). A szérazfoldi tiidéscsiga Helix pomatia-ban a HA valészinlileg szerepet jatszik a kemoszenzacidban, vaamint a
mozgés iranyitasaban is részt vesz. Ezzel szemben az édesvizi tiidéscsiga Lymnaea stagnalis-ban aHA szerepe a periférian féleg efferens
feladatok végrehajtasanak szabdlyozasdban valdsziniisithets. A tengeri hasldl Aplysia califomica és Pleurobranchaea califomica
fajok periférids szbveteiben joval kisebb a HAerg idegelemek eléforduldsi gyakorisiga, ebbsl kovetkezéen a HA érzé és mozgatd
funkcidja az dtaunk vizsgalt fajokéhoz képest nagy valOsziniséggel sokkal inkabb behatérolt. Kilonbozé rovarfajok HA-IR
idegseitjeinek morfologiai jellemzoi és projekcios mintézatai alapjan aHA fajspecifikus szerepét arovarok agyaban is felvetették.

A periféridn a datocysta bizonyult az egyetlen olyan szenzoros szervnek, amely hason1é HAerg innervécit mutatott, és hasonl6
szamU HA-IR érzésejtet tartalmazott az 6sszes eddig vizsgalt Gastropoda fajban. A Helix és Lymnaea statocystaiban 7-8 érzésejt bizonyult
HA-immunreaktivnak, jelezve, hogy a HA mechanoszenzoros folyamatokban is részt vesz. Az Aplysia-hoz és Pleurobranchaeahoz
hasonldan mi is immunjeldlt idegrostokat tudtunk kimutatni a statocysta idegben, am ezen tilmenden kovetni tudtuk azok lefutését az
idegben, és lokalizalni lehetett arborizaciojukat a fej dic neuropil régidjanak egy meghatérozott részletében, ami feltehetéleg a tatocysta
érz6 saitjeinek egyes cerebrdlis idegsejtekkel vald szoros kapesolatéra utal.

Osszefoglalasképpen tehd megdllapithatjuk, hogy a Helix pomatia és Lymnaea stagnalis tiidéscsiga fajok idegrendszerében a HA
valosziniisithetéen széleskdrii szabdyozd - érzé, mozgatd és integrativ - szerepet jatszik. A CNS ganglionjainak neuropil allomanyaban, az
idegduicokon keresztill futo idegkotegekben, illetve a
CNSS ganglionéris aegységeit Osszekapcsold konnektivumokban és kommisszdrékban jelen 1évé, Siriin rendezédott varikozus rostrendszer
a HA kilénbdzd, inter- és intragagnglionédris szerepeit jelzi. A HA nagy valosziniiséggel kdzponti szinten vesz részt az afferens
informécidk feldolgozasaban, és egyes periférias célszervek mitkodését szabalyozo folyamatokban. Bar a HA-IR idegsejtek nagy tobbsége
afegj-, pofa- és labducokban koncentralédik, a viscero-parietdlis dickomplexet kialakité ganglionok neuropil dlomanyanak gazdag HA-IR
innervécidja arraenged kdvetkeztetni, hogy a HA részt vesz az ezen ganglionokkal kgpcsolatban 1évé periférias folyamatok = mint példaul
asziv aktivitésa - szabd yozésaban. A HA feltehetéen hirvivé molekula egyes periférias teriiletek (fej, 1ab) érzd (szaglds, izérzékelés),
illetve motoros (neuromuszkularis, talp csilléi) folyamataiban is.

Eredményeink olyan (j informéciokkal szolgdlnek a HAerg rendszer kdzponti és periférias szervezédésersl, melyeket tlidéscsiga
fajokban eddig még nem irtak le, ugyanakkor a gerinctelenek aminerg szabayozésaval kapcsolatos ismereteinket is gazdagitjak. A jovoben
ezek az adatok a HAerg jelatvitel tovébbi részletes leirasanak alapjaul szolgalhatnak, kilonds tekintettel az intracellularis jelatvitei
folyamatokra, illetve a HA-receptorok azonositasara. Az a tény, hogy HA jelenlété sikeriilt kimutatni mind érzé idegsejtekben, mind
efferens célszervekben, lehetéséget kindl e monoamin periférias funkcidinak Gastropodakban eddig nem ismert szerepének tisztazasarais.

6. OSSZEFOGLALAS

1.

A nagy mocsari csiga, Lymnaea stagnalis L (Pulmonata, Gastropoda) embridiban és juvenilis egyedeiben vizsgaltuk a HAerg rendszer
kialakulasét, immuncitokémiai és biokémiai (HPLC) modszereket alkalmazva.

2.
A Helix pomatia és Lymnaea stagnalis tiidéscsiga fajok kifejlett egyedeinek kdzponti és periférids idegrendszerében - immuncitokémiai

modszerek, HPLC elemzések, felvételi- és leadasi kisérletek, voltage-clamp technika és viselkedési (mozgas) teszt segitségével - vizsgaltuk a
HA -tartalmi i degsejtek el oszl asét, kémiai-neuroanatomiajét, biokémial tulgjdonsagait ésaHA lehetségesfiziologia hatésait.
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3.
Embrioldgiai vizsgdlataink sorén akdvetkezd fontos megfigyel éseket tettiink:

(i) A HA-IR idegsejtek lokalizacidja azok elsd megjelenésétdl kezdve az embriogenezis végéig a lab-, fe- és pofadlcokra korldtozadik. Az
embriondlis fejlddési st&diumokban hidnyoznak a felnétt dlatokban megfigyelhetd immunresktiv periférias projekcidk. Tranziens HA-IR
neuronokat sem a CNS-en beliil, sem a periférian nem taldtunk. Az elss HA-IR neuronok afejléds fejdicokban jelennek meg az E55%-0s
embriondlisfelettségi dlapotban, a metamorfdzis aatt. Az embriogenezis végére 6sszesen 7 HA-IR sejtpar figyelheté meg a CNS-ben.

(i) A posztembriogenezisre a HAerg rendszer folyamatos fejlédése jellemzé, szamos tovabbi HA-IR sejt(csoport) jelenik meg a fejléds
garatkorili gangliongytrut alkoté idegdicokban. A legjelentésebb sejtszamndvekedés a P2-3 stadiumokban kovetkezik be. Megjelennek a
perifériassHA-IR idegelemek is.

(iii) HPLC technikéval végzett méréseink eredményei jOl korrelainak immuncitokémia megfigyeléseinkkel: a HA-IR idegelemek szdmanak
novekedésével dsszhanghan emelkedik az egyesfejlédés stadiumokban mérhetd szoveti HA-tartalom.

4.
A HA-IR idegsgjtek eloszlds mintézata mindkét faj felnétt, ivarérett egyedeinek CNS-ében hasonld, béar szamuk jelentds eltérést mutat.

Helix-ben nagyjabol 400, mig Lymnaea-ban hozzavetéleg 130 jeldlt sejtet tudtunk lathatdva tenni, melyek tdbbsége a pofa-, fej- és
|&bddcokban lokalizal6dik. A

periférias szdvetek egy részében = mindkét faj ajkaban éstalpéban, illetve a Helix felsb tapogatdiban = gazdag HA-IR beidegzés td dhatd, atapogat6 és az
ajak szamos é&rz6 idegsqjtet tartamaz. A satocystak 7-8 HA-IR érzésejtet tartalmaznak.

5.

A HPLC technikaval edlemzett HA koncentracio értékek 4,8 és 47,4 pmol/ mg kozétti tatomanyba esnek a Helix CNS killénbdzé
ganglionjaiban, és 4,3-18,6 pmol/mg kozé a Lymnaea CNS-ben, mig a killonbdzé periférids szévetek 0,33-1 pmol/ mg HA-t tartalmaznak
Hélix-ben, ez az érték Lymnaea-ban 0,26-0,46 pmol/mg. A HPLC adatok korreldlnak aHA-IR idegelemek szaméaval.

6.

A Lymnaea CNS-ben kimutattuk egy nagy afinitasl, egy komponensli 3H-HA uptake rendszer jelenlété (affinités: 37,6 pM), ami szintén a
HA transzmitter szerepét tamasztja ala A felvétel az dtalunk alkalmazott farmakonokkal gatolhat6. A 3H-HA felszabadulasa kivathaté
elektromos ingerléssel és 100 mM K+-mal, mig Ca2+-mentes fiziol gias oldatban gétlodik.

7.

A voltage-clamp kisérletek eredményei szerint a HA specifikus véltozasokat valt ki a Helix és Lymnaea egyes azonositott kdzponti
neuronjainak membrankonduktancigjaban.

8.

Exogén, 10-5 M koncentracidban alkalmazott HA serkenti a Lymnaea mozgasaktivitasat, a talp csillos hamsgjtjeivel végrehajtott csiszo6
mozgast.

9.

Eredményeink a szakirodalomban elssként bizonyitottak, hogy a HA fontos jelétvivé szerepet jatszik a Gastropoda idegrendszer mozgato,
érz6 ésintegrativ funkcidiban egyarant6.
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