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1. BEVEZETES

A vizi 6koszisztémak 6sszehangolt miikodéséhez nelkiilozhetetlen a
kémiai jelek fajtarsak, illetve fajok kozti cseréje (kommunikacid),
valamint azok folyamatos monitorozasa (Weissburg ¢és mtsai 2002,
Weissburg 2010, Saha ¢s mtsai 2019). Mivel a vizi puhatestiick primer
¢rz6 modalitasa a kémiai érzékelés, a kemoszenzoros strukturak megteleld
fejlodése, szervezddése ¢és kapcsolatrendszere sziikséges a kémiai
informaciok befogasahoz, feldolgozasahoz, valamint a kiils6 ingerekre
adott valaszreakciok/magatartdsformak kialakitasahoz (pl. tapléalek
keresés, szaporodas, menekiilés). Kagylokban a kémiai érzékelésre
specializalt régidk az ajak €és a kopeny kornyékén koncentralodtak, mig
csigakban az ajak mellett a tapogatokban ¢€s a talpban is azonositottak
periférias szenzoros neuronokat (Zylstra 1972, Roubos és Van der Wal
Divendal 1982; Dorsett 1986, Chase 2002, Wyeth és Croll 2011,
Wanninger 2016). Ugyan szamos szenzoros idegelemet és egy résziik
neurotranszmitter tartalmat leirtak fejlddo ¢€s kifejlett puhatestiiek
periférias teriiletein (pl. Voronezhskaya €s mtsai 1999; Croll €s mtsai
1999; Hegediis ¢és mtsai 2004; Croll 2006; Hatakeyama ¢és mtsai 2007;
Wanninger 2016; Battonyai és mtsai 2018), azok kozponti efferensekkel
kialakitott funkcionalis—anatomiai kapcsolatrendszereit maig nem tartak
fel.

Az egyedfejlodés soran a puhatestiieck tobb osztdlydban mar
trochophora stadiumban megjelennek az elsé olyan szenzoros sejtek,
melyek a neurogenetikus folyamatok szabalyozasa mellett kulcsszerepet
jatszhatnak a kornyezeti ingerek analizisében, a larvdk valtozo
koriilményekhez vald alkalmazkodasaban, igy végsd soron a tilélésben
(Kempf ¢és mtsai 1997; Page 2002; Braubach ¢s mtsai 2006;
Voronezhskaya ¢s mtsai 2008). Komplex funkcidja ellenére a kagylok
larvalis szenzoros- ¢€s az ahhoz kapcsolodd efferens rendszerek
kialakulasarol, szervezddésérdl meglehetdsen keveset tudunk.

A kémiai érzékeléssel kapcsolatos kutatasok alapot nyujthatnak
egyes viselkedési formak, valaszreakciok kialakitasanak, valamint



bizonyos dontések meghozatalanak (pl. letelepedés, védekezés)
megértéséhez, ¢€s igy a fajok ¢és egyedek kozti interakcidok kémiai,
okologiai és neurobiologiai hatterének feltarasahoz. A kemoszenzoros
folyamatokat kozvetitd jelmolekulak azonositasa fontos elsd 1épés lehet a
kornyezeti inger €és okologiai valaszok egyed, populécid, k6z0sség szintl
ok-okozati Osszefiiggéseinek feltarasaban.

2. CELKITUZESEK

Fentiek alapjan vizsgaltuk két modellallatban, a nagy mocsari
csigaban (Lymnaea stagnalis, Gastropoda) ¢és a vandorkagyldéban
(Dreissena polymorpha, Bivalvia) szenzo-efferens rendszerek kémiai-
neuroanatdmiai ¢€és funkciondlis morfologiai szervezddését, tovabba
lehetséges szerepliket megvaltozott kornyezeti feltételekre adott
magatartasi valaszok kialakitasaban és szabalyozasaban.

Célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

1. A szenzoros rendszerek kémiai-neuroanatomiai jellemzése, egyes
szignalmolekulak (szerotonin [5-HT], dopamin [DA], hisztamin [HA],
glutamat [Glu], acetilkolin [ACh], FMRFamid [Fa], Mytilus inhibitory
peptid [MIP]) jelenlétének ¢€s térbeli eloszlasanak vizsgalata Lymnaea
stagnalis periférias teriiletein (feji régio, talp).

2. A neurokémiailag azonositott periférias szenzoros struktarak és egyes
kozponti efferensek lehetséges funkcionalis morfoldgiai kapcsolatainak
feltarasa.

3. Egy novényi infokemikalia (tanninsav) hatdsanak elemzése a feji
szenzo-efferens rendszer sejt- és haldzatszintii mikodésére, valamint
kiilonb6z6 magatartasformak (taplalkozas, mozgas) kialakitasara.

4. Az idegrendszer korai fejlodését jellemzd neurondlis elemek
azonositasa Dreissena polymorpha larvakban, kiilonos tekintettel a
szenzoros elemekre €s azok transzmitter tartalmara.



5. Jelmolekula rendszerek funkcionadlis-szervezddési alapelveinek
feltarasa ¢és lehetséges szerepiik a Dreissena polymorpha egyes larvalis
viselkedési formainak kialakitasaban.

6. A Dreissena polymorpha kitapadasa szempontjabol meghatarozo

byssus-lab komplex innervaciojanak kémiai neuroanatomiai  és
ultrastrukturalis jellemzése.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Kisérleti allatok

A kifejlett nagy mocsari csigakat (Lymnaea stagnalis) a Kis-Balaton
vizgyjtd teriiletérdl illetve egyéb befolyokbol, a vandorkagyldkat
(Dreissena polymorpha) a Balatonbol gytjtottik késé majustol junius
végéig. Utdbbiakat Battonyai és munkatarsai (2018) altal leirt modon
szaporitottuk. A juvenilis Lymnaea egyedek az intézeti tenyészetbol
szarmaztak. A kisérleteket a Balatoni Limnologiai Intézet Allatkisérletes
Tudoményos Bizottsaga altal engede¢lyezett protokollnak megfelelden

(VE-1-001/0189010/2013) végeztiik.

3.2. Modszerek

3.2.1. Hisztokémia (hematoxylin-eozin festés)

A 4 %-os paraformaldehidben fixalt Dreissena byssus retraktor
izmokat (BRM) és a pedalis ganglionokat is tartalmazo6 1abbol 16 um
vastag fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket el0szor desztillalt
vizben oldott 1%-0s hematoxylinnal festettik a Mayer-féle
modifikacionak megfeleloen, majd csapvizben higitott 10%-0S eozin
festés kovetkezett (Kiszely ¢és Barka 1965). A mintdkat felszalld
alkoholsorban ¢s xilolban dehidraltuk, végiil Kanada-balzsamban
lefedtiik.



3.2.2. Immunhisztokémia

A feldolgozasra keriilt Lymnaea szdveteket 4% paraformaldehidben,
illetve anti-HA immunohisztokémia esetében eldszor 4% 1-etil-3(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimid  és 4%  N-hidroxi-szukcinimid
elegyében, majd 2% PFA-ban fixaltuk. A 16 pm-es kriosztat metszeteken
kétlépéses indirekt immunofluoreszcens technikat alkalmaztunk.
Dreissena larvak esetében whole mount preparatumokkal dolgoztunk. Az
alkalmazott elsodleges monoklonalis (anti-5-HT, anti-a-aktinin, anti-
acetilalt a-tubulin) és poliklonalis (anti-TH, anti-HA, anti-Glu, anti-5-HT,
anti-Fa,  anti-MIP, anti-ChAT) antitesteket 1:500-1:3000 kozotti
higitdsokban, a masodlagos antitesteket (anti-egér IgG-FITC és -TRITC,
anti-nyual IgG-FITC és -TRITC, AlexaFluor488, AlexaFluor 633) 1:200,
illetve 1:1000 higitasokban hasznaltuk. A sejtmagokat 0,1 mg/ml 4°,6-
diamidino-2-fenilindollal (DAPI) tettiik lathatova.

A mintakat epifluoreszcens mikroszkoppal (Keyence BZ-9000),
illetve 1ézer pasztazd6 konfokalis mikroszképpal (Leica TCS SP8
vizsgaltuk. A fluoreszcencia intenzitas mérésekhez Fiji (Schindelin és
mtsai 2012) szoftvert, a statisztika és a grafikonok elkészitéséhez
GraphPad Prism (GraphPad Software) programot hasznaltunk. A kontroll
¢s kisérleti csoportok eredményeinek Osszevetését nem paraméteres
Mann-Whitney U teszttel vegeztiik.

3.2.3. Elektronmikroszkopia

A Lymnaea ajak, illetve a Dreissena lab-BRM-pedalis ganglion
komplex fixalasat 4% PFA és 0,1% glutaraldehid elegyében végeztiik,
melyeket 1%-0s ozmium-tetroxiddal valo utofixalast kovetden felszallo
alkoholsorban ¢és propilénoxidban dehidraltuk, végiil Aralditba agyaztuk.
1 wum-0s 1%-0s toluidinkékkel megfestett félvékony metszetek
fénymikroszopos vizsgalatait kovetOen a kivalasztott teriilet(ek)bdl
ultravékony metszeteket keszitettiink, melyeket egy JEOL 1200EX
transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) vizsgaltunk.



A Dreissena 1ab immuncitokémiaja soran a jeloléshez poliklonalis
nyul anti-Fa els6dleges antitestet (Immunostar, 1:1000) és kecske anti-
nyul-HRP-vel konjugalt IgG-t (Dako, 1:3) hasznaltunk. A jeldlést 0,05%
3,3’ diaminobenzidin ¢és 0,01% hidrogén-peroxid keverékével tettiik
lathatéva. Az utdfixalas 0,5% ozmium-tetroxidban tortént, majd a
mintakat a fentebb leirtak alapjan dolgoztuk fel.

3.2.4. HPLC-MS

A kilonbozo periférias teriiletek (ajak, tapogato, talp) €s a teljes
szoveteket 0,1% hangyasavat €s 0,01% ditioreitolt tartalmazé acetonitril
oldatban (50 pl/mg) homogenizaltuk, majd szonikalast €s centrifugalést
kovetden SpeedVac késziilekkel koncentraltuk. Az LC-MS analizist egy
komplex Ultimate 3000 (Dionex) micro HPLC rendszerrel és egy
Qexactive UHR tomegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific)
végeztiik. Az elvalasztas soran gradiens elucidkat (Madsz és mtsai 2017)
alkalmaztunk, a tomegdetektalas pozitiv ionos lizemmodban tortént. A
jelmolekulakat molekularis tomegik ¢€s fragmentjeik alapjan
azonositottuk a szovet homoganizatumokbol.

3.2.5. Magatartas vizsgalatok

3.2.5.a,b Tanninsav hatasanak vizsgalata Lymnaea mozgasara és
taplalkozasara

A Lymnaea stagnalis mozgasi aktivitasanak tanulmanyozasahoz a
csigakat egyesével tivegkiivettakba helyeztiik, melyek 10 vagy 100 uM
TA oldatot tartalmaztak. A kontroll csoport egyedeit sziirt Balaton vizben
tartottuk. Minden megfigyelési idoablakot (60 perc) kovetden az aktiv
(csuiszas, 1szas), illetve passziv (lebegées, kitapadas) periddusokban toltott
iddintervallumokat Osszegeztiik, kiszdmoltuk, hogy az adott periddus
hany szazalékat tette ki a megfigyelési idoablaknak.

A taplalkozasi magatartas jellemzésere az egyedekben cukoroldattal
(stimulus generalt) taplalkozasi aktivitast valtottunk ki (Kemenes és mtsai



1986), mely a késéssel (a stimulus alkalmazasatdél a taplalkozas
megkezdéséig tartd iddintervallummal), valamint a taplalkozasi ratadval (a
szaj nyitas/zaras ciklusainak szamaval) jellemezhetd. A csigakat Petri-
cseszekbe helyezve egyesével vizsgaltuk 100 mM cukoroldat, 10 uM
tanninsavra illetve 100 uM tanninsavra adott taplalkozasi valaszukat.

3.2.5.c,d Megnovelt sotartalom és a megvaltoztatott szerotonin
metabolizmus hatasa Dreissena larvak uszo aktivitasara

A vertikalis kétkamras kisérleti tér felso részet szlrt Balaton vizzel
toltottiilk meg, mig az alsd egységbe 48 oras veligera Dreissena larvakat
tartalmazo inkubal6 oldatot toltottiink (kb. 200-300 allat/ml), majd fél 6ra
elteltével vizsgaltuk az allatok also és felsO kamrak kozti eloszlasat
(fligglbleges iranyu Uszo6 aktivitasat). Az 5-HT szintézis gatlo para-kloro-
fenilalanin  (pCPA), valamint az 5-HT szintézis prekurzor 5-
hidroxitriptofan (5-HTP) hatasanak tesztelésére a larvakat 10> mol/l
PpCPA-t, illetve 10° mol/l 5-HTP-t tartalmazé szlirt Balaton vizben
inkubaltuk, majd az Gszas tesztek és vegiil a kvalitativ és kvantitativ [HC
vizsgalatok kovetkeztek. A larvak sotiird képességének vizsgalatdhoz a
kiserleteket megnovelt szalinitas (+2 %o) mellett végeztiik el.

3.2.6. Tanninsav hatasanak elektrofizioldgiai vizsgalata Lymnaea-ban

A TA hatasat a Lymnaea taplalkozasi neuronhdlozatanak és a
taplalkozas aktivitasanak szintjén egy egyszerusitett taplalkozasi modell,
felintakt preparatum alkalmazasaval vizsgaltuk, mely tartalmazta a CNS-
t és a fej1 régidt Osszekotd periférids idegeket valamint az allat ajkat
magaba foglald feji régiot (Kemenes €s mtsai 1997; Staras €s mtsai 1999a,
b). Ingerként 10mM cukoroldatot csoppentettiink a csiga ajkara, melyet
10 vagy 100 uM TA felvitele kovetett (Magoski és mtsai 1995).

A TA kozvetlen (sejtszintil) hatasat a taplalkozasi neuronokra izolalt
fiktiv taplalkozas frenkvenciajat (F) a bukkalis taplalkozasi motoneuronok
ritmikus szinaptikus bemenetei kozt eltelt iddintervallumok (T)
segitségével szamoltuk ki (F = [1/T]*60 [ciklus/perc]).



4. EREDMENYEK

4.1. Periférias szenzo-efferens rendszerek kémiai-neuroanatomiai
szervezédése Lymnaea-ban

Fluoreszcens immunhisztokémia alkalmazasaval 5-HT-IR, TH-IR,
HA-IR, Glu-IR, ChAT-IR, Fa-IR és MIP-IR idegelemek jelenlétét
ham alatti rétegben, melyek lokalizacidja €s eloszlasuk denzitasa részben
eltért. Az 5-HT immunreaktivitds kizarolag efferens axonokra
korlatozddott, mig a tobbi esetben bipolaris neuronokat, afferens
rostkotegeket és -haldzatokat sikeriilt azonositani. Az 5-HTerg efferensek
a jelolt szenzoros neuronok axonja, dendritje vagy szomaja, illetve a
mélyebb rétegekben az afferens kotegek kozelében futottak.
Eredményeink a vizsgalt periférids teriileteken a szenzoros és efferens
elemek komplex lokalis kapcsolatrendszereinek jelenlétére utalnak. A kis
molekulatomegli jelmolekuldk HPLC-vel detektalt koncentracioja jol
korrelalt az adott teriileten lokalizalt immunreaktiv elemek denzitasaval.

4.2. Tanninsav hatasa a Lymnaea szenzo-efferens rendszereinek sejt-
¢és halozatszintii miikodésére, kiilonbozo magatartasformaira

A tanninsav koncentraciofiiggé modon befolydsolta a Lymnaea
tanninsav expoziciora az allatok mozgasi aktivitasa megndtt, magasabb
koncentracio (100 uM) pedig a mozgas gatlasat valtotta ki. Alacsonyabb
koncentracional az allatok cukor indukalt taplalkozasi frekvencidja
szignifikansan nott, mig magasabbnal szignifikansan csokkent, emellett a
latenciaidd 1s szignifikansan megndtt a kontroll csoporthoz képest. 100
UM tanninsav ajakra applikalasat kovetden félintakt preparatumon a
cukorra adott fiktiv taplalkozasi valasz nem volt kivalthaté a kézponti
neuronokbdl. Ez arra utal, hogy a TA hat az afferens ¢s efferens periférias
funkciokra; a taplalkozasi aktivitast elsdsorban az ahhoz kapcsolodo érzo
palydk utjan, a mozgast pedig mind a szenzoros palyakon at, mind a talp
csillomozgasa szintjén gatolja.



4.3. Kémiai hirvivorendszerek a vandorkagyléo (Dreissena
polymorpha) trocophora és veligera larvaiban

A megtermékenyitést kovetod elsdé 96 oraban harom, anatdmiailag jol
elkiilonithetd 5-HT-IR illetve Fa-IR kozpontok (apikalis, poszterior,
gyomor) jelentek meg, melyek érzdsejtjei képezték a Dreissena larvalis
szenzoros rendszereinek alapjat. A két jelmolekula rendszer hasonlo
fejlodési €és  szervezOdési mintdzatot mutatott, azonban iddbeni
megjelenésiikk €és nyllvanyrendszereik felépitése részben eltérd volt.
Igazoltuk, hogy megvaltoztatott kiilsd (szalinitas emelése) és belsd
(farmakoldgiailag modositott 5S-HT szintézis) koriilmények hatdsara a
larvak uszo aktivitasa megvaltozik, melyet az 5-HT-IR ¢és Fa-IR idegi
struktardk fluoreszcencia intenzitasanak szignifikans valtozasa kiseér.

4.4. Dreissena polymorpha byssus retraktor rendszerének felépitése

Leirtuk a Dreissena polymorpha kitapadasaért felelos byssus-lab
komplex innervacidos mintazatanak egyes neurokémiai jellemzdit,
melyben a byssus teriiletén az izomrelaxaciot modulaldé 5-HT-IR
idegelemek és a ’catch’ kapcsoloként funkcionald Fa-IR struktarak
kiterjedt jelenléte dominalt. Emellett kizardlag a byssus fonalak eredési
helyére korlatoz6ddo ChAT-IR beidegzést is megfigyeltiink. A pedalis
ganglionokban szamos neuralis és glandularis elem mutatott MIP-
immunoreaktivitast. A byssus rendszer ultrastrukturalis szervezddését is
részletesen feltartuk. Tovabba kimutattuk a nem specializalt ideg-izom
kapcsolatok  jelenlétét ¢€s az innervdlo  axonprofilok eltérd

crcr

neurokémiai profiljat.



5. OSSZEFOGLALAS

Kutatasaink soran két kiilonbozd puhatestli modellfajban, a nagy
mocsari csigaban (Lymnaea stagnalis; Gastropoda) és a vandorkagyloban
(Dreissena polymorpha; Bivalvia) tartuk fel a szenzoros folyamatokban
szerepet jatszO neurotranszmitter rendszerek kialakuldsat, kémiai-
neuroanatomai szervezddését. Farmakoldgiai, illetve kornyezetkémiai
paraméterek megvaltoztatasaval elemeztiik a szenzo-efferens rendszerek
lehetséges szerepét kiillonb6z0 magatartdsformakban. Eredményeink
hozzajarulhatnak az egyedfejlodés korai szakaszdban torténd pozitiv
szelekcidhoz szlikséges hattérmechanizmusok, illetve a periférias szenzo-
efferens halozatok szervezddésének jobb megismeréséhez, melyeknek
meghatarozo szerepiik lehet egyes gerinctelen fajok gyors adaptacios
képessegeének kialakitasaban.

Eredményeinket az alabbiakban foglaljuk 6ssze:

crr

immunhisztokémiailag hat kiilonb6z6 neurotranszmittert (ACh, HA, TH,
Glu, Fa, MIP) tartalmazo periférias szenzoros neuront kiilonitettiink el.

2. Feltartuk a neurokémiailag kiilonboz6 periférias szenzoros struktirak
¢s kozponti 5-HTerg efferensek komplex kapcsolatrendszerét. A
kapcsolatok valtozatos formai mind a szenzoros neuronok szintjén, mind
egy¢b intercellularis (izom, mirigy) szinteken kialakulhatnak. A 1étrej6vo
lokalis halozatoknak jelentds szerepiik lehet kiillonb6z0 szenzoros
ingerekre adott gyors ¢és adekvat valaszreakciok helyi (periférias)
kivitelezésében.

3. Lymnaeaban kimutattuk egy novényi infokemikélia (tanninsav)
koncentraciofiiggd hatasat a  tiplalkozdsra ¢és a  mozgasra.
Elektrofizioldgiai kisérletekkel igazoltuk, hogy TA ajakra torténd
applikalasa gatolta a fiktiv taplalkozasi aktivitast.



4. Dreissena polymorpha larvakban leirtuk 5-HT-IR és Fa-IR szenzoros
¢s egyeb idegi strukturdk idobeli megjelenését, morfologiai jellemzdit,
interneuronalis és egyeb intercellularis kapcsolatrendszereit.

5. Az 5-HTerg és Faerg rendszer szerepét a Dreissena larvak uszo
aktivitasdban az 5-HTerg farmakologiai kezelésekkel, illetve a vizi
kornyezet sotartalmanak megvaltoztatasdval bizonyitottuk. A kiilonb6z6
kiils6é kémiai stimulusokra a larvak megvaltozott Gisz6 aktivitassal ¢s azzal
jol korrelald, szenzoros és egyéb 5-HT- és Fa-IR idegelemek
fluoreszcencia intenzitdsanak valtozasaval reagaltak. Eredményeink
hozzajarulhatnak a véandorkagyld kiils6 ingerekre adott magatartés
valaszainak jobb megértéséhez, melyeknek kulcsszerepe lehet a megfeleld
letelepedesi hely kivalasztasaban.

6. Leirtuk a Dreissena kitapadasért felelés byssus visszahuzo
izomrendszer kémiai-neuroanatomidjat €s ultrastruktirajat. Feltételezziik,
hogy az izomrelaxansként miikodo 5-HT-nak és a ’catch’ kapcsoldkent
mikodéo FMRFamidnak kettés moduladlo szerepet jatszik az ideg-izom
kapcsolatok szintjén.
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