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A SZOVEGBEN ELOFORDULO ROVIDITESEK

5-HT: 5-hidroxitriptamin, szerotonin

ABC: avidin-biotin-komplex

4-AP: 4-aminopyridin

B: ritmusosan tiizel6 (bursting) neuron

BO: szaglogumo (bulbus olfactorius)

BSA: borju szérum albumin (bovine serum albumine),
CGC: cerebralis orias neuron (cerebral giant cell)
CM: cell mass (sejtes réteg)

CT: kotdszovet (connective tissue)

DAB: 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid
EPSP: excitatorikus posztszinaptikus potencial
FITC: fluoreszcein izotiocianat

GA: glutaraldehid

GC: globulus sejt

HP: holding potencial

HRP: torma peroxidaz (Horse Radish Peroxidase)
IgG: immunoglobulin G

IR: immunreaktiv

IM: bels6 neuropil (internal mass)

KIR: kdzponti idegrendszer

LFP: local field potential

MP: membran potencial

MT: metacerebrum

MZ: mezocerebrum

NB: nem tiizel6 (non-bursting) neuron

NP: neuropil

PB: foszfat-puffer

PBS: (phospate buffered saline) foszfat pufferelt fiziologias sooldat
PBS-TX: Triton X-et tartalmazd PBS

PC: procerebrum

PFA: paraformaldehid

SOG: garat alatti gangliongytira

TB: tris-puffer

TBS: tris-pufferelt fiziologias sooldat

TBS-TX: Triton X-et tartalmaz6 TBS

TEA: tetraethylammonium

TM: terminalis neuropil (terminal mass)
TRITC: tetraetil-rodamin izotiocianat



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A Gastropoda fajok szaglasa

Szarazfoldi csigak  (Stylommatophora, Gastropoda) periférias érzékelésében
kiemelked6en fontos szerepet toltenck be a kornyezetb6l jovoé szaginformaciok,
Magatartasi valaszaikat alapjaiban meghatarozza a kiilvilag ingereinek nagy hatékonysagu
detektalasa. A legtobb csigafajnak ugyan van szeme, azonban csak néhany faj hasznalja
Oket targyfelismerésre, és a tavoli érzékelés leggyakrabban a szaglason alapul (Chase,
2002), amely emellett a taplalkozasi magatartas integrativ és meghatarozd részének is
tekintheté. A csigafajok legfobb szenzoros modalitasa a szaglas, mely meghataroz és
befolyasol szamos specifikus viselkedést: a szagmolekuldk taplalékforrasokhoz, peterakod
helyekhez vezetnek, figyelmeztetnek a predator jelenlétérdl, toxikus veszélyt jeleznek és
lehetévé teszik a fajok kozti kommunikaciot (Stocker, 1993).

A széarazfoldi nyeles szemi tiidds csigak, melyek két prominens képviseldje az
éticsiga (Helix pomatia) és a meztelen csiga (Limax valentianus), két par tapogatoval
rendelkeznek. Az also helyzetli tapogatok a talajon, mig a felsé helyzetiiek a levegdben
1évé kémiai ingereket érzékelik. Ez utdbbiak csticsan talalhatok a kezdetleges
kehelyszemek (Chase, 2002). A «csigak tapogatdéi altalaban kemorecepcios (és
mechanorecepcios) szerepet toltenek be. Az el6l-kopoltytsok (Prosobranchia) csoportjaban
egy par kemoszenzitiv tapogatd talalhatd, mig a hatul-kopoltyusoknal (Opistobranchia)
mindkét par rendelkezik kemorecepcidra specializalodott epitheliummal. Az egyik, vagy
mindkét felsé tapogato eltavolitasa a térbeli orientacid romlésahoz vezetett (Chase és Croll,
1981; Chase, 1986). Elektrofiziologiai és autoradiografias modszerekkel bebizonyitottak,
hogy a csiga tapogatdinak szenzoros rendszerében a receptor sejtek részt vesznek
olfaktorikus és mechanoszenzoros informaciok feldolgozasaban is (Chase, 1982, 1986).
sejtes szervezOdésérol ma mar széleskori ismeretekkel rendelkeziink (1. abra). Kutatasa
klasszikus hisztokémiai és eziist impregnacios modszerekkel indult és folytatodott is
(Flemming, 1870; Hanstrom, 1925; Zaitseva, 1980). A szagloham (olfaktorikus
epithelium) a tapogat6 disztalis csticsan, annak ventralis részén helyezkedik el. A felszini
fedoréteg komplex szerkezete, a kefeszegély védi a szenzoros strukturakat a kiszaradastol,

¢és feltehetden szerepe van az olfaktorikus molekulak befogasaban (megkotésében) is.
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Hisztokémiai vizsgalatok sordn olyan szekrécios mirigysejteket azonositottak, melyek
specifikusan az olfaktorikus szervekkel alltak kapcsolatban, és szerepiik feltehetéen a
befogott szagmolekulak optimalizalasaban van (Chase, 2002).

Az olfaktorikus epithelium alatt koriilbeliil 1 millié szenzoros neuron talalhato. Az
érz6 neuronok Kisméretli (<20 pm), bipolaris primer receptor sejtek. Szarazfoldi csigak
tapogatoiban 4-6 féle érz6 neuron talalhato (Chase, 1986). A neuronok élettartama rovid,
folyamatosan megujulnak, hasonldéan a gerincesek olfaktorikus epitheliumaban jelen 1€vo
szenzoros neuronokhoz. EmlGsoknél és puhatestiieknél hasonlo jellegzetesség a neuronalis
elemek megujulasa mind a szenzoros periférian (Chase és Rieling, 1986), mind a kdzponti
feldolgozo strukturakban, azaz a csiga szaglolebenyében (procerebrum, PC) (Zakharov és
mtsai., 1998) illetve az eml6sok szaglogumojaban (bulbus olfactoriusban, BO) (Magavi és
mtsai., 2005; Lledo és mtsai., 2006). A PC megljuld zonaja az apikalis poluson talalhato
(Watanabe ¢és mtsai., 2009), mely egyben az apiko-bazalis tengely mentén terjedd
oszcillacios hullamok kialakulasanak is a helye (Delaney és mtsai., 1994; Toda és mtsai.,
2000; Nikitin és Balaban, 2000). Akéarcsak a BO-ban (Lois és Alvarez-Buylla, 1994), az 1j
neuronok a csiga szaglolebenyben is legkésébb a kikelés utan a 7. napon megjelennek
(Zakharov és mtsai., 1998). A neurogenezis soran fellépd szagingerek feltehet6en
befolyasoljak a szinaptikus kapcsolatok alakuldsat a PC neuronjaiban.

Az érzéneuronok altalaban kozvetleniil az epithelium alatt helyezkednek el, és az ott
talalhat6 tapogatdo ganglionnal allnak kozvetlen kapcsolatban a duc ugynevezett ujjain
(digitek) keresztiil. A tapogatd ganglion a cerebralis ganglionhoz a tapogatd idegen
keresztiil kapcsolddik. A tapogatd ganglion neuronjainak tobbsége 6-9 um nagysagu, bar
eléfordul kozottiik néhany nagyobb, 15-35 um atmérdji sejt is. A tapogatd ganglion és a
digitek kozepén neuropil régio talalhatd. A neuropil régionak és a digiteknek jellegzetes
struktarai a glomerulusok, melyekben egymadssal szinaptikus kapcsolatban 4ll6 idegsejtek
nyulvanyai talalhatok egy kotdszoveti tokban. A glomerulusok kor alaku szinaptikus
rendszerek, melyeket afferens szenzoros neuronok, lokalis gatld interneuronok és
masodlagos interneuronok alakitanak ki, és ahonnan projekciok indulnak magasabb agyi

struktarakba (North és Greenspan, 2007).



Tentacle ganglion

Olfactory nerve 4 Compressor muscle
7 :/ Retractor muscle
Columellar mu b,
Procerebrum

Cerébral
ganglia  /

1. abra Terresztrialis tiidos csigak olfaktérikus rendszere. Az abra Achatina, Helix, és Limax
fajok olfaktorikus rendszere alapjan késziilt. Minden struktira kétoldali, de az egyszeriiség
kedvéért a bukkalis (pofa) gangliont és a tapogatot csak az egyik oldalon abrazoltuk. A PC-ben
csak a felsO tapogatobol érkezd bemenetet abrazoljuk. Harom rostkoteg koti 6ssze a PC-t mas KIR-
beli régiokkal: (1) a PC neuronok intrinsic idegrostjai, (2) a pofa (bukkalis) ganglion idegrostjai, és
(3) a pedalis ganglion idegrostjai. Pa: parietdlis ganglion, Ped: pedalis ganglion, Pl: pleuralis
ganglion, V: viszceralis ganglion (Chase, 2002).

A receptor sejttestek hossza disztalis nyulvanyai a szenzoros epitheliumba Iépnek be,
majd a vékony ¢érzé axonok tobb agara oszlanak el, és végiil a digiteken keresztiil a
tapogaté ganglionba vetiilnek (Zaitseva, 1991). A szagingert feldolgozé neuronalis elemek
csigadkban ¢és mas gerinctelen (izeltlabu) fajokban is szdmos hasonlosdgot mutatnak a
gerincesek olfaktorikus rendszerével (Chase, 1986; Ache, 1991; Chase és Tolloczko, 1993;
Hildebrand ¢s Sepherd, 1997; Laurent, 1996; Shipley és Ennis, 1995). Ez a hasonlosag
mindenekel6tt a tapogatd ganglion glomerulusainak, illetve az izeltlabuak deuterocerebrum
¢és a gerinces BO glomerulusainak felépitésében nyilvanul meg. Ugyanakkor eltérés, hogy

mig a szarazfoldi csigaban (Achatina) a tapogatd receptor sejtek minddssze 10%-a
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végzodik olfaktorikus glomerulusokban (Chase és Tolloczko, 1989; Chase, 1986), addig
rovarokban és gerincesekben ez az arany 90-100% koriil van (Boeckh és mtsai., 1987). Az,
hogy a nyeles szemii tiidos csigdk tapogatoinak szenzoros rendszere alapvetd
szervez6désében hasonlit a gerincesek szaglo rendszeréhez (Chase, 1986) megerdsiti, hogy
tanulmanyozadsa modellként szolgalhat az olfaktorikus rendszerek részletesebb

megismerésé¢hez.

1.2. A szaglolebeny (procerebrum) szervezédése

A csigdk kozponti idegrendszere (KIR) a magasabb rendi gerinctelen allatok
vilagéban tobb neuront tartalmaz, mint példaul a gylriisférgeké, ugyanakkor 1ényegesen
kevesebbet, mint az izeltldbtiaké. Bar a KIR pontos neuronszamét nehéz meghatarozni, a
harom nagy Gastropoda csoport esetében altalanossagban elmondhatd, hogy az eldl-
kopoltyas fajokban 50.000-200.000, a hatul-kopoltyus fajokban 4000-20.000, mig a
Pulmonata (tiidés csigak) csoportjaban pedig koriilbeliil 50.000-100.000 neuron talalhatod
(Chase, 2002). A veliik végzett kisérleti munkat némileg neheziti a kevésbé hozzaférhetd
periférids idegrendszer, ugyanakkor ezt ellenstlyozza a KIR-ben jelen 1évd, konnyen
vizsgalhato oOridsneuronok jelenléte, melyekrdl eloszor Buchholz tesz emlitést édesvizi
csiga fajokban (1. Chase, 2002).

A szaginformacio kozponti feldolgozasanak szintere a PC, mely a cerebralis ganglion
jellegzetes strukturaja a nyeles szemii tiidos csigak idegrendszerében (Van Mol, 1974). A
PC a cerebralis ganglion lateralis részén helyezkedik el. A PC-t olfaktorikus lebenynek is
nevezik (Chase, 2002). Morfologiai és fiziologiai vizsgalatokkal is igazoltak, hogy részt
vesz a szaglas folyamataban (Chase és Tolloczko, 1989; Gelperin és Tank, 1990), fontos
szerepet tolt be az olfaktorikus informacié feldolgozdsban (Delaney és mtsai., 1994,
Gelperin, 1999, Chase, 2002), a szagmemoria raktarozasban és a szag-averzio rogzitésében
(Kimura és mstai., 1998a; Gelperin, 1999; Chase, 2002; Kasai és mtsai., 2006; Matsuo és
Ito, 2008). Mar korai vizsgalatok soran feltartak, hogy a PC bemenetet kap mind a felsd,
mind az als6 tapogatobol (Hanstrom, 1925). Helix fajokban a PC a felsé és also
tapogatobol is kap olfaktorikus bemenetet (Ierusalimsky és Balaban, 2010), és Limax
fajokban is kimutattak olfaktérikus epitheliumot mindkét par tapogatdban, igy a PC itt is
mindkét tapogatobol kap bemenetet (Chase, 1986; Gelperin és mtsai., 1993; Chase és
Tolloczko, 1993; Kimura és mtsai., 1998a). Késébbi tanulmanyok fényt deritettek arra is,
hogy a PC olfaktorikus bemenetei harom szinten valosulnak meg: elsédleges bemenetei
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kozvetlentil az olfaktorikus szenzoros neuronokbol (kb. 5%) (Chase és Kamil 1983),
masodlagos bemenetei a tapogatd ganglionbodl (Ierusalemsky és Balaban, 2010), mig
harmadlagos bemenetei a digiteken keresztiil érkeznek (Chase és Tolloczko, 1993).

A teljes PC harom egységbdl all, melyek a sejtes réteg (cell mass, CM), a terminalis
neuropil (terminal mass, TM) és a belsé neuropil (internal mass, IM). Hasonléan mas
olfaktorikus rendszerekhez, a PC-ben jelen 1€vd sejtpopulécio is két csoportra oszthato:
lokalis interneuronokra ¢és projekcids neuronokra. Utobbiak szerepe az olfaktorikus
informacio elosztdsa magasabb idegi kdzpontok fel€, €s ezek a neuronok elkiilonithetdk az
eltéré régidkban mutatott axon arborizacidjuk alapjan (Ratté és Chase, 1997). A CM dontd
része tobb tizezer kis méretli neuronbdl (5-8 pum), Gn. globulus sejtekbdl all (Ratté és
Chase, 1997). Achatina fulica-ban és Helix aspersa-ban nagyjabol 20,000 (Chase, 1986),
mig Limax maximus-ban koriilbeliil 50,000-100,000 neuron (az Gsszneuronszam mintegy
90%-a) alkotja a PC lebenyt (Gelperin és Tank, 1990). A globulus sejtek tovabbi, mintegy
10%-a 12-15 pm atmérdju. Itt jegyezziik meg, hogy egyéb idegsejtek méretiik alapjan négy
kategoriaba sorolhatdk a tiidds csigédk csoportjaban: kisméretli (12-30 pm), kézepes méretii
(30-60 um), nagyméretii (70-90 um) idegsejtek, tovabba orias neuronok (100 um felett).

Limax PC-ben elektrofizioldgiai tulajdonsagok alapjan is az idegsejteknek legalabb
két tipusa kiilonithetd el: kb. 90%-a nem-borsztold (ritkan tiizeld) neuron (NB), mig a
tobbi borsztolé (gyakran, ritmusosan tiizeld) neuron (B). A B neuronok felelnek meg a
nagyobb, (12-15 pum), mig az NB neuronok kisebb (5-9 um) méretii sejteknek. Az NB
neuronok szinaptikus kapcsolatban allnak szenzoros afferensekkel és interganglionaris
interneuronokkal a terminalis €s internalis neuropilben is (Chase és Tolloczko, 1993; Inoue

¢és mtsai., 2000), és részei az olfaktorikus magatartast kialakitdo neuronhalozatoknak.



CELL LAYER

e A
NEROXIMAL

2. abra A meztelen csiga, (Limax maximus) procerebralis lebenye. A PC lebenyenként 50,000-
100,000 neuront tartalmaz. A, B: Glia buroktol mentes teljes (whole-mount) lebenyek. C: Egy 6
um-os metszeten jol lathatdo a kisméretli neuronok rétege (CM) tomott csoportosulasa a lebeny
peremén. A sejtes réteg mellett talalhatok a neuropil régiok (IM: internalis neuropil, TM: termindlis
neuropil). Aranyméret: 100 um, (Delaney és mtsai., 1994).

procerebrum

02mm,

3. abra Az éticsiga (Helix pomatia) cerebralis ganglionjanak szerkezete és szovettani képe
(sematikus rajz, hematoxilin-eosin festés alapjan, Bullock és Horridge, 1965). A: Frontalis metszet.
B: Szagittalis metszet. A cerebralis ganglion 6 részei a pro-, mezo- és a meta/posztcerebrum.
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1.3. Szinapszisok a Gastropoda idegrendszerben

Mivel a neurondlis szignalizaciés folyamatok evoluciésan konzervaltak, a
Gastropoda idegsejtek membran felépitése, ioncsatornai és szinaptikus transzmisszios
folyamatai alapjaiban nem kiilonboznek mas gerinctelen, vagy akar gerinces allatokétol
(Kandel, 1976). Dont6 szamban a polarizalt kémiai szinapszisok fordulnak eld. Korai
elektronmikroszkopos vizsgalatok soran a Gastropoda ganglionok neuropiljében kevés
szinapszist azonositottak (Coggeshall, 1967). A szinaptikus specializaciok részben eltéroek
a gerincesekben leirtaktol; nincs specializalt posztszinaptikus denzitas, ugyanakkor ez a
struktara a preszinaptikus oldalon van jelen (I. Kandel, 1976; Elekes és mtsai, 1983, 1984,
1985). A szimmetrikus szinapszisok esetében a membran mindkét oldala denz, és a
vezikulak sem csak egy oldalon halmozodnak fel (McCarragher és Chase, 1985).
Feltehetéen a KIR neuronjainak szinapszisaibol egyfajta klasszikus hirvivé molekula
szabadul fel, mig a nem-szinaptikus kapcsolatokbol egy vagy tobb transzmitter is
egyidében, igy ez utobbi, Un. extraszinaptikus kapcsolatok kiemelt helyszine (Chase,
2002).

1.4. A procerebrum ultrastrukturaja és szinaptikus szervezodése

Helix (Zs.-Nagy és Sakharov 1970; Ratté és Chase 1997, 2000; Zaitseva 2000) és
Limax fajokban (Zs.-Nagy és Sakharov 1970; Watanabe 1998; Zaitseva 2000) rutin
elektronmikroszkopos, illetve intracellularis biocytin jelolést kovetd ultrastruktaralis
vizsgalatokkal, tovabba eziist impregnacio utan vizsgaltak a PC cito-architekturajat és
projekcids mintazata eltéré volt. Mig a B sejtek csak a lebenyen beliil arborizaltak, addig
az NB sejtek a lebenyen kiviilre is vetiiltek. Biocytinnel torténd intracellularis jeldlést
kovetden részletesen tanulmanyoztak Helix aspersa-ban a neuronok kapcsolatrendszerét
(Ratté és Chase, 2000). Projekcios jellemzoéik alapjan harom kiilonb6z6 neuron tipust
azonositottak, melyek kozil egy a PC-n kiviilre vetiilt, és felrajzoltdk specializalt
szinaptikus kapcsolataik szamos jellemzdjét. Ugyanakkor megallapithato volt, hogy bar az
axonalis elemek kapcsolatrendszerére a PC egészében figyelmet forditottak, a sejtes réteg
részletes szinaptoldgidja kevésbé feltart maradt, illetve a szerzok véleménye szerint annak

szervez6dése nem volt eltéré a medullaris neuropilben megfigyelttol.
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Zs.-Nagy ¢és Zakharov (1970) egy korai tanulmanyukban axo-szomatikus
kapcsolatokat irtak le Helix és Limax fajok PC-ben, azonban az 6nmagaban hasznalt OsO4
fixalas gyenge mindségii ultrastrukturalis megérzést eredményezett, és ez megneheziti
megfigyeléseik valos értékelését. Zaitseva (2000) kiilonbozé szarazfoldi csiga fajokban
(Helix, Limax, Deroceras) ultrastrukturalis szinten axo-szomatikus és axo-axonikus
kapcsolatokat kiilonboztetett meg a globulus sejtrétegben. Sajnos, az eredmények
bemutatasa ennél a szerzénél is gyenge mindségii ultrastruktaralis megérzés mellett
tortént, valamint anélkiil, hogy azokat funkcionalisan értelmezte, illetve Osszefiiggésbe
hozta volna esetleges szerepiiket olfaktorikus integrativ folyamatokkal. Az intercellularis
kapcsolatokon beliil az axo-szomatikus kapcsolatok igen ritkan fordulnak el a gerinctelen
allatok idegrendszerében, beleértve a Gastropodakat is (Elekes és Florey, 1987; Elekes és
mtsai., 1985; Elekes, 1991), habar szerepiik egyes specifikus folyamatokban, mint példaul
az idegsejtek aktivitasanak finom hangolasa, vagy a sejtek metabolizmusara kifejtett hatasa
nem elhanyagolhato. Mindezek alapjan indokoltnak tartottuk és ujravizsgaltuk a PC sejtes
rétegének finomszerkezeti (ultrastruktaralis) szervezOdését és szinaptologiajat Helix
pomatia-ban, tovabb bdévitendé jelenlegi funkcionalis-morfoldgiai ismereteinket a
szaginformaciot feldolgozd halozatok szignalizacios rendszereivel kapcsolatban, kiilonds

tekintettel a lokalis korok, halozatok feltarasara és szerepére.

1.5. Az olfaktorikus folyamatok funkcionalis jellemzése

Habar a puhatestiik €és az emldsok az evolucio soran a kozds Osiiktdl mintegy 600
milli6 éve elvaltak (Runnegar és Pojeta, 1985), szamos bizonyiték all rendelkezésre, hogy
hasonld feladatokat analdg modon oldanak meg. Ennek utal a tanuldsi és memoria
folyamatok sejtszintii alapjainak hasonldsaga, beleértve az evolucidsan konzervalt géneket
(Nakaya ¢s mtsai., 2001; Fukunaga és mtsai., 2006), a cellularis szintii szignalizacios
folyamatokat (Bailey és mtsai., 1996; Hatakeyama és mtsai., 2000, 2004; Bukanova ¢&s
mtsai., 2005; Grinkevich és mtsai., 2008), a neurondlis integraci6 mechanizmusait
(Gelperin, 1999, 2006; Antonov és mtsai., 2003; Apfelbach és mtsai., 2005), a szinaptikus
plaszticitast (Frank és Greenberg, 1994; Kandel, 2001; Pittenger és Kandel, 2003;
Glanzman, 2006) ¢s a tanulasi formak kialakulasat (Delaney és Gelperin, 1986; Sahley,
1990, Sahley és mtsai., 1990, McComb ¢és mtsai., 2005; Lorenzetti és mtsai., 2006). Ezek a
megfigyelések is azt timasztjak ala, hogy az emlds tanuldsi és memoria mechanizmusok
alapjainak a puhatestli idegrendszer szintjén torténd kutatdsa célravezetd stratégia lehet,
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melyet példaul az Aplysia-ban feltart rovid és hosszu tavi memoriaraktarozasi folyamatok
is bizonyitanak (Kandel, 2001; Hawkins és mtsai., 2006, Reissner és mtsai., 2006).

A neurofiziologusok to6bb mint 80 éve kutatjak az olfaktorikus rendszereket (Gerard
és Young, 1937), melyek a szagingerek kodolasarol, oszcillaldo dinamikarol és a
szagmemoria kialakulasaval kapcsolatos ismereteinket bovitették. A szagingerek altal
modulalt lokalis mez6é potencialokat (local field potentials, LFP) elséként siin BO-ban
mutattak ki (Adrian, 1942). Azota a jelenséget azonositottak szamos gerinces BO-ban, és
az ezzel analog izeltlabu és puhatestt struktirakban is (Tank és mtsai., 1994; Delaney és
Hall, 1995; Gray, 1994; Laurent, 1997). Az oszcillaldo dinamika jelentOségét a
kornyezetbdl jovo ingerek tulajdonsdgainak idébeli kodolasaban mar felfedezték emlos
szamos szenzoros ¢s premotoros teriileten a KIR-ben (Singer és Gray, 1995; Murthy és
Fetz, 1996), valamint human agyban is (Ribary és mtsai., 1991; Classen és mtsai., 1998).
Az oszcillald dinamika feltehetéen hozzajarul az olfaktérikus rendszerek azon
képességéhez, hogy egy Osszetett szagforrasbol az egyes szagosszetevoket meg lehessen
kiilonboztetni (Hopfield, 1991; Heinbockel és mtsai., 1998).

Gerincesekben és gerinctelenekben a szag diszkriminaci6 erdsen fiigg az olfaktorikus
kozpontok neurondlis halozataitol. A gerinctelen modell rendszerek lehetdvé teszik, hogy a
szaglast feldolgozd halozatok oszcilldlo dinamikdja €és a szag-irdnyitotta viselkedési
valaszok kozti kapcsolatot vizsgalni lehessen. A szag modulélta oszcillaloé dinamika és a
szag-tanulasi folyamatok jol ismertek pl. a haziméhben (Apis mellifera) (Stopfer és mtsai.,
1997, Laurent, 1997; Menzel és Miiller, 1996), vagy a meztelen csigaban (Limax maximus)
(Gelperin és Tank, 1990; Sahley 1990; Gervais és mtsai. 1996). Haziméhen végzett
vizsgalatok soran az oszcillalo dinamika blokkoléasa esetében kimutattak, hogy két hasonlo
szag megkiilonboztetésének képessége gyengiilt (Stopfer és mtsai., 1997). A Limax
maximus eltéré memoriaképet alakit ki attol fliggben, hogy a szag egységes forrasbol, vagy
térben szeparalt, de folyamatos szagforrasbol szarmazik (Hopfield és Gelperin, 1989).

Szarazfoldi csigakban a PC, akarcsak az emlds BO, koherens oszcillaciot mutat,
melyet elsddleges szag ingerek moduldlnak (Gelperin és Tank, 1990; Chase, 2000;
Samarova és Balaban, 2009), azonban azt a sz¢l is kivalthatja (Ito és mtsai., 2006). Csigak
szag detekcioja soran LFP amplitad6 és frekvenciavaltozast regisztraltak (Gelperin és
Tank, 1990; Kimura és mtsai., 1998b). Limax B és NB neuronjai membran potencial
valtozasaiban szinkron oszcilldcidkat mutatnak (Kleinfeld és mtsai., 1994), melyeket
feltehetden a B neuronok generalnak (Gelperin és Flores, 1997). Mikor a B neuronok egy

adott régioban szinkron tiizelnek, akkor létrejon az 0,7 Hz periodicitast mutatdo LFP
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oszcillalo frekvencia (Gelperin és Tank, 1990). A B sejtek a PC apiko-bazalis tengelye
mentén helyezkednek el, és a serkentd szinaptikus kapcsolatok a B sejtek kozt egy
folyamatos hiperpolarizacids-depolarizaciés hullam terjedését eredményezik, melynek
sebessége 1 mm s™ az apikalis polustol a bazalis felé (4. abra) (Kleinfeld és mtsai., 1994;
Kawahara és mtsai., 1997; Gelperin 1999). A PC és az emlés BO hasonl6 tulajdonsagokkal
rendelkezik. Mindegyikben az LFP-k szinkron oszcillaciokat mutatnak, és szag-indukalta
frekvenciavaltozasok jonnek létre, melyek a szagtanulastdl fiiggnek (Kimura és mtsai.,
1998b; Ravel és mtsai., 2003; Inoue és mtsai., 2006). Az emlés BO LFP-k koherens 1-100
Hz oszcillaciot mutatnak. A szagok jelentésiiktol és az allat viselkedési allapotatol fiiggden
egyedi mintazatot alakitanak ki az LFP oszcillacié spektruméban (Kay és Freeman, 1998;
Chabaud és mtsai., 2000; Martin és mtsai., 2003). Tekn6sok egyes agykérgi teriileteinek és
a Limax PC-nek osszehasonlité vizsgalata soran a tér/frekvencia analizisek két hullam
terjedését regisztraltak, melyek kiilonbozo irdnyba terjedtek (Mitra és Pesaran, 1999). A
PC hulldmai feltehetden a tanult szagok térbeli elkiilonitését végzik. Az LFP oszcillaciok
elsédleges funkcidja tehat a Szag azonositasaban a szagot feldolgozo interneuronok
aktivitdsanak temporalis mintazatta alakitasa (Laurent, 1996; MacLeod és Laurent, 1996;
Meredith, 1986; Wehr és Laurent, 1996). A nyeles szem csigak PC-je a rovid tava (1-100
perc) memoria folyamatokban jatszik meghatarozo szerepet, mely hossz tavi (napok)

memoriava is atalakulhat (Gelperin, 1975).
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4. abra CCD felvétel sorozat egy fesziiltség-érzékeny festékkel (Di-4-ANEPPS) jelolt PC-bél
(Limax). Megfigyelhet6 az oszcillacios hullamok spontan tovaterjedése a PC csticsatol (balra fent
kezd6déen) az alapjaig (alul jobbra bezarolag) (Gelperin, 1999).

14



1.6. Hirvivék a procerebrumban

Eltekintve egyes endogén neuropeptidektdl illetve az oktopamintdl, a Gastropoda
idegrendszerben azonositott neurotranszmitterek és neuromodulatorok megegyeznek a
gerincesekben leirt neurotranszmitterekkel (pl. acetilkolin, 5-HT, dopamin, glutamat)
(Chase, 2002). Noha a PC-ben nagyszamu kémiai hirvivo jelenlétét mutattak ki (Gelperin,
1999, 1. tablazat), jelenlegi ismereteink szerint a PC neurondlis folyamatainak
meghataroz6 transzmitterei a glutamat, a nitrogén-monoxid, az 5-HT és az FMRFamid.
hisztokémiai modszerrel (Osborne és Cottrell, 1971; Inoue és mtsai.,, 2004), mind
immunhisztokémiai Gton (Matsuo 2009; Kobayashi és mtsai., 2010) kimutattak. Limax PC
globulus sejtjein 5-HT és dopamin hatasat is igazoltak: mindkét szignal molekula
megndvelte az intracellularis cAMP szintet (Yamane ¢és Gelperin, 1987), ezzel
alatamasztva, hogy hatasuk fehérje foszforilacios folyamatokhoz kapcsolodik. Az 5-HT
emellett novelte az intracellularis Ca®* szintet is, mely szintén igazolta szerepét a
masodlagos-hirvivé rendszerek szabalyozésaban. Feltételezték, hogy az 5-HT indukalta
folyamatok kapcsolatban allnak a szag-feldolgoz6 neurondlis héalézatok miikddésével
(Yamane és mtsai., 1989). Valoban, késobb igazoltak, hogy Limax-ban az 5-HT
dozisfiiggé modon noveli a PC LFP oszcillacidinak frekvenciajat (Gelperin és mtsai.,
1993; Inoue és mtsai., 2001), hasonldéan az acetilkolinhoz (Watanabe ¢és mtsai., 2001). Az
extrinsic 5-HT bemenetek novelik a NB neuronok érzékenységét, mely altal a B neuronok
serkentése fokozddik, és ez altal nd az LFP oszcillacié frekvenciaja (Kobayashi és mtsai.,
2010). Az 5-HT-r61 ma mar jol ismert, hogy meghatarozé molekula Aplysia asszociativ
tanulasi mechanizmusaiban (Abrams, 1985; Hawkins és mtsai., 1993), illetve szerepet
jatszik Helix averziv, taplalék elkeriil6 magatartasaban (Balaban és mtsai., 1987; Shirahata
¢és mtsai., 2006). Az 5-HT feltehetden olyan neuronalis jelutakban is fontos szerepet tolt
be, melyek sordn a rovid tdvi memoria végiil hosszu tdva memoriava valik (Abel és
Kandel, 1998).

Mar korai és Gjabb immunhisztokémiai munkak soran, tovabba napjaink molekularis
technikainak (Matsuo, 2009) segitségével a Helix és Limax PC-ben peptiderg,
mindenekeldtt endogén oligopeptid természetli szignal molekuldkat is azonositottak
(Cooke és Gelperin 1988a, b; Hernadi és mtsai., 1995; Elekes és mtsai., 2000; Kobayashi
¢és mtsai., 2010; tovabba 1. Gelperin, 1999).
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Ugyanakkor még mindig rendkiviil kevés informacioé all rendelkezésiinkre a PC

azonositott  transzmitter/modulator  tartalmu  elemeinek  nagyfeloldasu  kémiai-

neuroanatomiai szervezodésérol, ultrastruktaralis  jellemzdirdl, intracellularis

kapcsolataikrol, beleértve a posztszinaptikus célelemeik vagy célsejtjeik azonositasat.
Ezért munkank egyik tovabbi célja volt, hogy a korrelativ fény- és elektronmikroszkopos

immunhisztokémia segitségével elemezziik és feltarjuk az 5-HTerg innervacio részleteit a

PC sejtes rétegében és egyes neuropilar teriiletein.

Neurotranszmitter Eljaras Hivatkozas
Immunhisztokémia Hernadi és mtsai. (1993)
Dopamin Farmakolodgia, Gelperin és mtsai. (1993)
Biokémia Yamane ¢s Gelperin (1987)
Immunhisztokémia Bernocchi és mtsai. (1998)
. Flack-Hillarp, Osborne és Cottrell (1971)
Szerotonin Farmakologia, Gelperin és mtsai. (1993)
Biokémia Yamane és mtsai. (1989)
Glutamat Farmakologia Rhines ¢és mtsai. (1993)
Pedalis peptid mRNS detekcio Poteryaev és mtsai. (1997)
. . . Elekes és Nassel (1990
FMRFamid Immunhisztokémia Cooke és Gelperin((l 08 8)a)
SCP-B Biokémia Yamane €s Gelperin (1987)
. . . Marchand €s mtsai. (1991
Met-enkefalin Immunhisztokémia Elekes és mtsai. (1(993) )
Leukokinin | Immunhisztokémia Elekes és mtsai. (1994)
Substance-P Immunhisztokémia Elekes és Nissel (1994)
Locustatachykinin | Immunhisztokémia Elekes és Néssel (1994)
CARP Immunhisztokémia Hernadi és mtsai. (1995)
PDH Immunhisztokémia Elekes és Néssel (1999)
MIP Immunhisztokémia Elekes és mtsai. (1999)
GFAD/achatin Immunhisztokémia Poteryaev és mtsai. (1998)
Somatostatin Immunhisztokémia Magdelaine és mtsai. (1991)
VIP Immunhisztokémia Kaufmann és mtsai. (1995)
Diaforaz festés Sanchez-Alvarez (1994)
Nitrogén-monoxid Immunhisztokémia Cooke és mtsai. (1994)
Farmakoldgia Gelperin (1994)

1. tablazat Neurotranszmitterek és neuromodulatorok a terresztridlis csigak
procerebrumaban. SCP-B: small cardioactive peptid; CARP: catch-relaxing peptid; PDH:
pigment-dispersing hormon; MIP: Mytilus inhibitory peptid; GFAD: Gly-D-Phe-Ala-Asp-COOH;
VIP: vasoactive intestinal peptid; (modositva Gelperin, 1999, utan).
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1.7. Fesziiltségfiiggo ioncsatornak gerincesekben és gerinctelenekben

A szoveteket felépitd sejtekben tobb mint 300 fajta ioncsatorna fordul eld, amelyek
csoportosithatok szamos jellegzetes tulajdonsag alapjan, pl. a rajtuk athaladé ionok
milyensége szerint, vagy az adott csatornat felépité fehérjék elhelyezkedése alapjan (Hille,
2001; Camerino és mtsai., 2007). Az allati sejtek elektromos aktivitasat fesziiltségfiiggd
ioncsatorndk tartjak fent, melyek minden allatcsoportban megtalalhatok. Sot, tobb millio
éves evolucids folyamatok sordn nem csak eukariota, hanem prokariota csoportokban is
jelen vannak (Kurachi és mtsai., 1999). A K'-csatornak az ioncsatorndk legszélesebb
korben elterjedt tagjai, gyakorlatilag minden €16 sejtben megtalalhatok (Kurachi és mtsai.,
1999). Ezen beliil is a fesziiltségfiiggé K'-csatornak alapvetd szerepet jatszanak az
idegsejtek ingerlékenységében, valamint a sejtmembran potencial valtozasai soran a
repolarizacioban (Hille, 2001; Freeman és mtsai, 1990). A K*-csatornak idegsejtek rovid és
hosszll tava memoria raktarozasi folyamataiban is meghatarozoak, vagyis a Sszinaptikus
plaszticitasi események kialakitasaban (Pfaffinger és Siegelbaum, 1990).

A K'-csatornak felépitése evolticiosan konzervalt, alapvetd épitdkdveik viszonylag
egyszeri membranba agyazott fehérjék, melyek un. transzmembran alegységekbdl, €és az
azokat 0sszekotd fehérjelancokbol allnak (Bauman és mtsai., 1988). Az Osi csatornak két
transzmembran doménnel rendelkeztek (Goldstein és mtsai., 1998), mely az evollcid soran
tovabbi doménekkel boviilt. Az eukaridta fesziiltségfiiggd K, Ca?* és Na" csatorndk hat
transzmembran domént (6-TM) tartalmaznak, melyek az alapvetd porusformald egységet
alkotjak (Choe, 2002).

A 6-TM domént tartalmazé K'-csatornabol négy osszeallva képes egy porust
kialakitani, melyen keresztiil az ionok aramlédsa lehetévé valik. Korai munkdkban négy
alapvet6 csaladot kiilonboztettek meg: K1, K,2. K\3. K4 melyek megfelelnek a shaker,
shab, shaw és shal csatornaknak, melyeket Drosophila-ban azonositottak (Butler és mtsai.,
1989), Gjabban azonban tovabbi csalddokra is fény deriilt (K, 5-12, Kues és Wunder,
1992). Tovabba, az egyes csaladok szamos altipust tartalmaznak, melyek kozott apréd
szerkezetbeli kiilonbségek vannak, amelyek eltéré funkciondlis tulajdonsdgokat
eredményeznek. Poszt-transzlacios modositasok, ¢€s eltérd splice varidnsok szintén
el6fordulhatnak, melyekkel egylitt a potencialis csatorna dsszerendezodés lehetdsége igen

nagyszamu lehet.
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5. dbra A fesziiltségfiiggé K'-csatornak szerkezeti felépitésének sematikus képe. Hat membrant
ativeld fehérje domén (S1-S6) alkotja az alap szerkezetet, ,,P” a porust formalé domént jelzi.

Hérom lehetséges poszttranszlacios modifikacids hely van jelolve: N-glikolizacios (,,CHO”) tirozin

kinaz (,,TY-K”) ¢és protein kinaz C (,,PKC”). Négy alegység Osszeallasa teszi lehetd az ionok
aramlasat a csatornan keresztiil (North, 1995).

. Drosophila o e .
Alcsalad HUGO* Csalafitagok gén Sejtszintli ’ Letr’ehozott
szdma , elhelyezkedés aram
ortologok
axon, Tranziens/
Kvl KCNA 6 Shaker | jeovégzadések | hosszan tarté
Ky2 KCNB 2 Shab szoma, dendrit Kl.f e,le (o
egyeniranyito
K3 KCNC 4 Shaw dendrit, axon Tran2|ens/’
hosszan tart6
Ky4 KCND 3 Shal szomatodendr. | 5 o6
membran
axon,
K7 KCNQ 5 - szomatodendr. M-tipust
régiok

2. tablazat Emlés kozponti idegrendszerben azonositott fesziiltségfiiggé K'-csatornak. Az 6t

nagy csalad mindegyike tovabbi csaladtagokat tartalmaz, melyek sejtszinti elhelyezkedése és az
altaluk 1étrehozott aram eltérd lehet (Vacher és mtsai., 2008). HUGO: név a HUGO gén nevezéktan

alapjan.
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A K'-csatornak molekularis diverzifikacidja mar a valédi szovetes allatok korai
evolucioja soran kezdddott, és jelenleg is rendkiviil széles skalajuk van jelen az €16
sejtekben (Birnbaum és mtsai., 2004). Gerinctelenekben a K'-csatornak a legnagyobb
csatorna csaladot jelentik, legyekben nagyjabol 30, férgekben pedig 90 gént azonositottak
(Butler és mtsai., 1989; Wei és mtsai.,, 1996). K'-dramot elészor egy puhatestli, az
Onchidium idegseijtjébdl vezettek el (Hagiwara és mtsai., 1961). Aplysia K'-csatorna
klonozasa jelentds homologiat mutatott egyes gerincesekben jelen 1évé K'-csatornakkal
(Pfaffinger és mtsai., 1991). Tovabba kimutattak, hogy az Aplysia neuronok elektromos
tulajdonsagait shaker csaladba tartozd K'-csatorna gének befolyasoljak (Kaang és mtsai.,
1992). Szintén ismert a K'-csatornak hatdsa a sejtszintii tanulasi folyamatokra Aplysia
(Kandel és Schwartz, 1982; Baxter és Bryne, 1990) és Hermissenda (Alkon és mtsai.,
1985; Collin és mtsai., 1988) fajokban.

Azanza (2008) Helix aspersa garat alatti gangliongytirijében immunhisztokémiai
festéssel kiilonbozd ioncsatornakat azonositott, koztik kifelé egyeniranyitd aramot
létrehozé K'-csatornat is. Azonban a vizsgalt csatornatipusok nem voltak eléggé
specifikusak, igy a fesziiltségfiiggd K'-csatornakat tartalmazé neuronok pontos
lokalizacigjarol, projekcids mintazatarol és lehetséges intercellularis kapcsolataira a teljes
KIR-ben, kiilonos tekintettel a PC-re, kevés informaciéo all rendelkezésiinkre. Ezért
munkank utolsd részében vizsgaltuk egyes, fesziiltségfiiggd K'-csatornak eloszlasat és
lehetséges kapcsolatrendszereit az éticsiga (Helix pomatia) KIR-ben, és ezen beliil a PC-

ben.

19



2. CELKITUZESEK

Mint azt az Irodalmi attekintésben részletesen megvilagitottuk, a szarazfoldi nyeles
szem csigak szaglokozpontjanak (procerebrum, PC) anatomai felépitésérol, és az ott jelen
1évé neurotranszmitterekrdl, valamint a tanulds ¢és memoria folyamatokban betdltott
szerepérdl szamos informaci6 all rendelkezésiinkre. Azonban kevésbé ismert a PC sejtes
rétegének ultrastruktaralis szervezédése és kapcsolatrendszerei, valamint a PC egyik
pivotalis extrinsic modulatoranak, az 5-HT-nek pontos projekcios, illetve szinaptikus
kapcsolatrendszere. Viszonylag kevés informacié all rendelkezésiinkre a Gastropoda
fajokban jelen 1év6 ioncsatornakrél, mindenekeldtt azok sejtszintii eloszlasardl,
kapcsolatrendszereir6l, az egyes neuronokban aktivan miikodé, azok szignalizacids
folyamatait meghatarozo ionaramok funkcionalis-morfoldgiajarol, azok esetleges

kapcsolatardl a szaginformacié feldolgozasaval.

Ezért munkank soran a kovetkezd feladatokat tiiztiik ki célul:

I. Ujravizsgaljuk és leirjuk a PC sejtes rétegének ultrastrukturalis
szervezOdését, kiilonds tekintettel a lokdlis neuropilekre ¢és
intercellularis kapcsolatokra;

ii. Részletesen jellemezziik a PC 5-HTerg innervacids rendszerét, kiillonds
intercellularis kapcsolatok kiilonbdz6 formaira;

ii. Azonositsunk fesziiltségfiiggd K'-csatornakat a KIR-ben, kiilonds
tekintettel a PC-re, meghatarozzuk eloszlasukat és funkcionalis

jellemzdiket.

Vizsgalatainkkal elsdsorban tovabb kivantuk bdviteni a Gastropoda fajok szaglasaval
kapcsolatos funkcionalis-morfologiai ismereteinket, melyeknek birtokaban a szaglas, és
sz¢lesebb korben a kémiai percepcio folyamatainak, tovabba a neuronalis szintll integrativ
események kémiai-neuroanatomai és membranszintli aspektusainak jobb megismerése

varhato.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleti allataink feln6tt éticsiga, Helix pomatia és meztelen csiga, Limax
valentianus egyedei voltak. Az éticsigakat tavasztol Oszig gyljtottik Tihany és
Balatonfiired kornyékén. Az egyedeket természetes kornyezetben tartottuk és salataval
etetve, mig a téli honapok soran az éllatokat 4-6 ‘C-on hibernalva tartottuk. A kisérletes
munkat megelézéen egy hétig laboratoriumi koriilmények kozé keriiltek. A Limax
egyedeket a Tokushima Bunri Egyetem Farmakoldgiai Intézetének (Sanuki, Shido,
Kagawa, Japan) tenyészetébdl kaptuk, vagy a mar Japanban elézdleg megfelelden fixalt
KIR-eikkel dolgoztunk. Vizsgalatainkhoz igyekeztiink csak a feltétleniil sziikkséges szamu
allatot felhaszndlni, és azokat a kisérleti eljardsok eldtt a szamukra legmegfelel6bb

kornyezetben tartani.

3.2. Elektronmikroszképia

A Helix és Limax KIR-eket izolalasukat kovetden kifeszitett allapotban, Petri
csészében 0,1 M PB-ben higitott 2,5 % PFA ¢és 1 % GA keverékével fixaltuk egy éjszakan
at 4 "C-on. Fixalast kovetéen a preparatumokat PB-ben alaposan mostuk, majd 0,1 M Na-
kakodilattal pufferelt 1 % OsOy4-0s utofixalas utan (1 éra, 4 "C-on) ndovekvd koncentracidju
etilalkohol sorozatban, majd propilén oxidban viztelenitettiik. Viztelenités soran a blokk
kontrasztozast 70%-os etilalkoholban telitett uranil acetattal végeztik. A dehidralt
szoveteket propilénoxid és Araldit (Durcupan ACM, Fluka) 3:1, 1:1, 1:3 térfogataranyu
keverékével infiltraltuk, Aralditba agyaztuk, majd 48 orat polimerizaltuk. Ezt kdvetden 1
um-es félvékony metszeteket 1%-0s toluidinkék festést kovetéen Zeiss Axioplan
fénymikroszkoppal tanulmanyoztuk, majd ennek alapjan 50-60 nm-es ultravékony
metszeteket készitettlink (LKB Novacut). Az ultravékony metszeteket oOlom-citrattal

kontrasztoztuk (Reynolds, 1963) ¢s JEOL 1200 EX, JEOL 1200 EXII, valamint Hitachi H-
7650 elektronmikroszkopokkal vizsgaltuk.
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3.3. Immunhisztokémia

Az altalunk alkalmazott modszerek az indirekt kétlépéses (fluoreszcens festékkel
vagy peroxidazzal kapcsolt IgG), illetve a haromlépéses avidin-biotin komplex (ABC)
eljaras elvén alapultak.

A fesziiltségfiiggd K'-csatornak immunhisztokémiai vizsgalata soran tobb, dsszesen
hét K'-csatorna antitestet teszteltiink. Elséként a K,1 csalad tagjai koziil valasztottunk
(K\1.1, K1.2, K,1.4), mivel a shaker gének nagymértéki fajok kozti konzervaciot
mutatnak (Wymore és mtsai., 1994). A K\4.2 és K\4.3 csatorndkat pedig azért vizsgaltuk,
mert a szakirodalombol ismert, hogy egyes idegi struktirakban egyiitt fordulnak eld (Kollo
¢s mtsai., 2006). Végiil immunhiosztokémiai Vvizsgalatainkat kiegészitettiik két tovabbi,
masik K'-csatorna csaladtaggal, a K,2.1 és K,3.4 csatornakkal. Az ellenanyagok koziil
harom (K,2.1, K,3.4 és K\4.3) antiszérum bizonyult sikeresnek és adott specifikus
immunjelolést, ezért a tovabbiakban csak ezekkel (K,2.1, K,3.4, K\4.3) dolgoztunk a Helix
KIR-ben.

Az 5-HT immunhisztokémiai lokalizacioja céljabol csak a cerebralis gangliont (PC),
mig az ioncsatornak esetében a teljes KIR-t, beleértve a bukkalis ganglionpart is, 0,1 M
PB-ben higitott 4%-0s PFA-val rogzitettiik egy éjszakan at 4 "C-on. A rogzitett mintakat 1
oran at 20%-0s, PB-ben oldott szachar6z oldatban szobahdmérsékleten tartottuk, majd
Shandon Cryomatrix fagyasztokozegbe agyaztuk. Ezutdn kriosztattal 16 um-es sorozat
metszeteket készitettiink, melyeket Cr-Al-zselatinnal bevont targylemezre vettiink fel. A
metszeteket 1 oran at 0,25% BSA-t és 0,25% TX-et tartalmazd6 PBS (PBS-TX-BSA)
oldattal blokkoltuk. A kovetkezd elsédleges antitestekkel inkubaltunk 24 6ran at 4 "C-on:
monoklonalis anti-5-HT antitest (1:500-1000, DAKO); poliklonalis nyul anti-K,3.4 és
K\4.3 antitestek (1:500 vagy 1:1000; Alomone Laboratory), és monoklonalis egér anti-
Ky2.1 antitest (1:500; Neuromab/Antibodies Inc.). Ezt kdvetden a preparatumokat 3x10
percig PBS-TX-el mostuk, majd masodlagos antitesttel inkubaltuk a primer antitesteknek
megfeleléen: nyul anti-szamar IgG konjugalva FITC (fluoreszcein izotiocianat) vagy
TRITC (tetraetilrodamin izotiocianat) (1:200; Dako), vagy biotin-konjugalt kecske anti-
egér IgG-al vagy anti-nyal IgG-al (1:200; Vector), amit avidin-HRP inkubacié kovetett
(1:200; Vector). Minden antiszérumot PBS-TX-BSA-ban higitottunk és 24 6rat 4 °C-on
inkubaltuk, de a biotin-konjugalt IgG-k 5 orat inkubalddtak szobahdmérsékleten. A HRP
reakciot sotétben 0,05 M Tris-HCI pufferben (pH 7,6) oldott 0,05 % 3,3’-DAB (DAB,
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Sigma-Aldrich) mint kromogén ¢és 0,01% H,0, szubsztrat jelenlétében tettiink lathatova.
Sztereomikroszkop alatt ellendriztiik a reakcid eldrehaladasat és azt PBS-ben torténd
mosassal allitottuk le. A metszeteket glicerin és PBS 1:1 aranyu keverékével fedtiik le és
Zeiss Axioplan mikroszkoppal vizsgaltuk. A képi rogzitéshez Canon PS G5 tipusu digitalis
vagy CCD (Alpha DCM510, Hangzhou Scopetek Opto-Electric) kamerat hasznaltunk. Az
antitestek specifitasat negativ kontrol (els6dleges antitestek elhagyasa) és preabszorpcios
kontrol kisérletekkel ellendriztiik. A preabszorpcids kontrol kisérleteknél a megfeleléen
kihigitott antitestet 0sszekevertiik az antigénnel (1 g peptid/1 g antitest), egy ¢éjszakan at
inkubaltuk veliik 4 ‘C-on a metszeteket. Immunjel6lést ezekben az esetekben nem

tapasztaltunk.

3.4. Korrelativ fény- és elektronmikroszkopos immunhisztokémia

A Helix és Limax KIR-eket 2,5 % PFA és 0,1 % GA keverékével (0,1 M foszfat
pufferben higitva) egy ¢éjszakan at 4 ‘C-on fixaltuk. A fixalt cerebralis ganglion
procerebralis lebenyébdl (5-HT, K4.3) és a pedalis ganglion caudo-medialis lebenyébdl
(K\4.3) zselatin albuminos beagyazas és 10%-0s PFA-s utofixalas utan rezgOkéssel
(Vibratome, Pelco) 50 um vastagsagu szovetszeleteket készitettliink. A szeleteket 30 perc
1% H,0,-0s blokkolast majd kimosast kovetéen PBS-TX-BSA-ban is blokkoltuk 1 orat,
majd 0,25%-0s PBS-TX-BSA-ban 1:500 aranyban higitott monoklonalis anti-5-HT
antitesttel (DAKO) vagy K,4.3 antitesttel (Alomone) inkubaltuk 24 éran at 4°C-on. PBS-
TX-el tortént mosas (3x10 perces) utan anti-5-HT esetében 4 ‘C-on 16 6ras inkubacid
kovetkezett 1:50 aranyban higitott, HRP-vel kapcsolt masodlagos IgG antitesttel. Az
immunhisztokémiai reakciot sotétben 0,05 M Tris-HCI pufferben (pH 7,6) oldott 0,05 %
DAB (Sigma-Aldrich) és 0,01% H>0; hivtuk el6. Az anti-nytil K\4.3 immunreakciot egy
1épéses polimer-HRP THC detekcios rendszerrel (BioGenex) vizualizaltuk. Az antitesteket
PBS-BSA-TX-ben higitottuk és az inkubaciot egy éjszakan at 4 °C-on folytattuk. Az 1%
OsO4-0s 0,1 M Na-kakodilat pufferelt utéfixalas utan a preparatumokat ndvekvod
soran 70%-os alkoholban 30 percen at telitett uranil-acetattal blokkfestést végeztiink. A
dehidralt szovet szeleteket propilénoxid és Araldit (Durcupan ACM, Fluka) 3:1, 1:1, 1:3
térfogataranyu keverékével infiltraltuk, majd targylemezen Aralditba agyaztuk és lefedtiik.

24 oréas polimerizacid utan fénymikroszkopban vizsgaltuk Oket, illetve a jelolt elemeket
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Camera lucida rendszerben kovettiik és rajzoltuk. Ezt kovetden az EM vizsgélatra érdemes
szeleteket vagy teriileteket Gjra Aralditba agyaztuk. 1 um-es félvékony, illetve 50-60 nm-es
ultravékony metszeteket (LKB Nova) készitettiink. A félvékony metszeteket festetleniil
vagy 1%-0s toluidinkék festés utan Zeiss Axioplan fénymikroszképban tanulmanyoztuk.
Az ultravékony metszeteket Olom-citrattal kontrasztoztuk ¢és JEOL 1200 EX

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

3.5. Western blot vizsgalatok

Ky2.1 és K,3.3 immunoblott kisérletekhez 10 allat teljes KIR-ét és 10 allat PC-jét,
mig K\4.3 esetén 10 darab teljes KIR-t, illetve a KIR-t koriilvevo kotdszoveti tokot €s a
PC-t elkiilonitve homogenizaltuk SDS-tartalmt 1lizalé pufferben. Az elektroforézissel
elvalasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra blottoltuk. A membransdvokat 5 percig
mostuk 0,1% Tween-20 detergenst tartalmazo6 0,1 M Tris-HCI pufferben (TBS-T) pH (7,6)
majd 5%-os zsirtalan tejporral blokkoltuk 1 6rat szobahémérsékleten. Majd a megfeleld
antitestekkel anti-K,2.1 (1:200, Neuromab), anti-K,3.4 (1:200, Alomone) ¢és anti-K,4.3
(1:200, Alomone) egy éjszakan at (16 6ra) 4 °C-on inkubaltuk. 3x10 perc mosast kdvetden
(0,1 M TBS-T pH 7,6) a membran csikokat 1 6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk a
masodlagos antitestekkel: HRP-konjugalt kecske anti-egér antitest (Sigma, St. Louis, MO,
1:5000) K,2.1, HRP-konjugalt kecske anti-nytl antitest (Dako, 1:2000) K,3.4 és K,4.3
antitestek esetén. Mosast (2x10 perc 0,1 M TBS-T (pH 7,6), és 5 perc 0,1 M TBS)
kovetden a membrancsikokon a specifikus reakcidt kemiluminescens technikaval, ECL
reagenssel (Pierce, Rockford, IL), vagy 0,05 M Tris-HCI pufferben (pH 7,6) oldott 0,05 %
3,3 DAB (Sigma-Aldrich) kromogénnel 0,01% H,0, szubsztrat jelenlétében tettiik
lathatéva. Mindharom antitest esetében negativ kontrol (primer antitest kihagyasa) és
preabszorpcios kontrol (1 pg peptid/ 1 pg antitest inkubacid egy éjszakan at,

szobahOmérsékleten) kisérletekkel is megbizonyosodtunk a jel6lés specifitasarol.
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3.6. Elektrofiziologia

3.6.1. Patch-clamp vizsgalatok

Limax PC globulus sejtjein a patch-clamp kisérleteket egy korabban kozolt protokoll
alapjan végeztiik (Watanabe és mtsai., 2003). A kipreparalt kdzponti idegrendszert Limax
fiziologias sooldatot tartalmazo kisérleti kamraba helyeztiik, melynek Osszetétele a
kovetkezé volt: 70 mM NaCl, 2 mM KCl, 4,9 mM CacCly, 4,7 mM MgCl,, 5 mM gliikoz és
5 mM HEPES (pH 7,0). Ezt kovetéen a PC felszinét boritd kotdszovetet csipesszel
eltavolitottuk, igy a PC caudalis felszine patch pipettaval konnyen hozzaférhetévé valt. A
patch-clamp felvételeket 409-es viz-immerzidos objektivvel rendelkezé differencial
interferencia kontraszt mikroszkoppal (BX51WI, Olympus) készitettiik. A patch pipettaban
1év6 oldat Osszetétele a kovetkezd volt: 70 mM kalium glikonat, 5 mM MgCl,, 5 mM
HEPES (pH 7,6) és 100-250 pg/ml nystatin (Wako Chemicals). A pipetta ellenallasa 8-12
MQ volt.

A vizsgalatok soran Axopatch 200B (Molecular Devices) erdsitét hasznaltunk ¢és a
jeleket egy A/D konverterrel (Digidata 1322A, Molecular Devices) 0sszekotott
szamitogépen rogzitettiik. Az 5-HT lokalis alkalmazasa soran az iivegpipettat, melynek
hegye 1-2 um atmér6jii volt, a neuronok sejttestének kozelében (<50 pum) helyeztiik el és
az alkalmazott nyomas id6tartama 50-200 ms (10-30 kPa) volt. Az 5-HT-t Limax
fiziologias oldatban oldottuk fel, mely 0,05% Fast Green-t (Sigma) is tartalmazott az
applikélas vizualis ellendrzése céljabol. Az 5-HT oldat kimoséasa fiziologias so6oldattal
tortént.

Helix PC globulus sejtjein aramméréseinket egy inverz mikroszkop (Leitz Labovert
FS) segitségével, egész-sejt konfiguracioban végeztiik. Tobb kisérlet soran a sejtmembran
atjarhatosagat gyenge szivohatas mellett 100 pg/ml nystatin oldattal is biztositottuk. A két
felvételi modszer (csak szivas; szivas és oldat) kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget. A
fesziiltségfiiggd aramokat egy EPC-7 patch-clamp erdsitével (List Electronics) és egy TL-1
DMA AD konverterrel (Axon Instruments) rogzitettiik. A legtobb elvezetéshez a PC sejtes
rétegének 5-9 um nagysagu neuronjait hasznaltuk. Egyes esetekben, a nagyobb (10-15 pm)
PC sejteket is vizsgaltuk. Az intracellularis elektrodakat boroszilikat tiveg kapillarisokbol
(tipusa PG150-T-7,5) huztuk, melyek ellenallasa 6-7 MQ volt. Az elektrodakat a
kovetkezd Osszetétell intracelluldris oldattal toltottiik: 140 mM KCl, 1,2 mM MgCl,, 0,1
mM CaCl,, 10 mM HEPES, 10 mM gliikkéz, pH 7,2 (NaOH-val beallitva). A legtobb mérés
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esetében a soros ellenallas kompenzalasa 60 %-os szinten tortént. Az elektrofizioldgiai
adatok analizélasara és feldolgozasara pClamp 5.5 programot (Axon Instruments, Union
City, CA, USA) hasznaltunk, csakigy, mint a patch-clamp protokollok generalasara az
elektromos tulajdonsagok rogzitése soran. Felvételkor a jeleket 20 kHz-el szlrtiik és a
hattér aram kompenzaciét automatikusan végeztiink. Az egyes daramokat specidlis
protokolokkal vélasztottuk el egymastol tranziens K'-aramok esetén, mig outward K'-

aramok esetén specialis oldatokat hasznaltunk.

3.6.2. Voltage-clamp vizsgalatok

A K'-csatornakkal kapcsolatos tovabbi elektrofiziologiai méréseinket olyan
idegsejteken végeztiik, amelyek a K'-csatornak immunhisztokémiai vizualizaldsa soran
korabban jel6lédést mutattak: K\4.3 (pedalis ganglion, caudo-medialis lebeny neuronjai
(21A abra), K,2.1 (cerebralis ganglion, PC (16D abra), K,3.4 (bukkalis ganglion, B2 sejt,
17A abra). A cerebralis (CG), pedalis (PG) ¢és bukkalis (BG) ganglionokat kipreparaltuk,
¢és a vastag kotdszoveti réteg eltdvolitdsa utdn annak legbelsd rétegét, un. perineuriumot 5-
8 percig 1% proteazzal (Sigma XIV, Sigma) emésztettiik. Az elektrofiziologiai kisérleteket
szobahdmérsékleten (20-22 °C) végeztiik csiga fizioldgias séoldatban (sszetétel: 80 mM
NaCl, 4 mM KCI, 10 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI, pH=7,4).

A vizsgalt neuronok membranjan keresztiil folyd ionaramokat két mikroelektrodas
fesziiltség-zar (voltage-clamp) moddban regisztraltuk. A bukkalis ganglion nagyméretli
neuronjai esetén GeneClamp erdsitét (Axon Instruments, Union City, USA), mig a PC
kisméretii, valamint a pedalis lebeny neuronjainal AxoClamp 2B erdsitével dolgoztunk. Az
intracellularis elektrodakat boroszilikat liveg kapillarisokbol huztuk (tipusa 1B1150F-3
WPI), amelyek ellenéllasa 4-6 MQ volt, és amelyeket 4 mM Na-acetattal vagy 2,5 mM
KCl-al toltottiink. Az aramméréseknél az intracellularis jelek gytjtését és feldolgozasat
Digidata interface és pCLAMP szoftver (Axon Instruments) segitségével végeztik. A
kisérleti kamrat folyamatosan perfundaltuk csiga fizioldgias oldattal. A kisérletek egy
részénél a tranziens K'-iram regisztratumok felvételekor a fiziologias séoldatban a
kovetkezé komponenseket valtoztatattuk meg: tetraetilammonium (TEA, Sigma) 5 vagy 10
MM-rél 15 mM-ra novelve, illetve a NaCl-ot cukorra cserélve. Cukorban és 15 mM TEA
oldatban a Na-fiiggd bemené aramok és az A-tipustt K'-aram kivételével a K'-aramok

eltinnek. A kisérleti oldatokat a fiird6folyadékba egy 10 ml-nél kisebb térfogati
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elosztdegységbdl jutattuk. A pipettat (20 mm) kozvetleniil a vizsgalandd sejt szomdja folé
helyeztiik, mikozben a kifolyo folyadék sebességét hidrosztatikus nyomassal szabalyoztuk.
Ez a rendszer az oldatok gyors és kizardlag lokalis cseréjét tette lehetové a sejtek
természetes funkcidjanak minimélis megzavarasiaval. A K'-csatornak blokkolasara a
kovetkezd anyagokat hasznaltuk: BDS-II (vérnyomas csokkentd, Alomone), 4-

aminopyridine (4-AP, Sigma).
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4. EREDMENYEK

4.1. A globulus sejtréteg ultrastruktiraja és szinaptologiaja

4.1.1. Altalanos felépités

Helix és Limax PC-ben félvékony metszeteken a globulus sejtek rétegében teljes
mélységben jellegzetes lokalis neuropil régiok voltak megfigyelheték (6. abra). Ezek az
egységek viszonylag nagy szamban fordultak eld a PC-ben és neuropil metszési sikjatol
figgden ovoid régidk voltak (6B &bra), vagy szeptum-szerli struktirdk (trajektoridk)
formajaban jelentkeztek (6A 4&bra). Ez utobbiak kapcsolatban alltak a terminalis
(medullaris) neuropillel. Helix-hez hasonléan Limax-ban is kiilonb6z6 kiterjedésti neuropil
egységeket azonositottunk a globulus sejtek rétegében (6C-E abrak), melyek keverten
tartalmaztak valtozatos atmérdjli, granularis vezikuldkbol all6 varikozitasokat illetve
elektron transzparens, csak mitokondriumokat ¢és neurotubulusokat tartalmazo
axonprofilokat. Tovabba tobb perikaryonnal is korbevett nagyszamu, igen vékony,
feltehetdleg érzdrostokbol allé axonkotegeket tartalmazd egységek is eléfordultak (6F
abra). A globulus sejtek rétegében jelen 1évé neuropil régiok elektronmikroszkdpos
vizsgalata sordn megallapithatd volt, hogy a nagyobb méretli egységek fokozatosan
felrostozodtak és végiil individualis elemekben végzddtek. A kisebb kiterjedésii neuropilek
csak néhany axonprofilt tartalmaztak és sokkal szorosabb kapcsolatot formaltak a
kozeliikben 1évd globulus sejtek perikaryonjaival, végiil egész mélyen beékelddtek a
perikaryonok kozé (7A-C édbra). Individualis axon nyulvanyok hosszan futottak az egymas
mellett stirtin elhelyezkedd sejttestek kozott, a granularis és agranularis vezikulakat
tartalmazd varikozitasaik pedig mar szoros membrankapcsolatban alltak a neuronokkal,
azokba mélyen beékelddtek (7D, 8A, B abrak). A globulus sejtek kozott jelen 1évo neuropil
régioknak ez a szervezddési formdja olyan helyi finomszabalyozasi folyamatokra utal,

mely altal lokalis és gyors hatasok befolyasolhatjdk a neuronok aktivitasat.
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6. abra Neuropil régiok Helix (A-D) és Limax (E, F) szaglolebenyének (procerebrum, PC)
sejtes rétegében. A, B: 1 um-es félvékony metszetekben toluidin festést kdvetden jol lathatok a
nagyszamu globulus sejt kozott elhelyezked6 kisebb helyi neuropil régiok (csillagok, korok). C, D:
Ultrastruktiralis szinten jol lathato, hogy a globulus sejtek (P) kozott elhelyezkedd lokalis neuropil
régiok granularis vezikuldkat tartalmazoé (T) illetve csak mitokondriumokat és/vagy
neurotubulusokat tartalmazé (A) axonprofilokbdl allnak. A neuropilek kézvetlen kapcsolatban
allnak a korulottiik elhelyezked6 perikaryonokkal. E: Egy nagyobb kiterjedésii neuropil egységet
szamos sejttest (P) vesz koriil, melyben mind granularis vezikulumot tartalmazé (T), és mind
“tiszta” axonprofilok is jelen vannak. F: Nagyszamu kisméretii axonprofil helyezkedik el a
sejttestek (P) kozott, melyek feltehetéen egy szenzoros rostkoteg elemei. Aranyméretek: A, B: 10
pumC,E:1um, D, F: 2 um
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7. abra A PC neuropil régioinak ultrastrukturalis szervezédése — axonkotegek fokozatos
elagazodasa, felrostozodasa (Helix). A: Globulus sejttestek (P) kozott axonokat (A) és
varikozitasokat (T) tartalmazo kisebb neuropil régié. B: Egy, az A képen lathatonal mar Kisebb
axon koteg szamos sejttest (P) kozé mélyen beagyazddva helyezkedik el. C: A neuronok sejttestjei
kozott axondlis nyllvanyok (A) szinte teljesen felrostozodva futnak. Jol megfigyelhetdk a
perikaryonokkal (P) kapcsolatba 1ép6 varikozitasok (T) is. D: Egy szamos granularis és agranularis
vezikulat tartalmaz6 axonprofil (T) két globulus sejttesttel (P1, P2) hosszi membranszakaszok
mentén kapcsolatban all. L - nagyméretii lizoszoma-szerti elektron-denz granulumok, Nu - sejtmag.
Aranyméretek: A, B, D: 1 um, C: 2 um
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4.1.2. AXo-szomatikus kapcsolatok és szinaptikus konfiguraciok

A PC sejtes rétegének ultrastrukturalis elemzése soran az axo-Szomatikus
kapcsolatok rendszeres és nagy valtozatossagot mutatd eléforduldsa volt jellemz6 (8, 9.
abrak). Specializalt ¢és membranspecializacidt nem mutatd, a globulus sejtek
perikaryonjaba mélyen beagyazott varikozitasok jellemezték az axo-szomatikus
kapcsolatokat (8A, B abrak). A varikozitasokat nagyszdmu granuldris és agranularis
vezikuldk jelenléte jellemezte, melyek koziil a specializalt kapcsolat mentén csak a
szinaptikus, agranularis vezikuldk felhalmozdédasa volt megfigyelhetdé (8A dabra).
Ugyanakkor a bedgyazott varikozitdssal szemben a posztszinaptikus perikaryonalis
membranszakasz mentén esetenként nagyszamu granuldris vezikula feldusulésa is
eléfordult (8A 4abra). Az axo-szomatikus és axo-axonikus kapcsolatok ultrastruktiralis
elemzése soran olyan jellegzetes membran konfiguracidkat is rendszeresen megfigyeltiink,
melyek a szoros membran kontaktusok mentén a nem-szinaptikus, aktiv hirvivo
felszabaduléas jelenségére, az exocitozis folyamatara utaltak (8C-G abrak). A granularis
vezikula tartalom aktiv felszabadulasat bizonyité (8C-E abrak), illetve a felszabadulast
kovetd membran visszanyerést (retrieval) mutatd elrendezddéseket egyarant talaltunk (8F,
G ébrak).

A lokalis neuropilekben megfigyelt axo-szomatikus és axo-axonikus kapcsolatok a
szinaptikus konfiguraciok szamos forméjat hoztak létre. Varikozitdsok egyidejlileg tobb
perikaryonnal (9A ébra), illetve egy perikaryonnal és egy vagy tobb axonprofillal is
kapcsolatba 1éptek (9B, D abrak), ami a szinaptikus divergencia jelenségnek felelt meg.
Megfigyeltiink olyan végzddéseket is, melyek mikdzben globulus sejttestekkel alltak
kapcsolatban, egyidejlileg maguk is kaptak szinaptikus bemenetet (9C é&bra), mely a
preszinaptikus modulacié folyamatara utalt. A szinaptikus konfiguraciok hasonlo,
divergenciara utalo formai Limax PC-ben is jelen voltak (9E-G abrak).

A Helix és Limax PC sejtes réteg szinaptikus kapcsolatainak kiilonb6zd formait a 10.
abran 0sszegeztiik. Sematikusan abrazoltuk mind az axo-szomatikus mind az axo-axonikus
interakcidkat, valamint a szinaptikus €s nem-szinaptikus membran konfiguraciokat (10.
abra - betétkép). Mindezek a helyi integrativ folyamatok és szabalyozasi mechanizmusok
széles skalajat teszik lehetdvé, melyeknek feltehetéen szerepiik van a PC neuronok
aktivitasanak finomszabalyozdsdban ¢és igy a szaglds integrativ folyamatainak végsd

meghatarozasaban is.
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8. abra Szinapszisok és membrankonfiguraciok Helix PC-ben. A: Egy globulus sejttestbe (P)
mélyen beagyazodo végzédés (T) szinaptikus kapcsolatot 1étesit (nyil). A citoplazmaban a
varikozitassal szemben nagyszamu granularis vezikula felhalmozodas figyelheté meg (csillag). B:
Egy varikozitas (T) két sejttesttel is (P1, P2) szoros membrankapcsolatot létesit. Nyilhegyek:
agranularis, nyilak: granularis vezikulak. Betét: A varikozitasnak a sorozatmetszet egy tovabbi
tagjaban megjelend specializalt axo-szomatikus (T, P) kapcsolata (nyil). C-G: Nem specializalt
axo-szomatikus kapcsolatok membran konfiguracidi. C: Egy szamos denz granulumot tartalmazo
(nyilhegyek) nagyméretii varikozitas (T) szoros membrankapcsolata mentén két exocitdzisra utalo
jelenség is megfigyelhetd (korok). D: Exocitdzis (nyil) egy varikozitas (T) axolemmaja mentén egy
perikaryon (P) mellett. E: Exocitozissal felszabadulo denz granulum tartalom (nyil) egy
varikozitasbol (T), mely egyidejileg tobb axonprofillal (Al1-A3) all kapcsolatban. F, G:
Endocitotikus membran konfiguraciok (nyilak) és ,.coated pit” (nyilhegy) axo-szomatikus (T, P)
kapcsolatok mentén. Nu - sejtmag, L - lizoszoma-szerii elektron denz granulum, m - mitokondrium.
Aranyméretek: A, B: 0,5 um, C: 0,3 um, D: 0,4 betét: 0,25 pm, E: 0,25 um, F, G: 0,15 pm

32



9. abra Szinaptikus konfiguraciok Helix (A-D) és Limax (E-G) PC globulus sejtrétegében. A:
Egy varikozitas (T) egyidejilleg négy sejttesttel (P1-P4) is kapcsolatban all (nyilak), mely
elrendez6dés divergenciara utal. B: Szamos vezikulat (v) és granulumot (nyilhegy) tartalmazo
varikozitas (T) egyidejlileg harom axonprofillal (A1-A3) és egy sejttestel (P) is kapcsolatban all
(nyilak) (kétiranyu, axonalis és perikaryonalis szinaptikus divergencia). C: Egy varikozitas (T)
szinaptikus kapcsolatot (nyil) 1étesit egy sejttestel (P) és egyben bemenetet kap (kettés nyilak) egy
masik varikozitasbol (T1) (preszinaptikus modulacio). D: Egy nagyméretii granulumokat
(nyilhegyek) tartalmazo varikozitas szinaptikus kapcsolatot (nyilak) 1étesit két axonprofillal (Al,
A2). E: Szamos agranularis szinaptikus vezikulat (csillagok) tartalmazo interszegmentalis
varikozitas (T) harom sejttesttel (P1-P3) is kapcsolatban all. F: Egy szinte kizardlag agranularis
szinaptikus vezikulakat (v) tartalmazé varikozitas (T) egy sejttesttel (P) és szamos axonprofillal (A)
all kapcsolatban. Egy masik sejttest (P1) egy vékony axon nytlvannyal hatarolt. G: Harom
kisméretii axonprofil (T, Al, A2) szorosan beagyazodik harom sejttest (P) ko6zé. Az egyik profil
(T) szoros membran kapcsolatot 1étesit a sejtekkel (nyilak). Nu - sejtmag, L - lizoszoma-szerii
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elektron denz granulum, m - mitokondrium, nyilhegyek - riboszémalis endoplazmatikus retikulum.
Aranyméretek: A-D: 0,5 um E-G: 0,4 pm

10. abra A PC (Helix és Limax) sejtes réteg szinaptolégiaja. A séma a 6.,7. és 8. abran
bemutatott eredmények Gsszegzésén is alapul. Betét: Szinaptikus és nem-szinaptikus kapcsolatok
membran-specializacidéi. A szinaptikus €s nem szinaptikus kapcsolatok (nyilak) a szabalyozasi
folyamatok széles skalajat teszik lehetové, mely altal a PC sejtek aktivitasat befolyasoljak. A B
(tizeld) és NB (nem tiizel) neuronok k6zott nem tettiink kiilonbséget. A feltiintetett végzddések
feltehetd eredete: i) tapogatd ganglion; ii) intrinsic PC neuronok és iii) extrinsic cerebrélis és
pedalis neuronok. Nu - sejtmag, sziirke ovoid szimbdlumok - sejtmagvacska, m - mitokondrium.

4.2. Az 5-HTerg innervacié kémiai-neuroanatomiaja a szaglolebenyben

4.2.1. A Helix procerebrum 5-HT-immunreaktiv innervacidja

Fénymikroszkopos vizsgalataink soran Helix PC-ben 50 pum vastag szeleteken

feltartuk az 5-HTerg innervacio jellegzetességeit (11, 12. 4bra). Altalanossagban
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elmondhat6, hogy a teljes szaglolebenyben jelentés szamu 5-HT-IR rost volt jelen.
Nagyobb nagyitastu felvételeken jol lathatd volt, amint az elagazé rostrendszerek eltérd
denzitasu halozatot formaltak az egyes neuropil régiokban, valamint a globulus sejtek
rétegében.

Az 5-HT-IR innervacio kialakitdsdban meghatarozd volt a PC teriiletére kiviilrdl
belépd, a poszt(meta)cerebrumban eredd vastag axonkdteg, mely nagy szdmban
tartalmazott jelolt rostokat és a PC teriiletére 1épve gazdagon elagazott (11. abra). A rostok
behaloztak a teljes procerebralis neuropil teriiletet is, ugyanakkor az immunreakcio
erdsségében az egyes neuropil régidkban kiilonbségek mutatkoztak. A legstirtibb halozat a
terminalis neuropil teriiletén jelent meg, az 5-HTerg rostok a teljes terminalis neuropil
mélységében karakteres, halozat jellegli mintazatot adtak (11A abra), mely eredete
visszavezethetd volt a posztcerebrumbdl érkezd axonkoteg fobb ledgazddasaira (11B édbra.)
A bels6 (interndlis) és sz€1so (lateralis) neuropil teriileteken kevésbé siirti haldzatot sikertilt
feltarnunk, azonban az innervacidé mintdzata egyértelmiivé tette, hogy a kisebb szamban
jelen 1év0 jelolt rostok mégis teljesen behdl6zzak a neuropil régiokat (11A abra). Camera
lucidaval tortént axon kovetés is igazolta az egyes neuropil teriiletek eltéréd mértékii 5-HT-
innervacid a PC neuropil régiodiban egy egységes 5-HTerg szabalyozasi mechanizmusra
utal.

Jelentds szdmu 5-HT-IR rost volt tovabba jelen a terminalis neuropil €s a globulus
sejtek rétegének hatardn, melyek beléptek a PC sejtes rétegébe (12A, B abrak). A
tapogatokbol érkezd szagloidegben parhuzamosan futd jelolt axonok a PC teriiletére érve
tobbszorosen elagazd nyulvanyokra bomlottak, alatdmasztva azt, hogy a PC 5-HTerg
beidegzése nem csak kdzponti, hanem periférids idegi struktirdkbol is szarmazhat (12A, D
abrak). A terminalis neuropil és a sejtes réteg hatdran 1évo rostkotegbdl a sejtes rétegbe
belépd axonok striin eldgaztak, €s gyakran kosarszeriien vették korbe a neuronok
sejttestjeit, melyek esetében nagyobb nagyitasban jol megfigyelhetévé valtak az 5-HT-IR
varikozitasok is (12B, C éabrdk). Camera lucidaval tortént kovetéssel is megerdsitettiik,
hogy a sejtes rétegben is szamos elagazo varikdzus 5-HT-IR rost van jelen (12D abra),

melyek az egyes globulus sejttesteket individualisan innervaljak (12E abra).
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11. abra A Helix PC extrinsic 5-HT-IR innervacidja és szervezédése a medullaris neuropil
teriiletén. A: Egy posztcerebrumban eredd vastag axon kdteg (nyil) 1ép be a PC teriiletére,

gazdagon elagazodik és vetiil a teljes procerebralis neuropil teriiletére. B: Nagyobb nagyitas a
belépd vastag axonkotegrdl (nyil), melynek szdmos vastagabb ledgazdsa utan (nyilhegyek)
varikozus rostokra torténd, kiilonlegesen gazdag arborizacidja jol megfigyelhetd. C: Camera lucida
rajz jol mutatja a PC 5-HT-IR innervacios rendszerét és egyben az egyes neuropil teriiletek eltérd
terminalis neuropil LM - lateralis neuropil, on - szagldideg. Aranyméretek: A, C: 100 um, B: 20
um
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12. abra 5-HT-IR innervacio a Helix PC sejtes
rétegében. A, B: A 5-HT-IR innervaci6 alacsony
¢és kdzepes nagyitasban. A nyilak mutatjak a jeldlt
varikozus rostok belépését a termindlis neuropil
(TM) teriiletér6l, melyek ezutan a perikaryonalis
réteg (GC) teljes mélységében megfigyelhetok (B,
nyilhegyek). A  szagloidegben  (on) is
parhuzamosan futnak a jelolt rostok (A), melyek
egy része szintén a neuropil régiokba vetiil. C: A
sejtes rétegben az 5-HT-IR rostok kosarszeriien
veszik korbe a perikaryonokat (csillagok). Nyilak:
5-HTerg varikozitasok. D, E: Camera lucida
rajzok a sejtes réteg (GC) és a terminalis neuropil
(TM)(D), valamint nagy nagyitasban a sejtek
individualis  (E)  innervaciés  mintazatarol.
Aranyméretek: A, B: 60 um, C: 80um, D: 15 um



4.2.2. A Limax procerebrum 5-HTerg innervacioja

Korabbi immunfluoreszcens vizsgalatok soran a Limax PC kompakt 5-HT-IR
soran HRP-DAB vizualizalast kovetden és camera lucida kovetéssel nemcsak PC neuropil
teriileteinek 5-HT-IR innervacios rendszerét és annak eredetét sikeriilt feltarnunk (13A
abra), hanem erdsebb nagyitassal a PC sejtes rétegében rendkiviil finom, ritka

elrendezddésben jelen 1évo rostokat is megfigyeltiink (13B dbra).
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13. abra 5-HT-IR elemek a Limax PC-ben. 50 um vastag Vibratome szeletek camera lucida
kovetése alapjan (HRP-DAB reakcid). A: 5-HT-IR rostok (nyilak), a metacerebrumba (MC)
komisszuralis lebenyb6l (bekarikazva) eredve a medullaris neuropilbe vetiilnek, ahol elagazddnak.
B: Nagyobb nagyitas mellett 5-HT-IR nyulvanyok a PC sejtes rétegében (gc) is kdvetheték, ahol
azonban a Helix-ben megfigyeltekhez viszonyitva (12. abra) sokkal kisebb szamban vannak jelen.
on - szagloideg. Aranyméretek: A: 100 pm, B: 50 um

Minthogy a Limax PC sejtes rétegében az 5-HT-IR innervacio még az immerzios
feloldassal is csak igen sporadikusnak bizonyult, teszteltik a globulus sejtek 5-HT
érzékenységét elektrofiziologiai ton patch-clamp technika segitségével. A globulus
sejtrétegre torténd 1 mM 5-HT lokalis applikaciojat kovetden a tiizeld sejtek fokozott
EPSP aktivitdsa volt megfigyelhetd (14. 4dbra). A nem tiizel6 neuronok esetében csak

EPSP-k megjelenését csak esetenként tapasztaltuk.
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14. abra Lokalis 5-HT hatas patch-clamp médban torténé rogzitése Limax PC-ben. 1 mM 5-
HT hozzaadasat kdvetden (vizszintes savok a felsé és also felvételek alatt) megndvekedett EPSP
aktivitas (nyilak) tapasztalhaté a B neuronokban.

4.2.3. Az 5-HT-immunreaktiv innervacio ultrastruktaralis jellemz6i

Korrelativ fény- és elektronmikroszkopos immunhisztokémiai vizsgélataink soran
feltartuk a Helix szaglokdzpontban jelen 1évé 5-HT-IR elemek ultrastrukturalis jellemzdit
(15, 16. abrak). A jelolt axonprofilokkal kapcsolatban nem sikeriilt specializalt szinaptikus
kapcsolatokat megfigyelni, melynek egyik lehetséges oka, hogy az erds
immunhisztokémiai reakcio elfedte azokat. A masik lehetséges magyarazat az, hogy a
nagyon alacsony (0,1%) glutaraldehid koncentracid nem volt optimalis a szinaptikus
membranspecializaciok megdérzéséhez. Tovabba a detergens TX alkalmazasa kifejezetten
rontja a membranok szerkezetét. Ugyanakkor az 5-HT-IR varikozitasok gyakran alkottak
szoros, de nem specializdlt membran kapcsolatokat egy (15A, C dabra) vagy tobb
perikaryonnal (15B, D 4bra) is a PC sejtes rétegében. A jelolt profilok legtobb esetben
szdmos granularis vezikulat tartalmaztak (15A abra), mig kozeliikkben nagyszamn, de eltérd
tipusu valtozd elektron denzitdsi granulumokat tartalmazo jeldletlen axonokat lehetett
megfigyelni. Egyes esetekben nagyméretii 5-HT-IR végzddések tobb perikaryon kozé is
benyomultak, mikozben széles extracelluldris tér valasztotta el dket a sejttestektdl (15D

abra).
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15. abra Az 5-HT-IR varikozitisok ultrastruktiraja a PC sejtes rétegében. A: Néhany
granularis vezikulat (nyilhegyek) tartalmazoé jelolt varikozitas (T) kapcsolatot 1étesit (nyilak) egy
perikaryonnal (P). A kép bal oldalan egy szdmos valtozo elektron denzitdsu granulumot tartalmazo
jeloletlen axonprofil lathat6. B: Egy hasonld, granularis vezikulakat (nyilhegyek) tartalmazoé jeldlt

varikozitas (T) kozeli, membranspecializacié mentes kapcsolatot 1étesit két perikaryonnal (P1, P2).
C: Jelolt axonprofil (T) egy perikaryon (P) és egy nagyméretii szamos elektron denz granulumot
(nyilhegyek) tartalmazo6 axonprofil (T1) kozott helyezkedik el. D: Nagyméretii 5-HT-IR axonprofil
(T) tobb sejttest (P) kozé nyulik be, melyektdl széles extracellularis tér (ex) valasztja el. Nu -
sejtmag, m - mitokondrium, A - jeldletlen axon, kettés nyilhegy - riboszomas endoplazmatikus
retikulum. Aranymértékek: A-D: 0,25 um

A PC kiilonb6z6 neuropil régioi tobb olyan 5-HT-IR profilt tartalmaztak, melyek
axo-axonikus kapcsolatot is létesitettek (16. abra). A hosszan kovetheté intervarikozus
axon szakaszok és kidoblosodd varikozitasaik hosszan kovethetdek voltak a terminalis

neuropilben (16A, B abradk). A neuropil régid6 nagyméretii granularis vezikulakat
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tartalmazo jelolt axonprofiljai jeloletlen axonprofilokkal szoros, de membranspecializacid
mentes kapcsolatokat alakitottak ki. A belsd (internalis) neuropil 5-HT-IR innervacidja
nem mutatott eltérd képet a terminalis neuropilhez képest. A jelolt rostok jeldletlen elemek
kozelében helyezkedtek el, egyes esetekben a nagyméretii 5-HT-IR varikozitasok kozeli,
de nem specifikus membran kapcsolatban alltak a jeldletlen profilokkal (16C abra).

A Helix PC sejtes réteg 5-HTerg innervacidja és az egyes sejtkozotti kapcsolatok
sematikus Osszefoglaldsa a 17. abran lathat6. A PC teriiletére 1épve az 5-HTerg rostok
elagazodnak és innervaljak az egyes globulus sejteket mind perikaryonalis, mind axonalis
szinten. Az erdteljes és egész PC teriiletére kiterjedd 5-HTerg innervacio, mely egy tobb
szinten megvalosulo szabalyozasi rendszert alkot, végsd soron egy széleskorl, a szaglasi
informéciok feldolgozédsaban és igy a viselkedési valasz kialakitdsaban is meghatarozo

modulacios rendszert hoz 1étre.
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16. abra 5-HT-IR elemek és axo-axonikus kapcsolatok a PC neuropil régiéjaban. A, B: Jelolt
varikézus nyulvanyok (nyilak) a terminalis neuropilben kisméretii jeloletlen elemek kozé agyazva.
Kettds nyilak: intervarikozus axonszakaszok. C: Az internalis neuropilben egy nagyméreti jelolt
varikozitas (T) két posztszinaptikus axonprofillal (A1, A2) létesit kapcsolatot. Betét: Nagyobb
nagyitasu kép a C abran bekeretezett axo-axonikus kapcsolatrol. Nyilak egy szoros, de nem
specializalt membran kapcsolat jeleznek. m - mitokondrium. Aranyméretek: A, B: 1 um, C: 1 pm,

betét: 0,5 um
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17. abra A Helix PC sejtes réteg 5-HT-IR innervacios rendszerének sematikus abrazolasa. Az
extrinsic 5-HTerg rostok (fehér nyilak) belépnek a PC sejtes rétegébe, ahol az egyes PC neuronokat
mind perikaryonalis, mind axonalis szinten innervaljak. A B és az NB neuronok k6z6tt nem tettiink
kiilonbséget. A

crer

4.3. Fesziiltségfiiggé K'-csatorniak immunhisztokémiai azonositisa és eloszlasa Helix
kozponti idegrendszerében

Immunhisztokémiai vizsgalataink soran a harom, eredményesen reagald ioncsatorna
(K\2.1, K,3.4 és K\4.3) esetében az immunreaktiv neuronok altalanos el6fordulasat
figyeltik meg a Helix KIR-ben, mind a jel6lt neuroncsoportok jelenléte, mind az
idegdiicok neuropiljének innervacidja tekintetében, tovabba egyes esetekben a KIR-hez
kozeli nem-neuronalis struktirakban is (18-22. abrak). Bar az immunpozitiv neuronok
elhelyezkedésében ¢€s szamaban az egyes ganglionokban kisebb eltérések voltak,
altalanossagban elmondhatd, hogy az egyes ioncsatornakat kifejezé neuronok eloszlasanak

mintazata nagyon hasonlé képet mutatott (23. abra).
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4.3.1. K,2.1 immunreaktiv elemek eloszlasa

Ky2.1-IR neuronok voltak megfigyelhetk a pofa és a cercbralis ganglionokban,
valamint a garat alatti gangliongyiiriiben is (23. abra). A pofa ganglion rostro-dorzalis
felszinének kozépsé részén a jelolt neuronok egy nagyobb csoportja helyezkedett el,
atlagos atmérdjiik 15 pm volt (18A, B abra). Nagyszamu K,2.1-IR globulus sejt fordult el6
a cerebralis ganglionban a PC teriiletén (18C, D &bra). Nagy nagyitasnal egyértelmii volt,
hogy az erés immunreakci6 féleg az 5-8 pm atmérdji globulus sejtek citoplazmajanak egy
elhelyezkedd nagyobb méreti (12-15 pm) neuronok, melyek jellegzetes Nay,l1.9
immunpozitivitast is mutattak (Pirger és mtsai.,, 2013), nem mutattak K,2.1
immunreaktivitast. A metacerebrum lateralis részén lathatd volt egy jeldlt axonkdteg, mely
szamos varikdzus rostra elagazodva a cerebralis ganglion pedalis lebenyét innervalta (18C
abra). Ezeknek a rostkotegeknek az eredete a lateralis metacerebrumban jelen 1évo,
kisméreti (15-20 pm) jelolt sejtekbdl 4ll6 neuroncsoport volt (18E d&bra). A
mezocerebrumban gyengébb intenzitasu, K,2.1-IR sejtek csoportja helyezkedett el (18F
abra). Camera lucida segitségével kozelebbi képet kaptunk a K,2.1-IR elemek
megjelenésér6l a cerebralis ganglionban (19. abra). Egy elészor két agbol allo vastag
axonkdteg a mezo- és metacerebrum neuropiljében futott, majd a két procerebralis lebenyt
Osszekoté kommisszira felé haladt (19A é4bra). A globulus sejtréteg jelolt és jeldletlen
neuronjainak egyiittesében (19B abra) nagy feloldast képeken a jeldletlen perikaryonok €s
a K,2.1-IR varikozitasok egymashoz valo viszonyat is pontositottuk (19C abra). Nagyobb
nagyitasban a PC sejtes rétegében a jeloletlen neuronok kozott a kis immunpozitiv
varikozitasok eloszlasa is jol nyomon kovethetd volt (19C abra). A garatalatti
gangliongylirQi valamennyi (pleuralis, parietalis, pedalis, visceralis) ganglionja tartalmazott
K\2.1-IR sejtcsoportokat (23. abra). A jelolt neuronokban az immunreaktivitas sok esetben
csak a citoplazma egy kis részében koncentralédott (18G, H ébra). A parietalis
ganglionban az immunreaktiv neuronok két elkiiloniilé csoportot alkottak. Mig az egyik
kisebb méretii (15-20 um) a pallialis ideggyokér kdzelében elhelyezkedd neuronokbol allt
(18G abra), addig a masik csoport kézepes méreti (40-50 um) neuronokat tartalmazott,
melyek a pleurdlis ganglion kozelében helyezkedtek el. A pedalis ganglion K,2.1-IR
neuronjai, négy csoportot alkottak, ezek az anterior, laterdlis és medialis lebenyben

helyezkedtek el, és mindegyik 25-30 jeldlt neuront tartalmazott (18H, 23. abra).
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18. abra K 2.1 immunreaktiv (K 2.1-IR) elemek 16 pm-es kriosztat metszetekben a Helix
KIR-ben. A, B: K 2.1-IR neuronok (nyilak) a jobb pofa ganglion dorzilis felszinének rostro-

medialis részén. C: Jelolt neuroncsoport (fehér nyil) a PC globulus sejtrétegében. Szaggatott vonal
jelzi a PC és a meta(poszt)cerebralis neuropil régiok hatarat. Kis jelolt axonkotegek (fekete
nyilhegyek) és varikozus arborizacidjuk (fekete nyilak) a metacerebrum lateralis részén (pedalis
lebeny). D: Immunpozitiv globulus sejtek (fehér nyilak) a PC-ben. Betét: Jol lathato, hogy az
immunreaktivitds a citoplazma vékony savjaba koncentralodik (kettds nyil). E: Immunjeldlt
neuronok (fehér nyilak) és varikozus axonjaik (fekete nyilak) a lateralis metacerebrumban. F:
K,2.1-IR sejtek csoportja (fehér nyil) a mezocerebrumban. G: Kisebb (kettés nyil) és nagyobb

(fehér nyilak) meretli K 2.1-IR neuronok a jobb parietalis ganglionban. A fekete nyilak egy erésen

immunreaktiv rostkoteg vetiilését jelolik az egyik jobb pallidlis ideg iranyaba. H: Jeldlt neuronok
csoportjai (fehér nyilak) a jobb pedalis ganglion kommisszuralis lebenyében. Az immunreaktivitas
nem egyenletesen oszlik el, hanem csak a citoplazma egy részében van jelen. gc: globulus sejtek
rétege, np: neuropil, mc: mezocerebrum, pcm: pedalis kommisszara, rPa: jobb parietalis ganglion,
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rPl: jobb pedalis ganglion Aranyméretek: A, B: 20 um C:70 um, D:30 um, betét: 10 um, E-H: 40
pum

19. 4bra Camera lucida rajz K 2.1-IR elemekrdl a cerebralis ganglionban illetve a PC-ben. A:
K,2.1-IR neuronok (fekete pontok) kozelében axon nyulvanyok (fekete nyilak) €s axon kdtegek

(nagy fehér nyilak) futnak. Ures kordk: jeldletlen sejtek. A szaggatott vonal (a B abran is) a sejtes
réteg és neuropil hatarat jelzi. PC: procerebrum, MtC: metacerebrum, MeC: mezocerebrum, cpdc:
cerebro-pedalis konnektivum, cplc: cerebro-pleuralis konnektivum. B, C: PC részletek nagyobb
nagyitasban, melyekben jelolt (fekete pontok) és jeldletlen (iires korok) globulus sejtek lathatok a B
abran, mig a C 4bran a jelletlen sejttestek (iires korok) és a K 2.1-IR varikozitasok (kis fekete

pontok) viszonyat abrazoljuk. Aranyméretek: A: 100 um, B: 500 pm, C: 25 pm

4.3.2. K,3.4 immunreaktiv elemek eloszlasa

Helix KIR-ben szamos helyen azonositottunk K,3.4-IR neuronokat (23. abra). A pofa
ganglion ventro-medialis részén kozepes méretii (50-60 pm) neuronok mutattak
immunreaktivitast (20A abra). A jel6lt neuronok vastag axonjai a neuropilbe vetiiltek, ott
tobbszordsen elagaztak (20B abra), végiil beléptek a bukkalis kommissziraba (20A abra).
A neuropilben tovabbi jelolt varikozus nytlvanyok futottak, melyek szorosan a K,3.4-IR
neuronok vastag immunpozitiv axonjai mellett, vagy felettiik, juxtaglomerularis helyzetben
helyezkedtek el (20B, C abra). A pofa ganglion medialis és lateralis régidiban kisméretii

(10-15 um) immunpozitiv sejtek csoportjait is megfigyeltilk, melyek a ganglion teljes
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vastagsagaban a dorzalistol a ventralis felszinig kovethetok voltak (20B abra). Nagyobb
nagyitasu immerzio olajos vizsgalatok soran jol lathatova valt, hogy mind a kdzepes, mind
a kisebb méretli jelolt neuronok citoplazmaja pont-szerli precipitdtumokat tartalmaztak,

melyek f6leg a sejtek periféridjan, a membran kozelében helyezkedtek el (20D, E abra).

20. dbra K 3.4-IR elemek a Helix KIR-ben. A: A pofa ganglionok dorzilis felszinének ventro-

medialis részén kozepes méretii (50-60 pum) Kv3.4-IR neuronok (csillagok) lathatok. Vastag
elagazo axonjaik (szaggatott kor) behalozzak a neuropilt (np), majd a kommisszaraba (bc) 1épnek
(nyil). B: Egy kovetkezd sorozatmetszeten varikdozus axonok (szaggatott kor) helyezkednek el jelolt
neuronok (csillagok) neuritjai mentén. Nyilak - kisméretti (10 um) immunpozitiv neuronok. C:
Nagyobb nagyitasu részlet a B abrabol. Varikozus axonok (nyilak) juxtaglomerularis kapcsolata a
vastag neuritokkal. Betét: Jelolt varikozitasok (nyilak) nagy (immerzids) nagyitasu képe. D, E:
K 3.4 immunreaktivitds intracellularis lokalizacidja a pofa ganglion kozepes (D) és kis (E) méreti
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neuronjaiban. Nyilak - szemcsés reakcidtermék. F: A posztcerebrum pedalis lebenyében jelen 1év6
jelolt neuroncsoportbol (nyilak) axonok (hossza nyilak) futnak a pedalis konnektivumba (cplc).
Kettds nyilak - tovabbi immunreaktiv neuronok a pedalis lebenyben. G: Kisméretii jelolt neuronok
csoportja (nyilak) a PC-ben. H: Jelslt sejtek nagyobb csoportja (szaggatott kor) a jobb pedalis
ganglion cerebralis lebenyében. Varikozus axonok a neuropilben (nyilak). Aranyméretek: A: 80
um, B: 40 um, C: 6 pm, betét: 1,2 um, D: 7 um, E: 8 um, F: 40 um, G: 15 pm, H: 40 pum

A pofa ganglionban, de a teljes KIR-ben is, K,3.4 immunreaktivitast egyetlen
oriasneuron, a B2 sejt mutatott (22A, 23. abrak), mely a nyalmirigy szabalyozasaban tolt
be fontos szerepet (Altrup és mtsai., 1982). A PC-ben kisszamu (10-15) kisméretii (5-8
um) jelolt neuronokat azonositottunk a sejtes réteg €s a termindlis neuropil hatdra mentén
(20G 4abra), mig a cerebralis ganglion egyéb anatomiailag kiilonalld régioi koziil, a
metacerebrumban voltak jelen nagyobb szamban (25-40) 20-30 um méretli immunpozitiv
neuronok (20 F, 23. abrak). A pedalis lebenyben megfigyelheté K,3.4-IR neuronok
nyulvanyai a cerebro-pedalis konnektivumba vetiiltek (20F &bra). A garatalatti
gangliongyliri valamennyi ganglionjdban tovéabbi kisebb jeldlt neuroncsoportokat
figyelhettiink meg (22. é&bra), koztiikk a pedélis ganglion cerebro-pedalis lebenyében egy
szamos (30-40) jelolt sejtbdl allo immunpozitiv neuroncsoportot sikeriilt azonositanunk

crer

haloéztak be (1. pl. 20H é&bra).

4.3.3. K\4.3 immunreaktiv elemek eloszlasa

K\4.3 immunreaktiv neuronok a visceralis ganglion kivételével a teljes KIR-ben
eléfordultak (21, 23. abrak). Nem csak immunpozitiv sejteket, hanem a neuropil régiokban
szamos jelolt rostot is megfigyeltiink, tovabba nem-neuronalis szdvetekben is
azonositottunk K,4.3-IR elemeket, melyek a ganglionok kozelében, elsésorban a
kotszoveti burokba koncentralodtak. A pofa ganglionban mintegy 30-40 sejtet tartalmazo
jelolt neuroncsoportot azonositottunk, melynek tagjai a dorzélis felszintdl a ventralisig a
ganglion teljes mélységében jelen voltak (21A abra). Emellett a B2 oriasneuron is
immunreaktivnak bizonyult (22B, 23. abrak). A PC-ben a viszonylag kisszamu
immunpozitiv globulus sejt egy része a sejtes rétegben elszortan, egy része pedig a sejtes
réteg és a medullaris (terminalis) neuropil hataran helyezkedett el (21B abra), melyek a
citoplazmajukban er0s immunreaktivitdst mutattak. A sejtes rétegben szeptum-szeriien fut6

jelolt axon kotegek gazdagon eldgaztak a neuronok kozott, ezek egy része a PC lateralis
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felszinén elhelyezkedd neuronokbdl eredt (21C, D ébra). A terminalis neuropilben
megfigyelt festddés homogén, ugyanakkor viszonylag gyenge intenzitasii volt, mely éles
ellentétben allt az internélis neuropil régioban megfigyelt erdteljes reakcidoval (21C, D
abra). A garatalatti gangliongytrii szamos K,4.3-IR sejtcsoportot tartalmazott, melyek
els6sorban a pedalis és pleurdlis ganglionokban helyezkedtek el (21E, F abra). Erds
immunreakciét mutatott az a neuroncsoport, melyek a pedalis ganglion caudo-medialis
lebenyében 25-30 um nagysagu jelolt sejteket tartalmazott (21E &bra). Immunpozitiv
neuritjiik hosszan kdvethetd volt a neuropil régidoban és ott gyakran tobbszordsen elagazott.
A pleuralis ganglionban két, nagyszamt mintegy 50-60 25 um atméréji sejtbol allo K,4.3-
IR neuroncsoport helyezkedett el a neuropil régiot koriilvéve, (21F abra). A jobb parietalis
ganglionbol kilépd K,4.3-IR varikdzus rostok egy része parhuzamosan futott tovabb a
pallidlis ideggyokérben a periféria felé, mig masik résziik a jeloletlen neuronok sejttestjeit
vették korbe a pallidlis ideg kezdeti szakaszan (21G abra). Eltéréen a tobbi vizsgalt
ioncsatornatol, a visceralis ganglionban K4.3-IR sejteket nem sikeriilt azonositanunk (23.
abra). Egyediil a K\4.3 csatorna immunhisztokémiai vizualizaldsa soran tapasztaltuk, hogy
a KIR-t kérbevevd kotdszoveti tok szdmos eldgazd immunpozitiv rostot tartalmazott (21A
abra). Periférids szinten a garat alatti gangliongyliri mellett futd aorta keresztmetszeti
képén jol lathatd volt, hogy az aortafalat jelolt varikozus rostok siirin behaloztak (21H
abra).

Elektronmikroszkopos vizsgalataink soran a K,4.3-IR elemek ultrastruktiralis
lokalizaciojardl kozelebbi képet kivantunk kapni két felépitésében €s élettani folyamatok
szabalyozasaban is eltéré szerepet jatszo kozponti idegrendszeri struktiraban, a PC-ben
(szaglas) és a pedalis ganglionban (mozgas, szaporodas). A jelolt elemek a PC-ben
els6sorban kis atmérdjii, néhany granularis vezikulat tartalmazo varikozitasok voltak (24A,
B abra), mig a pedalis ganglionban nagy (3-4 um) atmérdji axonprofilok voltak
megfigyelhetok, melyek szdmos granularis vezikulat tartalmaztak (24C abra). A granularis
vezikulak mindkét jelolt profilban 80-100 nm nagysaguak voltak (24. ébra). Az
immunreakcio erdssége eltérd volt, egyes esetekben az axonprofilok erdsen elektron denz
precipitatummal voltak befedve (24A, B abra), mig mas esetben részben az axoplazmaban,
részben pedig az axon membran, illetve a granularis vezikuldk felszine mentén finom
jelolédeés volt megfigyelhetd, mely az egész axonprofilnak fokozott elektron denzitast
kolcsonzott (24C  abra). A jeloletlen axonprofilok, varikozitasok egyértelmiien

megkiilonboztethetdek voltak az elektron denzitas alapjan (24D &bra).
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21. abra K 4.3-IR elemek Helix KIR-ben és a periférian. A: K ,4.3-IR neuronok csoportja

(szaggatott kor) a jobb pofa ganglion lateralis felszinén. A ganglion koriili kot6szovetben szamos
jeldlt rost fut (nyilak). B: Jelolt neuronok (nyilak) a sejtes réteg és a neuropil hataran a PC-ben. C:
KV4.3-IR axon elagazodasok (nyilak) a globulus sejtek rétegében (gc). Az axonok egy része a

globulus sejtekbdl ered (kettds nyilak). Az eltérd intenzitasu fest6dés alapjan a terminalis neuropil
(np) és az internalis (in) neuropil jol elkiilonithetd. HRP-DAB reakci6. D: Nagyobb nagyitasu kép
a KV4.3-IR axon elagazodasokrol (nyilak). Ketts nyilak: jelolt sejtek csoportja, hosszi nyil:
maganyos jelolt neuron a terminalis neuropil (np) kozelében. E: K,4.3-IR neuronok (kettos nyilak)
a pedalis ganglion caudo-medialis lebenyében, amelyek axonjai (nyil) a neuropil (np) régioba
vetiilnek. F: Immunpozitiv neuronok csoportjai (nyilak) veszik korbe a jobb pleurdlis ganglion
neuropiljét (np). G: Finom varikdzus rostok (nyilak) halozzak be a pallidlis ideg eredésének
felszinén elhelyezkedd jelbletlen neuronokat (csillagok). Kettés nyilhegyek - jel6lt axonok az

50



idegben parhuzamosan. H: Az aorta keresztmetszete a SOG kozelében. Szamos elagazo varikozus
rost fut az aorta falaban (nyilak). lu- lumen. Aranyméretek: A: 18 um, B: 18 um, C, D, E: 35 um,

F: 30 um, G: 30 um, H: 30 um

22. abra Helix pofa (bukkalis) ganglionjaban a K,3.4-IR (A, TRITC) illetve K\4.3-IR (B,
FITC) B2 oriasneuron (csillag) jol azonosithato volt. A képeken lathato tovabbi kisméretii
immunreaktiv sejtek (nyilak) a 20B és a 21A abrakon mutatott neuron egyiittesek folytatasa.

Aranyméretek: A, B: 40 pm
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Cerebral

+
23. abra A harom fesziiltségfiiggé K -csatornat (K 2.1, K 3.4 KV4.3) tartalmazo neuronok (fekete

jelek) eloszlasa Helix KIR-ben. Az egyszeriiség kedvéért valamennyi jelolt elemet a dorzalis felszinen
abrazoltuk. Az eredmények leirasanal részletezziik pontos lokalizaciojukat. Bekarikdzva azok a
neuronok (K 2.1 — globulus sejtek, K 3.4 — B2 éridsneuron, K 4.3 — pedalis ganglion caudo-medialis
neuronjai), amelyeken az elektrofiziologiai vizsgalatokat végeztiik. Idegek: 1 nyelées6; 2 nyal; 3, 4, 6
garat; 5 cerebro-bukkalis konnektivum; 7 bukkalis kommisszura; 8 cerebro-pleuralis konnektivum; 9
cerebro-pedalis konnektivum; 10 kiils6é ajak; 11 k6zéps6 ajak; 12 belsé ajak; 13 optikus; 14 szaglo; 15
bels6 peritentakularis; 16: cerebralis kommissziara 17 bal parietalis; 18 analis; 19 intesztinalis; 20 jobb
pallialis; 21 bér; 22 pedalis; 23 anterior pedalis kommisszira.

A jeldlt sejtek szdma az egyes immunfestéseket kovetden a kovetkezd volt. K 2.1-IR neuronok a
cerebralis ganglionban (procerebrummal egyiitt): 260, bukkalis ganglion: 80, garat alatti ganglion gytirii
(SOG, pedalis ganglionnal egyiitt): 300. K 3.4-IR neuronok a cerebralis ganglionban: 120, bukkalis

ganglionban: 60, SOG: 240. K 4.3-IR neuronok a cerebralis ganglionban: 320, bukkalis ganglionban:
80, SOG: 300.
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24. abra K\4.3-IR varikozitasok ultrastruktiraja a PC-ben (A, B) és a pedalis ganglionban
(C, D). A, B: Szamos nagy (80-100 nm) elektron denz granulumot (nyilak) tartalmaznak a K,4.3-
IR varikozitasok (T). T1 — jeloletlen axonprofil, mely a jelolt elemekben megfigyelteknél kisebb
méretli granularis vezikulakat tartalmaz. A: jeloletlen axonok. C: Nagy méretii jelolt varikozitas (T)
a pedalis ganglionban, mely nagy mennyiségli granularis vezikulat tartalmaz. D - Jeldletlen
axonprofil eltéré elektron denzitast granulumokkal, melyek mérete (120-160 nm) és alakja teljesen
eltér a C abran lathat6 jelolt profilban jelen 1évokétdl. m -mitokondrium. Aranyméretek: A, B: 0,5

um, C, D: 0,25 um
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4.4. Az ioncsatornak azonositasa Western blot modszerrel

Western blot kisérleteket végeztiink annak érdekében, hogy meggy6zddjlink az egyes
ioncsatorna antitestek specifitasarol Helix kozponti idegrendszerében, és igy az
immunhisztokémiai festések sordn kapott eredményeinket egyértelmiien meg tudjuk
erdsiteni.

A K,2.1, K\3.4 csatorndk analizise soran a PC, a teljes KIR, illetve a K,4.3 csatorna
esetében a kotdszoveti burokbol készitett homogenizatumok elektroforetikus elvalasztasat
és membranra blottolasat kovetden vizsgaltuk az egyes ioncsatorndk jelenlétét (25. abra).
A specifikus, K,2.1-IR sav a teljes kozponti idegrendszerben ¢és a kiilon vizsgalt PC-ben is
110 kDa tartoméanyban jelent meg. K,3.4 ioncsatorna esetében bar szamos masodlagos sav
is megjelent el6hivas soran, mind a teljes KIR-ben, mind a PC-ben megjelent a specifikus,
240 kDa sav. Bar a PC-ben ez jelentdsen halvanyabb reakciot adott, mint a KIR-ben, jol
korrelalt azokkal az immunhisztokémiai eredményekkel, melyek soran kovetkezetesen
kisszaml immunpozitiv sejtet sikeriilt azonositanunk a globulus sejtek rétegében. K,4.3
antitest vizsgalata sordn, mivel eldz6leg immunhisztokémiai festések soran azt
tapasztaltuk, hogy a KIR-t korbevevé kotészoveti burok is jelentds mennyiségl
immunpozitiv rostot tartalmaz, nem csak a szaglokozpontot, hanem a KIR-t kdrbevevd
kotdszoveti burkot is vizsgaltuk. Minden esetben sikeriilt azonositani a specifikus
immunreaktiv sdvot, amely a 73 kDa mérettartomanyba esett. Mindharom csatorna
vizsgalata soran nem csak negativ kontrollal (primer antitest elhagyasa), hanem

preabszorpcids fehérjék hasznalataval is meggydzddtiink a jeldlések specifitasrol.
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25. abra K 2.1, K 3.4 és K 4.3 csatornik azonitiasa Western blottal. 1, 2 oszlop: K 2.1-IR
savok a KIR-ben és a PC-ben. Nyil: jelolodés a vart molekulastly (110 kDa) helyén. 3,4 oszlop:
K,2.1 antitest preabszorpcids blokkoldsa utan jelolés nem figyelhetd meg. 5, 6 oszlop: K 3.4-IR
savok a KIR-ben és a PC-ben. Fekete nyil: jelolédés a vart molekulastly (240 kDa) helyén a KIR-
ben. A gyengébben jel618dott sav (dupla nyil) a PC-ben jol korreldl az IHC eredményekkel, ahol
kevesebb immunpozitiv sejtet sikeriilt azonositanunk. 7, 8 oszlop: K 3.4 antitest preabszorpcios
blokkolasat kovetéen az 5. oszlopban jel6lt specifikus sav hianyzik. 9-14 oszlop: K43 antitest

vizsgalatok. 9, 10 oszlop: KIR ¢és a kotdszoveti burok (CT). 11, 12: KIR és PC. Nyilak: jelolés a
vart molekularis suly, 73 kDa értéken mind a KIR (CNS), a CT-ben és a PC-ben is. Dupla nyilak:
masodlagos savok. 13, 14 oszlop: preabszorpcios kontroll kisérletek utan csak a masodlagos savok
megmaradtak meg (piros nyilak). 1-10 oszlop: kemilumineszcens hivasok: 11-14 oszlop: HRP-
DAB reakcio.

55



4.5. K*-csatornak elektrofiziolégiai jellemzése Helix kézponti neuronjaiban

A K,3.4 immunreaktivitist mutatd pofa (bukkalis) ganglion B2 neuronjanak
membranpotencialja (MP) -100 mV-os, 200 ms idejii el6-hiperpolarizacidt kovetden -
50mV értéket ért el, mely tipikusan a gyors, A-tipusi K'-dramra jellemzd (26A 4bra). Az
dram inaktivalodott 5 mM TEA hozzdadasa utdn, amely a bemend Na'- és a kés6i
egyeniranyitod Ca**-aktivalta K'-aramokat is blokkolta (26A abra). Az aramgoérbén az
Osszes aram egylitt 1athatd, azonban a -100 mV értékre bedllitott el6hiperpolarizacié nélkiil
abrazoltuk 6ket. Az A-aram kinetikai jellegzetességei nem tértek el a gerincesekben és
gerinctelenekben ismerttél: a tranziens aram a maximumat gyorsan elérte az adott
depolarizalo fesziiltségen, majd exponencidlisan tért vissza a nyugalmi dramszintre (Rudy,
1988). Az A-tipusu aramot hatasosan tudtuk blokkolni 4-AP, TEA és BDS-ll-vel, mely
utobbi  specifikus K,3.4 csatornablokkol6 (26B abra). BDS-II kimosasa utin a
membranpotencial hamar visszadllt a nyugalmi értékre (26A, 27A’° abrak). A késoi
egyenirdnyitd 4ramokat 20 mM TEA hozzdadésaval blokkoltuk, mig kisebb
koncentracioban alkalmazott (4 mM) 4-AP nem eredményezett jelentés valtozast (26.
abra). A TEA-val tortént blokkolas koncentraciofiiggd és reverzibilis volt.

Hasonldé protokollok alkalmazdsa sordn a pedalis ganglion caudo-medialis
lebenyében meglehetésen mas tipusu tranziens K*-aramokat vezettiink el az elézdleg K4.3
immunreaktivitdst mutatdé neuronokban (27B abra). Ez az A-tipusi aram kisebb
amplitddoju és lassabb kinetikdju volt, ugyanakkor a fesziiltségfiiggése nagyon hasonlitott
a gyors tranziens A-aramnal tapasztalthoz (27B’ abra). Ez az aram is blokkolhat6 volt 4-
AP-nel, azonban TEA-ra kevésbé volt érzékeny. A lassii A-tipust tranziens aram, amelyet
a pedalis ganglion neuronjaiban regisztraltunk hasonlitott Aplysia neuronjaiban mért egyes
aramokra (Furukawa és mtsai., 1992), azonban ott ezt a csatornat nem azonositottak
immunhisztokémiai modszerekkel.

Elektrofiziologiai vizsgalataink soran mind voltage-clamp (fesziiltség-zar) (27C, C’
4bra), mind patch-clamp (folt-zar) (28. d4bra) modban sikeresen regisztraltunk K*-aramokat
a PC globulus sejtjeib6l. Voltage-clamp elvezetések soran részben azon sejtek K*-aramait
vizsgaltuk, melyek el6z6leg immunhisztokémiai festések soran K,2.1 illetve K,4.3
immunreaktivitdst mutattak (18D, 21B abra), mivel elézdleg patch-clamp vizsgalataink
soran ezekben késéi egyeniranyitd aramkomponenst regisztraltunk (28A ébra). Patch-
clamp vizsgalataink soran relative alacsony (-80 mV) holding potencial (HP) mellett, Na*-

mentes oldatban (NMDG-vel helyettesitve) a kifelé iranyuld K'-aramokat depolarizald
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négysz0g impulzusokkal generaltuk (28. abra) A kifelé iranyuldo aramok -80 mV HP
értéknél -30 mV értéken aktivalodtak. Az aktivacid mértéke fesziiltség fiiggd volt, a
csucsaramot +30 mV-nal, 5-7 ms alatt érte el a depolarizacios 1épéseket kdvetden. A
depolarizaldo négyszog impulzusokkal kivaltott aram stabil volt (mintegy 100 ms-ig) €s
csak kismértékben inaktivalodott. A neuronok egy részében lasst, A-tipusti K'-aramot
rogzitettiink, de késdi egyenirdnyité dramkomponenst is megfigyeltiink (28A abra). Ez
utobbi  aramkomponens jelent6sen lecsokkent, amikor -60 mV-os HP mellett
intracellularisan 50 mM TEA-t adtunk hozza (27C é&bra). Az 1-V gorbe a kés6i (150 ms)
aramok és a tranziens kimend aramok csucsértékének vizsgalata alapjan azt mutatja, hogy
a korai aramok inkabb a negativ értékek, mig a késoi &ramok magasabb fesziiltség értékek
kozelében aktivalodtak (28D, E abra). Az aram-fesziiltség karakterisztika alapjan
elmondhato, hogy a PC neuronokban regisztralt aramok -60 mV HP értékrdl indulva -20
mV értéken mar aktivalodtak, amely értéken az A-tipusu aramok teljesen inaktivak. A
K,2.1 csatornat expresszald neuronokban regisztralt K*-aram (27C abra) nagyon hasonld

ahhoz, amit gerincesek K,2.1-IR neuronjaiban is azonositottak (Kristen és mtsai., 2010).
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26. abra B2 neuron tranziens aramanak blokkolasa. A blokkolast 10 ! M BDS-II, 20 mM TEA
(A) és 4 mM 4-AP (B) koncentracidji oldatokkal végeztiik. A blokkolokat az 6todik epizodban a
nyilakkal jelzett idopontokban adtuk és a kimosast a 33-ik epizodban kezdtilk meg. Az 6todik
epizodban hozzaadott 4-AP kimosasa a 22-ik epizodban kezd6dott. Mindkét esetben a kimosast
kovetben a normal aktivitas visszatérése majdnem teljes volt. Az eltelt id6 a 100 mV-0s
depolarizal6 1épés és a -60 mV-os holding potencial kozott 30 masodperc volt. A tesz impulzusokat

7
-100 mV el6-hiperpolarizacié elézte meg. A betétképek az aram regisztratumokat mutatjak 10
BDS Il és 4 mM 4-AP kezelés elott és utan.
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27. abra Helix kiilonb6zé neuronjaibél regisztral haromféle K+-aram (K 3.4, K 4.3, K 2.1)

jellemzéi. A: Gyors (A-tipusu) tranziens aram a pofa ganglion B2 6rias neuronjabol. Az aramokat
10 mV-os depolarizalo 1épcsdkkel valtottuk ki, -30 mV-t6l indulva +40 mV-os tartomanyban. A
membranpotencial elére beallitott értéke (HP) -50 mV volt, a depolarizacids impulzusokat 600 ms
idétartam és -30 mV - +40 mV tartomanyban. A depolarizacio kivaltasat egy 200 ms el6-
hiperpolarizaci6 (-100mV) el6zte meg. Az dramgorbek felett 16vo fesziiltség gorbéket a kisérletek
alatt folyamatosan rogzitettiik. A’: Aram-fesziiltség (I-V) gorbe hat neuron Gsszesitett
regisztratuma alapjan. A felsé gorbe fiziologias sooldatban rogzitett atlagos csucs amplitadokat
mutat, mig az alatta 1év6 azokat az eértekeket, melyeket a K 3.4 csatorna specifikus blokkoldja, a

BDS-II (107 M) alkalmazasat kovetden kaptuk. B: Lassu tranziens aram a pedalis ganglion
caudalis lebenyében elhelyezkedd neuronjaibol, melyet 10 mV-os depolarizacios 1épésekkel
valtottunk Ki (-60 mV-t6l indulva +10 mV ampitidé tartomanyokkal). A HP beallitott értéke -
60 mV volt. B’: Az I-V karakterisztika alapjan az aktivacio kiiszobérteke megegyezik a K 3.4
aramot expresszald neuronban rdgzitett értékkel. C: Késleltetett (delayed) aramok a PC
neuronjaiban amelyeket 10 mV-os depolarizacios 1épésekkel indukaltunk (0 mV - +60 mV
tartomanyban). A HP értéke - 60 mV volt. C’: |-V karakterisztika atlagolt értékek alapjan. A késéi
egyeniranyito aram -20 mV-on aktivalodott.
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28. abra Kifelé mené aramok a PC neuronokban. A: -80 holdingpotencial értékrél SmV-0s
1épésekkel +20 mV MP értékig haladva kifelé iranyulé nem inaktivalodod aramot is regisztraltunk.
B: Depolarizalo fesziiltséglépcsokkel -80 és +20 mV kozotti MP tartomanyban (5 mV-0S
1épésekben) a kimend 4aramok kozott tranziens €s nem-tranziens aram komponenseket is
regisztraltunk. C: A késdi, kifelé egyeniranyitdé K'-dram 50 mM TEA hozzdadasat kdveten
lecsokkent. D, E: Aram-fesziiltség (I-V gorbék) karakterisztikaja tranziens és kifelé egyeniranyitd
K*-aramok alapjan.
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5. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A szaglolebeny (procerebum, PC) az informacié feldolgozas egyik legmagasabb
szinten szervezodott idegi struktaraja nyeles szemi tiidos csigakban. Bar korabbrol szamos
adattal rendelkeziink az olfaktorikus szignalizacioban szerepet jatszo szinaptikus
kapcsolatokra, illetve egyes kémiai hirvivokre vonatkozdan (Chase, 2002, Gelperin 1999;
tovabba Kimura és mtsai., 1998a; Kasai és mtsai., 2006; Matsuo és Ito 2008; Ratté és
Chase, 2000; Matsuo és mtsai., 2010; Ierusalemsky és Balaban, 2010), a kép korantsem
teljes. Mindenekel6tt a kapcsolat rendszerek komplexitasat, az intercellularis kapcsolatok
nagyfeloldast elemzését, tovabba egyes transzmitter rendszerek pontos kémiai
neuroanatémidjat, és végiil az informacidatadas egyes membranfiziologiai és molekularis
aspektusait illetden vannak hidnyossdgok. Mindezek vizsgéilata a szaginformdcio
feldolgozasanak pontosabb értelmezése, illetve tovabbi elemzése szempontjabol is
elengedhetetlennek tlinik. Ezért jelen munkankban részletesen tanulmanyoztuk a PC sejtes
rétegének ultrastruktiralis szerkezetét, egyik meghataroz6 modulatoranak (Gelperin,
1999), az 5-HT-nak lokalizaciojat, az 5-HTerg innervacio fény- és elektronmikroszkopos
szintli szervezédését, tovabba azonositottunk fesziiltségfiiggd K -csatornakat és feltartuk
azok PC-n belili, illetve teljes KIR-beli eloszlasat. Vizsgalatainkat kiegészitettiik
elektrofiziologiai kisérletekkel, amelyek soran vizsgaltuk az 5-HT hatasat Limax PC
globulus sejtjeinek aktivitasara, tovabba jellemeztik egyes K'-csatorndk elektromos
tulajdonsagait a Helix globulus sejtekben illetve egyéb kozponti neuronok szintjén,

melyekben egyes K*-csatornak jelenlétét immunhisztokémiailag kimutattuk.

5.1. A procerebrum sejtes rétegének szinaptikus szervezédése

Vizsgalataink soran elsé célunk volt, hogy feltarjuk a nyeles szemii Gastropoda fajok
szaglasi ingereit feldolgozd kozponti apparatus intercellularis kapcsolatrendszereinek
egyes ultrastrukturalis jellegzetességeit. A két altalunk vizsgalt faj az éticsiga, Helix
pomatia és a meztelen csiga, Limax valentianus, szaglolebenyében a sejtes réteg teriiletén
jol meghatarozhato, lokalis neuropil teriileteket azonositottunk. Ezek a globulus sejtek
kozott jelenlévd lokalis neuropil régiok eltérd méretliek voltak. A lokalis neuropileket
alkoto axonalis elemek egy része mind axo-szomatikus, mind axo-axonikus kapcsolatokat

1étesitett és ezeket a kapcsolatokat gyakran kiillonb6zd szinaptikus konfiguraciok, mint a
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divergencia, illetve a preszinaptikus modulacio is jellemezték. Ezek a megfigyeléseink a
PC sejtes rétegében zajld lokalis szabalyozé illetve integrativ folyamatokra utalnak,
amelyek nagy valosziniiséggel a globulus sejtek miikddésének ¢€s igy a szaginformacid
feldolgozasanak finomhangolasaval (“fine tuning”) kapcsolatos eseményeket jeleznek.
Egyben felhivjak a figyelmet az olfaktorikus kdézpontban jelen 1évd és tobb szinten
(perikaryon — axo-szomatikus, lokalis neuropil — axo-axonikus, medullaris neuropil — axo-
axonikus) megvalosuld szinaptikus kapcsolatrendszerekre is. A sejtes réteg szinaptikus
szervezddésérdl egyediil Ratté és Chase (2000) kozolt egy részletesebb, a szoveti megorzés
szintjén is elfogadhatd tanulményt, mely szerint a sejtes réteg neuropil régidinak
szervezOdése megegyezik a medullaris neuropilével. A mi megfigyeléseink viszont azt
tamasztjak ald, hogy a PC sejtes rétegének neuropil régidi, kiilonds tekintettel a
perikaryonokhoz kapcsolodd szinaptikus elrendezddésekre, lokalis haldzatok elemeiként
fontos ¢és feltehetdleg kiilonallo szabalyozo egységeket alkotnak. Mind a Helix, mind a
Limax PC sejtes rétegében nagyszamban el6forduld axo-szomatikus kapcsolatok arra is
utalnak, hogy nem csak a terminalis és internalis neuropilek, hanem a sejtes réteg szintjén
megvalosuld szinaptikus modulacids folyamatok is fontos részei a tapogatod régiobol jovo
olfaktorikus informaciok feldolgozasanak. Ha figyelembe vessziik, hogy a PC bemenetet
kaphat a cerebralis ganglion régi6ibdl, illetve a pedalis ganglionbdl is (Hanstrom, 1925;
Ratté és Chase, 2000; Chase, 2002; Kobayashi és mtsai., 2010; Ierusalemsky és Balaban,
2010), akkor nyilvanvald, hogy az axo-szomatikus kapcsolatok (illetve maguk a lokalis
neuropilek is) nem tekinthetOk kizardlag intrinsic szabalyozasi folyamatok megvaldsulési
helyeinek, hanem egy résziiknél kiviilrél jové (extrinsic) elemek is szerepet kell hogy
jatsszanak. Szintén megfigyeltiik, hogy az axonprofilokkal kapcsolatban 1év6 perikaryonok
gyakran nagyméretli, lizoszOmakra emlékeztetd elektron denz granulumokat is
tartalmaztak. Erdekes modon a medullaris neuropilt alkoto axonprofilokban ilyen denz
struktarakat egy esetben nem tapasztaltunk. Ez indirekt mdodon arra utal, hogy a denz
granulumokat tartalmaz6 sejtek a PC sejtes rétegének intrinsic globulus sejtjei. Ezt
alatamasztja az is, hogy Ratté és Chase (2000) Helix PC sejtjeinek intracellularis jelolése
soran olyan axonprofilokat is azonositottak, melyek csak a sejtes rétegben 1évé globulus
sejtekkel szinaptizaltak.

Eredményeink alapjan lehetdség nyilik arra, hogy 0j megvilagitasba helyezziik a
nyeles szemil csigak szaglolebenyében az intrinsic és extrinsic innervacios rendszerek
szinaptikus szervezddését (10. abra) is, melynek segitségével az olfaktorikus informaciok

feldolgozasanak hatterében allo folyamatokrol is remélhetdleg pontosabb képet kaphatunk.
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Az intrinsic és extrinsic kapcsolatok végsé soron Osszefliggd szabalyozasi rendszere
feltehetden két szinten valdosul meg: axonalis szinten a neuropil régidoban és a PC sejtes
rétegében perikaryonalis szinten. Ez utobbi szinten olyan lokalis halozatok
kozremuikodésével, melyeken keresztiil a globulus sejtek aktivitasa, de akar metabolitikus
folyamataik is szabalyozodnak, és egyben a perikaryondlis és axonalis szabalyozo
konfiguraciok (divergencia, preszinaptikus modulacidé) azt jelzik, hogy a szaglasi
informaciok feldolgozasaban a lokalis neuropilek integrativ szerepet toltenck be. A
preszinaptikus modulécios folyamatokra utald konfiguraciok pedig a tanulédsi folyamatok
egyszeribb formainak strukturalis megfelel6i. Axonalis szinten a preszinaptikus modulécioé
mind intrinsic, mind extrinsic elemeket is tartalmazhat, ami a folyamatot még
komplexebbé teszi. Intracellularis jelolést kovetéen Helix PC-ben Ratté és Chase (2000)
szintén azonositottak szinaptikus divergenciat és konvergenciat bizonyitd kapcsolatokat. A
PC-ben megfigyelt intercelullaris kapcsolatok ,,vegyes” — szinaptikus és nem-szinaptikus —
megjelenési formai azt jelzik, hogy a lokalis szabalyozasi korok mind gyors, mind lassu,
modulatoros események részei. Ugyanakkor az a tény, hogy az aktiv exocitozist bizonyito
membran konfiguraciok rendszeresen szoros, 16-20 nm-es axo-axonikus vagy axo-
szomatikus kapcsolatok mentén voltak megfigyelhetok arra utal, hogy a modulatoros
eseményeknél egyértelmiien a gyorsabb és nem pedig a lassu, tavoli kontrol folyamatok

jatszanak szerepet.

5.2. A procerebrum szerotonerg innervacioja

Vizsgélataink sordn erds 5-HT immunreaktivitast figyeltink meg a PC sejtes
rétegében. Kimutattuk, hogy az 5-HT-IR varikozus rostok individualisan, kosarszeriien
vették korbe a globulus sejteket, és ez az innervacids elrendezés szinte a teljes sejtes
rétegre kiterjedt. Ez a megfigyelésiink az irodalomban az elsé morfoldgiai bizonyiték az 5-
HT pivotalis szerepének az olfaktorikus informaciok perikaryonalis  szintii
szabalyozasaban, egyben jol kapcsolédik kordbbi fiziologiai ¢és  biokémiai
megfigyelésekhez is (Gelperin és mtsai., 1993; Gelperin 1999; Kobayashi és mtsai., 2010).
A globulus sejtek perikaryonjainak szinte teljes korti 5-HT-IR innervacioja egyben arra is
utal, hogy az 5-HT nemcsak fontos modulatora a szaginformacido kozponti

feldolgozasanak, hanem azt egyidejiileg képes hatdsa alatt tartani és befolyasolni.
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Noha a Helix és Limax igen kozeli rokon Gastropoda fajok, megfigyeléseink szerint
az 5-HTerg rendszer mégis eltérd innervacidos mintdzatot mutat a két faj PC-jében.
Kobayashi és mtsai. (2010) a Limax PC teljes neuropil régidjaban Kiterjedt 5-HTerg
innervaciot mutatott ki. Vizsgalataink soran a jelolt elemek camera lucidaban tortént
kovetése soran nemcsak a PC neuropil innervacié metacerebralis eredetét és mintdzatat
tartuk fel, hanem az 5-HTerg rostok laza haldzatat a sejtes rétegben is kimutattuk. Ez
utobbi 1ényeges kiilonbség a Helix PC-vel szemben és megerdsiti azt, hogy a Helix PC
extenziv 5-HTerg innervacidja lehetdvé teszi a globulus sejtek aktivitdsanak akar
szinkronizalt finomhangolasat, amely a szaginformaciok feldolgozasaban és a kialakitando
viselkedési valasz Kialakitidsiaban is meghatirozé lehet. Osszehasonlitd jelleggel
megemlitjiikk, hogy a gerinctelenekben ubiquiter neuropeptidet, az FMRFamidot tartalmazo
rostok innervaciés mintazata szintén egyértelmii kiilonbséget mutat Helix és Limax PC-
ben. Mig Limax-ban a sejtes réteg nagyszamtt FMRFamid-IR neuront tartalmaz, melyek
projekcioi nemcsak a sejtes rétegbe, de a neuropilbe is vetiilnek (Kobayashi és mitsai.,
2010), addig Helix PC sejtes rétegében néhany FMRFamid-IR perikaryont leszamitva az
erdteljes FMRFamid innervéaciéo a neuropil régiokba koncentralodik (Elekes és Nassel,
1990). Elektrofiziologiai vizsgalataink soran Limax PC-ben kimutattuk, hogy a lokalisan
applikalt 5-HT EPSP-sorozatokat indukal mindenekel6tt a ritmikusan tiizeld B sejtekben.
Ez a perikaryonalis szintii hatas, tekintettel a Limax PC globulus sejtrétegének szegényes
neurotranszmitterként vagy modulatorként szerepel ezen a szinten, hanem hatasa
neurohumoralis eredet{i. Korabbi vizsgalatok soran igazoltak, hogy 5-HTerg neurotoxinnal
(5,7-dihidroxitriptamin) tortént kezelést kovetéen Limax-ban a szagmemoria hatékonysaga
csokkent (Shirahata és mtsai., 2006). Elektronmikroszkopos eredményeink egyértelmiien
alatamasztjak, hogy az 5-HT-IR (5-HTerg) elemek fontos komponensei a Helix PC
szinaptikus kapcsolatrendszereinek mind perikaryonalis, mind axonalis szinten. Az 5-HT-
IR axo-szomatikus illetve axo-axonikus kapcsolatok jellege mindenekel6tt az 5-HT
modulatoros szerepére utal.

Osszefoglaloan elmondhatjuk, hogy megfigyeléseinkkel a PC  olfaktorikus
informaciok feldolgozasdban betoltott szerepéhez eddig nem ismert adatokkal é&s
megfigyelésekkel jarultunk hozza, melyek soran a PC globulus sejtes rétegében egy
komplex lokalis kapcsolatrendszer jelenlétét mutattuk ki, illetve sikeresen azonositottunk
szinaptikus (gyors) és nem-szinaptikus (modulatoros) interakciokra utald axo-szomatikus

¢s axo-axonikus kapcsolatokat. Tovabba feltartuk a sejtes réteg €s a neuropil mezdk 5-
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HTerg innervaciés mintazatat, mely hozzajarul az 5-HT olfaktorikus informaciok

feldolgozasaban betdltott szerepének pontosabb értelmezéséhez.

5.3. Fesziiltségfiiggd K'-csatornak sejtszintii eloszlisa és funkcionalis jellemzéi a
Helix kozponti idegrendszerében

Régota koztudott, hogy a puhatestiick KIR-je szamos gerincesben is eléforduld
neuropeptidet tartalmaz, amelyek aminosav sorrendje gyakran atfedést mutat
gerincesekben leirt tipusokkal (Walker, 1986). Ez arra utal, hogy a kiilonféle hirvivék egy
része egy kozos Ost6l, egy olyan prekurzor molekulatol szarmazhatnak, melynek alapjan az
egyes neurotranszmitterek felépitésében megfigyelt hasonldosag magyarazhaté (Venter és
mtsai., 1988; Barreiro-Iglesias és mtsai., 2010). Ennek alapjan nem meglepd, hogy az
egyes szignalizacids utvonalak alkot6 elemei, mint pl. az ioncsatornak is olyan molekularis
felépitéssel rendelkeznek, melynek alapjan valamennyien egyértelmiien visszavezethetok
egy kozods 6sre. Ilyen Osi eredetiiek a fesziiltségfiiggd K -csatorndk is (Rudy, 1988; Lu és
mtsai., 2001; Yifrach, 2004), amelyek koziil immunhisztokémiai vizsgalataink soran
sikeresen azonositottunk harom kiilonbézé K'-csatorna csaladbol szarmazo csatornat a
Helix KIR-ben. Ezek a K,2.1, K,3.4, és a K\4.3 voltak. Western blot vizsgalatokkal K,2.1
csatorna esetében 110 kDa, mig K,4.3 csatornanal 73 kDa mérettartomanyban
azonositottunk specifikus savokat, melyek megegyeztek a gerincesekben taladlt csatornik
irodalmi adataival (Mohapatra és mtsai., 2008; Yang és mtsai., 2001). K,3.4 csatorna
esetében a vartnal kétszer akkora magassagban jelent meg a specifikus sav, mely azonban a
szekvencia specifikus kontroll peptid hasznalataval eltiint. Annak, hogy kétszeres sulynal
jelent meg a specifikus sav egyik lehetséges magyarazata az, hogy az antigén feltaras soran
nem voltak teljesen megfeleldek a redukalo koriilmények. Torpedo californica elektromos
szervében a nikotin tipust acetilkolin receptor mind monomer, mind dimer forméban
atjarhat6 volt kationok szamara, sét, egyes szerkezetbeli eltérésék (pl. az alegységek kozti
diszulfid hidak roncsolasa) sem vezetett a receptor aktivitasdnak megvaltozasdhoz (Anholt
¢és mtsai., 1980). Ebbdl és sajat eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy a dimerizécio,
mely alapesetben egy olyan homomultimer csatornanal kovetkezik be, mint egy
fesziiltségfiiggd K'-csatorna, inkabb szerkezeti, mintsem funkcionalis valtozasokat von
maga utan. Két eltérd kinetikaju/farmakolégiai tulajdonsagokkal rendelkezd K*-csatorna
egylittes expresszidja, mely heteromultimer csatorna felépitést eredményez, azt is okozza,

hogy az altaluk 1étrehozott iondramok jellegzetességei is megvaltoznak (Christie és mtsai.,
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1990), kovetkezésképpen a csatorna funkciondlis valtozasat okozza. Az a tény, hogy
voltage-clamp kisérleteink soran a BDS-ll-vel megfelelden lehetett blokkolni a K,3.4
csatorna altal 1étrehozott aramot, bizonyitja, hogy esetiinkben Helix KIR-ben egy miikodé
csatornardl van szé és megerdsiti azt, hogy a csatorna dimer formaja egy fajspecifikus
jellegzetesség, mely alapjaiban nem befolyasolja annak elektrofiziologiai tulajdonsagait.

A kiilonbdzd, altalunk vizsgalt K'-csatornak eltérd eloszlasa felveti, hogy a
kiilonbozo fesziiltségfiiggd K'-csatornakat tartalmazo neuroncsoportok egy-egy specifikus
szignalizacids folyamatban vesznek részt. Kiss és mtsai. (2012) harom Na'-csatorna
(Na,1.9, Na,1.8, és Nayl.7) eloszlasanak immunhisztokémiai vizsgalata soran hasonld
eredményeket kaptak: a kiilonféle csatornakat expresszald neuronok eltéré csoportokban
voltak jelen az egyes ganglionokban. Ez alatamasztja azt a feltételezésiinket, hogy a
kiilonb6z6 ioncsatorndk eltéré szabalyozasi folyamatokban toltenek be szerepet. A K\ 4.3
csatorna esetében a ganglionokat korbevevé kotészoveti tok és az aorta fala is varikozus
nyulvanyokba koncentralodé immunreaktivitast mutatott. Ezek a struktirak feltehetdleg
pedig igy a neuromuszkularis attevOdésben valosziniisithetd. Korabbi irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy a Helix KIR-t koriilvevé kotészoveti tok mind 5-HT, mind
FMRFamid immunreaktiv rostokat tartalmaz (Hernddi és mtsai., 1989; Elekes és Néssel
1990; Elekes 1991), tovabba, hogy az 5-HT-IR varikozitasok kozeli, de nem specializalt
kapcsolatban allnak az izomrostokkal (Elekes, 1991). Ezért a kotészoveti burokban akar
mindkét rosttipusban jelen lehet a K\ 4.3 csatorna és szerepet jatszhat neuromuszkularis
modulaciés folyamatokban. A K\4.3-IR rostok az aorta falat a lumentdl tavol haloztak be
(21H &bra) mely, az aorta ismert felépitése alapjan, szintén arra utal, hogy a jelolt
varikdzus rostok az aorta fal simaizom sejtjeit innervaljak. Az innervéacios elrendezédés
ezen formaja erésen hasonlit arra, ami a Helix-ben az elsédleges nyalmirigy vezetéknél
volt megfigyelhetd, ahol a vezeték faldban 1€v6 izomrostokat innervald rosthalozat nem a
lumen mentén huzo6do belsé epithelidlis sejtréteghez kapcsolddott, hanem a kiilsé
izomréteg mentén futott (Elekes, 2000; Kiss €s mtsai., 2003, 2010).

A harom vizsgalt K'-csatornat tartalmazé neuronok eloszlasa részleteiben ugyan
némileg eltérd, de mégis egységes képet alkotott a Helix KIR-ben (23. abra). A cerebralis
ganglionban a jel6lt neuronok csoportjai hasonld anatomiai régiokban helyezkedtek el,
dontd részben a metacerebrum egyes lebenyeiben illetve a PC-ben. A PC-ben a kisméretii

crer

immunreaktiv sejtcsoportok altalaban eltérd teriileteken jelentek meg, ¢és legtobb esetben
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kisszamu jeldlt neuron alkotta &ket. A K'-csatorndkat expresszalé globulus sejtcsoportok
eltérd lokalizacigja felveti, hogy a kisméretli, nem tiizel6, NB sejtek latszolag homogén
populacioja az oszcillacios tevékenység illetve altalanosabban az olfaktorikus informacid
feldolgozas soran eltéré (szabalyozd) szerepet tolt be. Azok a globulus sejtek, amelyek a
PC kiils6, marginalis felszinén helyezkednek el és méretben nagyobbak voltak (12-15 pm)
soha nem mutattak immunpozitivast. Ugyanakkor Kiss és mtsai. (2012) a PC neuronok
Na'-csatorna tartalmanak immunhisztokémiai elemzése soran Na,1.9 valamint Na,1.8
csatornak jelenlétét kimutattdk mind a kisebb, mind a nagyobb méretli neuronok egy
részében. Ez nyilvanvaldan azt jelenti, hogy a K- és Na'-csatorndkat, legalabbis részben a
globulus sejtek eltéré populacioi tartalmazzak. Feltételezhetd, hogy a globulus sejtek
mintegy 10%-at alkotd nagyobb méretl, tiizeld neuronok (B sejtek) (Chase 2002; Nikitin
és mtsai, 2005) az altalunk vizsgalt K'-csatornaktol eltéré tipusokat expresszalnak. Mig a
neuronokat jellemzik azok a K'- és Na'-csatorndk, melyekhez jelen vizsgalataink vagy
friss irodalmi adatok (Kiss és mtsai., 2012; Pirger és mtsai., 2013) kapcsolodnak.

Az akcids potencidl gyors repolarizacids szakaszdban és a tiizelési frekvencia
meghatarozasaban elsddlegesen olyan ioncsatorndk vesznek részt, melyeken keresztiil K*-
ionok aramlanak (Rudy, 1988). Ezért részletesen vizsgaltuk egyes, immunhisztokémiailag
is detektalt K*-csatorna elektrofizioldgiai (funkcionalis) sajatossagait a PC sejtek esetében.
Ilyen kifelé egyeniranyitd aram valosul meg a K, 2.1 ioncsatornan keresztiil, melyet szamos
globulus sejt expresszalt (18. dbra). Elektrofiziologiai kisérleteink soran azt is kimutattuk,
hogy a ritkan tiizel6 PC sejtek tranziens (K,2.1) és A-tipusu (K.\4.3) aramot is tartalmaznak
(27. abra). A K,4.3-1R sejtek kis szamban voltak csak jelen a PC-ben és a PC és a neuropil
régio hataran helyezkedtek el (21B, 23. abra). K\4.3-IR nyulvanyok mind a sejttestek
mellett, mind a terminalis és internalis neuropil régioban is futottak (21C, D abra), mely
arra utal, hogy ez a csatorna a szag ingerek feldolgozasanak integrativ modulécios
folyamataiban a PC minden szintjén fontos szerepet t6lt be. Ennek a csatornanak
fiziologiai szerepe elsGsorban a tiizelési frekvencia csokkentésében és a szinaptikus
transzmisszios hatékonysag modulalasaban van (Rogawski, 1985). Ugyanakkor a PC
neuronok teljes kimend aramaban nem csak az altalunk azonositott K*-aramok, hanem
tovabbi Ca?*-aktivalt K*-aramok is szerepet jatszanak (Pirger és mtsai., 2013).

A taplalkozasi folyamatok szabédlyozasdnak kozpontjdban, a pofa (bukkalis)
ganglionban (Chase, 2002) kisebb és nagyobb immunreaktiv K'-csatorna tartalmi

sejtcsoportokat figyeltiink meg. A jeldlt sejtek mérete 15-20 um vagy 30-40 pum volt, és
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egy résziik a caudalis régioban, kozel a garat és nyalmirigy ideg eredetéhez helyezkedett
el. A cerebralis és bukkalis gangliont 6sszekoté konnektivum eredeténél tovabbi, K, 3.4-IR
¢és K\4.3-IR sejtcsoportokat azonositottunk, mig a bukkalis kommisszara kézelében K, 2.1
¢és K,3.4 immunreaktiv sejteket talaltunk. A pofa ganglionban azonositott 6ridsneuronok
koziil (Altrup és Speckmann, 1994) csak a B2 neuron, melynek elsédleges
neurotranszmittere az acetilkolin és a nyalmirigyet innervalja (Altrup és Speckmann,
1994), mutatott immunpozitivitist mind anti-K,3.4, mind anti-K\4.3 antiszérummal
szemben. Itt jegyezziikk meg, hogy érdekes mddon mas, a Helix KIR-ben korabban
azonositott driasneuron, mint pl. a cerebralis 5-HTerg CGC (Pentreath és mtsai., 1982)
illetve az FMRFamid tartalmu C3 (Cottrell és mtsai., 1983) jelzésli oriasneuronok, vagy a
pedalis ganglion dopaminerg RPeD1 Oriasneuronja (Chase, 2002) nem mutatott
immunreaktivitast egyik altalunk vizsgalt csatorna esetén sem. Ezek a neuronok nagy
valdsziniiséggel mas K -csatorna csaladok tagjait expresszaljak. A garatalatti
gangliongytiriiben csak részben volt atfedés a jelolt neuronok megjelenésében, a pedalis
ganglion rostro-caudalis és rostro-lateralis lebenyében valamint a cerebro-pleuralis és
cerebro-pedalis konnektivumok eredésénél azonositottunk K,2.1-IR, K,3.4 és K,4.3-IR
neuronokat is. Egyes K'-csatorndknak ez az eloszlasa feltehetden azt jelenti, hogy
amennyiben ugyanazokban a neuronokban expresszalodnak is, de kiilonféle szignalizacios
utakban toltenek be szabalyoz6 szerepet. Tovabba, amit tobb esetben is tapasztalunk, hogy
egy-egy neuroncsoport egyes sejtjei csak egy adott csatornat expresszalnak, példaul a PC-
ben, a parietdlis ganglionban vagy a pedélis ganglion caudo-medidlis lebenyében 1évo
neuronok esetében arra utal, hogy ezek csak egyes, jol meghatarozott intracellularis
szabalyoz6 folyamatokban jatszanak szerepet.

A HRP-DAB reakci6 soran kapott reakciotemékek sejtszintii lokalizacidja €s
eloszlasa a jelolt neuronokban nem csak a sejttestekre korlatozodott, hanem varikozus
axonjaik is rendszeresen mutattak immunpozitivitast. Ez arra utal, hogy a K'-csatornak
axo-axonikus ¢és axo-szomatikus szignalizacidés utakat is meghataroznak és pre- ¢€s
posztszinaptikus folyamatokban is szerepiik van. A gyakori és erds perikaryonalis
jelolédésnek két lehetséges magyardzata lehet: az a csatorndk szintézisének helyeire
és/vagy axo-szomatikus kapcsolatokban valo részvételére utal. AXo0-szomatikus
kapcsolatok jelenléte ismert Aplysia és Helix KIR-ben (Schwartz és Shkolnik, 1981; Elekes
¢s mtsai.,, 1985; Elekes, 1991), de Helix és Limax PC globulus sejttestjeiben is
megfigyelték méar ket (Elekes és mtsai., 2013). Erdekes modon K,2.1 csatorna esetében

nem taladltunk immunreaktiv varikozitasokat a globulus sejtek kozott, ennek feltehetéen az
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az oka, hogy ez a csatornatipus nem kozvetleniil hatarozza meg a globulus sejtek
aktivitasat. A K4.3 csatorna jelenlétét ultrastrukturalisan is vizsgaltuk HRP-DAB reakciot
kovetden. A jelolt varikozitdsok jellegzetesen egyforma ultrastrukturalis szervezddést
mutattak: benniik kdvetkezetesen szamos nagymeéretii granularis vezikula (80-100 nm) volt
megfigyelhetd. A jelolt elemek mellett elhelyezkedd kisebb, jeldletlen profilok 50-60 nm
nagysagu agranularis vezikuldkat és nagyobb, valtozatos formaju és elektron denzitast
120-160 nm méretli vezikuladkat is tartalmaztak, kihangstlyozva az immunjeldlt elemek
specifikussagat. Elektronmikroszkdpos vizsgélataink megerdsitették fénymikroszkopos
eredményeinket, miszerint a K*-csatorna antitestekkel kapott immunhisztokémiai festések
soran a reakciotermékek nem koncentralodtak kizarolagosan a sejtmembranban, hanem
homogénen voltak jelen a neuronokban illetve finom precipititumok formajaban a

granularis vezikuldk membranjén is lokalizalodtak.

+ r r oz . ryr r . s 1 er
5.4. K'-csatornak eloszlasanak 6sszehasonlitasa mas szignalizacios rendszerekkel

Megfigyeléseink szerint a vizsgalt K'-csatornakat tartalmazé neuronok részben
atfedést mutattak olyan jelolt sejtekkel vagy sejtcsoportokkal, amelyek transzmitter vagy
modulator tartalmat korabban immunhisztokémiai uton (Hernadi és mtsai., 1989, 1993,
1995; Elekes ¢és Nassel, 1990; Elekes, 2000) vagy immunhisztokémia és intracellularis
jelolés egyiittes alkalmazasaval (Hernadi, 2000) Helix KIR-ben feltartuk. Ebben az
Osszefliggésben itt is megjegyezziik, hogy a funkciondlisan €s neurokémiailag azonositott
jellegzetes Gastropoda oriasneuronok (Chase, 2002) koziil egyediil a pofa ganglion B2
sejtje mutatott immunreaktivitast anti-Kv3.4 és anti-Kv4.3 antiszérummal szemben, mely a
nyalmirigy beidegzésében tolt be fontos szerepet (Altrup és Speckmann, 1994).
Ugyanakkor kiilénbdzé Na'-csatornak immunhisztokémiai lokalizacidja soran a Helix
KIR-ben tobb oriasneuron is immunreaktivnak bizonyult (Kiss és mtsai., 2012). Anti-
Na,1.7 immunreaktivitast mutatott a metacerebralis C3-as FMRFamiderg oridsneuron
(Cottrell és mtsai, 1983), valamint a szintén FMRFamiderg jobb RPI1 és a bal pleuralis
LPI1 kommand neuronok (Balaban, 1979). A B3 bukkalis oriassejt (Altrup és Speckmann,
1994) anti-Na,1.8 antitest immunhisztokémiai vizsgalata soran mutatott jelolédést, mig
Na,1.9-es csatornat expresszaltak az FMRFamid-IR (Elekes és Nissel, 1990) jobb
parietalis RPa2 és RPa3 kommand neuronok (Balaban, 1979).

Habar az 5-HT-t tartalmazo sejtcsoportok (Hernadi és mtsai., 1989) és az altalunk

vizsgalt K'-csatorndkkal jellt neuronok eloszlasa nem mutatott atfedést, a Ky2.1-IR és
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K4.3-IR axonalis nyulvanyok (18, 21. abra) és az 5-HT-IR rostok (12. &bra)
elhelyezkedése feltiind hasonlésagot mutatott a PC sejtes rétegében. Feltehetéen a K-
csatornak expresszioja csak az 5-HTerg sejtek nyulvanyrendszerének PC-beli szakaszaira
(szinaptikus varikozitasaira) korladtozodik. A PC sejtes rétegének FMRFamid-IR
innervacioja szintén ismert mind Helix-ben (Elekes és Nassel, 1990), mind Limax-ban
(Cooke és Gelperin, 1988a; Kobayashi és mtsai., 2010). Ezért feltételezziik, hogy a K,2.1
és K\4.3 csatornak nagy valdsziniiséggel szelektiven vesznek részt extrinsic (5-HT) és
intrinsic (FMRFamid) szabalyozott olfaktorikus informaciok neurokémiailag komplex
szabalyozasaban (Gelperin, 1999; Matsuo és mtsai., 2010; Kobayashi és mtsai., 2010). Az
altalunk vizsgalt K'-csatornakat tartalmazo neuronok elhelyezkedése a Helix KIR egyéb
terliletein mads, szignalizdcios utakban meghataroz6 transzmitter molekulakéval is atfedett,
mint példaul a dopamin (DA, Hernadi és mtsai., 1993) és egyes endogén (mollusca)
neuropeptidek, mint az FMRFamid (Elekes és Nassel, 1990; a CARP (catch-relaxing
peptid, Hernadi és mtsai, 1995) és a MIP (Mytilus inhibitory peptid, Elekes és mitsai.,
2000). Ezen szigndl molekuldkat kordbban, mint fontos szabdlyoz6 molekuldkat
azonositottak mar Gastropoda fajokban (1. pl. Walker, 1986, 1992; Walker és mtsai, 1996).
A pofa ganglion caudo-medialis és caudo-lateralis részén mindharom vizsgalt csatorna
esetén azonositottunk immunreaktiv neuronokat. Ezek a sejtek kordbbi irodalmi adatok
alapjan  neuropeptideket (MIP, CARP) tartalmaznak, illetve tirozin-hidroxilaz
immunreaktivitast mutattak, mely utobbi a sejtek dopamin tartalmara utal (Hernadi és
mtsai., 1993). A cerebralis ganglion metacerebralis teriiletén kisméretii peptiderg neuronok
(15-30 pum) csoportjai talalhatok a pedalis, pleuralis és komisszuralis lebenyekben is,
amelyek régidjaban mindharom ioncsatorna esetében immunreaktiv  sejteket
azonositottunk. A pedalis ganglion rostro-lateralis és lateralis lebenyében, ahol mindharom
endogén neuropeptid jelen van szintén taldltunk a fesziiltségfiiggd ioncsatorndkat
expresszalo sejteket. Tovabba, a caudo-medialis lebeny K,4.3-IR sejtjei megegyeznek
azokkal, amelyek tirozin hidroxilaz immunreaktivak is voltak. A pleuralis ganglion
caudalis részén nagyszamu K,2.1-IR és K,4.3-IR neuront mutattunk ki, melyek atfednek
azokkal a sejtekkel, amelyek irodalmi adatok alapjan MIP- és FMRFamid-IR is mutatnak.
Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a dopaminerg és peptiderg rendszerek
miikodésében az altalunk vizsgalt fesziiltségfiiggd K'-csatorndk is szerepet jatszanak.
Immunhisztokémiai és retrograd jelolést kdvetden a peptiderg neuronok (FMRFamid és
CARP tartalmu), melyek a Helix kiilonboz6 feji régidit innervaljak, legnagyobb szamban a

metacerebrum kommisszuralis, pleuralis, és pedalis lebenyében lokalizalodtak (Hernadi,
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2000), ugyanott, ahol mindhdrom csatorna esetében azonositottunk immunreaktiv
neuronokat (23. abra). Ez arra utal, hogy a kiilonb6zd feji régioit (ajak, tapogatok)
innervald ¢és endogén mollusca neuropeptideket tartalmazod cerebralis neuronok
szignalizacids lizeneteiket az Aaltalunk vizsgalt fesziiltségfiiggd K'-csatornak altal
kozvetitett uton juttatjak el posztszinaptikus célpontjaikhoz. Ezek a neuronok egyébként a
korabban vizsgalt Na'-csatornak koziil a Nay1.8 csatornat is kifejezik (Kiss és mtsai.,

2012).
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6. OSSZEFOGLALAS

Gastropoda fajok procerebrumanak anatomiai szervezO6désér6l és  hirvivo
molekuldirdl, tovabba a tanulas és memoria folyamatokban betoltott szerepérdl szamos
irodalmi adat all rendelkezésiinkre. Ultrastruktiralis ismereteink a PC sejtes rétegének és
az 5-HT-nak részletes projekcids és szinaptikus kapcsolat rendszerérdl hidnyosak, ezért
vizsgalataink sordn el6szor ezeket tanulmanyoztuk rutin elektronmikroszkopia
segitségével, illetve immunhisztokémiai technikakkal. Ugyancsak kevés informacio all
rendelkezésiinkre a Gastropoda KIR-ben jelen 1évé ioncsatornakrol, azok sejtszintii
eloszlasarol, az egyes sejtekben aktivan miikodo ionaramokrol, azok esetleges
kapcsolatar6l a szaginformacié feldolgozéasi folyamataiban. Immunhisztokémiai ¢és
elektrofiziologiai vizsgalatokkal kivantunk kozelebbi képet kapni a Helix-ben jelen 1évé
fesziiltségfiiggé K'-csatornakrol. A Kapott eredményeink hozzijarulnak ahhoz, hogy
jobban megértsikk Gastropoda KIR szinaptikus és nem-szinaptikus kapcsolatrendszereit és
az azokban szerepet jatszd egyes hirvivo és intramembran molekuldk természetét, valamint

megismerjiik az integrativ folyamatokban bet6ltott szerepiiket is.

Uj eredményeinket az alabbiakban foglaljuk dssze:

1. Leirtuk a szaglolebeny (procerebrum, PC) sejtes rétegének ultrastruktaralis
szervezOdését éticsigaban (Helix pomatia) és egy meztelen csigafajban (Limax
valentianus). Sikeresen azonositottunk a sejtes rétegben a globulus sejtek kozott lokalis
neuropil régiodkat fény- és elektronmikroszkopos vizsgalataink sordn. Leirtuk a lokéalis
neuropilekhez kothetd szinaptikus- €s nem szinaptikus kapcsolatok jellemzdit axo-
axonikus és axo-szomatikus szinteken, tovabba feltartuk a szinaptikus és nem-szinaptikus
kapcsolatokat jellemzé konfiguraciokat, mint a konvergencia, divergencia és a
preszinaptikus modulacid, melyek feltehetden alapvetéen meghatarozoéak a szag feldolgozo
halézatok szignalizacids utjaiban. A szoros, de nem specializalt kapcsolatok mentén
jellegzetes membrankonfiguraciokat is Kimutattunk, melyek az aktiv exocitozis jelenségére

utalva a PC-ben zajlé modulacios folyamatok jelentéségét hiizzak ala.

2. Részletesen jellemeztik a PC 5-HTerg innervacios rendszerét fény- és

elektronmikroszkopos szinten kétlépéses peroxidaz immunhisztokémiai festéseket
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kovetden. Helix-ben az 5-HT-IR varikézus rostok stiriin behalézzak a PC neuropiljét és
sejtes rétegét is. Bar az egyes neuropil régiok innervacidja eltérd erdsségii volt, az 5-HT-IR
rostok végsé soron egy Osszefliggd halozatot alkottak a PC egészében, melyek a
valamennyi perikaryonjait individualisan, kosarszerlien innervaljak. Ultrastruktaralis
szinten a sejtes rétegben az 5-HTerg rostok altal formalt axo-axonikus és axo-szomatikus
kapcsolatokat is azonositottunk, melyek soran az 5-HT-IR elemek a PC szinaptikus
konfiguréacioit mind axonalis, mind perikaryonalis szinten feltartuk. Eredményeink az 5-
HT modulacids szerepét tamasztjak ald, annak funkciondlis-morfoldgiai hatterét adjak.
Limax PC-ben a sejtes régid sporadikus innervacidjanak modulatoros szerepét

elektrofiziologiai vizsgalatainkkal igazoltuk, kimutatva az 5-HT serkent6 hatasat a tiizelé

B sejtek aktivitdsara.

3. Harom fesziiltségfiiggd K*-csatorna (K,2.1, K,3.4 és K,4.3) jelenlétét mutattuk ki Helix
pomatia kozponti idegrendszerében és néhany periférias struktiraban. A harom vizsgalt
K*-csatornat tartalmazé neuronok szama viszonylag alacsony volt, eloszlasuk részben
eltérd, de az altalanos mintazati képet illetéen hasonlo volt a teljes Helix KIR-ben. Azaz a
jeldlt neuronok valtozé méretli csoportokat alkottak, melyek Iényegében mindhdrom
csatorna esetében ugyanazokban a ganglionokban és ugyanazokban az intragangliondris
régiokban voltak jelen. Ez arra utal, hogy a harom vizsgalt csatorna feltehetdleg specifikus,
egy-egy adott szabalyozashoz kotdtten funkcional. Megfigyeltiik, hogy a K,4.3 csatorna
esetén a ganglionokat korbevevd kotdszoveti tok €s az aorta fala is erés immunreaktiv

innervaciot mutatott. Ez a csatorna tipus ideg-izom kapcsolatokban betoltott szerepére utal.

4. Ultrastrukturalis szinten a Helix KIR egyes teriiletein (PC, pedalis ganglion) kimutattuk,
hogy a K4.3-IR varikozitasok egy jellegzetes axon tipust képviselnek, melyben szamos
nagy (80-100 nm) elektron denz granulumot figyelheté meg, és ahol a reakcidtermék mind
az axolemmahoz, mind a granulumok kiilsé felszinéhez kotodik. A specifikus, egy axon
tipusban vald jelenlét ismételten hangsilyozza az egyes K' csatorndk eltérd szerepét

szabalyozasi folyamatokban.

5. Patch-clamp és voltage-clamp kisérletek soran az elézetesen immunhisztokémiai
technikakkal sejtszinten azonositott csatornak funkcionalis jellemzdit vizsgaltuk Helix

KIR-ben. Voltage-clamp eredményeink megerdsitették az immunhisztokémiai vizsgalatok
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soran azonositott K*-csatornak jelenlétét Helix KIR-ben. Sikeresen azonositottuk a K,3.4
csatorna altal létrehozott gyors, A-tipusa K*-dramot a bukkalis ganglion B2 neuronjaban, a
PC K,2.1-IR sejtjeiben a késOi egyeniranyité aramot és a pedalis ganglion K,4.3-IR
neuronjaiban pedig szintén A-tipust, de lassu Kinetikaju K*-aramot regisztraltunk. Patch-
clamp vizsgalatok is megerdsitették kifelé mend (outward) fesziiltségfiiggd K'-dram
jelenlétét PC sejtekben, mely mind kifelé egyenirdnyitd, mind tranziens (A-aram)
komponenst tartalmazott. Ez arra utal, hogy a szaglasi informaciot feldolgozo

halozatokban mindkét aram tipus szerepet jatszik.
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7. SUMMARY

The procerebrum (PC) of terrestrial pulmonates is the center of odor processing.
There are a number of data concerning the characteristics of the anatomical organization
and neurotransmitter content, as well as the olfactory learning and memory processes in the
PC of Gastropoda species. On the other hand, we have little information about the
ultrastructural organization of the cell body layer and the 5-HTergic innervation pattern of
the PC at high resolution. Therefore, we have performed both routine electron microscopy
and correlative light- and electron microscopic immunohistochemistry, in order to resolve
the fine structural organization, and 5-HT immunoreactive innervation of the cell body
layer and the medullary neuropil. Data have also been sporadic on the presence,
distribution and cellular localization of ion channels, especially the K*-channels in the
snail CNS. To have a detailed insight into the distribution of K*-channels, including also
their possible implication in odor transduction processes, we applied immunhistochemical
and electrophysiological methods. Therefore we have analyzed the presence and functional
characteristics of different voltage-gated K*-channels in the Helix CNS, including the PC.
Our results would also contribute to our better understanding of the synaptic and non-
synaptic connections and their signal molecules of the Gastropod CNS, playing role in

integrative, among others olfactory, processes.

Our new results can be summarized as follows:

1. We have described the detailed ultrastructural organization in the globuli cell layer of
the PC in two prominent terrestrial pulmonate gastropod species, Helix pomatia and Limax
maximus. Our electron microscopic analysis has revealed that the PC cell body layer in
both species contains local neuropil regions of different size which are characterized by a
high frequency of occurrence of axo-axonic and axo-somatic contacts, displaying different
forms of synaptic configurations, such as convergence, divergence and presynaptic
modulation. Along the unspecialized axo-somatic contacts exocytotic membrane
configurations were also observed indicating the process of extrasynaptic release, which
underlines to significance of modulatory processes in the PC. These observations
considerably widen the interpretation possibilities concerning the role and modulation of

integrative olfactory processing networks in the PC.
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2. We have uncovered a number of de novo details about the Helix PC 5-HTergic
innervation. Two-step peroxidase immunohistochemistry revealed a rich innervation
established by a 5-HT-IR network. Low- and high magnification views showed that the
cell body layer received a massive innervation by varicose axon processes, surrounding the
individual cell bodies and forming frequently a perisomatic basket-like innervation. The
neuropil regions also were richly supplied by 5-HTergic-IR processes originating from the
metacerebrum, although the different neuropil regions displayed a varying intensity of
innervation. At the ultrastructural level, 5-HT-IR fibers often formed axo-somatic and axo-
axonic connections in the PC cell body layer, accompanied by different synaptic
configurations. In the cell body layer of the Limax PC the modulatory role of the sporadic
5-HTergic innervation was proved by electrophysiological experiments, showing that the
focal application of 5-HT increased EPSP activity of the bursting cells. Our results suggest
that 5-HT is a pivotal signal molecule, having a general modulatory role in the PC, where it
influences the neuronal activity both perikaryonal and axonal level. Furthermore, our
observations provide a firm functional-morphological basis of the 5-HTergic innervation in
the PC.

3. Our immunohistochemical experiments revealed neurons displaying immunoreactivities
against three voltage-gated potassium channels (K,2.1, K,3.4 and K,4.3) throughout the
CNS of Helix. Although slight differences in the number of labeled cells and cell groups
and their localization in the different ganglia could be observed, in general the distribution
pattern of the different channel expressing cells was similar. The antibodies used labeled
distinct sets of neurons, which innervate the neuropil of the ganglia in the CNS. The
overall discrete number of labeled cell groups, representing subpopulations of larger units
of neurons, suggests a well-defined specific role for each K*-channels studied. K,4.3
immunoreactivity also occurred in the neural sheath and the aorta wall, referring the

involvement of the channel in neuro-muscular interactions.

4. At ultrastructural level we identified K,4.3-IR varicosities in some parts of the Helix
CNS, the PC and the pedal ganglion. The labeled varicosities were characterized by a
rather uniform fine structure, containing one type of large granular vesicles measuring 80-
100 nm. The immunoprecipitation could be observed also along the axolemma and on the

outer surface of the vesicles.
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5. Patch-clamp and voltage-clamp experiments have proven the functional existence of the
different K*-channels in cell types previously demonstrated to be immunoreactive to one of
antibodies raised against them. We successfully identified a typical fast transient K-
current (A-current) in the B2 neuron of the buccal ganglion. Using the same voltage-
protocol, a different, slow transient A-type K*-current was recorded from neurons located
in the caudo-medial lobe of the pedal ganglion. In the PC, both patch-clamp and voltage-
clamp experiments revealed delayed rectifier K*-current in neurons expressing K,2.1 type
channel, and transient A-type K*-current in neurons expressing K4.3 type channel. It
suggests that both ion channels are involved in different ways or steps of odor information
processing.
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bizalommal fordulhattam hozzajuk szakmai tanacsért. Koszonetet mondok Dr. Kiss
Tibornak, Dr. Hernadi Laszlonak, Dr. Serf6z6 Zoltannak, Dr. Pirger Zsoltnak és Krajcs
Noranak segitOkészségiikért. Koszonettel tartozom mindenekelott Nagyné Fekete
Zsuzsanak, a szOvettani, immunhisztokémai ¢és elektronmikroszkdépos munkdk soran
nyujtott nagy segitségéért. Szintén koszonom Thasz Katalinnak a Western blot kisérletek
soran nyujtott kozremiikodését. Ugyancsak koszonom Balazs Boldizsarnak az
elektronmikroszkopos vizsgalatok és a szamitogépes munkakkal kapcsolatos segitségét.
Koszonettel tartozom Dr. Seress Laszlonak (PTE AOK, Koézponti EM Labor, Pécs) a
JEOL 1200 EXII és néhai Dr. Kiss Jozsefnek (SE AOK, Huméanmorfologiai és
Fejlodésbiologiai Intézet, Budapest) a Hitachi H-7650 elektronmikroszkdp hasznalatanak
lehetdségéért. Koszondm Kiss Rozsanak az irodalmazas soran nytjtott folyamatos odaado
segitségét.

Koszonettel tartozom volt egyetemi oktatoimnak, Dr. Fekete Evanak és Dr.
Bagyanszki Marianak, akik elinditottak az 0ton, mely soran nem csak elsajatitottam
¢lettani és neurobioldgiai ismereteket, hanem meg is szerettem azokat.

Végiil, de nem utolsé6 sorban szeretném kifejezni haldmat és koszonetemet
csaladtagjaimnak, els6sorban sziilleimnek, akik szeretetiikkel és segitségiikkel mindvégig
tamaszt nyujtottak iskolai tanulmanyaim soran, testvéreimnek, férjemnek, aki
disszertaciom elkészitésének teljes ideje alatt végtelen tlirelmet és megértést tanusitott

irantam.
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