A szaglorendszer integrdcios kézpontja, a procerebrum celluldris és neurokémiai
organizdcidjanak vizsgalata nyelesszem(i csigakban (Helix, Limax)

(A beszdmoldban aldbb azokat a kézleményeket tiintetjiik fel, melyek benyujtds elétt dlinak,
vagy kézirat formdjdban az el6készités fdazisaban vannak és még ebben az évben benyujtdsra
kertilnek.)

A szaginformaciok koézponti feldolgozasaért felelés procerebrum (PC) ultratrukturalis
vizsgalata sordn két terresztridlis csigafajban, Helix pomatia-ban és Limax valentianus-ban,
kimutattuk, hogy a sejtes rétegben axon nyulvanyok a perikaryonokkal kozvetlenil érintkezé
lokalis neuropil terlileteket alkotnak. Az axon profilok szoros, helyenként specializalt axo-
szomatikus membran kapcsolatokat Iétesitenek a PC neuronokkal. A szinaptikus konfiguraciok
egyszerlbb formai is megfigyelhet6k voltak, mint pl. a szinaptikus divergencia, azaz egy
varikozitas egyidejl kapcsolata két- vagy tobb perikaryonnal, vagy perikaryonokkal és tovabbi
axon profilokkal (szinkronizacid), illetve a preszinaptikus moduldcié. Az axo-szomatikus
kapcsolatok mentén exocitdzisra utald membran konfiguracidk fordultak el6. Az eredmények a
perikaryonalis szintl lokdlis integrativ folyamatok szerepét igazoljak a szaginformacié
feldolgozasaban, illetve a szagmemoridhoz kapcsolédd oszcillaciés folyamatok végsé
kialakitdsaban. Korrelativ fény- és elektronmikroszkdpos moddszerekkel vizsgaltuk az extrinsic
eredetli 5-HT immunreaktiv rendszert a Helix PC-ben kimutattuk, hogy a globulus sejteket
szinte kivétel nélklil szerotonin (5-HT) immunreaktiv rostok mintegy periszomatikus haléként
innervaljdk. Camera lucida technikaval kovettik az 5-HTerg innervacid arborizacidjat és
kimuattuk, hogy az a teljes procerebrum teriletét (globulus sejtek és medullaris neuropil)
innervalja. Kimutattuk tovdbba, hogy a jeldlt varikozitasok jellegzetes szinaptikus
konfigurdcidkat alkotnak, mindenekel6tt perikaryonok és axonprofilok egyidejd,
Osszekapcsolasa (szinkronizacidja) révén. A kapcsolatok jelents része nem mutatott membran
specializaciét. Egy masik nyeles-szem( modell faj, a Limax valentianus PC-dban kimutattuk, hogy
a Helix szagldlebenyével ellentétben az 5-HT immunreaktiv innervacio a neuropil régio rendkivil
finom haldzatos ellatottsaga jellemzi, melybdl nagyfeloldasu képeken axon nyulvanyok a
globulus sejtek rétegébe is kovethet6k voltak. Azonositottuk az 5-HTerg elemek eredetét is a
metacerebrum teriiletén, tovabba igazoltuk 5-HT serkent6 hatdsat tizel6 (bursting) globulus
sejtek aktivitasara. Eredményeink az 5-HT széleskor(i modulatoros szerepére utalnak, egyben
alapot nyujtanak a szaglokézpont 5-HTerg szabalyozdasanak pontosabb funkcionalis
jellemzéséhez.

Egy tovabbi kisérletsorozatban a PC-re jellemzd és feltételezhet6en az olfaktdrikus memoridért
felel6s lokdlis "field” potencidlok (LFP) oszcillacids aktivitdsanak peptiderg (FMRFamid)
szabalyozasat vizsgaltuk Limax valentianus-ban. lIgazoltuk, hogy az FMRFamid egy G-protein
altal kozvetitett intracelluldris hirvivérendszeren at csokkenti az oszcillaciés frekvenciat.
Nagyszamu FMRFa-immunreaktiv neuront mutattunk ki a PC sejtes rétegében, melyek az



medullaris neuropilt innervaljak. Ugyanakkor a PC extrinsic eredet(i FMRFaerg bemeneteit is
azonositottuk a cerebralis ganglion egyéb terileteirdl, beleértve az drids C3 sejtet, mely ennek
alapjan a szaglds és a tapogatd mozgatds szinkronizacidjaban is szerepet jatszik. A tetrapeptidet
kodold mRNS ,splice variant” multiplikalt kopidinak azonositasa soran bizonyitottuk, hogy a PC-
ben a ,kanonikus” tetrapeptid expresszalodik.

Helix pomatia, szagldlebenyében elemeztik a szagmemoria folyamatokat befolyasold nitrogén
monoxid (NO)erg rendszer kémiai-neuroanatémiai és neurokémiai jellemzGit, tovabba
kapcsolatrendszereit és ultrastrukturajat a NADPH-diafordz, illetve a NO-szintaz (NOS)
lokalizacidja alapjan. A NOS jelenlétét Western- és dot blot specificitasi kisérletekben mutattuk
ki PC-ben. Fény és elektronmikroszkdpos hisztokémiai (NADPH-diaforaz) és immunhisztokémiai
(NOS) maédszerekkel, valamint specifikus gyokfogd (DAF-2DA) molekula segitségével lokalizaltuk
a NO tartalmlu elemeket szovetszeleten és izolalt sejtszuszpenzidban. Aramlasi citometria
segitségével tisztaztuk, hogy a PC intrinsic interneuronjai mintegy 90%-a termel NO-t. Az NO-
receptor, szolubilis guanilat-ciklazt (sGC), valamint a NO-indukalt cGMP szintézist is kimutattuk
immunhisztokémiai modszerekkel. Morfoldgiai megfigyeléseink alapjan kijelenthetd, hogy a PC
interneuronjaiban a NO-cGMP jel autokrin természet(i. Elektronmikroszkdpos vizsgdlatok
alapjan a NOS tartalmu sejtek axonjai a medidlis neuropilban végzédnek. A NOS, szemben a
gerincesekben megfigyeltekkel, kizarélag membranokhoz (magmembran, ER, axolemma,
kisméretli elektronszegény anyagot tartalmazd vezikula membran) kotédik. Antitest
segitségével azonositottuk a cGMP-fliggé proteinkindzt (PKG) és a PKG 4ltal foszforildlt
fehérjéket. A PKG dontéen a PC efferens palydiban volt kimutathaté. A NO-sGC-cGMP
lokalizacidjahoz hasonlatos jel6lési mintazatot kaptunk foszforilalt Akt-szubsztrat és protein
kindaz A-szubsztrat antitestekkel, mely alapjan feltételezziik, hogy a NO-jelatvitel Utjaban az Akt
és PKA is részt vesz. Attraktiv illatanyag hatasara Akt- és PKA-szubsztrat foszforilaciét valtott ki
target fehérjéken, melynek er8ssége gyengilt, miutan az allat az illatanyagot kibocsajtd
taplalékot megtaldlta és evett bel6le. Az ismert illat ismételt érzékelésekor és a taplalék
fogyasztasakor a target fehérjék foszforilaciéjat nem tapasztaltuk, hasonléan ahhoz, amikoz az
allatot repellens illat kozegébe helyzetiik. Megallapithatd, hogy az NO-indukalt folyamatok tobb
elemét sikerlilt azonositanunk a csiga szaglasi folyamataban, melyek koziil néhany a
gerincesekétdl eltérd, uj, eddig ismeretlen mechanizmus jelenlétére utal.

Nacsa K, Elekes K, Serf6z6 Z.: Subcellular distribution of nitric oxide synthase and NADPH-
diaphorase in the nervous system of an invertebrate. Cell Tissue Res., IF: 3.114 (kézirat)

A Helix PC sejtjek ioncsatorndinak jellemzése soran immunhisztokémiai kisérletekkel
kimutattuk, hogy a Na, Ca, és K fesziltségfligg6 ioncsatorndk eltéréen lokalizalédnak és
expresszalédnak a PC burstol6 és nem-burstolé sejtjekben. Patch-clamp technika alkalmazasaval
megallapitottuk tovabba, hogy a PC nagyméretii (10-15 um) és kisméretl (5-8 um) sejtei eltérd
Na-csatorna altipusokat expresszalnak, amely sejtek megfelelnek a burst6l6 és nem-burstold



sejteknek. A burstolé neuronok gyors tranziens és Nav1.9-szer(i (perzisztens) Na-ion csatornaval
rendelkeznek mig a nem —burst6l6 neuronok lasu tranziens és Nav1.8-szer(i Na-ion csatornaval
rendelkeznek az L-tipusu Ca és a Kv4.3 (A-tipusu ) tranziens és Kv2.1 ioncsatorakkal egyitt.
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a PC sejteknek burstolé illetve nem-burst6lé
tulajdonsagait részben az eltéré osszetétell ioncsatornak cellularis és szubcellularis eloszlasa
hatarozza meg.

Harom kalium (Kv2.1, Kv3.4, Kv4.3,) csatorna el6fordulasat részletesen elemeztik Helix
pomatia kozponti idegrendszerében immunhisztokémiai és elektrofizioldgiai mddszerekkel.
Kimutattuk, hogy az egyes K-csatorna elegységekkel szemben immunreaktiv sejtek valamennyi
ganglionban el6fordultak, noha lokalizaciéjuk és szambeli jelenlétiik eltérd volt. Ezen kiviil nem
idegi strukturakban (perineurium és aorta fal) a Kv4.3 csatorna jelenléte ugyancsak
megfigyelhetd volt. A PC-ben mindharom Kv-csatorna jelen volt, mindenekel6tt a kisméretd (5-8
um) nem tiizel6 sejtekben. Ultrastrukturalis szinten a Kv4.3 csatorna jelenlétét mind PC, mind
pedalis neuronok nagy granularis vezikulakat tartalmazé varikozitasaiban figyeltik meg. A K,2.1,
K.3.4 és K,4.3 csatornak megjelenésének specifikussagat Western és dot blot kisérletekkel
igazoltuk. Voltage clamp technika segitségével kimutattuk, hogy a K,3.4 és K,4.3 csatornakat
expresszald sejtekbdl elvezetett kifelé iranyuld aramokat transziens komponenensek, mig a
K,2.1 immunoreaktiv sejteket késGi (delayed) aramok jellemezték. A kiilonb6z6 K, alegységeket
tartalmazd neuronok eloszlasa és elektrofizioldgiai jellemzGi alapjan feltételezziik, hogy azok
specifikus és egymastdl eltér6 szerepet toltenek be inter/intracellularis szignalizacios
folyamatokban, jél korilhatarolt, részben lokalis eseményekhez kothetGen. Lokalizacidjuk
alapjan szerepik mind pre-, mind posztszinaptikus perikaryondlis és axondlis szinten
feltételezhetd.

pay’d

Battonyai |, Krajcs N., Serf6z6 Z, Kiss T, Elekes K: Potassium channels in the central nervous
system of the snail, Helix pomatia: localization and physiological characterization.
Neuroscience, IF: 3.215 (kézirat kézlésre torténd benyujtds el6tt)

A szagloszerv (tentaculum) térbeli poziciondldsa szabdlyozdasanak funkciondlis anatomiai
hdtterét vizsgalva megallapitottuk, hogy a szagldszerv megfelelé helyzetbe hozdsat a csiga a
tapogato hajlitasanak két tipusaval valdsitja meg. Az egyik a hajlitds, mely a kinyujtott tapogaté
alapjanal |évé forgdpont mentén torténik, mig a masik tipus (quivering és twitching) a tapogatd
csucsabdl indul el és ebben csak a tapogatd fels6 része vesz részt. A kilénbozé tipusu
hajlasokért az altalunk felfedezett harom flexor izom (M1, M2, M3) és veliik parhuzamosan a
tapogatd nyél (tegumentalis) izomzata egyes elkilonilt szakaszainak kontrakcidja felel6s. A
flexor izmok a szagldszervnél erednek és a tapogatd nyél alapjanal (forgépontjanal) harom
kilénb6z8 ponton tapadnak, igy egy térbeli koordindta rendszert jeldlnek ki, melynek mentén a
tapogatd barmilyen iranyld mozgasa illetve pozicionalasa valik lehetévé.



A peritentacularis idegeken (PTn) valamint a szagldidegen keresztil torténd antero- és retrograd
neurobiotin (NB) toltésekkel azonositottuk a flexor és tegumentdlis izmok innervacids
mintdzatat. Kimutattuk, hogy a flexor izmokat és a tegumentalis izomzatot a cerebralis
neuronok mind elkilénilé, mind kdzés motoros innervacioval |atjak el. A figgetlen innervacio a
PTn keresztlil az alaptdl indul és a tapogatd csucsdig terjed, mig a kozOs innervacid a
szagléidegen keresztill a csucstdl az alapig torténik. A fliggetlen palydk a kinyujtott tapogatd
kilénb6z8 iranyu hajlasaiért, mig a kdzos palya a tapogatd rovidiléséért és visszahuzasaért
felel6sek. A beidegzd idegeken keresztiil tértént parhuzamos retrograd Co- és Ni-lysin
jelolésekkel kimutattuk, hogy a flexor izmokhoz és a tegumentdlis izomzathoz axont kildé
neuronok a cerebralis ganglion ventralis tertletén nyolc elkiilonitheté csoportba rendez6dnek.
A flexor izmokon keresztiil végzett retrograd NB palyakovetés kimutatta, hogy a tapogatd
ganglionban helyezkednek el azok a periférids neuronok, melyek a szaglé glomerulusokban
torténd atkapcsolas utdan az M2, M3 izmok kontrakciojat a tapogaté csucsbol kiindulva kivaltjak.

Ultrastukturalis vizsgalatokkal feltartuk, hogy mindharom flexor izmot egy kisszamu, egymastadl
tdvol elhelyezkedd, kevés kontraktilis elemet tartalmazd, sima izom szerkezetet mutatd rost
rendszer alkotja. Az izomrostok felszinét kilénb6z6 hosszusagu szarkoplazma tiiskék jellemzik,
melyekkel a rostok helyenként szorosan egymashoz kapcsolddnak. Az izomrostokban centralisan
a kontraktilis elemekbe &agyazva nagyszamu mitokondrium tomoril. Mindharom izomban
néhany vastagabb axonkoteg figyelheté meg, ebbdl dgaznak le az innervald varikézus axonok.
Utdbbiak szoros, enyhén specializalt aktiv membranszakaszok mentén képeznek
neuromuszkularis kapcsolatokat. Az ideg-izom kapcsolatok valtozatos formaban valésulnak meg;
egyes esetekben egy varikozitas két izomrostot is 6sszekapcsol.

Immuncitokémiai vizsgalatokkal a flexor és a tegumentdlis izmokban dopamin (DA), 5-HT,
acetilkolin (ACh), glutamat (Glu) és FMRFamid immunreaktiv axonokat mutattunk ki. Korrelativ
fény és elektronmikroszképos 5-HT immuncitokémia szerint a néhany nagyméretd elektron denz
granulumot és szdmos agranuldris szinaptikus vezikulat tartalmaztak jelolt axonok és
varikozitasok mind szoros membrankapcsolatokban, mind tavoli (modulatoros) poziciéban
megfigyelhet6k voltak.

A flexor izmok innervacidjaban résztvevé szignal molekuldk koziil a Glu, ACh és DA receptorok
eloszlasat vizsgalva megallapitottunk, hogy anti-NMDA immunjeldlés csak axonokon volt jelen,
mig a cerebralis ganglionban nagyszamu immunreaktiv neuron lokalizalédott. A kolinerg
receptorok kozil a a flexor izmokban az a7-es alegységgel rendelkez6 receptor fordult el§, mig
az idegelemekben a 4-es alegység volt megfigyelhet6. DA esetében kimutattuk, hogy a flexor
izmokban mind a serkenté D1, mind a gatld D2 receptorok csak az innervalé axonokban
lokalizdlodnak. A cerebralis ganglionban nagyszamua D1 receptort tartalmazé kisméretl neuron
volt meg figyelhetd. A jelolt neuronok axonokat kildtek a tapogatd ganglionon keresztil a flexor



és tegumentalis izmokhoz. D2 receptort tartalmazd neuronok csak kis szamban fordultak el6 a
cerebralis ganglionban.

Hernadi L, Teyke T, Kiss T: Neuroanatomical background of olfactory stimulus induced local
reflexes in the posterior tentacles of the snail, Helix pomatia. Invert. Neurosci, IF: 1.320,
(kézirat kozlésre torténd benyujtds el6tt)

Hernadi L, Battonyai I, Serf6z6 Z, Kiss T, Krajcs N, Teyke T, Elekes K: The monoaminergic
system and the regulation of tentacle movements in the snail, Helix pomatia. (kézirat)

A szagloszerv (tentaculum) térbeli poziciondldsanak szabdlyozdsdért felel6s mozgatorendszer
funkciondilis fiziologiai és farmakoldgiai hatterét vizsgalva megallapitottuk, hogy a flexor izmok
méretliikhoz (kb. 100 um atmér6) képest nagy erékifejtésre (500 pg) képesek, ugyanakkor
rendkivil elasztikusak, nyugalmi helyzetben nincsenek catch-allapotban (non-catch type muscle,
SM). A flexor izom kontraktilis és szabdlyozd protein tartalmat SDS-PAGE technikdval a
jellegzetes catch izoméval 6sszehasonlitva megallapithaté volt, hogy a f6 kontraktilis proteinek
(nehéz miozin, aktin és paramiozin) dsszetétele hasonld, ugyanakkor ellentétben a catch tipusu
izmokkal (CM) a 115-130 kDa-nal catchin nem figyelheté meg az SM-ben. Egy 26 kDa nem
azonositott protein ugyancsak hianyzott az SM-bdl. Ugyanakkor az 55-60 és 70-80 kDa-nal
megjelend protein sdvok hianyoztak a CM-ben. Tehat a flexor izmok kilonleges kontraktilis és
szabalyozo protein 6sszetétellel rendelkeznek, mely magyarazhatja az izom rendkivili elasztikus
tulajdonsagait.

A flexor izmok kontraktilis és farmakoldgiai tulajdonsagainak vizsgalatara kidolgoztunk egy
izotonids mérémaddszert, mellyel kimutattuk, hogy extracellularis Ca®" jelenlétében 40 mM KCI-
al és 10" M ACh-al eltér6 mechanizmusokon alapulé kontrakcié valthaté ki. A magas
extracellularis K" depolarizélta az izmot és megnyitotta a Ca-csatornakat a szarkolemmaban. Az
ACh viszont kapcsolédott az izommembranban taldlhaté nikotin tipusu receptorokhoz, mely
megnyitotta az izommembranban jelen lévé Na-csatorndkat, ez pedig stimuldlta a Na/Ca
pumpat és novelte az intracelluldris Ca®*- koncentraciét. Alternativ mechanizmusként az
intracelluléris taroldhelyekrél felszabaduld Ca®* is felmerilt. Ennek bizonyitaséra vizsgaltuk a 40
mM KCl-dal kivaltott kontrakciét Ca®* mentes oldatban, valamint az intracelluldris Ca-taroldsat
befolyasold ruthen vords és thapsigargin jelenlétében. Mindkét anyag jelenlétében a 40 mM KClI
hatasa jelentésen blokkolhatd volt, azonban a thapsigargin esetében a KCl-dal kivaltott
kontrakcié 25-30%-a megmaradt. Ez arra utal, hogy a sarcoplasma reticulum ciszternai, valamint
a mitokondriumok elégséges Ca-ot tarolnak ahhoz, hogy kontrakciot valthassunk ki Ca-mentes
kozegben. Ezt tovabbi kisérletsorozattal is alatamasztottuk, melynek soran az izmot 12 éran at
Ca-mentes kozegben tartottuk, majd néztik a magas koncentraciéju KClI és ACh hatasat.
Mindkett6 hatastalan volt, mig a coffein, amely felszabaditja az intracellularis Ca-ot, az izom
Osszehuzédasat valtotta ki.



Vizsgdltuk a flexor izmok m(ikodését az innervacidjaban részt vevd szaglé illetve a
peritentakularis idegek (PTn) ingerlésével, illetve az idegingerlést kovet6en felszabadult
lehetséges transzmitter(ek) szerepét. A szagld ideg ingerlésére az izmok valaszoltak, amely a
kozvetlen beidegzésre utalt. A ePTn ingerlése az M3 és M2, mig az iPTn ingerlése az M1 és M3
izmok kontrakcidjat idézte el6. Az idegingerléssel kivaltott izom kontrakciot ACh illetve Glu
kozvetiti, mivel extracelluldrisan koncentraciofiggé maddon és kiilonb6z6 rceptorokon
hatvamindkett§ az izom 6sszehuzddasat valtotta ki. Megallapitottuk, hogy a posztszinaptikus
(izom) membrdn ACh receptorai nikotin tipustak, minthogy a nikotin, TEA és kolin klorid
agonista hatasuak voltak. mig a nikotin tipusu decamethonium, mytolon, succinylcholine, aBgtx,
conotoxin-PIVA, hexamethonium és hexamethylene receptor antagonistak blokkoltak az ACh-
kontrakturat. A blokkoldkkal végzett kisérleteket a szagldideg ingerlésével kivaltott kontrakcid
soran is elvégeztik és az eredmények egyeztek az ACh-nal kapott adatokkal.

Végil elemeztiik egyes monoaminok (5-HT, DA) szerepét a flexor izom mikodésében. Mindkét
hirvivd serkent6 transzmitter szerepe feltételezhet6, mert mind 5-HT, mind DA képes volt az
izom ténust megvaltoztatni. A DA enyhe kontrakcidt valtott ki, mig az 5HT kett6s hatdssal
rendelkezett: kis koncentracidban enyhe kontrakciot nagy koncentracidéban relaxaciot valtott ki.
Hatasuk az ACh-énal lényegesen gyengébb volt, ezért modulatoros hatasuk valdszindsithets. Az
idegingerléssel illetve ACh-nal kivaltott kontrakciét az 5-HT és a DA a flexor izmokban eltéréen
modulalta, mely azok finomszabalyozasat teszi lehet6vé. A DA hatas preszinaptikus és
feltehet6en két kilonb6z6 DA receptoron keresztil valdsul meg. Az 5-HT hatdsa Osszetettebb,
pre- és posztszinaptikus is lehet, kozvetlenill befolyasolva az ingeriilet-kontrakcié kapcsolatot az
izomban.
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