Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repository of the Academy's Library

Beszamolo jelentés a "?NEUROMODULACIO SEJTSZINTU MECHANIZMUSAINAK
VIZSGALATA IDEG-1ZOM ES IDEG-MIRIGY KAPCSOLATOKBAN” c. T043216
szamu OTKA pélyazat teljesitésérol.

A nyalmirigy funkcionalis morfolégiaja:

A taplalkozas, kilondsen annak kezdeti fazisa, a kiilonbdz6 szervek, mint pl. az ajkak, a
radula, a nyel6cso, a bukkalis izmok valamint a nyalmirigy komplex, 6sszehangolt
miikodésének az eredménye. Mikdzben a taplalkozas idegi szabalyozasanak
tanulmanyozasaban jelentds elérehaladas tortént kevés figyelmet forditottak a nyalelvalasztas
és kivalasztas mechanizmusénak vizsgalatara. Gasztropodak nyalmirigy neuroeffector
rendszere a paros nyalmirigybdl és a bukkalis ganglionokbol all. Ez a modell- rendszer kivalo
lehet6éséget biztosit a neuro-muszkularis €s neuro-glandularis szinapszisok, a nyalelvalasztas
mechanizmusanak és a nydl- transzport idegi szabalyozasanak vizsgalatara. Jelen beszdmold
azokat az eredményeinket mutatja be, amelyeket az OTKA tdmogatasaval végeztiink 2003-
2006 kozott, a HPLC, bioassay, immunhisztokémiai molekularis bioldgiai valamint
elektrofiziologiai (voltage-clamp) mddszerek kombinalasaval. Vizsgalatainkat Kiterjesztettik
a) a serotonin (5-HT), dopamine (DA) és néhany neuropeptid mint pl. az FMRFa, APGWa,
CARP, a MIP-peptidcsalad és a PACAP modulatoros hatadsanak vizsgélatara; b) az 5-HT és
DA receptor altipusainak jellemzésére; c) a mirigy sejtekben Iévé iondramok leirdsara és
jellemzésére; d) a mirigysejtek kozotti kapcsolatok morfologiai (1H) és elektrofizioldgiali
jellemzésére; e) a programozott sejthalal szerepére a nyalkivalasztasban ; valamint f) a
peptidhatas masodik messenger rendszerének vizsgalatara. Kovetkeztetéseinket és az U]
eredményeket kovér dolt betiikkel emeltik ki a szovegben.

I. Elsé lepésben a nyaltermelés és kivalasztas morfoldgiai és fizioldgiai alapjait
vizsgéltuk. Célunk a nyalmirigyben Iévé sejttipusok azonositésa, tovabba a kilonbdzé
sejttipusok funkcionalis szerepének meghatarozasa volt. Harmadik 1épésként a
nyalfelszabadulas cellularis mechanizmusat kivantuk feltarni.

A tlid6s csigakban a komplex anatomiai szervezédésii nyalmirigy szamos acinusbdl all
melyekbdl a nyal az interlobuléris vezetékeken keresztil a paros, izmosfalu elsédleges
nyalvezetéken keresztil jut el a bukkalis tregbe. Korai hisztologiai és hisztokémiai
munkékban nagyszamu sejttipus jelenlétet tételezték fel az acinusban (Krijgsman et al. 1955;
Walker 1970; Moya et al. 1992). Kulonféle hisztokémiai eljaras alkalmazasaval haromféle
sejttipust azonositottunk: mukocitékat, granularis és vakuolizalt sejteket. Megallapitottuk,

hogy a sejttipusok szama és eloszlasa eltéré az inaktiv (nem taplalkozo) és aktiv (taplalkozd)
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allatokban. Az aktiv allatokban kitagult intralobularis nyalvezetékeket figyeltiink meg,
amelyek sohasem voltak jelen az inaktiv allatokban. Az aktiv allatokban ezen kivil még egy
sejttipust is azonositottunk: az un. ,,cisztikus” sejtet. A cisztikus sejt egyetlen hatalmas
nyalcseppbél all, melyet a citoplazma vékony gyiiriikent fog kozre és a sejtmag a perifériara
szorul. A korabban a cisztikus sejtet véletlenszeriien figyelték meg, mivel nem forditottak
figyelmet arra, hogy a csiga aktiv (taplalkozo) vagy inaktiv allapotban volt-e. A mirigyben
mukozus és szerdzus sejteket egyarant kimutattunk és megallapitottuk, hogy a kilénbézé
sejttipusok eloszlasa, elhelyezkedése az acinusban nem homogeén. A vakuolizalt sejtek a
nyalvezeték kdzelében, mig a mukocitak a véredény kdzelében csoportosultak. A sejtek
szabalytalan elhelyezkedése az acinusban valamint eltéré eloszlasa az inaktiv és aktiv
allatokban azt sugallta, hogy a nyalmirigyben alland6é megujulasi vagy szekrécios ciklus van
jelen (Boer 1967; Kater et al. 1978). Hematoxilin-eozin festéssel egy 0szt6do sejtréteget
talaltunk, melynek jelenlétét anti-human antitesttel is megerésitettiik. A sejtek korai
proliferaciojat immuncitokémiai médszerrel is kimutattuk monoclonélis (mouse anti-human
Ki-67, Histopathology Ltd.) és polyclonalis (rabbit anti-human Ki-67) antigénekkel aktiv és
inaktiv allatokban. A Ki-67 kitet hisztopatologidban az 0sztddo sejtek kimutatasara
alkalmazzak.

Félvékony (1-2 micron) Araldit-ba dgyazott toluidin kékkel festett metszetek analizise jelezte,
hogy az exocit6zis mellet, a nyalfelszabadulas a sejtek lizisével is létrejohet, mivel az
intralobuléris tagulatokban sejttérmeléket figyeltink meg. Feltételeztiik tehat, hogy a mucus
felszabadulasa a cisztikus sejt teljes pusztulasaval megy vegbe (holocrin mechanizmus).
Annak eldontésére, hogy a sejt pusztuldsa nekrotikus vagy genetikailag programozott
(apoptozis) folyamat specialis kit-eket alkalmaztunk. Az apoptozis jelenlétét kimutatd kit
alkalmazasaval (Annexin V-CY 3, Sigma) megallapitottuk, hogy az aktiv csigakban,
amelyekben a cisztikus sejtek jelen voltak a nyalfelszabadulas apoptotikus uton is
vegbemehet, mivel az apoptotikus sejtek szdma jelentésen megnétt. Ez Uj megfigyelés volt,
amely nem szerepelt a munkatervben, de amelynek a tovabbvitele Uj eredményekkel
kecsegtetett.

Gerincesekben komplex kapcsolatot tartak fel a sejt proliferacio és a sejtek pusztulasa kdzott
nyalmirigyben. Kimutattak, hogy az acinus és a vezeték sejtjeiben jelen van a proliferacio és
apoptozis, amely folyamatok biztositjak a sejtek szabalyozott megujulasat, Gjratermel6dését,
amely tulajdonsag szamos exocrin mirigyre jellemzé, és amely patholdgias esetekben
valik/valhat jelentéssé (Actis et al.2002).



I1. A kbvetkezé kisérletek célja a nyalfelszabadulas cellularis mechanizmusanak a
megismerése volt. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az exogén vagy az idegingerlésére
felszabadul6 transzmitter képes programozott sejthalalt (PCD) kivéltani. Vizsgaltuk
tovabba a citochrom c felszabadulast, a caspase-9 és caspase-3 enzimek aktivalodasat
annak érdekében, hogy a PCD intracellularis Utvonalat felfedjuk. A caspazok
aktivalodésat active caspase antitestekkel immunhisztokémialag hataroztuk meg.
Megallapitottuk, hogy a csiga nyalmirigy idealis modellnek bizonyult a transzmitter
szabalyozott PCD molekularis mechanizmusanak a tanulmanyozasara. E16z6
eredményeinkbdél arra a kvetkeztetésre jutottunk, hogy az exocitotikus nyalfelszabadulas
mellett a masik lehetséges mechanizmus a nagymennyiségii mucus felszabaditasara: a sejtek
teljes pusztulasa. Annak tisztazasara, hogy a nyalfelszabadulas PCD utjan valdsult meg
tobbféle megkdzelitést alkalmaztunk. Egész nyalmirigyben a PCD sejtek kvantifikalasa nem
lehetséges ezert 16 p cryosztat metszeteket készitettlink és a TUNEL-modszert (TACS-XL
DAB) alkalmaztuk a PCD sejtek meghatarozaséra egy adott teriileten (1 mm?). A TUNEL
modszerrel a DNS fragmentécidja detektalhat6 (az apoptosist kiséré alapjelenség) és a DAB
maodszernek készonhetéen a PCD sejtek magjai barna szinezetet kapnak és fénymikroszképos
szinten azonosithatok. Azt talaltuk, hogy az aktiv allatokban a PCD sejtek szdma magasabb az
inaktiv allatokhoz keépest. Fiziologas ingerek hatdsara, mint pl. exogén transzmitter (DA, 5-
HT, ACh) alkalmazésa vagy idegingerlés hatdsara az PCD sejtek szdma szintén megnott.
Kimutattuk, hogy a kivalasztott nyal mennyiségét az exogeén transzmitterek a kdvetkezé
hatésossagi sorrendben stimulaltak: DA (Kp = 1.7 x 107 M) > 5-HT (Kp = 1.2 x 10° M) >
ACh (Kp = 1.15 x 10™ M). A DA tehat hatasosan novelte a kivalasztott nyal mennyiségét és
a PCD sejtek szamat is. Az eticlopride egy D2 receptor antagonista jelenlétében a DA nem
novelte a PCD sejtek szamat, melynek alapjan feltételeztik, hogy a DA indukélt PCD a
nyalfelszabadulas fiziologiai Utja.

A kaszpazok inaktiv precursorként vannak jelen a sejtekben, de amint a sejt PCD szignalt kap
proteolizis utjan az enzimek aktiv molekulavéa alakulnak. A kovetkezé lépésben a PCD
intracellularis utvonalat kideritend6 az aktiv kaszpaz-9 jelenlétét mutattuk ki. A kaszpaz-9
egy un. iniciator molekula, amely az apoptdzis korai fazisaban jelenik meg. Az aktiv kaszpaz-
9 jelenlétét kozvetett uton a Mitocapture apoptosis detection-kittel (MBL, Japan) mutattuk ki,
amely a mitochondrium transzmembran potenciél valtozasat detektalja, és amely szintén a
PCD korai szakaszara jellemzé. A DA stimuldlt sejtszuszpenzidban az active kaszpaz-9-t
tartalmazd sejtek szdma szignifikdnsan megnétt. A kdvetkezo kisérletsorozatban a végrehajto

(executor) aktiv kaszpaz-3 molekula jelenlétét mutattuk Ki. A kaszpaz-3 molekula a



citoplazmaban lokalizalodott, a mucus és a sejtmag nem tartalmazott aktiv kaszpaz-3
molekulat. A fiziologiai ingerek, amelyekkel PCD-t lehetett kivaltani novelték a kaszpaz-3
pozitiv sejtek szamat is.

Konkluzio A csiga mirigysejtjeibdl a mucus felszabadulasa a mitochondrium-kaszpaz
medialt programozott sejthalal atjan toérténik. Eredményeink egy 0j tipusu, transzmitter
medialt PCD mechanizmus jelenlétét bizonyitottdk a nyalmirigyben, amely a mitochodrium-
caspase —fliggd Utvonalon valdsul meg. Az aktiv allatok mirigysejtjeiben a PCD-re jellemzé
tipikus morfoldgiai valtozasokat figyeltiink meg, mint pl. a szoma zsugorodasat, DNS
fragmentacidt és membrane holyagok (blebbing) kialakulasat. A nyalmirigy ideg ingerlése
vagy az exogén DA novelte a PCD-t mutato sejtek szamat inaktiv és aktiv allatokban
egyarant, kb. egyenld mértékben annnak ellenére, hogy az aktiv allatokban PCD -t mutat6
sejtek szdma magasabb volt. A D2 receptor antagonista és a tetraethylammonium (TEA) a
delayed K-aramot gatlé koncentracioban csokkentette DA-indukalt PCD sejtek szamat.
Feltételezziik, hogy a PCD-t nemcsak gének, hanem olyan fiziolégias ingerek, mint pl. a

transzmitterek és az ion-homeosztazis valtozasa is képes szabalyozni.

I11. A nyalmirigy sejtek elektromos tulajdonsagainak a meghatarozasa volt, kulonos
tekintettel a 1) sejtkdzotti ingeriletterjedésre, 2) a mirigysejt ionaramainak
jellemzésére.
maodszereket alkalmaztunk. Az ultrastrukturalis vizsgalatok alapjan legalabb kétféle kapcsolat
volt felfedezhet6 a szomszédos mirigysejtek kdzott: i) desmosome-szerii (zonula adherens) és
ii) gap junction- szeri struturdk. A membran kapcsolatok fehérjéinek meghatarozasara a
Drosophila innexin- és a gerinces agyra jellemz6 connexin-36 antiszerumokat alkalmaztuk. A
connexion-36 antitesttel nem kaptunk pozitiv reakciét, mig ellenben az anti-innexin2
(Stebbings et al. 2000), pozitiv immunoreaciot adott. A hattéraktivitast csokkentve
(PhotoShop 7.0) vilagossa valt, hogy az innexin2 immunoreactivitas a mirigy sejtek kdzotti
membranra lokalizalddik és a citoszélban pozitiv jel nem talalhatd. A sejtek kozotti
elektromos kapcsolat az acinusban 1évé sejtek szinkronizalt miikodését biztositja, hiszen az
innervacio szegényes, valddi szinaptikus kapcsolatokat nem talaltunk. Az elektromos jel kb.
hét sejten keresztil megkozelitéen 60-65 %-al csokkent, mivel a kapcsol6 vagy attevodési
egyutthatd kb. 70 p tavolségra 0.24 volt.

A nyalmirigy kilonb6z6 sejtjeiben mért nyugalmi membran potencial (MP) homogén

eloszlasa egy Gauss-gorbével volt leirhato, az MP atlagértéke -56.6 £ 9.8 mV, (n=483), és a



mirigy sejtek bemeneti ellenallasa 2-5.5 MQ k&z6tt volt. Korabbi szerzék eredmeényei e
tekintetben nagy sz6rast mutattak, amely eredményeink alapjan az alacsony ellenallasu
elektrodak alkalmazésanak tulajdonithatd. Mi azt talaltuk, hogy stabil MP-t kizarélag 20 MQ
feletti ellenallasu elektrodakkal lehetett elérni. A nyugalmi MP tizszeres extracellularis K-ion
koncentracidvaltozasnal -41 mV-al valtozott, jelezve az elektrogén Na-pumpa valamint a Cl-
ion részvételét az MP kialakitasaban. Kisérleteink fontos megfigyelése volt a mirigysejt
relative érzéketlensége a magas extracellularis K-koncentracioval szemben. Normal ion-
Osszetétell fiziologias oldatban 24 mM-ig, Na-mentes oldatban 80 mM-ig kompenzalt a sejt,
azaz a MP nem valtozott, amely részben az ion-pumpék ellenhatasaval ill. a sejtmembran
asszimetrikus tulajdonsagaval magyaraztunk (a bazalis és luminalis membranok eltéré
transport tulajdonsaggal birnak). Bizonyitottuk az elektrogén Na-pumpa, valamint a Na, K,
2Cl szerepét a nyugalmi membran potencial és a szekretoros potencidl kialakitasaban.
Voltage-clamp kisérletekben eldszor irtuk le és jellemeztik a fesziiltségfiiggs ion-
konductanciakat a mirigysejtekben. Négy feszultség-fliggé ionaramot talaltunk, harom kifelé
iranyulo K-aramot (delayed rectifier Ik, tranziens |5 -aram és Ca-aktival K-aram), valamint
egy befelé iranyulé aramot, amelyet Ca-aramként azonositottunk (Cd-al blokkolhat6 volt). Az
Ia gatolhato volt 4-AP-el, mig az I-t TEA blokkolta. Az Ca-aktivalt ill. fliggo
konductanciaknak fontos szerepet tulajdonitanak a szekrécié létrenozasaban szamos exocrine
mirigyben (Petersen 1988). A K-aramok szamos fontos sejtfunkcioban vesznek részt a nem-
ingerlékeny sejtekben is ugymint, az MP kialakitasa, izomkontrakcio, szignal transzdukcio,
sejttérfogat meghatarozasa, proliferacid, immunvalasz stb.

Az utébbi idében szamos bizonyiték halmozodott fel, amely a K-, Ca- és Cl-aramok
részvetelét bizonyitottak a PCD-ben (Yu 2003), ezert feltételeztiik, hogy a nyalmirigyben
talalhato K-ioncsatorna(k) aktivalodasa fontos lancszem lehet a nyalfelszabadulas
kivaltdsdban. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a DA indukalt PCD sejtek szaméat K-
csatorna blokkold TEA jelentgsen csokkentette azt sugallva, hogy a feszultségfiiggd K-
ioncsatornak rész vesznek a PCD kialakitasaban, vagy a sejttéerfogat megvaltoztatasaval,

vagy egyéb mas folyamaton keresztul.

IV. A peptiderg és aminerg neuromodulécd vizsgélata kiilonos tekintettel a szignél
transzdukciora valamint a vezikula populacié dinamikajara.

Korébban kimutattuk, hogy azok az idegvégzédések, melyek a nyalmirigyet és a vezetéket
innervaljak DA-t és 5-HT-t szabaditanak fel elsédleges transzmitterként (Kiss et al. 2003). A

molluszkak neuromuszkularis kapcsolatara jellemz6 a preszinaptikus oldalon a szinaptikus



vezikulak jelenléte, a keskeny szinaptikus rés valamint a nemspecializalddott posztszinaptikus
membran. Klasszikus szinaptikus kapcsolatokat nem talaltunk. Az idegrostokat vezikulakat
tartalmazo varikozitasok jellemzik mely varikozitasok a transzmitterek és modulator anyagok
felszabadulasanak helyei (volume transmission, Cloney and Florey, Heyer et al., 1973). A
szinaptikus vezikulak dinamikajanak nyomon kdvetése a nyalmirigyben FM —festékek
alkalmazasaval tortént. A gyors motoros végzédések szinapszisdban a szinaptikus vezikulak
az Ugynevezett azonnal mobilizélhato és a tartalék vagy reserv poolban csoportosulnak. A két
pool mobilitasa az Ujrahasznositas (recycling) soran kilénb6z6, amely mobilités a
vezikulakba zarodo és ingerlésre felszabadulo styryl-festékekkel nyomonkovetheto.
Vizsgalatainkban arra voltunk kivancsiak , hogy a csiga nyalmirigyében talalhaté nem-
szinaptikus (volume synapse) végzédések vizsgalatara alkalmazhat6 —e az emlitett
festék. Megallapitottuk, hogy az FM-1-43, valamint az FM2-10 segitségével megjel6lheto a
varikozitasok és végzodések vezikula populacidja. A n. salivaris ingerlésekor valamint 40mM
KCI hatasara az idegvégzédések depolarizalodtak és a festékkel a vezikulak jellhetok voltak.
A Kisérletek egyik célja a monoamin- és a peptidtartalmi vezikulak felszabadulasi
dinamikajanak tanulméanyozéasa volt. A kisérletek kezdeti stadiumban vannak, befejezesik a
2007-év els6 honapjaira tevodik at. A késés oka elsésorban az volt, hogy anyagi forras
csokkentése miatt a festékek késon kerlltek beszerzésre. A tovabbiakban a kulonb6z6
frekvencidju idegingerlés hataséra torténé vezikula felszabadulast vizsgaljuk az el6zéleg
festékkel jeldlt végzodésekbol. A kisérletek folyamatban vannak.

Kiserleteinkben a nyalvezetéek izomsejtjei tartds kontrakcidval valaszoltak az exogén DA-ra a
D1 receptorokon keresztiil. Ezzel ellentétben az 5-HT-nak kettés hatasat figyeltiik meg az 5-
HT1 vagy az 5-HT3 tipusu receptorokhoz kapcsolddva. El6zéleg immunhisztokémiai
modszerrel kimutattuk az 5HT és kilénb6zé endogén neuropeptidek kolokalizaciojat az
éticsiga nyalvezetékében és a nyalmirigyben. A vizsgalt endogén neuropeptidek kismértéki,
doézis-fliggo relaxacidt valtottak ki a kovetkez6 hatasossagi sorrendben: FMRFa > GSPFVYa
> CARP > APGWa. Korabbi vizsgalatokbdl ismert volt, hogy az 5SHT-nak kett6s hatasa van,
nagy koncentracioban kontrakcidt alacsony koncentracioban relaxaciot valt ki. Az endogen
neuropeptidek mindkét izomvalaszt modulaltak, de eltéré volt a neuropeptidek hatasossagi
sorrendje. Az 5HT-indukalt kontrakciot az APGWa > FMRFa > GSPFVYa csokkentette a
CARP azonban novelte azt. Az SHT-idukalt relaxaciot az APGWa > GSPFVYa > CARP >
FMRFa csokkentette. Idegingerléskor az izom 0Osszeh(zodik és mind az 5HT mind a
neuropeptidek felszabadulhatnak. Az izomvalaszt a neuropeptidek a kovetkez6 hatasossagi
sorrendben csokkenteték: APGWa > GSPFVYa > FMRFa > CARP. Eredményeink



egyertelmiien bizonyitottak a neuropeptidek modulédlé hatasat az 5HT altal kivaltott
izomvalaszokra. A neuropeptidek hatdsossagi sorrendjének valtozasa azt is jelenti, hogy a
posztszinaptikus hatas mellett preszinaptikus hatas is jelen lehet, de tdébb neuropeptid
egyideji felszabadulasa (koktél) sem kizart. A neuropeptidek és transzmitter koktélok hatasat
nem vizsgaltuk, a jelenség tisztazasara tovabbi kiserletek szlikségesek.

Annak ellenére, hogy a nyalmirigyet a CNS kdzvetlenil innervalja sem DA sem 5-HT
tartalma szomakat a bukkalis ganglionban mindezideig azonositani nem sikerilt. Mi azt
talaltuk, hogy az 5-HT tartalmu rostok a cerebralis ganglion 6rias neuronjabol az MGC-bdl
szarmaznak. A sejt nyulvanyokat a szoma intracelluléris feltoltésevel kdvettiik nyomon és azt
talaltuk, hogy azok kdzvetlenil a nyalmirigybe is eljutnak. Tovabba immuncitokémiai
bizonyitast nyert, hogy a bukkalis ganglion neuronjaiban az 5HT és kulonféle neuropeptidek
kolokalizalnak. A neuronok és a nyalmirigybe vezeté nyulvanyaik kilénféle peptideket
tartalmaznak ugymint: APGWa (red pigment concentrating hormone), DS (Mytilus inhibitory
peptide), CARP (myomodulin-CARP) és FRMFa (FMRFa related peptides). Feltételezzlk,
tehat hogy a neuropeptid modulécié a neuromuszkularis szinapszisban fiziologialiag jelen van
és ez a transzmitterhatas csokkentésében (gatlas) nyilvanult meg. A tébbféle neuropeptid
jelenléte alapjan feltételezzik, hogy az 5SHT hatasanak kozvetlen ill. kbzvetett modulacioja

valdsul meg.

Els6ként irtuk le a pituitary cyclicAMP modul&lé peptid, jelenlétét a kdzponti
idegrendszerben és a periféerian. A PACAP-LI peptidet az anti-PACA27-re adott pozitiv
valasz alapjan azonositottuk. Megallapitottuk, hogy ellentétben a gerincesekkel a PACAP27
dominél a PACAP38-al szemben. Az arany 2:1 inaktiv allatokban és 10:1 aktiv &llatokban. A
PACAP meghatérozasat RIA és IH modszerrel végeztik. Western blot kisérletben
bizonyitottuk, hogy a CNS-ben a PACAP proPACAP formaban van jelen (~ 14 kDa-0s
molekula), valamint a PACL1 receptor jelenlétét is kimutattuk. Nyalmirigyben a PACAP
hatasosan antagonizalta a DA PCD-t indukalo hatasat. Az eredmények feldolgozasa és
publikalasa folyamatban van. A PACAP és receptorainak jelenléte a CNS szdmos sejtjében
arra enged kovetkeztetni, hogy a peptid szamos fiziologiai funkcidban vesz részt, tébbek
kozott az aktiv és inaktiv (feltehetgen a hibernalo) allapot szabalyozasaban is. Az

eredményeket feldolgoztuk, az anyag kéziratban van, publikalasara 2007-ben sor kerul.

V. A peptidhatas masodik messenger rendszere, a neuropeptidhatas
deszenzitizaciojanak mechanizmusa.



A gerinctelen allatok szamos aminerg és peptiderg receptora G-protein kapcsolt ezidaig
azonban a puhatestiiekben a G-protein kapcsolt receptor kindzok jelenlétét és funkcionalis
szerepét még nem bizonyitottak. Mindezideig a MIP-receptorok és az ion-csatornak kdzott
meglévé szignalizacio utvonala ismeretlen volt. Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a
feltetelezett MIP-receptorok G-protein kapcsoltak és deszenzitizalédnak. A MIP kivaltott
egy ligand aktivalt K-aramot, amelyet az adenil ciklaz aktivacidja valamint a foszfolipaz
utvonal blokkoloi gatoltak. A GTPyS perzisztens hatdsa €s a receptor MIP-aktivalt K-
ioncsatornak szupresszalasa GTPPS-el bizonyitotta a G-protein részvételét a szabalyozasban.
Megallapitottuk, hogy a peptid pertussis toxin érzéketlen Go; alegyseghez kapcsolodva az
adenil ciklaz gatlasaval valdsult meg. Cell-attached patch kisérletekben azt talaltuk, hogy az
extra patch applikalt peptid befolyasolta a K-aramot jelezve a szolubilis messenger
molekulak részvételét. Kimutattuk, hogy a MIP-receptorok G-proteinhez kapcsoltak, tovabba
hogy a MIP-receptor és a K-ioncsatorna kozotti szignal transzdukcioban az o; alegység
mellett a By dimer is részt vesz, amely biztositja a divergald intracellularis szignalizacios
Gtvonalat.

A receptor deszenzitizacio egyik lehetséges mechanizmusa a receptor foszforilacioja
kilénbdzo protein kindzokkal. Jelen kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a deszenzitizacio G-
protein kapcsolt receptor kinazzal torténik. Az éticsiga agy homogenizatumabdl Western-blot
segitségevel és emlés GRK2/3 emlés antitesttel els6ként mutattuk ki GRK-szert
immunreakcio jelenlétét. Az immunreaktiv sav kb. 80 kDa korul volt megfigyelhets, amely
egyezett az emlésokon kapott eredményekkel. Pozitiv kontrollkén hal és patkany agy
homogenizatumon paralell végeztik el a WB analizist, ahol szintén 80 kDa korul kaptunk
pozitiv immunjel6lest. Nemcsak az agy homogenizatumaban, hanem a szem és nyalmirigy
homogenizatumban is megfigyeltik ezt a savot. Annak bizonyitasara, hogy a GRK2/3 enzim
funkcionalis jelent6seggel bir a MIP-receptor deszenzitizaciojaban a kontrol és agonista
(neuropeptid) aktivalt sejteket metabolikusan 32P;-vel jel6ltiik. A szolubilis és membran-
kotott fehérje frakcidkat blottoltuk és a 80 kDa korili savot szeparaltuk és mértiik a 32P;
aktivitast. Eredményeink szerint a citoszolban levé foszforilalt GRK mennyisége kb. annyival
csokkent amennyivel a membran-kétott frakcio aktivitasa nétt (50%). Anti-GRK2/3
intracellularis injektalasaval a peptid indukalt deszenzitizacio gatolhato volt. Ezek az
eredmények bizonyitjak, hogy a GRK-nak funkcionalis szerepe van a receptor
deszenzitizacidban az éticsigaban.

V1. 5HT és dopamin receptorok interakcidja:



Megallapitottuk, hogy az SHT koncentréci6 fiiggé médon 108 és 10 M koz6tt gatolta a DA-
altal kivaltott izomdsszehuzddasokat a nyalvezetékben. Ez a jelenség, eltéréen az 5SHT
szezonalis hatasatdl mindig megfigyelhet6 volt. Feltételeztiik, hogy a jelenség a DA/5-HT
receptor-interakcio eredmenye ill. a receptorok heteromér- komplex expresszidjanak
tulajdonithato. Feltételezésunket kettés receptor-immun jel6léssel kivantuk tisztazni. A
munka konfokalis mikroszkop hidnyaban 2007 els6 féléveére tolddott. A talpizomban és a
szivizomban viszont a DA gatolta az 5-HT hatdsat. A DA- és 5-HT receptorok
antagonisztikus hatasanak lehetseges mechanizmusat a sziv és talpizomban vizsgaltuk
részletesen.

Irodalmi adatok szerint a szerotonin a puhatestt, killéndsen a kagyl6 izom ténusos
kontrakciojanak relaxaciojat okozzak a cAMP kdzremiikddése révén. Az SHT inaktiv csiga
azonban nemcsak 5HT-t, hanem DA-t is tartalmaz. Az inaktiv allat talpizmaban az 5SHT
koncentracidja nagyobb a DA koncentracidjanal, 5SHT tulsuly érvényesil. Az allat
aktivalodasakor a talpizomban mindkét monoamin szintje né, a ndvekedés azonban olyan,
hogy a szerotonin talsulya az aktivitasban tovabb né. Kiserleteinkben vizsgaltuk, hogy a két
klasszikus transzmitter milyen szereppel bir a Helix pomatia aktiv (arousal) és inaktiv
(aestivated) allapotanak szabalyozasaban, kilonds tekintettel a receptor interakcidra és
az intracelluléaris szignalizacids Utvonalra. Izolalt talpizom szeleteken vizsgalva az SHT
hatasat megallapitottuk, hogy az 5HT jelentésen 100 pM-os koncentracioban 400 %-al
novelte a cAMP koncentraciojat. A DA ugyancsak novelte a talpizom cAMP koncentraciojat
de hatasa lényegesen gyengébb, 100 uM-os koncentracidban is csak 60 %-al novelte a szintet.
Ha az 5HT és a DA egyuttes hatasat vizsgaltuk megéllapitottuk, hogy hatasuk nem additiv
(nem kilon receptorokon hatnak), sét a DA jelenlétében a szerotonin hatasa mérseklodott.
A100 uM 5HT és 100 uM DA egydttes hatdsakor a cAMP koncentréacioja csak 200 %-al nétt.
Az hogy a DA képes az 5SHT receptorhoz bekotédni igazolta a leszoritasos vizsgalat is. A
puhatestiiekben az *H-LSD az egyetlen SHT ligand mely nagy affinitassal kétédik a
receptorhoz, a ligand leszoritasa a receptorokrél azonban eltéré volt a kozponti
idegrendszerben és az izomban. Az idegrendszerben a DA és az 5HT 50%-ban gatolta a * H-
LSD kotédeset, 10 uM ill. 1.3 uM-ban, ezzel ellentétben, az izomban 30%-ban blokkoltak
100 uM koncentracioban. In vivo kisérletekben az inaktiv csigaba injektalt SHT aktivélta az
allatot novelve a talp cAMP koncentracidjat. Ha az 5SHT-t DA-al egyitt injektaltuk a DA

megakadalyozta a CAMP koncentracidjanak ndvekedeset és késleltette az allat aktivalddasat.



Vizsgaltuk a protein foszforilaciot 5HT, 8-Br-cAMP (a cCAMP membran permedbilis
analdgja) valamint egy kardioaktiv peptid, az SCPg hatasara. Az SCPg hatasa szintén az
intracellularis cAMP ndvekedés fliggvenye. A szivizom SDS-PAGE analizise egy 50 kDa-os,
ismeretlen funkcidju fehérje foszforilacidjat mutatta ki. Ezzel ellentétben, a talpizomban egy
600 kDa fehérje foszforilacidja nétt meg az 5HT, 8-Br-cAMP és SCPg hatasara. Hasonlo
fehérjemolekulat a kagyld zardizméban kordbban mar kimutattak, amely kevés
energiaraforditassal képes az izmot 6sszehuzéddott allapotban tartani. A nagymolekulastlyu
fehérje foszforilalasa az izom relaxaciojat eredményezte. Gerincesek simaizmaiban fedezhet6
fel hasonlé alacsony ATP felhasznalasaval megvaldsuld kontrakcio, melynek megértéséhez
jelen modell segitséget adhat. Megallapitottuk, hogy a szerotoninnak mint transzmitternek a
talpizomban adenil ciklazhoz kapcsolt receptora van, a DA azonban csak modulator
szerepet tolt be azaltal, hogy az 5SHT receptor helyekhez kotgdve gatolja az SHT kotadéset,
ezaltal képes az SHT stimulalt adenil ciklaz mérséklesére. A gerinctelenek 5HT-
receptorainak besorolasa a gerinces SHT —receptorokhoz megfeleld és szelektiv
antagonistak hidnydban csak részben sikeres. Eredményeink az 5SHT receptor altipusok
jellemzéséhez nyujt Gjabb adatokat gerinctelenekben.

Eredményeink feldolgozas alatt vannak, publikalasra 2007-ben kerdl sor.

Az OTKA pélyazati anyagbdl a kovetkezé kéziratok vannak késztlében ill. elkiildés

elott:

1) Pirger Zs., Kiss T.: Mitochondrial-caspase dependent programmed cell death is a
physiological way of mucus release from the salivary gland.

2) Hernédi L., Pirger Zs., Kiss T., Reglédy D.: Activity dependent expression and
distribution of pituitary adenylate cyclase-activiting polypeptide-like peptide and
its receptors in snail.

3) Kiss T., K. Elekes, Z. Laszl0, Zs. Nagy.: Peptidergic modulation of a serotonin
evoked responses of the salivary duct musculature in the snail, Helix pomatia.

4) Hiripi L., Elekes, K., Pirger Zs., Kiss, T.: Activity state of Helix is regulated by
5HT receptor coupled to adenyl cyclase.
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