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A GRAVIRECEPCIO-LOKOMOCIO reflexiv neurondlis konnektivitasainak
azonositasa soran a nagy mocsari csigaban (Lymnaea stagnalis) a vestibularis rendszer
periférias érzékszervében, a statocystaban i) intra- és extracellularis jeldlést (neurobiotin,
Lucifer yellow és HRP) kovetéen jellemeztilk a mechanoreceptorok (szoérsejtek) efferens
(kbzponti) projekcidit; ii) immunhisztokémiai (ton elemeztik a szenzoros neuronok
lehetséges transzmitter tartalmat; iii) vizsgaltuk az érzésejtek ultrastruktarajat és HRP-jeldlést
kovetéen centralis kapcsolatait. Uj modszert dolgoztunk ki, mellyel HRP és a membran
permeabilitast fokozd Streptolysin O a statocysta Uregbe toérténd egyuttes injektalasat
kdvetéen az érzésejtek nagyobb populacidja volt megjeldlhets. Kimutattuk, hogy az egyes
érzosejtek illetve érzésejt populaciok axon projekcioi az ipsilateralis cerebralis ganglion
neuropiljében egy kisebb terlileten, zartan arborizalnak, mikozben ellenoldali projekcidkat is
letesitenek. Az ipsilateralis arborizacié tovabbi anatomiai jellemzése soran a HRP-vel jeldlt
elemek korrelativ fény- és elektronmikroszkdpos vizsgalatdval kimutattuk, hogy csak kevés
jelélt profil létesit interneuronalis kapcsolatot, melyeknek két formaja volt elkuldnitheto i)
jelolt végzodések axo-szomatikus kapcsolatai jelOletlen érzosejtekkel, ii) jelolt végzédések
axo-axonikus kapcsolatai jel6letlen posztszinaptikus profilokkal. A statocysta efferens axonjai
szoros, de nem specializalt axo-axonikus kapcsolatokat mutatnak a statocysta idegben.
Mindezek alapjan az erz6 bemenetek illetve kimenetek nagyfoku, szinaptikus verzatilitasa
tételezhet6 fel, mely egyben a szenzoros informécié mddositasanak illetve a szenzoros
informacié moddositd szerepének jeleként értelmezhets. TEM vizsgalatok szerint az
érzosejtek ultrastruktaraja jellegzetes, kettos intracellularis szervezédést mutat: a citoplazma
legnagyobb, elektron transzparensebb része csak nagyszamud agranuléris vagy granularis
elemet tartalmaz, mig a sejtek szubcelluléris alkotdelemeit tartalmaz6 perinukleéaris és
periférias teruletei magas elektron denzitasuak. Az érzésejtek vezikula- és granulum tartalma
azok kevert neurokémiai karakterét veti fel. Immunhisztokémiai Gton 7-8 hisztamin, 3
glutamat és 1 FMRFamid immunreaktiv (IR), tovabba NADPH-d hisztokémia segitsegével 2-
3 reaktiv érzosejtet lehetett kimutatni; a neurokémiailag identifikalt szoérsejtek pontos
anatomiai/térbeli lokalizaciojat is megallapitottuk.

A Lymnaea statocysta cellularis szervezédését es ultrastruktardjat a fejlédés
embrionalis életszakaszaban is vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy posztmetamorfotikus E75%
és E90% embriokban i) a gravireceptor szérsejtek ultrastruktdraja mar a kifejlett, szabadon
mozgo allatéhoz hasonld; ii) a statocysta belsé terében ugyanakkor csak néhany nagyméreti
statolith van jelen, mely arra utal, hogy embrionalis korban az érzéfunkciot a gravirecepcid
eltéro (,,sulytalanabb”) feltételeihez ,,alkalmazkodd” kdzvetitéstruktira biztositja.

Az AMINERG RENDSZEREK elemzése soran a nagy mocsari csiga, Lymnaea
stagnalis, embridgenezisének és embriondlis magatartasformainak  aminerg
szabalyozasat vizsgalva kimutattuk, hogy mind a DA, mind az 5-HT mennyisége a késoi
embridgenezis sordm erételjesen (2-300%) emelkedik, mely jol korreldl a szintetizald
rendszerek enzimaktivitasanak alakulasaval. Kimutattuk, hogy a monoamin szintek barmilyen
(pozitiv vagy negativ) iranyu valtozasa egyarant az embridgenezis lassulasat valtja ki: korai
(E40%) embriokban (veligera larvak) a kulonb6zé monoamin szintézis gatlok (MPTP, MPP-
jodid), az aromés aminosav dekarboxilaz gatld6 Nsd-1015 és a triptofan hidroxilaz gatl6 pCPA
25-40%-kal, mig a szintézis szubsztratok (L-triptofan, tirozin) 18-55%-kal megnyujtottak az
embridgenezis idotartaméat. pCPA (0.1 mM), illetve Nsd-1015 (0.1 mM) kezeléseket kdvetoen
5-HT immunreaktiv neuronok az E70%-E95%-0s fejlettsegti embridkban nem voltak
megfigyelhetok. Széleskorii farmakoldgiai és azokhoz kapcsolddo fizioldgiai vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy az embrionalis forgomozgast, illetve a reszelonyelv (radula) mozgatast
(=taplalkozasi aktivitas) mindkét monoamin serkentette, mig a posztembrionalisan megjelend
felnéttszerti csiszomozgasra csak az 5-HT hatott serkentéleg. Kimutattuk az 5-HT receptor
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agonistainak és antagonistainak a forgdmozgast serkenté, illetve gatlé hatasat, embriébdl
készitett membran preparatumban a *H-5HT kotédés egyetlen nagy affinitast kotshelyét, a
forgémozgast hatésosan gatold specifikus farmakonok *H-5HT kotddését gatld hatasat,
tovdbba hogy az 5-HT receptor az embridkban negativan kapcsolt az adenil-ciklaz
rendszerrel. Eredményeink alapjan megéllapithatd, hogy az embriondlis forgdmozgast
szabalyoz0 5-HT receptor azonos a gerincesekben azonositott 5SHT 4 receptorral.

A taplélkozasi rendszer 5-HTerg innervéciojdnak neuroanatémiai jellemzéit nagy
mocsari csigaban (Lymnaea stagnalis) vizsgalva megallapitottuk, hogy az 5-HT-IR rostok a
pofaizomzat efferentacios elemeit tartalmazé pofaganglionban jellegzetes kosaras
elrendezédesben  axo-szomatikus — kapcsolatokat — létesitenek, mig a pofaizomzatot
poliszinaptikus elrendez6désben innervéljak. A pofaizomzat els6 5-HT-IR elemei E70%-0s
embriokban jelennek meg, melyet a kés6i embriogenezis (E28-100%) és a korai (P1-2)
juvenilis korban a pofaizomzat és az 5-HT-IR innervaci6é parhuzamos, gradualis maturacioja
jellemez. Nagyfelbontasu konfokalis mikroszkopia segitségével pontositottuk a fejlédo
(embrionalis és juvenilis) allat pofaizomzatanak 5-HT immunreaktiv innervacids képét. Késoi
embrionalis pofaizomzatban nem-specializalt ideg-izom kapcsolatokat azonositottunk
ultrastrukturalis szinten. A P1-P6 juvenilis stddiumokban meghataroztuk a pofaizomzatban az
5-HT koncentracid viszonyait, mely fokozatos emelkedést mutat (P1 - 3,6 pmol/mg, P6 - 6,0
pmol/mg, felnstt - 12,4 pmol/mg), tovabba egy egykomponensii, Na* fiiggs 5-HT felvételi
mechanizmust (Km=13,65 pM, Vmax=12,7 pmol/mg/20 perc) és a hozza kapcsol6déd K*/Ca®*
fuggdé 5-HT uptake-release rendszert mutattunk ki és azokat farmakoldgiailag jellemztiik.
Kimutattuk, hogy a pofaizomzatbdl készilt membran preparatum nagy affinitassal (Kd=4,5
nM, Bmax=2,4 fmol/mg) kéti a *H-5HT-t és a receptor pozitivan kapcsolt az adenil ciklaz
masodik hirvivé rendszerhez. FarmakoloOgiai vizsgalataink szerint a pofaizomzatban a
neuromuszkuléris 5-HTerg folyamatok 5-HTg tipusd receptorhoz kapcsolddnak.

Monoaminok szerepét Helix pomatia (izom)aktivitasanak szabalyozasaban
vizsgalva fébb eredményeink a kdvetkezok. i) a CAMP koncentracid ndvekedéset detektaltuk
in vivo 5-HT injektalast kovetéen a sziv- (38%) és talpizomban (89%). Szivizombol készitett
membran preparadtumon az 5-HT serkent6 hatésa 3-400%-os volt. ii) Kimutattuk, hogy a két
izomban az 5-HT Aaltal stimuldlt cAMP kulonbozik az idegrendszerben jelenlévotol. iii)
Kimutattuk, hogy a cAMP fligg6 protein kinaz aktivitdsdnak serkentése révén a talpizom
relaxaciojaban részt vevo fehérje mennyiség novelhetd, tovabba, hogy a talpizomzatban
azonositott 250 kDa-nal nagyobb fehérje molekulat jelzé radioakiv foszfor mennyisége cCAMP
illetve 5-HT hatasara jelentés mértékben emelkedett. Az amit A CAMP szint 5-HT hatasara
torténé koncentraciofliggé noévekedése adenilat- ciklazhoz kapcsolt 5-HT receptor jelenlétét
bizonyitotta. iv) Igazoltuk (PAGE-SDS gél elvalasztas — blottolas - anti-dekarbolxilaz
immunfestés Gtjan), hogy az 5-HT - cCAMP - PKA - foszforilalt protein metabolitikus Ut soran
képz6do 50 kDa sulyd protein mind a szivben, mind a talpizomban az 5-HT szintézisében
részt vevé aromas aminosav-dekarboxilaz. v) Indirekt (forskolin illetve SCPg kezelés) és
direkt (PKA, piridoxal-5’-foszfat, 5-http szubsztrat kezelés) uton is bizonyitottuk, hogy a
PKA aktivitds (foszforilacid) a szivben dekarboxildz expressziot eredményez.. vi) A
talpizomban jelenlévé 5-HT receptorrol kimutattuk, hogy o) az 5-HT-receptor pozitivan
kapcsolt az adenil-cikldz rendszerhez; az 5-HT serkenti a ciklaz aktivitasat; B) a periférian
(talpizom) illetve a CNS-ben jelenlévé adenil-ciklazhoz kapcsolt 5-HT-receptor eltérd
farmakoldgiai tulajdonsagokat mutat; 1) a *H-SHT kotédés farmakoldgiai vizsgélata révén a
talpizomban az 5-HTjg tipusu receptor jelenlétét.

A GLUTAMATERG RENDSZER immunhisztokémiai, biokémiai és molekularis
biologiai vizsgalatdval els6ként adtuk a szignal rendszer komplex funkciondlis
neuroanatémiai leirdsat gastropodakban. Immunhisztokémiai Gton a felnétt Lymnaea-ban



kimutattuk, hogy i) a kdzponti idegrendszerben mintegy 45-50, dont6éen a cerebrélis, pedalis
és pofa (bukkalis) ganglionban lokalizaloddo GLU-IR neuron fordul el; ii) a ganglionok
neuropilje, az interganglionaris commissurak és connectivumok, tovabba a periférias idegek
gazdagon innervaltak; iii) a talp, tapogato és az ajak szamos GLU-IR érzésejtet tartalmaz, mig
a talpban és a pofaizomzatban jel6lt efferens elemek is el6fordulnak. Az egyedfejlédés soran
kimutattuk, hogy 1) Az embridgenezis soran E75%-os fejlettségnél megjelennek az elsé
periférias GLU-IR axonkotegek. E90% stadiumban a ganglionok teljes és a talp és
pofaizomzat kezdeti GLU-IR efferens innervacidja figyelhet6 meg. A GLU-IR érzéelemek
elsé képviseléi ugyanekkor a talp caudalis régidjaban jelennek meg. ii) A korai juvenilis
korban (P1-2) a GLUerg rendszer fejlodésére a periférias érzérendszer kialakulasa a jellemzé.
iii) P3-4 juvenilis korban a GLU-IR rendszer kdzponti és periférias elrendezédése megfelel a
felnétt korban megfigyeltnek. P1 és P4 juvenilis szakaszok kozott a jelolt GLU-IR sejtek
szdma fokozatosan novekszik. P1-2 korban csak a pedalis ganglionban fordulnak el6 jel6lt
neuronok, mig P4 korban azok lokalizacioja, de nem szama, mar a felnéttkori eloszlast
mutatja.

A felnétt Lymnaea KIR-ben (E. Ito és munkatarsaival egyittmiikddésben, Tokushima
Bunri University) a glutaméat transzportereket biokémiailag és molekularis bioldgiai uton
jellemeztik. i) A GLU felvételt es felszabadulast, mely az GIuT jelenlétének bizonyitékanak
tekinthetd, biokémiailag jellemeztik a felnétt Lymnaea kdzponti idegrendszerében.
Kimutattuk, hogy a *H-GLU felvételét egy egykomponensii, specifikus farmakonokkal
blokkolhat6 rendszer jellemzi, melynek mértéke az egyes ganglionokban el6fordulé GLU-IR
neuronok szémaval korrelal. A felvett *H-GLU felszabaduldsa magas K-tartalmd, illetve
magas K- és alacsony Ca-tartalmd médiumban kimutathatd volt. Sikeresen klonoztuk a
Lymnaea agybol a glutamat transzporterek két tipusat, a serkenté aminosav transzportert
(EAAT) és a vezikularis glutaméat transzportert (VGIUT) és megallapitottuk, hogy azok
funkcionalis domeénjei jol konzervaltak dsszehasonlitva az emlés EAAT-val es VGIuT-val. In
situ hibridizécids kisérletekkel mind az EAAT, mind a VGIUT mRNS atirast a Lymnaea KIR
szamos idegsejtjéhez kothetéen kimutattuk.

Az EXTRACELLULARIS MATRIX (ECM) anyagok eléforduléasat a gastropoda
(Helix és Lymnaea) kozponti idegrendszerben vizsgalva akridin-narancs és alciankék
festéssel igazoltuk, hogy a Helix KIR-ben savanyl proteoglikdnok jelen vannak, mig
Lymnaea-ban nem. Saunders-féle differencialfestési eljarassal kimutattuk, hogy a Helix KIR-
ben eléforduld proteoglikan a hialuronsav. Mind Helix-ben, mind Lymnaea-ban akriflavin-
Schiff reakcioval a neuropil gazdag (nem savas) proteoglikan és glikolipid tartalmét
igazoltuk. Toluidinkék bazikus tiazin (pH 4.0) fluorometakromazias festést mutatott Helix és
Lymnaea mind gliasejtekben, mind neuronokban.. A Lymnaea embriogenezise soran
kimutattuk, hogy az akriflavin-Schiff reakcio terméke a ganglionok neuropiljében csak
nyomokban van jelen kés6i embrionalis és a P1/2 juvenilis staddiumokban, mig a toluidinkék
fluorometakromatikus jele kikelésig csak a neuropilben mutathatd ki. Mindez az ECM
rendszer lassu érésére utal.

Kilonbozo, fluoreszcens festékkel konjugalt lektinek alkalmazédsaval Lymnaea és
Helix KIR-ben kimutattunk o-helyzetben koétott manndzt az ideg- és gliasejt perikaryonok
membranjai mentén és a neuropilben, a szialsavval fedett N-acetil-galaktézamint a
periganglionaris kotészovetben. A DSL, LEL STL WGA lektinekkel kilénb6zé N-acetil-
glikozamin oligomereket azonositod proteoglikanok eltéré elemekhez (glia és/vagy neuron),
illetve a neuronok eltéré anatdmiai szakaszaihoz kapcsolddnak. A felnétt Lymnaea és Helix
KIR ECM-jében kimutatott jelent6s kilonbsegek az eltéré (szarazfoldi illetve vizi) éléhellyel
és életmoddal magyarazhatok. A Lymnaea egyedfejlédése soran az ECM lektin-kotéssel kisért
maturacidja a kovetkezé volt: E35% - a periganglionalis kotoszovet megjelenése; E45% -



halvany jel a ganglionokban; E55-E90% - perikaryonélis és a neuropilaris jelolédés; P1/2 -
szélas struktura a neuronalis perikaryonok korl és a neuropilben. A folyamatot ugyanakkor a
kilénb6z6 lektin molekuldk (LEL, STL, WGA) eltéré tér és idébeli megjelenése illetve
elrendezédese jellemezte. A Kkilonbdzé helyzeti és szamu  N-acetil-glik6zaminokat
tartalmazo proteoglikdnok megjelenése soran a neuropil tranziensen jel6lédik DSL lektinnel
E45%-P1/2 korban, LEL lektinnel P1/2-ben, STL lektinnel E55-90% k&zo6tt, mig WGA
lektinnel folyamatosan erésodik E45%-tol. Kimutattuk, hogy 14 lektin prébabdl csak a
foldimogyord lektin (PNA,; specifikus sejtfelszini glikoproteinek, glikolipidek és gangliozidok
kimutatasa) jel6l neuronalis struktdrakat. Ezek felnétt allatban: a) a perifériarol induld érzé
rostok és azok KIR-beli vetiiletei; b) a neuropil varikozus elemei és egyes idegsejtek kortl a
perikaryonalis kosar-strukturak; c) a cerebralis ganglionokban egy-egy szimmetrikusan
lokalizalodo neuron csoport. Fejlodé allatban: a) PNA-t koté periférias érzé rostok és KIR-
beli vetileteik a metamorfozis utan E60% embridkban jelennek meg, majd korai (P1)
posztembrionalis korban a PNA tranziensen jeldl idegi perikaryonokat; b) a szem érzékhamja
E70% és P3 stddiumok kozott szintén tranziensen koti a PNA-t.

Az extracellularis matrix (ECM) tovabbi kutatasa soran a gastropoda idegrendszerben
az ECM nagy tomegét képez6é glikozilalt fehérjéket SDS-PAGE és blottolads utjan
azonositottuk Helix pomatia felnétt, valamint Lymnaea stagnalis felnétt es fejlodé (juvenilis,
embrionalis) idegrendszerbsl készitett homogenizatumokban.  Megallapitottuk, hogy a
kdzepesen és erésen savas karakterrel jellemezheté karboxil-, illetve szulfat-csoportokat
hordoz6 szénhidratok csak kevés, specialis fehérjét glikozilalnak, melyek megoszlasa az
idegrendszer idegi elemeiben és a kilsé kdtészdvetes burokban jol elkildnitheté mindkét faj
KIR-ében. Lektin-kotédéssel vizsgalt mintanként elemezve kimutattuk, hogy a
periganglionalis burok és az interperikaryonalis tér legfébb alkot6ja mind Lymnaea-ban, mind
Helix-ben lényegében 6t (70, 90, 100, 120, 200 kDa mt) N-acetyl-glik6zamin (GIcNAC)
oligomer lancokat hordozo glikoprotein. Mind a juvenilis, mind a felnétt Lymnaea KIR-ben
kimutattuk egyes glikozilélt fehérjék tranziens expressziojat, illetve glikozilacidjat. Az
eredményeink arra utalnak, hogy a gastropoda idegrendszerben a karboxil-csoportokban
gazdag glikoproteinek el6fordulasa jellemzo, ellentétben a gerinceseknél tapasztalt
kiegyensulyozottabb, illetve sokkal alacsonyabb GIcNAc/GalNAc aranytol.



