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BEVEZETES

Alacsonyabbrendl allatok idegrendszerének vizsgélata mar a XIX. szazad
végén kozkedvelt volt. A klasszikus neurohisztolégia erre az id6szakra tehetd
héskordban szdmos kutaté tanulmanyozta a relative egyszer( felépitési gerinctelen
allatokat, kuléndésen a gydrisférgek térzséhez tartozo fajokat Ezen klasszikus
leirasokbdl valt ismertté a foldigiliszta idegrendszerének fénymikroszkdpos
szerkezete. A gy(rlsférgek regeneracios képességét is szamos, ma mar
klasszikusnak tekinthet6 vizsgéalatban tanulmanyoztak. Jél ismert ugyanis az a tény,
hogy ezen Aallattérzs egyedei a test ellls6 vagy hatsé szegmentumainak
elvesztésekor az amputédcio helyétél és mertékétdl fuggden igen nagyfoku
regeneraciora képesek, beleértve az idegrendszer regeneracidjat is.

A gydrisférgek tdbb szempontbdl is rendkivil alkalmasak alapvet6
neurohisztologiai vizsgalatokra, valamint az idegrendszer regeneraciéjanak
tanulmanyozaséara. Egyrészt a gydlrisférgekben jelenik meg a filogenezis soran
elészér a mesoderma, mint 6nallé csiralemez, és ezzel 0&sszefliggésben a
szelvényezettség, ami az idegrendszer szegmentalédasat is kialakitja. Masrészt mar
megvalosul az idegrendszer egy elég jelentés centralizacidja. Tovabbi elény a
vizsgalatok szempontjabdél, hogy az idegelemek szama alacsony, fajtél fliggéen az
agyducban megkdzelitéen 2000, a szegmentalis ducokban pedig 900-1500 idegsejt
talalhaté szelvényenként, ami lehetévé teszi a ducok viszonylag komplett leirasat.
Tébb elénnyel is jar, hogy a mintegy 100-150 testszelvény, és igy a ganglionok
felepitése is néhany kivételtdl eltekintve egyforma. Egyrészt egy atlagos szelvény
vizsgalata is elegendd a hasduclanc neuronjainak, azok kapcsolatainak majdnem
teljes jellemzéséhez, masrészt 6sszehasonlithatd egy atlagostol eltéré szelvénnyel,
ami tovabbi hasznos informacidkkal szolgalhat.

Az emlitett klasszikus leirdsok alapjan a féldigiliszta idegrendszere a
kovetkez6képpen vazolhaté. Az idegrendszer kdzponti részét képezi az agy
(suprapharyngealis vagy cerebralis ganglion), a hasduclanc (garatalatti duc és
ventralis ducok), és a kettét 6sszekdtd garatgylrik (garatconnectivumok vagy

circumpharyngealis connectivumok). A cerebralis ganglion a 3-4. testszelvényben

dorsalisan, a szajlreg, illetve a garat felett helyezkedik el. Egy kdzépvonali bevagas

altal két, bilateralisan szimmetrikus félre osztott. Ellls6é szélébdl mindkét oldalon 1-1



idegnyalab ered (prostomialis idegek), melyek az allat feji részének beidegzését
végzik. A hasduclanc ventralisan, a bérizomtémlé és a bélcsatorna koézott a
k6zépvonalban huzédik az 5. szelvénytél a test egész hosszaban. Minden
szegmentumban az idegsejtek tOémdérulése ducszerii megvastagodast hoz Iétre

(ventralis ganglion). Az eredetileg kétélhagcsoszerlien elhelyezked® ducok, ill. az

azokat egymassal 6sszekoté connectivumok a féldigilisztaban 6sszeolvadtak, és
csak a rajuk merdleges koétészdvetes szeptumok valasztjdk el 6ket egymastol.
Minden egyes ducbdl altalaban 3-3 oldalideg [ép ki (szegmentalis idegek), melyek
k6zUl a két caudalis helyzetli egymas mellett talalhatd, ezért ezeket paros idegeknek

is hivjdk, mig a rostralis helyzeti idegek maganosak. A garatalatti ducot

(subpharyngealis vagy subesophagealis ganglion) az elsé 2-3, legjobban fejlett

ganglion &sszeolvadasa alkotja. A garatconnectivumok massziv idegrostkétegek,

melyek az agy oldals6-elllsé részén erednek, majd a garatot kétoldalrol kérilfogva
lefelé és kicsit hatrafelé haladva Iépnek be kétoldalrdl a subesophagealis ducba. A
circumpharyngealis connectivumokhoz mindkét oldalon hat kis duc kapcsolddik, ezek
az un. stomatogastricus ganglionok, melyeket idegek kdétnek egyik oldalukon a

garatgylriihdz, masik oldalukon az emésztérendszerhez, ahol kialakul a bélfonat.

CELKITUZESEK

1. Mivel a ducok teljes leirasahoz az ismertetett fénymikroszkoépos leirds nem
elegendd, munkank fé célja a kdzponti és periférids idegrendszer neurokémiai
feltérképezése volt, vagyis annak megallapitasa, hogy milyen neurotranszmitterek, ill.
neuromodulatorok fordulnak el6 a vizsgalt Oligochaeta fajok idegelemeiben. A
monoaminok kézill a gerinctelenek koérében széles korben elterjedt és éltalanos
transzmitterként mikddé serotonin eloszldsat vizsgaltuk. A neuropeptidek kézdl
részletes morfoldgiai leirast kivantunk adni a proctolin, substance P (SP), FMRF
amid, galanin, gastrin, cholecystokinin (CCK), calcitonin-gene related peptide
(CGRP), neuropeptid Y (NPY), corticotrop-releasing faktor (CRF) és urocortin
immunpozitiv idegsejtek és idegrostok eloszlasardl.

2. Sorozatmetszeteket vizsgalva kvantitativ méréseket is terveztink, melyek
magukba foglaljak a sejtszamlalast, a sejtek méretének vizsgalatat és egy

haromdimenzids szamitogépes rekonstrukciot is.



3. Biogén aminok és neuropeptidek egyulttes el6fordulasa (kolokalizacidja)
ugyanazon neuronon belil a gerincesek mellett méar gerinctelenekben is bizonyitott.
Vizsgalataink soran arra kerestik a valaszt, hogy a serotonin immunpozitiv neuronok
tartalmazzak-e a feltérképezett neuropeptidek valamelyikét.

4. A féldigiliszta intakt idegrendszerének immunhisztoldgiai vizsgalata alapjat
képezte a regeneralédd idegszévet tanulmanyozasanak, ami a hianyzé irodalmi
adatok miatt mindenképpen célszerlinek latszott. Ezen vizsgalatok segitséget
nyUjthatnak tovabba magasabbrendiiek regeneracios folyamatainak megértéséhez,
valamint a regeneraciés folyamatokban szerepet jatsz6 neuropeptidek funkcidinak
tisztdzdsdhoz. Nagyobb szabasu, az idegrendszer regeneracidjaval foglalkozo
vizsgalataink elsé részében azt igyekeztiink felmérni, hogy a regeneraldédétt
idegrendszer mennyiben azonos az eltavolitott idegrendszerrel. llyen vonatkozasban
a gylrisférgek kiléndsen alkalmas modellnek tekintheték, hiszen moédunkban All
mind az amputécié kapcsan eltavolitott, mind a regeneréciéo soran képz&dott
idegrendszeri részek egyidejl szdvettani vizsgalatara. Egy ilyen jellegl vizsgalatban
fontos, hogy az Gjonnan képz6dbtt idegszdvetet el tudjuk kildniteni a kérnyezd, nagy
mennyiségl  sarjszOvettdl. Irodalmi adatokbol, valamint immunhisztologiai
vizsgalatainkbdl tudjuk, hogy a serotonin a gydrisférgek legaltalanosabban
el6forduld transzmittere. Az idegszévet markereként ilyen megfontolasbdél a
serotonint hasznaltuk.

MODSZEREK

Kisérleti allatok. Az idegrendszer neurokémiai feltérképezését ivarérett

foldigilisztakon (Lumbricus terrestris Linnae, L. terrestris), a kolokalizacios, valamint a
regeneracios vizsgalatokat tragyagilisztdkon (Eisenia fetida Savigny, E. fetida)
végeztik. Az allatokat kisebb levéldarabokat is tartalmazé nedves féldben tartottuk
20 °C-on, majd felhasznalas elétt 2-3 nappal egyenként, 8-10 cm atméréji miianyag
dobozokban, megnedvesitett papirvatta kdzott helyeztik el, hogy tapcsatornjukbol a
homok kilruljon. Erre azért volt sziikség, mert az esetlegesen a bélcsatornaban
maradd kvarcszemcsék a szOvettani metszetkészitést akadalyozhatjak. Az

s sz

nedves fbldben, a mitét utdn egymastdl elkllénitve, kevés foldet is tartalmazé



mianyag dobozokban tartottuk nedves papirvatta koz6tt, melyet masnaponta
cseréltink. Az immunhisztologiai feldolgozast megel6zd 2 napon &t a fent emlitett
okok miatt az allatokat éheztettuk.

Mintavétel. Sztereomikroszkép alatt éles pengével az dllatok elsé 6-8
szelvényét tavolitottuk el, ill. tovabbi 4-5, reprezentativ szelvényeket tartalmazo
darabokat vagtunk ki. A beagyazott blokkokbdl frontalis és sagittalis sikban 10 pum
vastag sorozatmetszeteket készitettlink, valamennyi metszetet meg6rizve, hogy az
immunfestett metszeteken a késdbbiekben kvantitativ vizsgalatokat, valamint
haromdimenzids rekonstrukciot végezhessiink. A kolokalizaciés vizsgalatokhoz
minden egyes frontalis siki metszetet alternalva rogzitettink 2 sorozat
targylemezen.

Immunfestésre az un. kettés peroxidaz-antiperoxidaz ("double PAP") modszert

hasznaltuk (Sternberger és mts., 1970), melynek soran a beagyazészernek a
metszetekbdl vald eltavolitasa utdn azokat rehidraltuk, majd 10 percen &t trypsin
oldattal kezeltik (0,12%, Reanal). A nem-specifikus hattérfestédés 1%-os normal
birka szérummal (20 perc) valé blokkolasa utan a metszeteket a primer
antiszérummal kezeltlk 4 °C-on nedveskamraban 40-48 éran keresztiil. Ezt PBS-ben
valé alapos mosas kovette, majd a metszeteket a szekunder antitesttel (anti-rabbit-
gammaglobulin, ARGG, "bridge" szérum) kezeltlik 10 percig szobahén, majd ismételt
mosas  utan  peroxiddz-antiperoxidaz =~ (PAP)  komplex-szel = ugyancsak
szobah6mérsékleten 10 percig. Ezutan az egész folyamatot az ARGG kezeléstdl
megismételtik. A metszetekhez kétédott PAP komplex lathatéva tételéhez 0.25%-0s,
0.01% H,0O»-t tartalmazd diamino-benzidin oldatot (DAB) hasznaltunk (0.05 M Tris-
HCL pufferben, pH 7,5, inkubacios id6é 20 perc), majd a végterméket ozmiumtetroxid
g6zben intenzifikaltuk. A DAB-reakciot kévetéen néhany metszeten Gallyas szerint
ezust-intenzifikaciot végeztink. A kolokalizacios vizsgalatok soran az immunfestést
ugy végeztik, hogy az alternalé metszetsorozatok egyikét serotonin, a masikat pedig
valamelyik neuropeptid antiszérummal festettlk meg parhuzamosan. A metszetek
egy részét immunfluoreszcens technikaval vizsgaltuk. A metszeteket ebben az
esetben is el6szor trypsin oldattal kezeltik, majd a nem-specifikus hattérfestédést
5%-0s szamar szérummal (30 perc). A primer antiszérummal (poliklonalis CRF, ill.
urocortin antitest) szobahémérsékleten egy éjszakdn at inkubdaltuk a metszeteket,
melyet normal szamar szérumban (10 perc), majd PBS-ben térténd alapos moséas
(3x10 perc.) kévetett. A szekunder antiszérummal (rhodamine Red™-X-konjugélt



anti-nyul 1gG) 4 oran at kezeltlk szobahén a nedveskamrdban elhelyezett
metszeteket, melyeket az inkubaciot kovetben az antiszérum feleslegének
eltavolitdsa céljabdl PBS-ben tébbszdr atmostunk.

Ertékelés. Az immunfestett metszetek értékelése soran figyelembe kellett
venni azt a tényez6t, hogy az allatok természetes pigmentanyaganak szine hasonlit
az immunfestés soran szinreakciot ad6 DAB vegtermék szinéhez. A pigment
homogén fekete szinével ellentétben azonban a DAB végtermék barna szinl és
szemcseézett. Minden esetben elvégeztik az immunfestés kontrolljait. A primer
antiszérum elhagyasat, illetve kihigitdsat kévetéen nem lattunk immureaktivitast
(modszer specificitds), az ilyenkor jelentkezé esetleges festést (pl. vér, pigment)
természetesen nem tekintettik pozitivnak. Nem kaptunk festédést a specifikus savo
preabszorpciés, valamint kimeritéses probgjat kdvetéen sem (immunolégiai
specificitas).

Az immunfestett metszetekrél Nikon FXA mikroszkdéphoz kapcsolt Spot RT
Color kameraval 1600x1200 pixel felbontasu digitalis felvételeket keészitettlink,
melyeket IBM kompatibilis szamitdgépre transzportéltunk. A képeket az Adobe
Photoshop 5.5, valamint a CoreIDRAW 8 szamitbgepes programok segitségével
dolgoztuk fel. A fluoreszcens metszeteket a digitélis képfeldolgozast megel6zéen
Nikon FXA epifluoreszcens mikroszképpal értékeltiik. A kvantitativ méréseket
metszetenkent végeztik, hosszabbik atmeéréjik mérésével parhuzamosan. Ehhez a
munkahoz felhasznaltuk az "NIH Image 1.55" program &ltal nyujtott lehetéségeket. A
metszeteket digitalizalva a méréseket a képernybn végeztik a szamitogép
segitségével, el6zetes kalibralast kévetéen. A kolokalizaciés vizsgalatok alkalmaval
az egymast kdveté metszetek 6sszehasonlitdsat ugyancsak az "NIH Image" 1.55
program segitségével, digitalizalt képeken végeztik. Parhuzamosan, egymas ala
kivetitve két egymas utani metszetet lehetdéve valt a mindkét antiszérummal fest6détt
sejtek lokalizalasa egy adott ganglionban. Tajékozddasi pontokat felhasznélva
gy6z6dtiink meg arrdl, hogy a megfest6dott strukturdk ugyanahhoz a sejthez
tartoznak. Annak ellenére, hogy a hattérfestédés elhanyagolhatd volt, a periférias
erek a bennik levd, nem-specifikus peroxidaz reakciot ado ado vér jelenléte folytan
jol felhasznalhat6 orientaciés pontokként szolgéltak. A tovabbi feldolgozéast a
haromdimenzids rekonstrukcid jelentette. Ehhez a "Neurolucida for Windows"
elnevezésl programot hasznaltuk. A metszeteket egymastol 20 um tavolsagban
rajzoltuk le, és egymas utan illesztve a képeket egy szabadon forgathato, térbeli



képet kaptunk. A Neurolucida program a Kkolokalizaciéot mutaté sejtek
megallapitdsaban is segitséget nyujtott. A ganglionok, valamint az immunreaktiv
sejtek korulrajzolasat koévetéen a kapott képeket egymasra vetitve biztosan
megallapithatd volt, hogy a fest6détt strukturak ugyanahhoz a sejthez tartoznak-e.

Ve

tavolitottuk el a megfeleld idegrendszeri részeket: a cerebralis gangliont a 3-4.
szelvények kdz6tt ejtett kis metszésbdl vettik ki. A ventralis ducokat a hasi oldal feldl
tartuk fel, és a mitét céljatdl fliggbéen eltavolitottuk a garatalatti dicot vagy az ennek
vizsgalatdhoz az allatokat kil6énb6z6 idépontokban dolgoztuk fel. Ez a mitétet
kdvetd elsd 10 nap soran naponta, majd a 20. napig masnaponta, a 20-60 nap kdzott
pedig minden 5. napon tértént. Az agyeltavolitason atesett és tuléld gilisztak els6é 6
szegmentumat (mely tartalmazza a subesophagealis gangliont is) vagtuk le, a
regeneralddott hasduclanc vizsgalatdhoz pedig a miitéti tertlettél mind rostralis, mind
caudalis iranyban 2-2 szegmentummal vagtuk at az allatokat. Az immunhisztolégiai
feldolgozas, valamint a metszetek kvalitativ és kvantitativ értékelése a fentiekhez
hasonl6 méddszerekkel tértént, a primer antiszérum a serotonin volt, amit az

idegrendszer globalis markereként hasznaltunk.

EREDMENYEK

Eredményeink alapjan a féldigiliszta idegrendszere neurokémiai szempontbol
a kdvetkezbképpen jellemezhet6:

Kozponti idegrendszer

A cerebralis ganglion rostralis részén az immunpozitiv idegsejtek a dorsalis

sejtkdbpeny medialis, dorsomedialis, dorsolateralis, valamint lateralis részén
helyezkednek el. Medialisan, ill. dorsomedialisan serotonin, proctolin, SP,
FMRFamid, gastrin és galanin, dorsolateralisan és lateralisan az emlitetteken kiv(l
még CCK, urocortin és CRF immunreaktiv idegsejtek is. Elszértan el6fordulnak
proctolin, SP, FMRFamid, valamint CRF immunpozitiv sejtek az agy centralis és
ventralis részén is, de ezek a sejtek nem rendez6dnek meghatarozott csoportokba.

Caudalisan elkdldnithetdk medialis, Un. dorsalis intermedialis, centralis, lateralis,



valamint a garatgylrik eredése korlli sejtcsoportok, melyekben serotoninon kivil
SP, FMRFamid, CCK, CRF, urocortin galanin és gastrin immunpozitiv neuronokat
talalunk. NPY, valamint CGRP tartalmu idegelemeket az agyban nem talaltunk.

Az agy immunpozitiv idegsejtjei morfolégidjukat tekintve kilonbdzéek. A
dorsalis sejtképeny medialis €s dorsomedialis részén talalhaték a legnagyobb méreti
sejtek (25-30 um), melyek kérte alakuak, unipolarisak, és a féldigiliszta agyanak
klasszikus neuroszekrécios sejtjeire hasonlitanak. A sejtek egy részének nyulvanya
kdvethet6 a centralis neuropil felé. Lateral felé haladva a sejtméret csékken (15-25
um), alakjukat tekintve dorsolateralisan még a korte alaku perikaryonok dominalnak,
a lateralis sejtcsoportban pedig tébbnyire kerek, gyakran nyulvany nélkili sejtek
lathatok. Legkisebbek a ventralis, valamint a connectivumok eredésénél
elhelyezkedd, 10-15 um nagysagu sejtek, melyek nydlvanya gyakran a connectivum
felé fordul. A neuropil harant iranyban futé immunreaktiv axonokat tartalmaz, melyek
helyenként varikozitast is mutatnak. Az idegrostok egy része a circumpharyngealis
connectivumba Iép be. A serotoninon kivll proctolin, FMRFamid, CRF, urocortin
valamint a gastrin ellenes antiszérumok jol kirajzoljak a neuropil rosthal6zatat. A SP,
galanin, CCK antisavdkkal halvanyan, a NPY és CGRP ellenanyagokkal megfestve a
metszeteket pedig egyaltalan nem festédik a neuropil.

A circumpharyngealis connectivumokban serotonin, CRF, urocortin, CCK,

FMRFamid valamint SP immunpozitiv rostokat talalunk, melyek egy része a
garatgydrlvel kapcsolatban all6 stomatogastricus ducok felé, mas részik pedig a
subesophagealis ganglion iranyaban fut tovabb. A tdbbi antiszérummal a
connectivumokban nem tudtunk rostokat kimutatni.

A subesophagealis ganglionban az immunpozitiv neuronok a ganglion

ventralis és lateralis részét foglaljak el, mindkét oldalon medialis, ventromedialis,
ventrolateralis valamint lateralis sejtcsoportokat kialakitva. Az immunpozitiv sejtek
minden sejtcsoportban megtalalhatok. A sejtek nagysaga 25-30 um, alakjuk valtozo.
Gyakran latunk répa vagy koérte alaku sejttesteket, melyekbdl 1 vagy 2 nyulvany indul
ki. A sejtek mas részénél nem lathaté az axon, a perikaryon pedig gyakran kerek
vagy ovalis. A sejtek altal kdérbefogott centrélis neuropil joI megfestédott az
antiszérumok nagy részével, gyengébben a gastrin, galanin, NPY valamint CGRP
antiszérumokkal. A duc caudalis részén megjelené dorsalis oOridsaxonok korul

longitudinalisan futd idegrostok egy része proctolin, gastrin, ill. CGRP immunpozitiv.



A subesophagealis ganglion caudalis folytatasaba esé ventralis ducok szintén

tartalmaznak immunpozitiv idegelemeket. Altaldban a garatalatti dicot tartalmazé
szegmentumokat kdvetd 7-10 szelvényekben vizsgaltuk a ganglionok felépitéséet. Az
idegsejtek lokalizaciéjukat valamint morfolégidjukat tekintve hasonléak a garatalatti
ddc neuronjaihoz. A centralis neuropil az antiszérumok egy részével (serotonin,
FMRFamid, proctolin, galanin, urocortin, CRF) intenziv fest6édést mutat
varikozitasokkal, a tébbi esetben (SP, CCK, gastrin, NPY, CGRP). Az 6riasaxonok
korll gyakran lathatok CCK, gastrin, CGRP pozitiv, longitudinalis lefutasu idegrostok.

Kvantitativ vizsgalataink eredményeit az alabbi tablazat foglalja 6ssze:

neuronok Agy Garatalatti duc Ventralis duc
szama kb. 2000 kb. 1500 kb. 1400
0sszesen
IP neuronok IP neuronok IP neuronok
szama %-0S szama %-0S szama %-0S
aranya aranya aranya
serotonin 80-100 |4-5 120-140 8-9,3 110-140 | 7,8-10
CCK 170-250 | 8-12 120-150 8-10 50-75 3,6-5,3
CGRP 0 0 1-5 0,07-0,3 1-3 0,08-0,2
CRF 31-52 1,5-2,5 10-20 0,7-1,4 8-24 0,6-1,7
FMRFamid | 150-170 | 7-7,8 160-180 10,6-12 80-90 5,7-6,4
galanin 30-45 1,38-2 1-5 0,07-0,3 1-5 0,08-0,4
Gastrin 170-250 | 8-12 32-45 2-3 7-25 0,5-1,8
NPY 0 0 2 0,1 1-3 0,08-0,2
Proctolin 100-120 | 4,6-5,5 20-30 1,3-2 15-20 1-1,4
SP 80-110 | 3,7-5 40-50 2,6-3,3 20-30 1,4-2.1
urocortin 4-12 0,2-0,6 30-75 2-5 57-88 4,1-6,3

Kolokalizaciés vizsgalatok. Az agyban a kolokalizaciét mutaté sejtek szama

relative alacsony. Az agy dorsomedialis és lateralis részén taldltunk 2-3 olyan
neuront, amelyek serotonint és galanint is tartalmaznak. Ugyancsak ezekben a
sejtcsoportokban talaltunk 1-2 serotonin és CCK tartalmu sejtet. FMRFamid, gastrin,
CRF valamint urocortin nem kolokalizal serotoninnal az agyban.

A subesophagealis ganglionban a serotonin és FMRFamid egyittesen 8-18
sejtben van jelen, melyek ventromedialisan vagy lateralisan (a paros ideg
eredésénél) helyezkednek el. A ventromedialis sejtek 30 um nagysaguak, koérte
alakuak, axonjukat kdvetni lehet a dorsalis neuropil felé, melyek aztan az ellenoldali

szegmentalis ideg felé veszik Gtjukat. A lateralisak kerek vagy ovdlis alaku kisebb




sejtek (15-25 um), nyulvanyuk nem vagy csak révid szakaszon lathat6. A serotonin
és CCK immunpozitiv sejtek a ddc medialis, ventromedialis vagy lateralis részén
talalhatdok, szamuk 5-6 a ducon belldl. Jéval kevesebb a serotonint és galanint is
tartalmaz6 sejtek szama, éatlagosan 1 ilyen sejt fordul el a ducban, ami
ventromedialis helyzeti. Serotonin kolokalizaciéja a tébbi neuropeptiddel a garatalatti
ducban sem figyelhetd meg.

A ventralis ganglionokban a serotonint és FMRFamidot tartalmazé sejtek
szama duconként 7-13. Ezek lokalizacidja, mérete és alakja hasonl6 a garatalatti
ducban taldlhaté sejtekéhez. Serotonint és CCK-t egylttesen tartalmazé sejt
duconként 5-6 fordul el6, mig gangliononként 1-1 olyan idegsejt lathato, ami
serotonin és galanin tartalmu. Serotonin-gastrin kolokalizacié a ventralis ducokban

sem fordul el6.

Periférias idegrendszer
A szegmentdlis idegek A NPY és a CGRP kivételével mindegyik

antiszerummal intenziven megfestddiek, szadmos varikozitdst mutatva. A rostok
végzOdéseit ritkan lehet latni, néhany esetben a bélfonatban, a vesecsatornakban,
vagy a bdérizomtdmldben kdvetheték. A cerebralis ganglionbdl eredé prostomialis
idegek - melyek siriin elagazddva az éllat elllsé része felé haladnak - SP, serotonin,
FMRFamid, CRF, urocortin valamint CCK immunpozitivak. A f6 agak csaknem
minden metszetben megfestédtek, és gyakran kisebb agak is.

A bérizomtémlé izomrétegében jelentds mennyiségl serotonin, proctolin,

FMRFamid, galanin, valamint CGRP immunpozitiv idegrost van jelen, kiléndsen a
klls6 korkords, €s a belsé hosszanti izomréteg k6z6tt. Vékony rostok figyelheték
meg az izomrostok kdz6tt is mindkét izomrétegben, melyek a testfal subepidermalis
fonataval allnak kapcsolatban. A festédés intenzitdsa az allat caudalis vége felé
haladva cs6kken. A kiltakaré hamsejtjeinek egy része proctolin, SP, FMRFamid,
galanin, CCK és gastrin immunpozitiv. Ezek érzékhamsejteknek felelhetnek meg,
melyeket f6leg a rostralis szelvényekben, az allat dorsalis és lateralis oldalan
lathatunk jol. A sejtek morfoldgiailag kulénfélék: egy részik atéri a ham teljes
szélességeét, mas részik basalisan Ul, koérte alaku. Helyenként a sejtek csilloi és
subepidermalis nyulvanyai is immunreaktivak. Subepidermalis immunpozitiv
idegfonat féleg az elsé szegmentumok ventralis részén lathatd, ami kapcsolatban

van a ham alatti izomzatban levé fonattal, valamint a prostomialis és szegmentalis
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idegek agaival. Ezek az immunpozitiv rostok kérilveszik a sertéket, és valdszinileg
beidegzik az ezeket kdrilvevd izomrostokat is.

Bélidegrendszer. A bélcsatorna minden része tartalmaz immunpozitiv

idegelemeket, leginkdbb a CCK, galanin, gastrin, FMRFamid és serotonin

immunreaktivitas kifejezett. A stomatogastricus ganglionokban nagy szamu proctolin,

SP, valamint néhany CCK, gastrin illetve FMRFamid pozitiv ganglionsejtet, valamint
a garatfal felé futdé immunpozitiv rostokat is lathatunk, melyek serotonin és galanin

antiszérumokkal is festédtek. A bélfal nyalkahartyajaban, submucosajaban, valamint

izomrétegében az emésztécsatorna teljes hosszaban végig megfigyelhetd serotonin,
galanin, CCK, FMRFamid, urocortin és gastrin immunpozitiv idegfonat, valamint
galanin, CCK, gastrin és SP immunpozitiv idegsejtek. A gerincesekkel ellentétben
foldigilisztaban az idegsejtek a bélidegrendszeren belll nem rendez6dnek ducokba,
hanem elszértan helyezkednek el. A festédés intenzitasa a tdpcsatorna caudalis
része felé haladva fokozatosan csOkken, a beidegzés a szajluregben, valamint a

garatban a legkifejezettebb.

A cerebralis ganglion regeneracioja

A metszésnek megfeleld szdvethianyt az elsd postoperativ napon sarjszévet
zarja le, a felszini ham regeneracioja pedig a 3. napon térténik meg. A bdrizomtémld
csak késébb, a 7. nap korul épul fel. A cerebralis ganglion helyét hegszévet foglalja
el, mely dorsalis iranyban a regeneralodé hammal, ill. az alatta levé izomréteggel
folytonos, ventralisan pedig a garatfallal van szoros kapcsolatban. A sarjszévetbe a
garatconnectivumok felél mindkét oldalon serotonin immunpozitiv idegrostok kisznak
be. Ezek mar a 2. naptdl egyértelmiien lathaték, melyek ekkor még csak az agy
caudalis részének megfeleléen vannak jelen a ventralis oldalon. A rostok részben
elérefelé haladva az agy rostralis részét rajzoljak ki, részben a két oldalrél egymas
felé haladé rostok a kézépvonalban keresztezédnek. A 6. napon varikozitasokat is fel
lehet fedezni a rosthal6zatban, majd a 10. napra az agy helyén egy rostokkal teljesen
atsz6tt szdvetet figyelhetlink meg, amely kirajzolja az agy centralis részét elfoglalé
neuropilt. Ezzel a folyamattal parhuzamosan modosul a garatfal serotonerg
beidegzése. A cerebralis duc eltavolitasat kovetéen kifejezett serotonin
immunpozitivitds észlelhetd a garatfal dorsalis részén, mig a ventralis oldalon nincs
festédés. Az 5. naptdl kezdédéen a dorsalis garatfalbdl serotonerg idegrostok
kbvethetbk a regeneralédd agyszdvetbe, melyek vagy kdzvetlenil, vagy a
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stomatogastricus duacokon, ill. a connectivumokon keresztil érik el azt. A garatfal
ventralis oldaldn csak késébb jelennek meg immunpozitiv rostok, melyek a garat
caudalisabb részén lathatok csak. A prostomialis idegekben a 6. naptdl figyelhetdk
meg serotonerg rostok. Az elsé idegsejtek relative késén, az agy eltavolitasat kdvetd
25. napon jelennek meg el6sz6r caudalisan, a connectivumok eredéséhez kdzel,
majd a dorsalis sejtképenyben. A neuronok nagy része caudalisan, a connectivumok
eredése koril helyezkedik el. Joval korlatozottabb szamban taldlunk sejteket a
cerebralis duc rostralis részén a dorsalis sejtzénaban, ami intakt agy esetében a
neuronok leggyakoribb eléfordulasi helye. Elvétve centralisan is talalhaték idegsejtek.
A serotonin immunpozitiv neuronok szama fokozatosan né, és a regeneracio 70.
napjara megkdzeliti az intakt allatra jellemzé értéket. A cerebralis ducot kérllvevd tok
a 40. napra valik teljessé, kialakitva az agy végleges formajat. A cerebralis ganglion
immunpozitiv idegsejtek szama eleinte emelkedik, majd a 10. naptél kezdédben

csokken. Az eredeti sejtszam a 60-70. nap korul all vissza.

MEGBESZELES

Az idegrendszer neurokémiai feltérképezése

A foldigiliszta idegrendszerében 10 féle neuropeptid-szerli anyag, valamint
serotonin jelenlétét mutattuk ki immunhisztokémiailag poliklondlis ellenanyagokat
hasznalva. Jelentés mértékli immunreaktivitast kaptunk mind a kdzponti, mind a
periférids idegrendszerben. Ezen peptidek nagy részének idegrendszeri jelenlétét
eredetileg gerinces fajokban irtak le (SP, CCK, urocortin, CRF, gastrin, galanin, NPY,
CGRP), a proctolint és az FMRFamid-ot viszont gerinctelenekben mutattak Kki
el6szor. Jelen eredményeink, valamint egyéb peptidek alacsonyabbrendi allatokban,
igy a féldigilisztaban val6 el6forduldsara vonatkoz6 irodalmi adatok arra utalnak,
hogy a peptideknek az idegrendszerben valo jelenléte filogenetikailag si jelenség.

Az immunpozitiv sejtek eloszlasanak és morfologiai jellemz8inek megfeleléen,
valamint Lumbricus-idegrendszer térképek felhasznalasaval levonhaték bizonyos
kbvetkeztetések ezen sejtek azonositasara és lehetséges szerepikre vonatkozoan.

Az immunpozitiv sejtek morfolégiai jellemzéinek valtozatossaga arra utal, hogy a
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vizsgalt neuropeptidek sokféle tipusu idegsejtben fordulnak elé. Az altalunk vizsgalt
neuropeptidek a kévetkezd folyamatokban jatszhatnak szerepet féldigilisztaban.
1. Kézponti integrald folyamatok. A cerebralis duc dorsalis sejtképenyében a

lateralis sejtcsoport sejtjei a garatalatti ducot az aggyal 6sszekdtd interneuronoknak
tekintheték. A lateralis sejtek caudalisabban, a connectivumok eredésénél
elhelyezkedd csoportjat, valamint a dorsomedialis sejteket a connectivumba leszallo
axon jellemzi, ezek valészinileg projekciés interneuronok. A ventralisan és
centralisan elszértan elhelyezkedd sejtek pedig lokalis interneuronok lehetnek. A
subesophagealis ducban és a ventralis ganglionokban tébbféle tipusu interneuron is
megfestédétt az altalunk hasznalt antiszérumokkal. Rostralisan a ventromedialis
immunpozitiv sejtek egy része ventralis nagy, szegmentalis interneuron lehet. A
caudalisan  fekvé ventromedialis és lateralis sejtek  poliszegmentalis
interneuronoknak felelhetnek meg. A kisebb lateralis szomak valoszinlleg kis
interneuronok, és az immunreaktiv sejtek 50-80%-at teszik ki. Az utdbbi
sejtcsoportban az altalunk vizsgélt 6sszes neuropeptid jelen van a NPY és a CGRP
kivételével, az emlitett neuropeptidek mindegyikének lehet integrald szerepe. A
kolokalizaciot mutaté neuronok (melyek a serotonin mellett FMRFamid, CCK vagy
gastrin immunpozitivak) egy része lokalizaciéja alapjan szintén megfelelhet kis
interneuronnak. A neuropil kifejezett festédése, valamint a varikozitasok jelenléte a
ducokban szintén utalnak ezen neuropeptidek kézponti kapcsol6 szerepére.

2. lzommilkddés szabdlyozdsa. A cerebralis és subesophagealis

ganglionokban, valamint a hasddclancban az altalunk kimutatott immunpozitiv sejtek
k6z6tt valoszinlileg motoneuronok is vannak. Szintén motoneuronoknak felelhetnek
meg lokalizacibjuk, ill. morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan a serotonin-FMRFamid,
serotonin-CCK, valamint a serotonin-gastrin kolokalizaciét mutaté neuronok nagy
része is. Az élettani és farmakolo6giai vizsgalatoknak megfeleléen a serotoninnak a
gylrisférgek izombsszehlzédasara van hatasa. A serotoninnal kolokalizalé peptidek
neuromodulatorként valdszinlileg a serotonin aktivitdst mddositjak, de egyéb
modulalé és/vagy transzmitter funkciojuk is lehet. Az ériasrostok koérili immunpozitiv
neuropil, valamint immunpozitiv  déridsrost-perikaryonok jelenléte  alapjan
feltételezhetéen az oOridsaxon altal kbzvetitett motoros valasz szabdlyozasat is
befolyasolhatjdk a feltérképezett neuropeptidek, ill. a serotonin. A prostomialis
idegekben, annak kisebb agaiban, és a bdérizomtdomlé koérkdérés és hosszanti
izomrétege kOzO6tt is mutattunk ki immunpozitiv rostokat, melyek mindkét
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izomretegbe adnak le agakat. Az immunreaktiv rostok és az izomzat kézétt fennalld
szoros kapcsolat utalhat ezen peptidek izomdsszehizédas szabdlyozasdban
bet6ltott szerepeére foldigilisztaban.

3. Emésztérendszer szabdlyozasa. Allandé festédés volt jelen a bélfalban

mind a subepithelialis-submucosus, mind az intramuscularis idegfonatokban
(serotonin, galanin, gastrin, CCK immunpozitivitas). Mivel idegrostokon kivul sikerilt
kimutatnunk galanin, CCK, gastrin és SP immunreaktiv sejteket is a bélfalban,
feltehetd, hogy az immunpozitiv rostok részben intrinsic eredetiiek. Ezt valészinisiti
az a tény is, hogy a gydrisférgek bélcsatornaja a kézponti idegrendszer aktivitastol
flggetlendl mikddd koordinalt mozgasmintazatot mutat, amit lokalis idegsejtek
szabalyozhatnak. Nem lehet azonban kizarni az immunpozitiv rostok extrinsic
eredetét sem, mivel a stomatogastricus ducok nagy szamu proctolin, SP, CCK,
gastrin, FMRFamid immunreaktiv sejtet tartalmaznak, a serotonerg idegek pedig
fé6leg a hasdiclancbél erednek. Eredményeink alatamasztjak az immunreaktiv
idegelemek kettés, azaz intestinalis (intramuscularis, submucosus, subepithelialis) és
idegszdveti lokalizaciéjat, ami a gerincesekben a peptidhormonok jellemzé
el6forduldsa. Az &ltalunk vizsgalt neuropeptidek bélidegrendszerben vald jelenléte
alapjan feltételezhetjik, hogy ezek a neuropeptidek is szerepet jatszhatnak a
bélcsatorna motilitdsanak, valamint szekrécios aktivitasanak szabéalyozasaban, féleg
a bélcsatorna proximalis részén, ahol a legtébb immunpozitiv idegelem talalhaté.

4. Védekezési reakcidk szabalyozdsa. A stresszjelenségek a gerinctelenek

koérében is el6fordulnak. A foldigiliszta a stresszhatasokra kuildnféle reflex
mechanizmusokkal valaszol, melyek kézil jol ismert az o6ridsaxonok &ltal kivaltott
hirtelen bérizomtémlé-kontrakcié. Az érzdingertilet feldolgozasan, valamint a motoros
valasz 0Osszehangolasan kivil azonban a stresszre adott valaszreakcio
immunvalaszokat is magaba foglal, melyek szabalyozdsaban a gerincesekhez
hasonléan neuropeptidek is részt vesznek. A CRF, ill. az urocortin immunpozitiv
neuronoknak szerepuk lehet a neuroimmunvalasz kialakitasaban foldigilisztaban. Ezt
a feltételezést tamasztja ala, hogy a féldigiliszta kbzponti idegrendszerében jelen van
az ACTH, ami a gerincesekhez hasonl6an a CRF altal kivaltott folyamatok egyik
effektora.

5. Szenzoros folyamatok. A féldigilisztdban szelvényenként mintegy 20.000

epidermalis és subepidermalis érzékhamsejt talalhatd, melyek kapcsolatba hozhatok
tapintési, kémiai és fenyingerek felvételével. A subepidermalis idegfonat valoszinileg
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érzéfonat, amit az érzékhamsejtek nyulvanyai hoznak létre. Az érzékhamsejtek
valamint a subepidermalis fonat kifejezett fest6édése alapjan feltételezheté a
kimutatott neuropeptidek (proctolin, SP, FMRFamid, galanin, CCK, gastrin) szerepe
az Oligochaetdk szenzoros folyamataiban. Ezt a feltételezést tamasztja ald a serték
kordli finom rostok festédése is.

A fent emlitett adatok alapjan az Altalunk vizsgalt peptidek féleg
neurotranszmitterként és/vagy neuromodulatorként jatszanak szerepet kézponti
kapcsolo, neuromuscularis, ill. szenzoros folyamatokban. A neurohormonédlis
szereplket sem lehet azonban kizarni. A f6ldigiliszta idegrendszerének neurokémiai
feltérképezése alapjaul szolgalhat tovabbi kolokalizaciés valamint dsszehasonlitd
vizsgalatoknak. El&segiti ezenkivil a szamos élettani folyamatot szabélyozé
neuronalis haldézatok azonositasat, ill. a feltérképezett neuropeptideknek az
idegrendszer regeneraciojanak szabéalyozasaban betdltott szerepének
meghatarozasat foldigilisztaban.

A cerebralis ganglion regeneracioja

Az agy serotonerg rendszere elsdésorban a connectivumokbdl regeneralddik,
de a garatalatti ducban észlelt valtozasok alapjan ez a ganglion is szerepet jatszik a
regeneracio folyamataban. A kialakulé agy ventralis része szoros kapcsolatban van a
garatfallal is, kulénésen a regeneracié elsé 3 hetében. Serotonerg rostok koétik a
garatfalat a regeneralé agyi neuropil ventralis részéhez, valamint a stomatogastricus
rendszerhez. Intakt agy esetében annak ventralis része innervalja a garatfalat a
stomatogastricus rendszeren keresztil. Ennek alapjan nem zarhaté ki, hogy a
cerebralis ganglion egy kis része a garat falabd6l regeneral6dik.A regeneralédé
cerebralis gangliont felépit6 idegsejtek eredete nem tisztazott. Keletkezhetnek (i) az
intakt ventralis ganglionok ham alatti differencialatlan sejtjeibél, (ii) a kdétészbvetes
tokok mesodermalis sejtjeibél vagy (iii) a garatfal hamelemeibél. A subesophegealis
ganglionban megfigyelt hiperszekrécié utalhat arra, hogy ez a duc atmenetileg
atveszi az agy szekretoros funkcidjat, és/vagy olyan anyagokat valaszt el, melyek a

Ve
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Ugyancsak ko&szonettel tartozom Szelier Martanak preciz asszisztensi
munkgjaért, valamint az immunhisztolégiai modszerek elsajatitasaban nydjtott
segitségéért.

Ezen tdlmenden kdszoénettel tartozom dr. Sétaldo Gydrgy professzor urnak,
valamint az Anatomiai Intézet valamennyi dolgozéjanak, akik hozzgjarultak az alkoté
munkat el6seqit6 l1égkor kialakitasahoz.

Végqil, de nem utols6 sorban készdnetet mondok Szileimnek és Férjemnek,

akik lehetdséget adtak és biztositottak munkamhoz.
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