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BEVEZETES

A szgjnyilason keresztill a szgjiregbe jutott téplalék eléemésztését, falatta torténé formalasit,
valamint a nyelés elésegitését a nyd biztositja. A kildn szervként ekulonilé nydmirigy a
soksertéjii gyiiriisférgeknél jelenik meg elsdként, majd valamennyi alattérzsben megtaldhatd
kilonbozé fejlettségi alapotban. A ragadozo, illetve ndvényevs életmod meghatérozza a
kivalasztott nydl Osszetételét. Egyes ragadozd életmddot folytatd allatok nydmirigysejtjei
méregtermelésre is specializalédtak, mint pl. a Conus csigék nydmirigyei, amelyek a conotoxint
termelik, vagy a vérszivd rovarok, férgek nyalmirigyei, melyek antikoagulans faktorokat
termelnek. Eltéréen a gerincesektdl, a nyalmirigyek szekretoros mirigyvégkamrai a gerinctelenek
esetében morfoldgiailag elkulonils sejttipusokbol épiilnek fel. Ezek a kilonbdzs sejtek termelik
a nydl egyes Osszetevoit, a fehérjéket, enzimeket, nyakot, mérgeket és antikoagulans faktorokat.
A sejitek Osszehangolt mitkodését idegi szabalyozas tartja fenn. A gerincesekben a nyamirigy
paraszimpatikus kolinerg és szimpatikus adrenerg bemeneteket kap. A gerinctelen szervezetek,
koztik pl. a rovarok nyamirigyében is jelen van a kolinerg szabalyozas. Azonban szamos
szvettani, elektrofiziologiai és farmakoldgial vizsgdlat tamasztotta ala, hogy a rovarokban a
nydmirigy idegi szabdlyozésaban dopamin (DA) a jelentésebb ingertletétvivé. A rovarok
nyamirigyében a DA mellett tovébbi més transzmitterek és/'vagy modulatorok, mint a szerotonin
(5-HT), a proktolin és a nyalzdst stimulald peptid (SG-SASP) is képesek kivaltani
nyalfelszabadulast. Noha a csigak pofa dicaiban kimutattédk a téplalkozési rendszert szabélyozo
DA-erg neuronokat, melyek fontos szerepet jatszanak a téplalkozési mintézatgenerétor
aktivalasaban, a DA nyamirigyben betdltott pontos szerepét nem tisztaztak ezidaig. Tovébba, a
csigdk nydmirigyének miikddésében, hasonlban a DA-hoz, nem ismerjik a 5-HT és az
acetilkolin (ACh) nydlelvalasztasban betdltott szabalyoz6 szerepét sem.

A mirigysejtekbdl a szekrécid torténhet exocitozissal és holokrin vagy apokrin
mechanizmussal. Holokrin szekrécioval mitkédé mirigyek, mind a gerinctelen, mind a gerinces
szervezetek korében ismertek, mint pl. a faggyamirigyek, a madarak uropygidlis (tollaszkodo)
mirigyei, a halak axill&ris mirigyei, a Harder mirigyek és a halak, pokok, puhatestiiek
méregmirigyei. Ezeknél a mirigyeknél, a holokrin szekrécié folyamatos valadéktermelést
eredményez, igy a szekrétum kivalasztésa a felhasznalaskor a tartalékbdl torténik. A holokrin
mirigyek végkamra sejtjei a valadéktermelésnél el pusztulnak és az egész sejt szekrétumma alakul
at. Egyes szerzék szerint a holokrin szekrécid egy szabalyozott mechanizmus, amely azonos lehet
az apoptozissal vagy a nekrézissal. Leirtak, hogy a Biomphalaria straminea csiga fa
nyalmirigyének sejttipusai holokrin szekrécié sorén szabadulnak meg valadékuktol. A holokrin
szekrécioval tortend nyalfelszabadulas molekularis mechanizmusat azonban nem ismerjuk.

A puhatestiiek (Mollusca) a Foldén ma él6 masodik legnagyobb allatcsoport, fajszamaban,
csak az izeltldblak haladjdk meg. A tdrzs legnépesebb osztdlyét a csigdk (Gastropoda) akotjék,
melyek kevés szamu, jél azonosithat6 idegsejtjeik miatt az idegrendszeri kutatasok és kilonbozo
fiziolégial folyamatok sgtszintli vizsgalatainak kedvelt objektumaiva véltak. Legnagyobb
termetii hazai fajunk, az éti csiga (Helix pomatia L., Pulmonata, Gastropoda) nyamirigyének,
mint viszonylag egyszerii modellnek a vizsgélata alapvet6 ismeretekhez vezethet nyélelvalasztés
sgjitszinti és molekuléris mechanizmusanak, valamint az idegrendszer szabalyozo6 és integrativ
szerepének a megismerésében. A kdzponti idegrendszer és a periféridis szervek kozotti kémiai
szignalizécio, valamint a moduldés mechanizmusai szamos esetben hasonldak a gerincesekben
lejatsz6do folyamatokkal, de ezek fajspecifikusak is lehetnek.

CELKITUZESEK
Az éti csiga nydmirigyének anatomiai felépitésérél, idegi szabdlyozésardl szamos, azonban

gyakran ellentmondd, informécié &l rendelkezésinkre, szemben az acinussejtek nyugalmi
dlapota fenntarté ionkonduktancidkkal, a mirigysejtek elektromos tulgjdonsagaival, azok
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neurokémiai moduldhatésagaval, elektrotdnusos kapcsolataival, illetve a nyalfelszabadulés
molekuléris mechanizmusaval, melyekrél nincsenek informaciéink. Munkank célja az volt, hogy
elektrofiziologiai, immuncitokémiai, biokémiai és molekularis biologiai modszerek segitségével
vizsgdljuk a Helix nydmirigyének miitkdését, aminerg és peptiderg moduléciojat, valamint a
nyalfelszabadulas |ehetséges celluldris mechanizmusait.

Célul tiiztuk ki tehat, hogy:

i) azonositsuk az éti csiga nydmirigyét felépité mirigysejt tipusokat

i) leirjuk a mirigysejtek elektromos tulajdonsagait és jellemezzik az azokat fenntartd
ionaramokat, ionpumpa mechanizmusokat

iii) vizsgéljuk a mirigy 6sszehangolt mikddésenek hatterében alé sejtk6zotti kommunikécios
lehet6segeket, azok megjelenését, sgjtfelszini eloszlasét

iv) tanulményozzuk a nyalszekrécio celluldris eseményeit, nyomon kovessik a cisztas sejtek
sorsét a nyélfelszabaditas mechanizmusaban

V) teszteljik transzmitterek és modulédtorok hatésat anydlszekréciora

vi) azonositsuk a nyalszekréciot hatdsosan modulalni képes peptidet vagy peptideket

vii) vizsgaljuk a sejthaldl lehetséges szerepét a nydlszekrécidban, annak befolyéasolhatosagét
egyrészt transzmitter és moduldtor molekuldkkal (DA, 5-HT, ACh), mésrészt egy ismert
antiapoptotikus peptiddel, a PACAP-al

ANYAGOK ESMODSZEREK
Kisérleti alatok, preparalas és szovet-el6készités

Kisérleteinkben a kifejlett Helix pomatia aktiv, inaktiv és hiberndlt egyedeinek nyamirigyét
hasznaltuk fel.

A relaxat dlatokat a bonctdban rogzitettik, majd a bélcsatornat a nydmiriggyel és a
bukkalis masszaval egyitt eltavolitottuk. Ezutén a bélrél a nydmirigyet lefejtettik, majd
kittiztik. Az elektrofiziologiai kisérletekhez a nydmirigyet beidegzé neuronokat tartalmazo
pofaduicokat is kipreparaltuk a miriggyel egyiitt. A mirigyet 2-3 mm®*-es darabokra végtuk, majd
ezeket rogzitettik a regisztrald edényben. A kittizott mirigyeket normél fiziologiés oldattal (mM-
ban megadva, 80 NaCl, 4 KCl, 10 CaCl,, 5 MgCl,, 10 TRIS-HCI desztillalt vizben oldva és
bedllitva NaOH-al a pH=7,4-re) aramoltattuk 1-2 ml/perc sebességgel.

Szovettani vizsgalatok

A fénymikroszképos klasszikus szovettani €s az elektronmikroszképos vizsgalatokra az 1%
PFA-t és 2,5% glutaraldehidet tartalmazd 0,1 M PBS-ben fixdlt majd dehidralt szOveteket
Aralditba &gyaztuk, majd félvékony, illetve ultravékony metszeteket készitettiink. Az igy késziilt
félvékony  metszeteket 1%-o0s  toluidinkék  oldattal  festettik. Az ultravékony
elektronmikroszképos metszeteket utofixaltuk 1% OsO4-ot tartalmazé 0,1 M Na-cacodylat-
pufferben, majd JEOL 1200EX készllékkel vizsgaltuk azokat.

A mirigyet a sgjttipusok elkulonitésének céljabdl timsds hematoxilinnal és bazikus fuxinnal,
mig a segjtosztddas kimutatésara, HE-vel festettik. A festett metszeteket Zeiss Axioplan
fénymikroszkopban vizsgaltuk.

Immuncitokémiai eljarasok

Valamennyi atalunk alkalmazott modszer az indirekt kétlépéses (fluoreszcens festékkel,
vagy peroxidazzal kapcsolt 1gG), illetve a Sternberger-féle (1979) haromlépéses peroxidaz-anti-
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peroxidaz eljaras elvén alapult. A szvetel6készités soran a 4% PFA-t tartalmazd 0,1 M PBS-ben
rogzitett mintékat 20%-0s szacharéz oldatban inkubaltuk, majd Tissue-Tek fagyasztékozegbe
&gyaztuk, kriosztatban fagyasztottuk végul 12-16 pm-es metszeteket készitettlink. A metszeteket
az elsbdleges antitestekkel, majd a megfelel6 masodlagos antitestekkel inkubaltuk.

A nydmirigy korai apoptotikus folyamatainak megjelenitésehez Annexin V-CY 3, valamint
TACS-XL — DAB in situ apoptozis detektal 6 Kittet hasznaltunk. Az apoptotikus folyamatok soran,
a mitokondriumban lejdtsz6dd potencidlvaltozdsok nyomon kovetésére MitoCapture Kitet
alkalmaztuk.

Western-blot analizis

A nydmirigy fehérje tartamé& SDS-pufferben torténé homogenizdlassal feltartuk. A
homogenizatumot centrifugalassal tisztitottuk, a fellilszot eltavolitottuk és SDS-minta-pufferrel
1:1 ardnyban higitottuk. A mintékat denaturaltuk, 10-15% SDS-poliacrilamid gélen szeparaltuk a
fehérjéket elektroforézissel, majd PVDF membranra elektroblottoltuk azokat. A blotolas utan a
membrant tejporral blokkoltuk, majd a fehérjéket a megfelel6 elsddleges antitestekkel
reagéltattuk. Az immunreakciét a masodlagos antitesttel torténé inkubdlast kdvetéen DAB és
H,0, oldattal intenzifikaltuk. A minték atlagos, totd fehérje tartalma ~85 g volt, amit Bradford
reagenssel hataroztuk meg.

Azimmunhisztokémia ésa WB kontrollkisérletei

A legttbb antitestnél preabszorbcids kontroll kisérleteket végeztiink a felismerési szekvenciét
specifikusan blokkolo peptiddel. A preabszorbcids kontrollban nem kaptunk jelélést. Az innexin-
2 és az aktiv-kaszpéz-3 antitestek esetében nem rendelkeztiink blokkol6 peptidekkel, igy WB
kisérletekben ellendriztik a specificitast, afrikai vandorsaska nyamirigy- és patkany agyi-
homogenizatumot haszndlva pozitiv kontrollként. A WB kisérletek belss kontrolljaként anti-
aktin antitestet alkalmaztunk. Minden esetben készitettiink negativ kontrollokat is az elsédleges
és a masodlagos antitestek kihagyasaval. Mivel a negativ kontroll kisérletek esetében nem
detektaltunk jelet, és a pozitiv kontrollal megegyezé savokat kaptuk, a kontrollok alapjan a csiga
mintak jeleit specifikusnak tekintettik.

Elektrofiziolégiai vizsgalatok

Az idegingerlések soran a négyszog impulzusokat bipoléris, eziist elektrodan keresztil
kozvetitettik a pofadicokat 6sszekoté komiszirakon keresztll.

Az anyaghatasok vizsgdlatanadl az ACh, 5-HT és DA transzmittereket egy mikroperfuziés
rendszerrel perfundéltuk a méréedényen keresztiil. Az anyagok végkoncentracioja soha nem volt
magasabb, mint 10°-10° M.

Aramméréseinkben a kalium aramokat TEA és 4-AP specifikus kalium csatorna blokkol 6k
jelenlétében azonositottuk. A kalcium aramok blokkolésa céljabél CdCl,-ot oldottunk a norméal
fiziologiés oldatban. A klorid &amok azonositasdhoz acetét ionokkal helyettesitettik a Cl™-at
izomoléris mennyisegben. A klorid csatornak blokkolaséra NPPB-t alkal maztunk.

A mirigysejtek nyugalmi membrénpotencidljét, az idegingerlésre és anyaghatasra torténé
elektromos valtozasokat, valamint az iondramokat Axoclamp 2B erésitével erésitettik, majd
sziirtlk és egy TL-1, illetve Digidata 1200 jelatalakitd segitségével digitalizaltuk. Az
intracellularis elektrodékat boroszilikdt Uveg kapillarisokbdl vertikdlis elektrodahizoval
készitettik. Az MP mérésekben 10-30 MQ, mig a voltage-clamp mérésekben 4-8 MQ ellenallasi
elektrédakat akalmaztunk. Az  egy-mikroelektrédas voltage-clamp mérésekben a
protokollokpClamp 5.7.7. programmal generdltuk. Az elektrofiziolégiai adatokat Origin 6.07-es
programmal dolgoztuk fel.
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Programozott sgithalél indukélasa és kvantifikaldsa a nyalmirigyben

A nydmirigy sejtekben a programozott sejthaldlt kilonbozé anyagokkal és a nyalidegen
keresztilli elektromos stimulécioval véltottuk ki. A szerveket 10* és 102 M DA és 5-HT
oldatokka inkubdltuk. Més esetekben, a DA kezelés el6tt DA receptor antagonistakkal
(fluphenazin, etikloprid), vagy a K-csatorna blokkolokkal (TEA; 4-AP) eldinkubdltuk a
nyamirigyeket. A kezelések utan a mintakat 4% PFA oldatban rogzitettik, majd 10 pm
metszeteket készitettiink.

A TACS-XL pozitiv (apoptotikus) sejtek szamét az egyes alatok nydmirigyébdl (n=6-8)
készitett metszetek harom teriiletének (1,8 mm?’ teriletet haszndltunk 400-as nagyitasnal)
atlagaként hataroztuk meg. A specifikusan jelolt (TACS-pozitiv) és a nem jel6lt (TACS-negativ)
sejtek egymashoz viszonyitott ardnyd egységnyi terlleten Zeiss Axioplan mikroszképban
szamoltuk, majd az &lagértékeket abrézoltuk oszlopdiagramon a SEM feltlntetésével
OriginPro7.5-6s programot hasznélva.

Radioimmunoassay (RIA)

A PACAP27 és PACAP38 tartalom RIA-val torténé meghatarozasanak céljabll a mintakat
megfelel6en elokészitettik. A PACAP38 C-termindlis fragmentje (PACAP24-38) és a PACAP27
jodidalva volt és az egyes frakcidkat forditott-fazisi HPL C-vel szeparaltuk annak megfeleléen. A
mono-jodidalt format a RIA mérés nyomjelzéjeként alkalmaztuk. A szintetikus PACAP38 és 27
formékat standardként haszndltuk. A meghatérozas sorédn 100 m antitestet valamint 100 m RIA
nyomjelz6t és 100 m PACAP standardot vagy mirigy mintat 6sszemértiink, majd inkubacié utén,
elkllonitettlk az antitest kotott fehérjéket a szabad fehérjéktél 100 m szepardlé oldattal. A
centrifugélast kovetéen a felliliszot Gvatosan ledntottik, és a mintak radioaktivitasit egy gamma-
szamléléban mértik. A nyalmirigy mintak PACAP38 és PACAP27 koncentracidja leolvashatd
volt amegfelel6en elkészitett kalibracios gorbérol.

Citokrom-c meghatarozas

A nagyobb detektdhatd jel reményében a vizsgdlatokban inaktiv alatok nyamirigyét
alkalmaztuk. A mirigyek egy részét kontrollként hasznaltuk méréseinkben (n=6; 0,197g) mig
mésik részikket (n=6; 0,188g) 10" M DA oldatba &ztattuk 30 percig. Ezt kdvetéen mindkét mintét
homogenizaltuk izo-ozmotikus cukor oldatban. A modositott, eredetileg Whittaker (1965) atal
leirt differencidlt centrifugaldsi médszer alapjan szepardltuk a mitokondridlis és a sejtalkotoktol
mentes citoszol frakcidt. A tiszta citoszol frakcio tartalmazta a leadott citokrom-cmolekulakat. A
mitokondrialis frakcidban a citokrom-c leadasat CaCl, hozzdadasaval indukaltuk és folyamatosan
meértik fotométerrel az ateso fény abszorpcidjét. A citokrom-c abszorbancigjat (A) a kontroll és a
DA-kezelt mintékban 540 nm-nél spektrofotométerrel mértik. A citokrom-c meghatérozott
abszorbancia értékeit OriginPro7.5 programmal dolgoztuk fel.

EREDMENYEK ESKOVETKEZTETESEK

A csigak nydmirigyében alapvetéen négy sejttipust kilonitettiink el félvékony metszeteken
toluidinkék festés mellett: a nyalkasejtet, a szemcsés sejtet, a vakuolaris sejtet és a cisztés sejtet.
A negyedik sejttipus, a cisztas sejt a vakuoléris sejtek érési folyamatanak eredményeképpen
alakul ki a vakudlumok dsszeolvadasaval. Vélemenylnk szerint, ez a sejttipus az aktiv allatok
nyamirigyében gyakori és szoros kapcsolatban &l a nyalfelszabadulassal. A csigak
nyalmirigyére vonatkozo6 korabbi irodalmi adatok szerint a mirigysejtek igen széles skalgjat irtak
le azonos csigafajok esetében is. Ennek hétterében a szezondlis valtozasok mell6zése, illetve az
aktiv és inaktiv alapotok definidldsdnak a hianya dlhat. A mirigyallomanyban a kilonb6z6
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sgjttipusok acinusokba tomorilnek, melyekben elszortan savds és nyakos mirigyvaladékot
termelé sejteket taldtunk. Ebbsl addddan a felszabaduld nydl kevert Osszetételi, amely
enzimekben gazdag emészt- és fehérjékben szegény higitd nyalat tartalmaz.

A HE festéssel az acinusok periférias terlletein osztodd sejtek rétegét azonositottuk. Az
oszt6édo sejteket korai proliferacidt detektdd Ki67 antitestekkel is kimutattuk. Ezeknek az
osztédd sejteknek a szama aktivitésflggést mutatott, az aktivan taplalkozé alatok
nyamirigyében erételjesebb volt a proliferécid. Feltételezések szerint, a cisztés sejtbdl a
nyalfelszabadulés holocrin mechanizmussal torténik. Ezt a feltételezést erésitették meg adataink,
miszerint az osztodd sejtek mellett a félvékony, toluidinkék festett sorozatmetszeteken
intralobuléris nyalvezetékek mentén sejttbrmeléket  azonositottunk az  aktiv - dlatok
nyamirigyében. A sgjttérmelék mennyisege, hasonldan a proliferativ sejtekhez, figgott az alat
aktivitési élapotétol. Az aktiv dlatokban a sejttérmelék mennyisége nagyobb volt, mint az
inaktiv alatok nydmirigyében. A sgjttormelék az érési ciklus eredményeként pusztulo, a
sejthaldl klasszikus morfoldgiai és élettani jellemzéit mutatd mirigysejtek maradvanya. Az érés
soran kialakul6 cisztés sejtek valadékukat a sgitpusztulas soran adjék le. Az aktiv dlatok
nyalmirigyében a vacuoléris és cisztés sejtek pusztulasi folyamatat apoptdzisként azonositottuk
Annexin V-Cy3 és TACS-XL in situ apopt6zis detektd o kitek segitségével.

A nydmirigy ultrastruktaralis vizsgadlata soran kilénbdz6 tipusi membrankapcsolatokat
tartunk fel a szomszédos mirigysejtek kozott. A nem specializalt lazabb sejtkapcsolatok esetében
széles extracelluléris tér volt ladthatd (20 és 150 nm). A szorosabb membrankapcsolatokban a
szomszédos sejitek membranja kozotti tavolsag erételjesen lecsdkkent (10-20 nm). Méskor, az
egymassal parallel futd membranszakaszokon megnovekedett elektron denzitas volt
megfigyelhets, elkilonilt, széles sejt kozotti térrel (<60 nm). Ezt a speciaizalt
membrankapcsolatot dezmoszOma-szeri  sejtkapcsolatnak  azonositottuk. A szomszédos
mirigysejtek klasszikus kommunikacids csatorngja, a réskapcsolat (gap-junction) is kimutathat6 a
mirigysejteken, melyet szoros membrankapcsolat jellemez (2-4 nm). Immunhisztokémiai
technikét alkalmazva azonositottuk ennek a specializalt mirigykapcsolatnak a hétterében alé
molekuléris strukturékat, az innexineket. Az elektronmikroszkopos felvételeken azonositott
elektrotonusos sejtkapcsolatok jelenlétét elektrofizioldgiai méréseink is aldtdmasztottdk, ugyanis
azt talaltuk, hogy két egymashoz kozeli, mintegy 7-10 sejt tavolsagban elhelyezkeds (kb. 300
pm) mirigysejt kozott az ingerllet elektroténusos terjedése jO. A sejt-sejt kozotti elektrotonusos
kapcsolatok a szegényes beidegzés ellenére biztositjak a mirigy szinkronmitk ddését.

A mirigysejtek MP értéke a -30 és-80 mV-os értéktartomany kozeé esett, &lagos értéke -56,6
+ 9,8 mV-nak adddott (n=483) normdl fiziologias oldatban. Ez az &tlagérték nem mutatott
jelentés eltérést a gerincesek, vagy a rovarok exokrin nydmirigysejtjeinek MP értékétsl. A
nyugalmi MP fenntartésiban elsésorban a K*-ok vettek részt, de kimutattuk, hogy az elektrogén
Na-pumpdék és a Cl-ok szerepe is jelentés.

A mirigysejtek mikroelektrodaval torténd megszdrasuk utédn atalaban nem mutattak
elektromos aktivitast, azonban egyes esetekben transzmitter felszabadulds okozta spontan
miniatiir potencidlokat figyeltink meg. Alkalmanként, a miniatiir potencialok tsszegzédtek és
EPSP-ok voltak rdgzitheték, de regenerativ AP-t nem detektéltunk. Néha AP-szerii, un. junctios
potencialokat lattunk, melyek amplitiddja s és 25 mV kozétt mozgott.

A mirigysejtekben fesziiltseg-fiiggé inward és outward membrén &ramokat regisztratunk
adott 1épéssel depolarizélva a sejtet egy-mikroelektrédés voltage-clamp technikaval. A mérések
soran meghataroztuk a mirigysejtek mikodésében részt vevé ionaramokat, gy mint a lg, la,
lk(ca) €S 8z lcat. A totdl outward K-&ram 62%-a TEA szenzitiv 1k komponens, mig 27%-a
kalcium-figgd lkca komponens volt. A mirigysejtpopulécio egy részében 4-AP szenzitiv |
dramkomponens is mérheté volt, ami a totél aram 55%-t tette ki. Az inward éram valosziniileg
egy T-tipust kalcium-csatornan keresztiil vandorolt és Cd**-al 100%-ban blokkolhat6 volt. Ezek
az iondramok hatérozzak meg és tartjak fenn a mirigysejtek elektromos tulajdonsagait.
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A pofadlchol eredé és a nydmirigy mitkdését szabalyoz6 nydlideg elektromos ingerlése 30
mV kordli depolarizéciot vatott ki a nydmirigysejtekben. Hasonlé depolarizacios valaszokat
regisztraltunk, ha a mirigyet 10* - 10°> M végkoncentréci6ju ACh-al, DA-al és5-HT-al kezeltilk.
A legerételjesebb depolarizdl6 hatdsa az idegingerlésnek volt. Az idegingerlés, az ACh és a
monoamin kezelés hatésara kialakul6 MP Vvéltozas a mirigysejtekbdl kivaltott szekretoros
potencidkent azonosithatd. A  szekretoros potencid kialakitéasanak hétterében alléd
idegvégzodéseket elektronmikroszkopos felvételeken azonositottuk a mirigysejtek kozott. A
varikozitdsok szoros (16-20 nm), de nem specializdlt kapcsolatokat aakitanak ki a
mirigysejtekkel. A kulonbdzé transzmitter molekulék hatasdt a felszabaditott nyal
mennyisegének meérésével isteszteltik. A szekretoros potencidlok indukélasaban a leghatasosabb
szigndmolekula az ACh, mig a nyalelvalasztas szabdlyozésaban a DA volt. Az idegrendszerben
hatésos neuropeptidek, mint pl. MIP, FMRFa, CARP, szekretoros potencidlt nem generaltak,
azaz feltehetéen a nyalelvalasztés szabalyozasaban nincs transzmitter funkcidjuk.

Kllonbséget taldltunk az aktivan tdpladlkozo, illetve inaktiv latok nydmirigye kozott a
TUNEL-pozitiv  (apoptotikus) sejtszdm tekintetében. Az aktiv &latok nydmirigyében
megndvekedett TUNEL-pozitiv sejtszdm volt detektalhatd, szemben az inaktiv mirigyekkel. A
mirigysejtek kozil elsdsorban a vakuolaris- és cisztés sejtek mutattak TUNEL pozitivitést. Ez
arra utat, hogy a taplalkozés soran ezek a sejtek a megfelel6 jelre apoptdzis soran elpusztultak,
mikozben leadtak az ataluk termelt nyalat. De mi lehetett az apoptotikus szignalt kivalté jel?
Korabbi biokémiai mérések igazoltdk, hogy a DA koncentrécibja az éhes, téplalkozasit
megkezd6 alatok nyalmirigyében szignifikansan magasabb, mint a jollakott allatokéban.
Eredményeink szerint a nyélelvalasztas leghatasosabb transzmittere, a DA, amely képes volt az
apoptotikus sejtszdmot  jelentésen megndvelni az inaktiv alatok nydmirigyében. Hasonl6
eredményeket kaptunk az idegingerléssel is, mely soran tobbek kozétt DA szabadul fel az
idegvégzédésekbol. A DA a D2 receptoron keresztil fejti ki hatésat, ugyanis a receptor
eticlopriddal torténé szelektiv blokkolasakor a DA apoptézis indukdl6 hatasa elmaradt. A TEA,
mint az | szelektiv blokkol6ja gatolta a DA apoptdzis stimuléciéjat, mig a tranziens K-aramot
blokkol6 4-AP hatastalan volt. Ez azt jelentette, hogy a DA apoptdzis stimuldlé hatasét részben a
D2 receptorokon hatva, részben pedig a K™ homeosztézisanak befolyasoléasaval fejti ki.

A DA dltal kivéltott MP véltozés (szekretoros potencial) az intracelluléris K* koncentrécio
csokkentésen keresztill befolyésolja a mitokondriumok transzmembran potencidjd (MMP) is.
Kialakulnak a mitokondrium membranporusai, melyek elmélyitik a MMP megvéltozésat. A
membranpérusok kialakitésdban résztvev szamos elem kozil az inaktiv Bcel2 és az aktiv Bad
fehérjék részvételét mutattuk ki a mirigysejtekben WB technikéval. Az antiapoptotikus (Bcl2) és
a proapoptotikus (Bad) fehérjék ardnya, amely eldonti a sejt sorsat azaltal, hogy elindul-e az
apoptdzis intrinsic Utvonala, alapvetéen fliggott az dlat aktivitasi dlapotéatdl ill. a DA szinttél. A
pro- és antiapoptotikus fehérjék ardnydt a DA kezelés az aktiv Bad molekula felé mozditotta
el aldtdmasztva a DA apoptézist serkenté hatasat. A kialakitott membranporusokon keresztiil
megnott a mitokondrium mebranjanak az ateresztéképessége és a citokrom-c, mint legfontosabb
apoptozis indukalé faktor a citoplazmaba transzlokalddott. Az inaktiv alatok nydmirigyében a
DA kezelés fokozni tudta a citokrom-c mitokondriumbdl torténd felszabadulésat. A citokrom-c a
kaszpéaz-9 és az APAF-1 molekuldkkal kialakitja az apoptoszoOmét, ami az apoptdzis legfontosabb
szabalyoz6 molekulgjat, a kaszpaz-3-at aktivalja az intrinsic apoptotikus szignalban.

Immunhisztokémiai és WB technikaval a megfelel6 antitestek felhaszndlasa mellett
azonositottuk a cisztés sejtekben az aktiv-kaszpéaz-3-at, mint az apoptdzis legfontosabb iranyitd
és végrehagitdé molekulgjat. Az aktiv-kaszpaz-3 immunopozitiv jeleket a cisztas sejtek
citoplazmajdban a mebrankozeli régidban azonositottuk kizérdlagosan. A DA képes volt
megemelni az aktiv-kaszpéz-3 molekula mennyiségét a jelétviteli mechanizmus eredményeként.
Azonban eticloprid jelenlétében a DA kaszpéz-3 aktivald hatésa blokkolhat6 volt. A kaszpéz-8
molekulét, amely az extrinsik és intrinsik Utvonalat dsszekapcsolja, a jelétviteli folyamatokban
nem tudtuk kimutatni, igy feltételezhetd, hogy a klasszikus extrinsik Utvonal nem vesz részt a
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mirigysejtek apoptotikus folyamataiban. Véleményiink szerint valamely mas Utvonal és/vagy
eziddig nem azonositott molekula(ak) kapcsolja dssze a receptor kozvetitett DA hatast és az
apoptozis intrinsic Utvonalat egyméssal. Ezt aldtdamasztja az MRBCD jelenlétében megismételt DA
inkub&cio alatt tett megfigyelésis. Az MBCD gatolja a membranban a ceramid kodzvetitette lipid-
szigetek kiépllését, amelyen a jelatviteli Gtvonal egyes elemei, mint receptorok, ioncsatornak,
enzimek, stb. horgonyoznak. Amikor a ceramidot géoljuk a lipid-szigetek kiépllése nem
torténik meg, a szignéltranszdukcié sériil, igy a DA hatés nem jut el a mitokondriumig, ennek
kovetkeztében a DA citokrom-c felszabadulast serkenté hatdsa elmarad. Valoszini, hogy a
ceramid kulcs molekulgja a jelétviteli folyamatoknak a nyamirigyben.

A nydmirigyben megfelelé antitestek felhasznaldsaval PACAP tartalmi mirigysejteket
detektdtunk, mig PACAP immunoreaktiv idegelemeket, a gerincesek exokrin mirigyeivel
ellentétben, nem azonositottunk. RIA mérések eredmenyekeént kimutattuk a PACAP mindkét
formda a mirigyszovetben, melyek koncentrécioja aktivitasfliggést mutatott. Biokémiai
méréseinkkel igazoltuk, hogy a PACAP funkcioképes molekula a mirigysejtekben, mivel a
PACAP kezelés hatasira 50%-al megnovekedett a cAMP koncentracidja (CAMP assay Kkit,
Biorad). Kimutattuk a PACAP antiapoptotikus hatésdt a mirigysejtekben, ugyanis a DA és a
colchicine apoptdzist indukald hatésat a PACAP leblokkoltas A PACAP hatas a kaszpaz-3
molekulak esetében is kimutathat6 volt. A PACAP jelenlétében a DA nem volt képes megemelni
az aktiv-kaszpaz-3 molekula koncentrécioja a mirigysejtekben.

OSSZEFOGLALAS

Munkénk célja az volt, hogy elektrofiziologiai, immuncitokémiai, biokémiai és molekuléris
biolégiai mddszerekkel vizsgdljuk a nyamirigy mikodését, kilonds tekintettel a
nyalfelszabadulas molekularis mechanizmuséra. Az éti csiga nydmirigye, mint minden szerv, az
idegrendszer iranyitasa alatt dl. A gerinces mirigysejtektol elektromos tulajdonsagaik
szempontjabol nem kilonbdzé egyes mirigysejt tipusok acinusokba témérilnek, melyben
elektrotdnusosan kapcsoltak egyméssal. Ez, a viszonylag szegényes beidegzés ellenére biztositja
a nyalmirigy szinkron miikddését. A mirigysejtek kozott taldhat6é idegvégzédésekbsl a nem
szinaptikus kapcsolatokon keresztill, az idegingerlés soran felszabadul6 transzmitterek (DA, 5-
HT, ACh) szekretoros potencidlokat generalnak, melyek hatésara a nyalsejtekbdl megtorténik a
nyafelszabadulds exocitozissal, illetve vacuoléris és cisztas sejtek esetében holokrin
szekrécioval. A holokrin szekrécioval egyenértékii folyamatként a nydlszekrécidban az apoptdzis
azonosithatd. Az apoptézis meghatérozott morfolégiai és biokémiai elvaltozasai, mint
foszfatidilszerin molekuldk kiilsd membranba tdrténé megjelenése, a citoplazmatikus és nuklearis
elemek fragmentacioja, a fehérjék degradécioja és a sejtmembran felszakadozésa megfigyelhet6
volt a mirigysejtekben. Az elsddleges nyalvezetékek mentén megjelend sgjttbrmelék a
felszabadulé nydllal eliminalodott. Az apoptdzis ebben a formajaban a mindennapi nyalszekrécié
eszkdze, s mint ilyen fizioldgiai folyamat. Az apoptOzist intrinsic és extrinsic szigndlok
szabdlyozzak. Az intrinsic Utvonal aktivalddasanak eredmeényeként a mitokondriumbdl citokrom-
c szabadul fel a citoplazmaba. Kisérleteink igazoltédk, hogy a nydlelvalasztas molekuléris
mechanizmusa soran a transzmitterként felszabadulé DA a D2 receptoron keresztill stimuldlja a
citokrom-c transzlokacidjét, amely folyamat a pro- és antigpoptotikus Bcl-2 fehérjék
szabdlyozasa alatt &ll. Mindemellett a fokozott K* leadas is képes apoptézist indukalni. A DA
stimuldlta a mirigysejtekben a TEA szenzitiv K-csatorndk mitkodését, megndvekedett a K-efflux,
ami apoptotikus szignalt generdlt. Az alacsony intracelluléris K* koncentrécié kozvetlenil is
képes fokozni a kaszpéz-3 aktivéciojét. |gazoltuk, hogy a DA a D2 receptorokon kdzvetlenl
illetve a K* homeosztézisan keresztiil képes az apoptozis végrehajtd molekulgjét, a kaszpaz-3-at
aktivalni. A nydlelvalasztashan az extrinsic és intrinsic Utvonalakat dsszekapcsold folyamat ez
idaig ismeretlen, ugyanis a kapcsol6 molekulat, a kaszpaz-8-at nem sikerilt kimutatni a jelétviteli
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mechanizmusban. DA dltal aktivalt apoptotikus folyamatok hatédsosan blokkolhatdk az éti csiga
egyik endogén peptidjével, a PACAP-al. A PACAP hatés célmolekulgja a kaszpéz-3 molekula
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