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I. BEVZETES

Az utobbi évtizedben valt ismertté, hogy az egyszeri szerkezett
nitrogén-monoxid (NO), jelatvivdé molekula szerepét tolti be egyes sejtek
kozotti kémiai informacidatvitelben. A szignalmolekula NO mind a
gerincesek, mind a magasabbrendld gerinctelen allatok idegrendszeri
mukoédéseiben szerepet kap (Eloffson et al. 1993, Dawson és Dawson 1995,
Martinez 1995, Jacklet 1997). A NO bioszintézisét a toébb izoformaban
megjelend nitrogén-monoxid szintetaz (NOS) enzim végzi. Az egyes izoformak
adott szovettipusra jellemzoék, igy szoveti eloszlasuk szerint, az emldésok
szervezetében ismertink neuronalis (nNOS), endothelidlis (eNOS) és az
immunrendszer sejtjeiben megjelend, indukalhaté (iNOS) izoformakat.
Ezeken kiviil tobb gerinctelen allatfaj idegrendszerébél izolalt NOS
szerkezetét, illetve biokémiai tulajdonsagait is ismerjik (Hunag et al. 1997,
Mayer és Andrew 1998).

A NO-t, mint hirvivé molekulat, a fejlédéstdrténet szinte valamennyi
allomasat képviselé allatfaj idegrendszerében megtalaljuk. Részvétele a
kozponti idegrendszer néhany mukddésében altalanos az egész gerinces és
fejlett gerinctelen allatvilagban. Ezzel szemben a NO bioszintézisét vezérld
kémiai jeleket, néhany kivételtdl eltekintve [mint példaul az acetil-kolin és a
glutamat szerepe a nNOS mukédésének serkentésében, morfinszarmazékok
és glutamat NO szintézist provokalé hatasa egyes gerinctelenekben (Mayer és
Andrew 1998, Nieto-Fernandez et al. 1999)] nem ismerjuk.

Munkacsoportunk célja, hogy a NO bioszintézisét szabalyozoé
lehetséges neurotranszmittereket azonositson, azaltal, hogy anatémiai
kapcsolatot keres nitrerg (NO-t termelé) és mas neurotranszmittereket
felszabadit6 idegsejtek kozott, illetve vizsgalja az ideghalézatban zajlé NO-
szintézis mértékét és annak befolyasolhat6sagat.

Jelen PhD értekezésben a NOS neurokémiai szabalyozasat alternativ
kisérleti rendszerben, szarazféldi tiddscsigdk (Pulmonata, Gastropoda)
kozponti idegdicaiban illetve enteralis ideghalézataiban vizsgaltuk.

A tiddscsiga Helix fajok kozponti idegrendszerében szamos
neurotranszmitter, igy kulénb6zé monoaminok (Hernadi et al. 1998),
gerinctelenekre jellemz6é neuropeptidek (Hernadi et al. 1995), valamint a NOS
(Cooke et al. 1994, Sanchez-Alverez et al. 1994, Hunag et al. 1997, Pisu et
al. 1999) eloszlasa ismert.

A ganglionokat alkoté neuronpopulaciok tébbségében megjelenik a
molluscan cardioexcitatory tetrapeptide (Phe-Met-Arg-Phe-amid, réviden
FMRFamid) neuropeptid, illetve a hozza hasonlo FMRF szekvenciat
tartalmazé heptapeptid. A monoaminerg és a nitrerg neuronok projekci6i
kilépnek a ganglionokbodl, vagy érzé idegeken keresztul érkeznek azokba.
Ezzel szemben az FMRFamidot tartalmazé axonok gazdagon elagaznak a
ganglionokon beltil és szamos sejtkapcsolatot alakitanak ki olyan
neuronokkal, melyek nem tartalmaznak FMRFamidot.

Az intraganglionaris FMRFamiderg végzédések elterjedt volta
valoszinlisiti az FMRFamiderg axonok és a nitrerg sejtek kozotti anatomiai
kapcsolat 1étrejottét.



Célkitiizés (1)

Célunk az FMRFamidot tartalmazé és a NO-t termelé neuronok kézotti
lehetséges anatomiai, illetve funkcionalis kapcsolat keresése a szarazfoldi
tiddéscsiga Helix lucorum kozponti idegrendszerében.

A NOS-tartalmu idegsejteket NADPH-diaforaz hisztokémiai technikaval
(Nakos és Gossrau 1994), mig az FMRFamidot immunhisztokémiaval
jelenitettik meg. Az izolalt idegdiicok NOS-aktivitasat a termelédé NO
szarmazékanak tekinthetdé nitrit-ionok végpont kolorimetras mérésén alapulo
modszerrel mértik.

Vizsgaltuk a NOS szubsztrat L-arginin, konvencionalis NOS-gatloék,
szintetikus FMRFamid és az FMRFamid receptor-gatlé amilorid-hidroklorid
(Cottrell 1997) hatasat az intraganglionaris NO szintézis mértékére.

Célkitiizés (2)

A ttdéscsigak enteralis idegrendszere, mely vizsgalataink masik
objektuma, igen hasonléan éptl fel a gerincesek gastrointestinalis
idegrendszeréhez. Szamos neurotranszmitter molekula, mint monoaminok és
neuropeptidek eloszlasa ismert a csigak enteralis plexusaiban (Hernadi et al.
1995, Hernadi et al. 1998), azonban nitrerg sejtek jelenlétét korabban nem
vizsgaltak bennutk.

Munkank masik alapveté6 kérdése, hogy a fejlédéstorténet korai
szakaszaban megjelenik-e a NO az enteralis rendszer szignalmolekulai
kozott.

A Pulmonata alosztaly kulonb6zé rokonsagi koreit reprezentald
csigafajokban térképeztiik fel az enteralis idegrendszer NADPH-diaforaz
reaktiv, tehat NOS-t tartalmazo6 idegi elemeit. A NO funkciéjanak elemzésére
farmakologiai tesztekben elemeztiik a NOS-szubsztrat L-arginin és ismert
NOS-gatlok hatasat a tapcsatorna motoros mukodésére. A NO szarmazék
nitrit-ionok koncentraciéjanak mérésével a NO szintézis lehetéségét
vizsgaltuk.

Célkitiizés (3)

A szarazfoldi ttdéscsigak életciklusara jellemzd, hogy kedvezétlen
kornyezeti feltételek mellett hipometabolikus nyugalmi allapotba kertlnek,
mikézben az idegrendszer mukodése jelentésen atalakul. Az axonalis
transzport lelassul, szamos neurotranszmitter (monoaminok, neuropeptidek,
NO) szintézise szlinetel egyes neuronokban (Vignola et al., 1995, Kaufmann
et al., 1995, Bernocchi et al., 1998, Pisu et al., 1999, Michaelidis et al.
hipometabolikus, dormans allapothoz.

A disszertacioban bemutatom a nitrerg haloézat szerkezetét, illetve NO-
termelését az idegrendszer hosszatavi nyugalmi idészakaban.



II. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Vizsgalt allatok

A kisérleteket az 1998. évi XXVIII. tv. etikai eléirasainak megfelel6en
végeztilk. A csigakat természetbdél gyUjtotttik, kivéve a mesterséges
tenyészetb6él szarmazé Achatina fulica egyedeket. A csigakat nedves
vivariumokban, nitrit-mentes névényi taplalékon tartottuk a kisérletek
megkezdéséig. A vivariumok hémeérséklete 22-25 °C volt.

A hipometabolikus dormans allapot vizsgalatahoz a hibernalt csigakat
november és marcius kozott, természetbdl gy(jtéttik, majd 8 °C
hémérsékleten, sotétben tartottuk a vizsgalatok kezdetéig. Az estivatiot
mesterségesen valtottuk ki azaltal, hogy a csigakat 25 °C-on, szaraz levegén
tartottuk legalabb 15 napig.

1. tablizat: A vizsgalt csigafajok listdja

Familia Species
ACHATINACEA Achatina fulica BOWDICH 1828
HELICACEA Cepaea hortensis MULLER 1774

Cepaea nemoralis LINNAEUS 1758
Discus rotundatus MULLER 1774
Helicella obvia MENKE 1828

Helix lucorum LINNAEUS 1758
Helixc lutescens ROSSMASSLER 1837
Monachoides umbrosa PFEIFFER 1828
Trichia hispida TLINNAEUS 1758
Zebrina detrita MULLER 1774

SUCCINEACEA Succinea putris LINNAEUS 1758
VERILIGINACEA Clausilia dubia DRAPARNAUD 1805
ZONITACEA Arion ater LINNAEUS 1758

Avrion subfuscus MULLER 1774
Limax mascimus LINNAEUS 1758

2. NADPH-diaforaz (NADPH-d) hisztokémia

e A kozponti idegdiucok preparalasa

Kloroform narkézist koévetéen izolaltuk a ganglionokat. Elkulénitettiik
a cerebralis és a postcerebralis ganglionokat. A  preparalast
sztereomikroszkop alatt, 4 °C hémeérsékletti, 0,1 M-os Sorensen-féle
foszfatpufferben (PBS, pH 7,4) végeztik. A ganglionokat ezutan 3 o6ran
keresztlil rogzitettiik 4% paraformaldehidet tartalmazo PBS-ben (PFA), 4 °C-
on. A fixalast kovetéen a mintakat PBS-ben mostuk, majd krioprotekcio
céljabol 10 és 25% szachardzt tartalmazé PBS-be meritettik 6-6 o6ran
keresztil. A ganglionokat Cryomatrixba™ (Shandon) agyaztuk és folyékony
nitrogénbe valé meritéssel fagyasztottuk. Kriosztattal 10 pum vékony
metszeteket készitettlink, majd azokat zselatin-réteggel fedett targylemezekre
vettik fel.



e A tapcsatorna preparalasa
A teljes tapcsatornat PBS-ben izolaltuk, majd azt tukkel rogzitve
kifeszitetttik és 4% PFA-ban fixaltuk 3 6ran kereszttl, 4 °C-on.

o Hisztokémiai reakcid

A metszeteket és a tapcsatorna-preparatumokat 0,3% Triton-X 100-at
tartalmazé 0,1 M-os Tris-HCI pufferrel (Tris TX, pH 8,1) mostuk. Ezutan 1
mM B-NADPH-t (Sigma) és 0,2 mM tetrazoliumkéket (Sigma) adtunk a
mintakhoz (mindkettét Tris TX-ben oldottuk). A metszeteket 2 o6ran
keresztiil, a tapcsatorna-preparatumokat 40 percig szobahdémérsékleten,
s6tétben tartottuk, majd a reakciot tdbbszori PBS-sel torténd mosassal
allitottuk le. Néhany mintat 2 mg/ml tripszint tartalmazé Tris-TX-ben 12
oran keresztill emésztettlink, majd a lizatum abszorbancijjat mértiik 620
nm-en. Az abszorbanciaértéket 1 g szévetre vonatkoztattuk.

e Moddszer kontroll

A fixalt mintakat 5 percig 100 °C hémeérsékleti vizfirddébe helyeztiik,
majd ezutan végeztilkk a NADPH-d hisztokémiai reakciot. A szovetekben
ezutan nem volt detektalhaté NADPH-d aktivitas.

Hogy kizarjuk a NADPH-dependens enzimeket, melyek felelések
lehetnek a pozitiv reakciéért, kulénbodzé enzim-inhibitorok hatasat is
teszteltik. Dikumarol (10 pM), a NADPH dehidrogenazok kompetitiv
inhibitora (Van Noorden és Butcher 1986), natrium-azid (NaNs, 0,1 mM) a
mitokondrialis respiratérikus lanc enzimeinek kompetitiiv inhibitora (Mohr
és Fewtrell 1990) csdkkentette a nyalkahartyaban jelentkezé hattérfestédést,
de nem érintette a neuronok NADPH-d aktivitasat. A rogzitési id6 12 orara
val6 meghosszabbitasa azonban megszlintette a neuronalis NADPH-d
reaktivitast.

A szulfhidril-csoportok elektrondonorként szolgalhatnak a
tetrazéliumsok redukci6jahoz, igy teszteltik 1 mM L-cisztein hatasat. A
NADPH-d reaktivitas intenzitasat L-cisztein nem befolyasolta az
idegsejtekben, de felerésitette a nyalkahartya festédését.

3. FMRFamid immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai eljarast a NADPH-d reakciot kovetéen a
kozponti ganglionok metszetein végeztik.

A nem specifikus jelolés csokkentésére a metszeteket 3 6ran keresztiil
inkubaltuk 3% normal 16szérummal, melyet 0,3% Triton-X 100-at tartalmazo
PBS-ben (PBS-TX) higitottunk. A mintakat tobbszoér PBS-TX-ben mostuk,
majd 24 o6ran keresztil, szobahdémeérsékleten inkubaltuk szintetikus
FMRFamid ellen termelt poliklonalis nyal immunglobulinnal (DiaSorin,
1:500). Az inkubalast PBS-TX pufferes mosas kovette, majd inkubalas
biotin-jelolt pan-specifikus 16 immunglobulinnal (Vector, 1:40). Az
inkubalast 2 oran keresztil, szobahémeérsékleten végeztik. Végul FITC-
konjugalt avidint (Vector, 1:100) adtunk a metszetekhez, melyet 1 ora
inkubalas utan pufferes 6blités kovetett. A mintakat glicerin-PBS keverékkel
fedtik le.



Pozitiv kontrollként Helix lucorum kozépbéli myentericus haldzatat
hasznaltuk, melynek immunjelolése megegyezett a referenciaval (Hernadi et
al. 1998).

4. A nitritkoncentraciéo mérése végpont kolorimetrias moédszerrel

A NO vizes kozegben oxigénnel és vizzel reagal, mikdzben nitrat és nitrit
ionok is keletkeznek. Utébbi ionok fotometrias eljarassal j6l mérhetéek
(Marzinzig et al., 1997; Guevera et al., 1998; Borcherding et al., 2000). Az
altalunk hasznalt eljarasban az izolalt ganglionok inkubaciés koézegének
nitrit-tartalmat mérttik, miutan nitrat reduktaz segitségével a keletkezé
nitrat-ionokat nitrit-ionokka alakitottuk.

A szbvetmintdk nyerése

A Kkloroform narkozist kovetéen PBS-ben izolaltuk a cerebralis és a
postcerebralis ducokat, illetve a tapcsatorna-szegmenseket (caecum,
rectum). A ganglionok felszinérél agat dérzsmozsarban térténé mechanikai
foszlatassal eltavolitottuk a perineuriumot. Ezutan a szoéveteket 100 pl
kontroll- vagy tesztoldatba meritettik.

Tesztoldatok

Vizsgaltuk L-arginin (Sigma), N-o-nitro-L-arginin (NOARG, Sigma),
aminoguanidin (AG, Sigma), FMRFamid (Sigma) és amilorid-hidroklorid
(Sigma) hatasait a szdvetek nitrit-produkcio6jara.

Az L-arginin, NOARG, AG és FMRFamid-oldatokat PBS-ben, mig az
amilorid hidroklorid-oldatokat 10% dimetilszulfoxidot (DMSO) tartalmazoé
PBS-ben készitetttik. A tesztelt koncentraciok a kévetkezék voltak: L-arginin
1-20 mM, NOARG 1-2 mM, AG 10 mM, amilorid hidroklorid 7,89 mM,
FMRFamid 0,2-3,34 mM.

Kontroll oldatok
Kontroll vizsgalatainkban a ganglionokat PBS-ben, vagy 10% DMSO-val
kiegészitett PBS-ben inkubaltuk.

A szdvetek inkubdldsa és a nitrit-koncentrdcié mérése
Az izolalt szoveteket a kontroll- vagy tesztoldatokba meritettiik, majd
razogépre helyezve 20 vagy 40 percig szobahémeérsékleten inkubaltuk.

Az inkubaciés koézegbdl 50 pul mintat vettink, majd azt mikrotiter
lemezbe pipettaztuk. A mintakhoz 10 pl 2unit/ml Aspergillus nitrat-
reduktazt (Sigma) és 10 pl 10 mM B-NADPH-t (Sigma) adtunk, amiket 7,2
pH-ju MOPS-glicin pufferben higitottunk. A nitrat redukciot 20 percig,
szobahémérsékleten végeztiik. Végiil 100 ul Griess reagenst (Sigma) adtunk
a mintakhoz. A mintak abszorbancigdjat 10 perc mulva 540 nm-en mértik
mikrotiter-lemez leolvas6 (iEMS Reader Labsystems) segitségével. Az
abszorbancia-értékeket korrigaltuk a mintdk 50 pl-éhez adott 100 pl
desztillalt viz abszorbanciajaval.

Referenciaként 0-150 puM NaNO: higitasi sort hasznaltunk. A
referencia abszorbancia-értékei alapjan kalibraciés egyenest szerkesztetttink,
a mintak nitrit-tartalmat a kalibraciés egyenes felhasznalasaval,



extrapolaciéval allapitottuk meg. A mintak legkisebb nitritkoncentraciéja 3,5
uM, a legmagasabb 92 uM, a detektalasi hatar 0,2 uM volt. A mérést
kovetéen a ganglionok tomegét megmértik, és a nitritkoncentraciét 1 g
szovettdbmegre vonatkoztatva, pmol/g formaban adtuk meg.

Validdlas

A moébdszer validalasakor natrium-nitroprusszid PBS-ben készitett higitasi
sorat hasznaltuk. A natrium-nitroprusszid molekulaibél vizes kézegben NO
valik szabadda.

A higitasi sort (335,57; 167,78; 83,89 mM) mikrotiter lemezhez adtuk,
majd 20 perc elteltével nitrat redukciot végeztiink (a fent leirt moédon) véguil
mértik az oldatok nitrit-tartalmat, mely 0,11; 0,04; 0,03 uM értékeknek
adodott.

Médszer kontroll

A nitrat-reduktaz aktivitasat azaltal ellendriztiik, hogy PBS-ben oldott
25 uM koncentraciojua Ca(NOs)z-oldatot 10 pl 1 unit/ml nitrat-reduktazzal és
10 ul 10 mM B-NADPH-val inkubaltuk 10 percig 25 °C hémérsékleten. A
Griess-reagens nem adott szinreakciot Ca(NOs)o2-oldattal, azonban nitrat-
redukciot kévetéen az oldatban 12+2 uM nitrit jelenlétét mutatta (n=3).

Az inkubaciés kozegek fehérjetartalma és a nitrat-reduktaz kozotti
interferencia lehetéségét is vizsgaltuk. A 25 uM Ca(NOs3)z-oldat elébbiekben
leirt redukcidjat elvégeztilk a mintakrol levett inkubaciés oldatokban is.
Ekkor 10£3 uM nitrit jelenléte volt kimutathaté a redukcio végén (n=3). Az
inkubaciés oldatok fehérjetartalmat Bradford reagenssel mérttik. 100 pnl
Bradford reagenst 50 ul mintahoz, illetve 50 pl borju szérumalbumin-
standard oldatokhoz adtunk, majd az abszorbanciat 620 nm-en mértik
mikrotiter lemez-leolvaséval. Az inkubacios kozegek fehérjetartalma 5% alatt
volt (n=3).

Mintaszam
Minden kontroll és teszt vizsgalatot legalabb harom egyedbdl szarmazo
szoveten végeztink el.

5. A tapcsatorna mozgasi aktivitasanak mérése

A tapcsatorna izomzata spontan mozgasi aktivitast mutat, melyet az
intrinsic ideghal6zatok generalnak (Hernadi et al. 1998).

A kloroform narkézis utan, Krebs-oldatban izolalt tapcsatorna-
szegmenseket (caecum és rectum) 10 ml-es szervkadakba meritettik (TSZ-
04, Experimetria), melyeket Krebs-oldattal toltéttiink fel. A Krebs-oldat
Osszetétele (mM): NaCl, 118; KCl, 4,7; CaClg, 2,5; NaH2PO4, 1,0; MgClo,
1,2; NaHCO3, 24,9; EDTA, 0,004; aszkorbinsav, 0,11, gliko6z 11,5 pH, 7,4.
Az izomszegmensek végeit eréméré karjaihoz rogzitettik (SG-10
Experimetria).

Az izometrikus tenziévaltozasokat 10 percig regisztraltuk Krebs-
oldatban, illetve 1 mM L-arginint, vagy 1 mM NOARG-t tartalmaz6 Krebs-
oldatban. Az 0Osszehuzédasok frekvencidjat és erejét (amplitudojat)
értékeltiuk.



6. Statisztikai értékelés

A kvantitativ adatokat kézépérték+S.D. formaban adtuk meg. A
kontroll és kezelt csoportok adatait a kisérleti elrendezéstél fliggden
parositott vagy parositatlan t-préobaval hasonlitottuk 6ssze, a valtozast
szignifikansnak tekintetttik, ha p<0,05.

III. AZ EREDMENYEK OSSZEGZESE

Jelen disszertacio eredményeit a kévetkez6é pontokban 6sszegzem:

(1)

(2)

(3)

(4)

(S)

(6)

A NADPH-d hisztokémiai technika felhasznalasaval leirtuk a NOS-
tartalmt idegsejteket és azok nyulvanyrendszereinek anatémiai
viszonyait Helix lucorum koézponti idegrendszerében és szamos
Pulmonata csiga enteralis ideghalézataban.

Mind a kozponti idegrendszerben, mind az enteralis halézatban L-
arginin-fiiggdé, és NOS-inhibitorokra érzékeny nitrit-produkciot
mértink. Az L-arginin dependens és a NOS inhibitoraival
redukalhaté nitrit-termelés csak a NADPH-d pozitiv szévetekre
volt jellemzd, igy a NOS aktivitas indikatoranak bizonyult.

Anatémiai kapcsolodast talaltunk NOS-tartalmu és FMRFamidot
termeld centralis idegsejtek ko6zo6tt. Helix lucorum nitrerg
ducsejtjeinek felszinét FMRFamidot felszabadité varikozitasok érik
el, melyek lehetévé teszik, hogy az FMRFamid transzmitterként
befolyasolja ezen sejtek mtikédését (NO szintézisét).

A kozponti ducok intraganglionaris NOS-aktivitasa FMRFamiddal
fokozhat6é volt, mig az ismert FMRFamid-receptor antagonista
amilorid-hidroklorid jelenlétében nem tapasztaltuk az FMRFamid
NO-produkcioét provokalé hatasat. Ezaltal bizonyitottuk, hogy a
gerinces idegrendszer NOS-tartalmu tertletein is jelen 1évo
neuropeptid, a NO-szintézist erételjsen fokozo extracellularis
szignal.

Az enteralis rendszer mukoédését L-arginin és ismert NOS-
inhibitorok egyarant befolyasoltak. A NO simaizomrelaxans
molekulaként vezérli a kdzépbél mozgasi aktivitasat.

Helix lucorum hipometabolikus dormans allapotaiban az enteralis
NO-szintézis alig volt detektalhaté és L-arginin sem fokozta azt,
noha a nitrerg enteralis plexus topografidja nem valtozott a
hipometabolikus dormans idészak alatt. A NO a dormancia alatt
nem befolyasolta a tapcsatorna kontrakcidinak mintazatat.
Mindez azt jelzi, hogy a NOS katalitikus aktivitasaban egy eddig
nem ismert, hosszatava, de idészakos gatlas jelenik meg.



Munkank elséként igazolta egy neuropeptid lehetséges hatasat az
idegrendszer NO termelésére, és kibdvitette az FMRFamid funkciéjarol
alkotott képet. Mivel mind a NO, mind az FMRFamid egyarant konzervativ
szignalmolekula ez evolvalédo idegrendszerben, tovabba eloszlasuk nagyjaboél
hasonlo, kolcsonhatasuk nem zarhaté ki a gerincesek idegrendszerében sem.

Az enteralis idegrendszerben megjelené NOS-tartalmia halézatok
felépitése és a NO simaizomrelaxalé funkci6ja igen konzervativ a gerincesek
enteralis halozatot irtunk le az evolucio korai fejlettségi allapotat
reprezentald allatfajokban, a szarazfoldi tidéscsigakban.

A tuddscsigak szamos biotophoz adaptalédtak, igy igen diverz
csoportot alkotnak a gerinctelen allatvilagban. A nagyfoku diverzitas
alkalmat teremtett arra, hogy az egyes csoportok képviseléiben
O0sszehasonlitsuk a nitrerg halézat szerkezetét és mukodését, igy
kovetkeztetéseket vonhattunk le a nitrerg jelatvitel evoliiciés jelentéségérol.
Munkank azt bizonyitja, hogy a nitrerg enteralis transzmisszié az eurazsiai
kontinensen elterjedt Helix-alkatiakban fejlédott ki, am hianyzik az afrikai
kontinensen él6 testvércsoportjukbol (Achatinacea csalad). Az evoluciésan
legfiatalabb, erésen adaptalédoott Zonitacea csaladbél szintén hianyzik a
nitrerg enteralis halézat. A nitrerg jelatvitel tehat nem mondhaté
konzervativnak a ttidéscsigak filogenezisében.

Az enteralis nitrerg halézat azonban igen jol alkalmazhaté modellnek
bizonyult a NOS katalitikus aktivitasanak tanulmanyozasahoz. Kulénosen
jelentés a nitrerg halézat hossza tava adaptacios képessége a dormans
allapothoz. Ellentétben korabbi leirasokkal, melyek a hibernalt csigak
kozponti idegducaiban a NOS mRNS-ének alulexpresszigjat figyelték meg és
ezzel magyaraztak a csokkent NO termelést (Pisu et al. 1999), sajat
megfigyeléseink szerint a NOS molekula valtozatlanul expresszalodik az
enteralis sejtekben, azonban szubsztratkodtése elvész, illetve aktivitasa
megszUnik. Az enzimaktivitas idéleges gatlasanak modja jelenleg tarto
vizsgalataink targya, melynek soran azt kivanjuk eldénteni, hogy a (1) NOS
konformaciovaltozasa, (2) valamely molekulaszakasz alulexpresszaltsaga,
vagy (3) egy modulator kapcsolédasa okozza a gatolt NO szintézist.
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