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Az anatomiai nevek irasmoédjaban az Orvosi helyesirasi szotarat
(Fabian P., Magasi P. szerk., Akadémiai Kiado 1992), illetve az
idézett szakirodalmat kovettiik. A helyzet-, illetve iranyjel6lé
latin kifejezéseket magyar raggal és ékezettel lattuk el, ha azok
magyar kifejezések jelzéiként szerepelnek.
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I. ALTALANOS BEVEZETES

1. A nitrogén-monoxid mint szignalmolekula miukoédik az

élo szervezetben

Az 1990-es években valt ismertté, hogy az egyszeru
szerkezetl, gaznemu nitrogén-monoxid (NO), jelatvivé molekula
szerepét tolti be egyes sejtek kozotti kémiai
informaciéatvitelben (Dawson és Dawson 1995, Olgart et al.
2000). A ma ismert, kevés szamu gazjellegli szignalmolekula
kozé tartozik az etilén, a hidrogén-szulfid (H2S), a szén-
monoxid (CO) és a NO (Boehning és Snyder 2003). Az etilén
jelatvivé szerepe az els6 soksejtl allati szervezetekre, a
szivacsokra (Porifera) korlatozodik. Az etilén a szivacsok
sejtjeinek  intracellularis  kalcium-szintjét, illetve egy
transzkripcios faktor, valamint egy kalcium-kalmodulin fliiggé
protein kinaz expresszigjat néveli meg (Kresko et al. 1999),
mialtal gatolja a szivacstelep sejtjeinek apoptozisat (Perovic et
al. 2001). A CO és a HyS a gerincesek idegrendszerének
neuronjaiban képzdédnek és neurotranszmitterként mukoédnek
(Nathanson et al. 1995, Eto et al. 2002). A NO mind a

gerincesek, mind a magasabbrendli gerinctelen allatok



idegrendszeri mtkddéseiben szerepet kap (Eloffson et al. 1993,
Dawson és Dawson 1995, Martinez 1995, Jacklet 1997).

A célsejtbe diffundalt NO jelenleg ismert legfontosabb
célmolekulaja a citoplazmaban talalhatéo guanilat-ciklaz. A
szolubilis guanilat-ciklaz hem-csoportjahoz koétédik, ezzel az
enzim aktivitasat fokozza, mialtal a sejten beluli ciklikus-
mint masodik hirvivd, ktillénb6zé szignalizacios utakat indithat
el, melyekben elsddleges szerepet kap a cGMP-figgd
ioncsatornak, illetve a cGMP-fliggé protein-kinazok aktivalasa

(Waldman és Murad 1987, de Vente et al. 1998).

2. A NO bioszintézisét nitrogén-monoxid szintetaz (NOS)
végzi. A NOS eloszlasa enzimhisztokémiai modszerrel is

vizsgalhato

A NO bioszintézisét a tdobb izoformaban megjelené nitrogén-
monoxid szintetaz (NOS) enzim végzi (Enyzme Commission
szama: 1.14.13.39). A NOS enzimek molekulaszerkezetének
kozos tulajdonsaga, hogy két globularis alegységbdl (130-150
kDa), a dimer szerkezetli oxigenaz, és a monomer reduktaz
doménbdl allnak. A két domeént egy helikalis, felxibilis szakasz

koti 0ssze. A reduktaz domén szerkezete rokon a citokréom P-



450 reduktazéval, FAD-ot, FMN-t és NADPH-t kot. Az oxigenaz
domén hem-csoportot tartalmaz, tetrahidrobiopterin kotésére
képes. A katalitikus koézpont az oxigenaz doménben
helyezkedik el. A reduktaz domén NADPH redukcigjat
katalizalja, ezaltal elektrondonorkét szolgal az oxigenaz domén
szamara. A két domént egymashoz kapcsolo flexibilis
molekulaszakasz kalmodulin-koétésre képes (Rozhkova et al.
2002).

Az egyes izoformak adott szdvettipusra jellemzok, igy
szoveti eloszlasuk szerint, az emlés6k szervezetében ismerink
neuronalis (nNOS), endothelialis (eNOS) és indukalhato (iNOS)
izoformakat. A nNOS és az eNOS aktivitasahoz kalcium-
kalmodulin komplexek koétédése sziikséges, igy ezen NOS
izoformak katalitikus aktivitasat az intracellularis kalcium-
szint valtozasa szabalyozhatja.

A gerincesek koézponti NO-termeld (nitrerg) neuronjaiban
a NOS nagyrészt neuronalis (nNOS), ritkabban endothelialis
(eNOS) izoformaja van jelen (Dinerman et al. 1994, Dawson
1995), mégpedig konstitutiv modon. A microglia és az astrocyta
sejtek idegi séruilések hatasara indukalhato (iINOS) izoformat
expresszalnak (Mainhofner et al. 2000), mely a szervezet
mononuklearis fagocita rendszerének aktivalt tagjaira is

jellemzé (Dawson és Dawson 1995, Kroncke et al. 1997).



A NOS enzimek L-arginin L-citrullinna val6 atalakulasat
katalizaljak, mikézben NO is képzédik. A konverzio f—NADPH,
FAD, tetrahidrobiopterin, FMN, Ca2*-kalmodulin kofaktorokat
és molekularis oxigént igényel. A nNOS és eNOS mukodését
Ca2+-kalmodulin komplexek kapcsolodasa inditja el, igy ez a
lépés az enzimmukodés, kovetkezésképpen a NO-termelés
fontos regulatora. Az intracellularis szabad Ca2*-szint
emelkedése Ca?*-kalmodulin komplexek kialakulasat
eredményezi, melyek a NOS molekulajahoz koétédve annak
arginin-citrullin konvertalé képességét fokozzak. A NOS-
tartalmu sejtek szabad Ca?*-szintjének szabalyozasa tehat a
NO termelés meértékét is meghatarozza (Mayer és Andrew
1998). Az emlés6k koézponti idegrendszerében a nNOS
aktivalasahoz szukséges intracellularis Ca?*-szint emelkedést
glutamat valtja ki, NMDA-receptor ioncsatornak megnyilasan
keresztil (Garthwaithe et al. 1988, Dawson és Dawson 1995).
Astrocytakban az a7 (bungarotoxin-érzékeny) nikotinos acetil-
kolin receptorok ingerlése is hozzajarul a NO-szintézis
fokozasahoz (Adams et al. 2000).

Az egyes izoformak oxigenaz doménjének = N-
terminalisaban talalhato szekvenciakuiilonbségek lehetéve teszik
a nNOS, az eNOS, és az iNOS immuncitokémiai technikaval

torténd elkulonitését és szoveti detektalasat (Dawson et al.
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1998). A nNOS idegrendszeri eloszlasat immunhisztokémiai
modszerek mellett a NADPH-diaforaz (NADPH-d)
enzimhisztokémiai eljaras alkalmazasaval is meghatarozhatjuk.
A NOS gyenge aldehides fixalast kovetéen, megfeleléen
kontrollalt koértlmények kozott, szines termék képzdédéséhez
vezetd reakcioba vihetd. A rogzités soran az enzim reduktaz
része mukoédoéképes marad, igy a szévetmintahoz adott
tetrazoliumsot  (tetrazoliumkéket) vizben nem — oldodo
formazanna redukalja, mely végul kék szinu diformazant képez

(1. abra).
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1. abra: (A) A NOS altal katalizalt L-arginin/L-citrullin konverzié 1épései, (B)
a NADPH-d hisztokémiai reakcié elve és (C) egy NADPH-d pozitiv neuron
felvétele Helix lucorum enteralis halézatabol. ax: axon, pk: perikaryon,
meérték: 50 um (Szerzé felvétele).

11



3. A NOS eloszlasa a gerinces idegrendszerben

A prefrontalis cortex, a hippocampus, tébb vegetativ
magcsoport, igy a rostralis ventrolateralis medulla, a locus
coeruleus, az area postrema, az organum vasculosum laminae
terminalis, valamint a nucleus tractus solitarii, a nucleus
supraopticus és a nucleus amygdalae mind tartalmaznak NO
termelésére képes idegsejteket (Bredt et al. 1991, Dinerman et
al. 1994, Chikada et al. 2000). A NO egyrészt kozvetlenul
csokkenti az agyi kapillarisokban uralkodé vérnyomast
(Kirkeby et al. 2000), masrészt nyultveléi neuroncsoportokbol
indulé vegetativ palyak aktivitasat befolyasolja. Ezaltal
kardiovaszkularis és vegetativ muikédések szabalyozasaban
vesz részt (Chikada et al. 2000).

A periférias vegetativ idegrendszer nem adrenerg-nem
kolinerg halozataiban immunhisztokémiai modszerekkel
kimutathatéo nNOS jelenléte. A nNOS immunreaktiv neuronok
egyuttal NADPH-d reaktivitast is mutatnak (Belai et al. 1993,
Balaskas et al. 1995, Olsson és Gibbins 1999, Lamanna et al.
1999).

A ktlénbo6zé gerinces osztalyok  képviseléinek

gastrointestinalis idegrendszerében meglehetésen konzervativ
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vaguson keresztlill érkeznek nitrerg rostok a tapcsatorna felsé
harmadahoz (Shuttlewerth et al. 1991, Belai et al. 1993), igy az
oesophagus izomzatahoz; masrészt intrinsic nitrerg gatlo
motoneuronok alkotnak halézatot az enteralis idegrendszerben.
A plexus myentericusban és a plexus submucosusban
megjelen6 NADPH-d reaktiv és nNOS-immunreaktiv halozat
innervalja a tapcsatorna korkoéros, kisebb részben hosszanti
izomzatat, valamint a lamina muscularis mucosaet (Ward et al.
1992, Li et al. 1994, Balaskas et al. 1995, Olsson és Gibbins
1999, Villani 1999, Mirabella et al. 2000).

Az enteralis ideg-izom kapcsolatokban a NO - cGMP
utvonal aktivalodasa a sarcoplazmas retikulum, valamint a
sejtmembran kalcium-csatornainak inaktivalasa révén a
visceralis simaizomsejtek intracellularis szabad kalcium-
szintjének csdkkenéséhez vezet (Shuttlewerth et al. 1991). A
csOkkent kalcium-szint a kontraktilis apparatust relaxalt
allapotban tartja. Ezaltal képes a NO fenntartani a cardia, az
Oddi-sphincter dilatativ tonusat (Fehér és Montague 1994) és
eléidézni a musculus sphincter ani internus reflexes
a NO caudalis iranyu simaizomrelaxaciot hoz létre, igy szerepe
van a perisztaltikus mozgas szervezésében (Karila et al. 1995).

Az emlés tapcsatorna spontan motoros tevékenységét is képes
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befolyasolni azaltal, hogy a gyomor antrumabdl indulé spontan
kontrakciés hullamok ko6zétti intervallumok hosszat megnoéveli
(Grossi et al. 1996).

A NO-medialt simaizomrelaxacio a gerinces tapcsatorna
néhany  szakaszan a  Cajal-féle interstitialis sejtek
kozremukodését is igényli. A Cajal-sejtek NADPH-d aktivitast
nem mutaté eNOS-t tartalmaznak (Xue et al. 1994). Az
intestinum  simaizomsejtjeiben RT-PCR technikaval és
Northern-analizis segitségével eNOS azonosithato, ami alapjan
feltételezhet6, hogy a Cajal-sejteken kivil a simaizomsejtek is
lehetnek NO forrasai (Teng et al. 1998). A simaizomsejtek
keresztil érik el (Young et al. 2000).

A NO a neuro-neuronalis atvitelben is mukddik
transzmitterként az enteralis rendszerben. A gyomor
mechanoreceptoraibdol felszabadul6 NO modositja a plexus
celiacus kolinerg transzmissziojat, ezzel a NO generalizalt
enteralis reflexek kivaltasaban is szerepet kap (Quinson et al.
2000). NOS jelenlétét azonositottak a szimpatikus
ganglionokhoz fut6, un. intestinofugalis rostokban is. Az
emlés6k gyomranak fésejtjeiben, mucintermel6 és endokrin
sejtjeiben (Garcia-Vitoria et al. 2000) sajatos modon nNOS van

jelen. A gyomor hamrétegében termelédé NO funkcidja meég
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ismeretlen, de feltételezhetéen parakrin modon befolyasolja a

nyalkahartya szekretoros, illetve endokrin mukoédéseét.

4. A neurotranszmitter NO a gerinctelen idegrendszerben

Osszehasonlité  vizsgalatok  szerint a  NO-cGMP
szignalizaciés ut a gerinctelen allatvilagban is jelen van.
NADPH-d reaktiv, NO-t generaldo idegsejteket ismertink
hengeresférgek (Walker et al. 1995), gyurusférgek (Leake et al.
1995), rakok (Jacklet 1997), rovarok (Gibson és Nighorn 2000,
Ott et al. 2000, Zayas et al. 2000), pokok (Meyer et al. 1994),
csigak (Moroz et al. 1993, Eloffson et al. 1993), labasfejuek
(Palumbo et al. 1999) idegrendszerében, melyek féként a
koézponti ganglionokban csoportosulnak.

Csigak NADPH-d reaktiv kemoreceptor szervei, a
rhinophor, az osphradium és a bér primer szenzoros neuronjai
NO-t képeznek, a felszabadulo NO részese csigafajok (Helix
pomatia, Lymnaea stagnails, Limax maximus) kémiai
érzékelésének (Gelperin 1994, Moroz et al. 1995). A fejlabu
Sepia officinalis retinagjaban ugyancsak ismertek NADPH-d
reaktiv sejtek (Palumbo et al. 1999).

A NO szerepet kap bizonyos viselkedési mintazatok

kialakitasaban is, mivel kivaltja tébb csigafaj (Lymnaea
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stagnalis, Helix aspersa) taplalékfelvevé mozgasait vezérld
koézponti jelmintazat generalé sejtek aktivalodasat (Elphick et
al. 1995, Kobayashi et al. 2000).

A NO-cGMP utvonalnak jelentéséget tulajdonitanak
gerinctelen fajok, igy Helix aspersa €s Sepia officinalis tanulasi
folyamataban is, azonban szerepe ezen folyamatban
részleteiben nem ismert (Cooke et al. 1994, Palumbo et al.

19909).

5. A NOS katalitikus aktivitasat és expressziojat szabalyozo

szignalok

A neuronalis NOS (nNOS), melyet féként neuronok és
astrocytak expresszalnak, Ca2*-dependens modon katalizalja az
L-arginin-L-citrullin konverziot, mikézben NO szabadul fel.
Neuronokban a foszforilalt, inaktiv nNOS a posztszinaptikus
denzitasokhoz kapcsolodik, ahonnan CaZ2*-kalmodulin kétédés
hatasara valik le és jut a citoplazmaba (Dawson et al. 1998).

Az intracellularis Ca2?*-szint emelkedését NMDA-tipusu
glutamat receptorok nyitodasa, masrészt o7 nikotinos
receptorok aktivalodasa idézi el6 (Mayer és Andrew 1998).

A prefrontalis cortex, valamint a hippocampus NOS-

tartalmu gatlo neuronjain a7 nikotinos acetilkolin-receptorok
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jelennek meg (Csillik et al. 1998, Adams és Freedman 1997). Az

o7 nikotinos acetilkolin-receptorok aktivacigja hozzajarul az

intracellularis Ca*"-szint emelkedéséhez, ami NO
termelédéshez vezet (Adams et al. 2000). Az emberi
hippocampus és az entorhinalis cortex astrocytaiban az a7
nikotinos receptorok tulzott expresszioja miatt feler6sddik a
NOS katalitikus aktivitasa, ami citotoxikus mértékhi NO
felszabdulashoz vezet és a neuronok elhalasat okozza
Alzheimer korban és Lewy-testes dementiaban (Teaktong et al.
2003). Az a7 nikotinos receptorok megtalalhatéoak a
szimpatikus ducokban is, ahol aktivaciojuk szintén NO
felszabadulast okoz (Briggs 1992, Haberberger et al. 2003).

Az enteralis idegrendszerben a NOS mRNS-ének
expresszioja fokozhaté6 nikotinos acetil-kolin receptorok
izgatasa révén. A receptor aktivacio egy protein kinaz-C
utvonalon keresztill vezet a megnovekedett génexpressziohoz

(Nakamura et al. 1998).
Az endothelialis NOS (eNOS), mely szintén Ca2+-f1"1gg6,

f6ként az erek endotheliumaban, vagy a perivascularis
szimpatikus idegvégzddésekben jelenik meg, de a hippocampus
piramis-sejtjeiben, az intestinum simaizomzataban és Cajal-
sejtjeiben is jellemzd (Dinerman et al. 1994, Xue et al. 1994,

Mayer és Andrew 1998, Teng et al. 1998). A NO-szintézist
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acetil-kolin valtja ki: az endothel-sejteken muszkarinos, mig a
perivascularis idegrostokon nikotinos acetil-kolin receptorok
talalhatoak (Ayajiki et al. 1994, Elhusseiny és Hamel 2000, Si
és Lee 2002).

A gerinctelenek NOS tartalmu sejtjeiben a NOS
aktivitasat a legtobb esetben szintén az intracellularis kalcium-
szint novekedése valtja ki. Rovarok neuronjaiban a NO
szintézisét és a NOS intracellularis eloszlasat a kalcium-
koncentraciéo befolyasolja (Muller és Bicker 1994). A NO-
felszabadulast acetil-kolin fokozza (Zayas et al. 2002). Sepia
officinalis retingjanak NO-termel6 sejtjein NMDA-tipusu
csatornak talalhatoak, melyek vélhetéen hozzajarulnak a NOS
aktivitas fokozasahoz (Palumbo et al. 1999). Mytilus edulis
szabad testliregi sejtjeinek NO szintézise kalcium-tranziensek
hatasara erésodik, melyek kulonb6zé opiatokkal valthatok ki
(Nieto-Fernandez et al. 1999). A csigak kozponti
idegrendszerébdl izolalt NOS molekula mukédése azonban nem
egyértelmien kalciumfiiggd (Moroz et al. 1996, Huang et al.

1997).
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II. KERDESFELVETES ES CELKITUZESEK
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II. KERDESFELVETES ES CELKITUZESEK

A nitrogén-monoxidot, mint hirvivdé molekulat, a
fejlédéstorténet szinte valamennyi allomasat képvisel allatfaj
idegrendszerében  megtalaljuk. Részvétele a  kozponti
idegrendszer néhany mukddésében altalanos az egész gerinces
és fejlett gerinctelen allatvilagban.

Ezzel szemben a NO bioszintézisét vezérlé kémiai jeleket,
néhany kivételtdl eltekintve [acetil-kolin és glutamat szerepe a
nNOS mukoédésének serkentésében, morfinszarmazékok és
glutamat NO szintézist provokalo hatasa egyes

gerinctelenekben] nem ismerjuk.

Munkacsoportunk célja, hogy a NO bioszintézisét
szabalyozo lehetséges neurotranszmittereket azonositson,
azaltal, hogy anatomiai kapcsolatot keres nitrerg (NO-t termeld)
és mas neurotranszmittereket felszabadito idegsejtek kozott,
illetve vizsgalja az ideghalozatban zajlo NO-szintézis meértékét

és annak befolyasolhatosagat.

Jelen értekezésben a NOS neurokémiai szabalyozasat

alternativ  kisérleti rendszerben, szarazféldi tudéscsigak
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(Pulmonata, Gastropoda) kozponti idegducaiban illetve
enteralis ideghalozataiban vizsgaltuk.

A tuddscsiga Helix fajok kozponti idegrendszerében
szamos neurotranszmitter, igy kulénb6z6 monoaminok
(Hernadi et al. 1998, Hernadi és Elekes 1999), gerinctelenekre
jellemz6 neuropeptidek (Elekes és Nassel 1990, 1994, Elekes et
al. 1994, 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
hasonlé FMRF szekvenciat tartalmazo heptapeptid. A
monoaminerg és a nitrerg neuronok projekciéi kilépnek a
ganglionokbol, vagy érzd idegeken keresztul érkeznek azokba.
Ezzel szemben az FMRFamidot tartalmazé axonok gazdagon
elagaznak a ganglionokon beltll és szamos sejtkapcsolatot
alakitanak ki olyan neuronokkal, melyek nem tartalmaznak
FMRFamidot (Elekes és Nassel 1990).

Az intraganglionaris FMRFamiderg végzddések elterjedt
volta valoszinusiti az FMRFamiderg axonok és a nitrerg sejtek

kozotti anatomiai kapcsolat 1étrejottét.
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Célkitizés (1)

Célunk az FMRFamidot tartalmazo és a NO-t termel6 neuronok
kozotti lehetséges anatomiai, illetve funkcionalis kapcsolat
keresése a szarazfoldi tudéscsiga Helix lucorum kozponti

idegrendszerében.

A kérdésfelvetésnek megfeleléen, a disszertacio elsé
részében Helix lucorum kézponti idegrendszerében mutatom be
a NO-t termel6 idegsejtek eloszlasat, NOS aktivitasat és
anatomiai kapcsolodasat az FMRFamidot termeld
idegsejtekhez. Leirom az FMRFamid lehetséges hatasat a
neuronalis NO szintézisre.

A NOS-tartalmu idegsejteket NADPH-d hisztokémiai
technikaval, mig az FMRFamidot immunhisztokémiaval
jelenitettik meg. Az izolalt idegducok  NOS-aktivitasat a
termel6dé NO szarmazékanak tekinthetd nitrit-ionok végpont
kolorimetras mérésén alapulo modszerrel mértik.

Vizsgaltuk a NOS szubsztrat L-arginin, konvencionalis
NOS-gatlok, szintetikus FMRFamid és az FMRFamid receptor-
gatlo  amilorid-hidroklorid (Cottrell 1997) hatasat az

intraganglionaris NO szintézis mértékére.
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A ttidéscsigak enteralis idegrendszere, mely vizsgalataink
masik objektuma, igen hasonléan épul 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 bennuik.

Célkituzeés (2)

Munkank masik alapvetd kérdése, hogy a fejlédéstérténet korai
szakaszaban megjelenik-e a NO az enteralis rendszer

szignalmolekulai k6zott.

A disszertacio masodik részében a Pulmonata alosztaly
kulénb6z6 rokonsagi koéreit reprezentalo  csigafajokban
téerképezem fel az enteralis idegrendszer NADPH-d reaktiv,
tehat NOS-t tartalmazoé idegi elemeit és a NO szintézis
lehet6ségét vizsgalom. A NO funkcidéjanak elemzésére
farmakologiai tesztekben mutatom be a NOS-szubsztrat L-
arginin és ismert NOS-gatlok hatasat a tapcsatorna motoros

mukodésére.
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Célkitiizés (3)

A szarazfoldi tiidéscsigak annualis életciklusara jellemzd,
hogy kedvezdtlen kérnyezeti feltételek mellett hipometabolikus
nyugalmi allapotba (nyari estivatio és téli hibernatio) kertlnek,
mikdézben az idegrendszer mukddése jelentdsen atalakul. Az
axonalis transzport lelassul, szamos neurotranszmitter
(monoaminok, neuropeptidek, NO) szintézise szlnetel egyes
neuronokban (Vignola et al., 1995, Kaufmann et al., 1995,
Bernocchi et al., 1998, Pisu et al., 1999, Michaelidis et al.
2002). Célunk volt, hogy a nitrerg halozat adaptaciojat
vizsgaljuk a hosszu hipometabolikus, dormans allapothoz.

A disszertacibban bemutatom a nitrerg halézat

szerkezetét, illetve NO-termelését az idegrendszer hosszutavua

nyugalmi idészakaban.
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III. A KISERLETI RENDSZER BEMUTATASA

1. A kozponti idegrendszer szerkezete tiidoscsigakban

A kozponti idegrendszert az oesophagust gyurtként
korulfogoé ganglioncsoport alkotja. A ganglionok koéztil a paros
agyduc (ganglion cerebrale) a legnagyobb, mely az oesophagus
dorsalis felszinén helyezkedik el. A cerebralis ducok harom
anatomiai és mukodési egységre, a procerebrumra, a
mesocerebrumra és a metacerebrumra tagolodnak (2. abra).

A duc szenzoros bemeneteket fogad a tapogatok, a
szemek és a bdr érzéksejtjei fel6l, motoros kimenetet ad az
izomrendszerhez, illetve befolyasolja a tébbi ducbdél indulo
motoros mukoédéseket (Bullock és Horridge 1965, Kerkut és
Walker 1975). A procerebrum elsésorban a kémiai érzékelés
koézpontja, mig a mesocerebrumhoz a reproduktiv mukédeések
kothetéek (Chase 2000).

Az  oesophagustol ventralisan a = postcerebralis
duckomplexum talalhato, melyet paros connectivum kapcsol a
cerebralis ducokhoz. A duckomplexum a paros pleuralis,
parietalis, pedalis és a paratlan visceralis ducokbol all. A

ducokat vékony kollagénrostos kotészévet boritja, az un.
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perineurium, mely difftzios gatat képez a haemolympha feldl
(Luchtel et al. 1997).

A neuronok sejttestei felszines helyzetiiek, a cerebralis
ducban tébbrétegu keérget alkotva rendezédnek. Az axonok a
ducok kozéppontja felé iranyulnak, majd ott neuropilt
alkotnak. A neuropilben az axonok ko6zotti kémiai jelatvitel

zajlik.

2. A vegetativ idegrendszer felépitése tiidoscsigakban

A vegetativ idegrendszert két idegduc, a szajlureg
boltozatan elhelyezkedé periférias duc (ganglion buccale) és a
ganglion viscerale idegei, valamint a tapcsatorna ideghalozatai
alkotjak.

A szaj-garatireg szenzoros rostjai féként a ganglion
motoros rostjait is a nervi pharyngeales again keresztil. A
nervus gastricus anterior et posterior a nyelécsé és a gyomor
izomzatahoz tartanak. A nervus glandulae salivaris rostjai a
paros nyalmirigyek parenchymajaban agaznak el gazdagon. Az
intestinum és a glandula media intestini idege a nervus
intestinalis, mely a ganglion visceralébél ered. A rectum

tertiletét a nervus analis innervalja (Bullock és Horridge 1965).
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A tapcsatorna teljes hosszaban két parhuzamos
ideghalozat jelenik meg: az izomrétegekben elhelyezkedd
myentericus plexus, valamint a nyalkahartya alatt futo
submucosalis plexus (Abraham 1983). A két plexus gazdag
halozata féként motoneuronokbol épitkezik, bar sensoros és
szekretoros végzédések (Alba et al. 1988) is fellelheték. A
halozattal anasztomizalnak és benne szétterjednek a nervus
gastricus anterior et posterior, valamint a nervus intestinalis

idegrostjai (Bullock és Horridge 1965).
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n. int

2. abra: A kozponti idegrendszer felépitése

A: A kozponti ganglionok és a kilépd {6 idegtorzsek sémaja (1: bal
ganglion cerebrale, 2: bal ganglion pleurale, 3: bal ganglion parietale,
4: ganglion viscerale, 5: bal ganglion pedale, pro: procerebrum, mes:
mesocerebrum, met: metacerebrum, cpe: cerebropedalis
connectivum, c¢pl: cerebropleuralis connectivum, n.tent: n.
tentacularis, mérték: 0,5 mm).

B: A ganglion cerebrale horizontalis metszete (Helix lucorum, NADPH-
d festés, meérték: 200 um, pro: procerebrum a n. tentacularis
eredésével, mes: mesocerebrum, met: metacerebrum, cpe:
cerebropedalis connectivum, epl: cerebropleuralis connectivum).

C: A jobb parietalis ganglion horizontalis metszete (Helix lucorum,
hematoxilin-eozin, R.T. készitménye, mérték: 65 pm, ctx: cortex, np:
neuropil, pne: perineurium, a nyil egy unipolaris neuron
axoneredését jelzi). Részer et al. (2004) Brain Behav Evol:63, 24.
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3. abra: A tapcsatorna felépitése
A: Az emésztérendszer szerveinek sémaja (Helix lucorum)
bca: szaj-garatlireg, gst: gaster, gls: glandula salivaris, cae: caecum
a kozépbéli mirigy vezetékeivel, glm: kozépbéli mirigy (glandula
media intestini), int: intestinum, rec: rectum
Részer et al. (2004) Cell Tissue Res 316:255-262
B-C-D: Az egyes tapcsatorna szakaszok szovettana (hematoxilin-
eozin, R.T. készitményei) B: gaster, ep: epithelium, sm: submucosa,
CM: circularis izomréteg, gs: a glandula salivaris parenchymaja,
egység: 50 um, C: caecum, ep: epithelium, Lp: lamina propria, LM:
longitudinalis izomréteg, CM: circularis izomréteg, egység: 50 um, D:
glandula media intestini, 1: emésztéenzimeket termeld sejt, 2:
abszorptiv sejt, 3: kalcium-raktarozo sejt, egység: 10 pm
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3. A kisérleti rendszer tulajdonsagai

A ganglionok idegsejtjeinek szuperficialis helyzete és nagy
meérete (atlagosan 50-250 pm) megkénnyiti anatomiai
azonositasukat és szignalizacios folyamataik vizsgalatat
hisztokémiai vagy elektrofiziologiai modszerekkel egyarant.

Az idegducok illetve a vegetativ halozat a sejtkontaktusok
sértése nélkul izolalhatoak. A szovetek alacsony oxigéntenzidja
lehetéve teszi, hogy a csigakbol izolalt ideghalozatok orakig is
megodrizzék mukoédoképességuket, igy fiziologiai kisérletek
soran huien tikrézik az €l6 allapotra jellemzé valaszreakciokat.

Mindezek a tuddscsigak képviseléit (Helix lucorum, Helix
aspersa, Helix pomatia, Achatina fulica, Limax maximus,
Lymnaea stagnalis) az 6sszehasonlité idegbiologia alternativ
modell-szervezeteivé teszik (Kerkut és Walker 1975, Luchtel et

al. 1997).
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Vizsgalt allatok

A kisérleteket az 1998. évi XXVIII. tv. etikai eléirasainak
megfeleléen veégeztiik. A csigakat természetbdl gyGjtottik,
kivéve a mesterséges tenyészetbdl szarmazo Achatina fulica
egyedeket. A csigakat nedves vivariumokban, nitrit-mentes
novényi taplalékon tartottuk a kisérletek megkezdéséig. A

vivariumok hémeérséklete 22-25 °C volt.

1. tablizat: A vizsgdlt csigafajok listdja

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

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

Helixc lucorun LINNAEUS 1758
Helixc lutescens ROSSMASSLER 1837
Monachoides umbrosa PFEIFFER 1828
Trichia bispida LINNAEUS 1758
Zebrina detrita MULLER 1774

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

Arion subfuscns MULLER 1774
Limax maxinmus LINNAEUS 1758

A hipometabolikus dormans allapot vizsgalatahoz a hibernalt
csigakat november és marcius kozott, természetbdl gytjtottik,

majd 8 °C hdémérseékleten, sdtétben tartottuk a vizsgalatok
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kezdetéig. Az estivatiot mesterségesen valtottuk ki azaltal, hogy

a csigakat 25 °C-on, szaraz levegén tartottuk legalabb 15

napig.

2. NADPH-diaforaz hisztokémia

A kozponti idegdiucok preparalasa

Kloroform narkozist koévetéen izolaltuk a ganglionokat.
Elkuloénitettiik a cerebralis és a postcerebralis ganglionokat. A
preparalast sztereomikroszkop alatt, 4 °C hémeérsékletr, 0,1 M-
os Sorensen-féle foszfatpufferben (PBS, pH 7,4) végeztuk. A
ganglionokat ezutan 3 oran keresztil roégzitettik 4%
paraformaldehidet tartalmaz6 PBS-ben (PFA), 4 °C-on. A
fixalast kovetéen a mintakat PBS-ben mostuk, majd
krioprotekcio céljabol 10 és 25% szacharozt tartalmazo PBS-be
meritettik 6-6 oran keresztul. A ganglionokat Cryomatrixba™
(Shandon) agyaztuk és folyékony nitrogénbe valdé meritéssel
fagyasztottuk. Kriosztattal 10 um vékony metszeteket
készitettink, majd azokat zselatin-réteggel fedett

targylemezekre vettiik fel.
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A tapcsatorna preparalasa
A teljes tapcsatornat PBS-ben izolaltuk, majd azt tukkel
rogzitve kifeszitettiik és 4% PFA-ban fixaltuk 3 oran keresztil,

4 °C-on.

Hisztokémiai reakcio

A metszeteket és a tapcsatorna-preparatumokat 0,3%
Triton-X 100-at tartalmazo 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 oran keresztil, a
tapcsatorna-preparatumokat 40 percig szobahdémeérsékleten,
s6tétben tartottuk, majd a reakciot tébbszoéri PBS-sel torténd
mosassal allitottuk le. Néhany tapcsatorna-preparatumot 2
mg/ml tripszint tartalmazé Tris-TX-ben 12 oran keresztil
emeésztettlink, majd a lizatum abszorbanciajat mértiik 620 nm-
en. Az abszorbanciaértéket 1 g szévetre vonatkoztattuk.
Modszer kontroll

A fixalt mintakat S5 percig 100 °C hémeérsékletu
vizfirdébe helyeztiik, majd ezutan végeztik a NADPH-d
hisztokémiai reakciot. A szovetekben ezutan nem volt

detektalhato NADPH-d aktivitas.
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Hogy kizarjuk a NADPH-dependens enzimeket, melyek
felel6sek lehetnek a pozitiv reakcidért, kulonbozé enzim-
inhibitorok hatasat is teszteltik. Dikumarol (10 uM), a NADPH
dehidrogenazok kompetitiv inhibitora (Van Noorden és Butcher
1986), natrium-azid (NaN3, 0,1 mM) a mitokondrialis
respiratorikus lanc enzimeinek kompetitiv inhibitora (Mohr és
Fewtrell 1990) csokkentette a nyalkahartyaban jelentkezdé
hattérfestédést, de nem érintette a mneuronok NADPH-d
aktivitasat. A rogzitési id6 12 orara valé meghosszabbitasa
azonban megszlntette a neuronalis NADPH-d reaktivitast.

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

festédését.

3. FMRFamid immunhisztokémia

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

A nem specifikus jel6lés csékkentésére a metszeteket 3
oran keresztil inkubaltuk 3% normal l6szérummal, melyet

0,3%  Triton-X 100-at tartalmazé6 PBS-ben (PBS-TX)
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higitottunk. A mintakat t6bbszér PBS-TX-ben mostuk, majd 24
oran keresztiill, szobahdémeérsékleten inkubaltuk szintetikus
FMRFamid ellen termelt poliklonalis nyal immunglobulinnal
(DiaSorin, 1:500). Az inkubalast PBS-TX pufferes mosas
kovette, majd inkubalas Dbiotin-jeldlt pan-specifikus 16
immunglobulinnal (Vector, 1:40). Az inkubalast 2 oran
keresztil, szobahémérsékleten végeztiik. Végul FITC-konjugalt
avidint (Vector, 1:100) adtunk a metszetekhez, melyet 1 ora
inkubalas utan pufferes oOblités kovetett. A mintakat glicerin-
PBS keverékkel fedttik le.

Pozitiv kontrollként Helix lucorum koézépbéli myentericus
halozatat hasznaltuk, melynek immunjel6lése megegyezett a

referenciaval (Hernadi et al. 1998).

4. A nitritkoncentracio mérése végpont kolorimetrias

modszerrel

A NO vizes koézegben oxigénnel és vizzel reagal, mikézben nitrat
és nitrit ionok is keletkeznek. Utobbi ionok fotometrias
eljarassal jol mérhetéek (Marzinzig et al., 1997; Guevera et al.,
1998; Borcherding et al.,, 2000). Az altalunk hasznalt

eljarasban az izolalt ganglionok inkubacios kézegének nitrit-
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tartalmat meértik, miutan nitrat reduktaz segitségével a

keletkezbé nitrat-ionokat nitrit-ionokka alakitottuk.

A szovetmintak nyerése

A kloroform narkozist kévetéen PBS-ben izolaltuk a cerebralis
és a postcerebralis ducokat, illetve a tapcsatorna-szegmenseket
(caecum, rectum). A ganglionok felszinérol agat
dérzsmozsarban térténé mechanikai foszlatassal eltavolitottuk
a perineuriumot. Ezutan a szdveteket 100 ul 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 szoévetek nitrit-
produkciojara.

Az L-arginin, NOARG, AG és FMRFamid-oldatokat PBS-
ben, mig az amilorid hidroklorid-oldatokat 10%
dimetilszulfoxidot (DMSO) tartalmazo PBS-ben készitettiik. A
tesztelt koncentraciok a koévetkezok voltak: L-arginin 10 pM-20
mM, NOARG 1-2 mM, AG 10 mM, amilorid hidroklorid 7,89
mM, FMRFamid 0,2-3,34 mM.
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Kontroll oldatok
Kontroll vizsgalatainkban a ganglionokat PBS-ben, vagy 10%
DMSO-val kiegészitett PBS-ben inkubaltuk.

A szovetek inkubalasa és a nitrit-koncentracio mérése

Az izolalt szdveteket a kontroll- vagy tesztoldatokba meritettik,
majd razogépre helyezve 20 vagy 40 percig szobahdmeérsékleten
inkubaltuk.

Az inkubacios koézegbdl 50 pl mintat vettiink, majd azt
mikrotiter lemezbe pipettaztuk. A mintakhoz 10 pl 2unit/ml
Aspergillus nitrat-reduktazt (Sigma) és 10 ul 10 mM B-NADPH-t
(Sigma) adtunk, amiket 7,2 pH-ju MOPS-glicin pufferben
higitottunk. Az Aspergillus nitrat-reduktaz unit-definiciéja: 1
unit percenként 1 umol nitratot redukal nitritté, pH 7,5 és 25
°C mellett. A nitrat redukciot 20 percig, szobahémeérsékleten
végeztik. Veégul 100 ul Griess reagenst (Sigma) adtunk a
mintakhoz. A mintak abszorbanciajat 10 perc mulva 540 nm-
en mértlik mikrotiter-lemez leolvasé (iIEMS Reader Labsystems)
segitségével. Az abszorbancia-értékeket korrigaltuk a mintak
S50 pl-éhez adott 100 ul desztillalt viz abszorbanciajaval.

Referenciaként 0-150 uM  NaNO: higitasi sort
hasznaltunk. A referencia abszorbancia-értékei alapjan

kalibracios egyenest szerkesztettiink, a mintak nitrit-tartalmat
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a kalibraciés egyenes felhasznalasaval, extrapolacioval
allapitottuk meg. A mintak legkisebb nitritkoncentracigja 3,5
uM, a legmagasabb 92 uM, a detektalasi hatar 0,2 uM volt. A
mérést kovetéen a ganglionok témegét megmeérttik, és a
nitritkoncentraciot 1 g szévettdmegre vonatkoztatva, umol/g

formaban adtuk meg.

Validalas

A modszer validalasakor natrium-nitroprusszid PBS-ben
készitett higitasi sorat hasznaltuk, melynek molekulaibol vizes
koézegben NO valik szabadda (Feelisch 1998).

A higitasi sort (335,57; 167,78; 83,89 mM) harom
parhuzamos meérésben mikrotiter lemezhez adtuk, majd 20
perc elteltével nitrat redukciot végeztiink (a fent leirt modon)
végul meértik az oldatok nitrit-tartalmat, mely 0,116+0,020;
0,049+0,010 és 0,035+0,002 uM értékeknek adodott.

Modszer kontroll

A nitrat-reduktaz aktivitasat azaltal ellendriztiik, hogy
PBS-ben oldott 25 uM koncentracioju Ca(NOg)2-oldatot 10 pl 1
unit/ml nitrat-reduktazzal és 10 pl 10 mM B-NADPH-val
inkubaltunk 10 percig 25 °C hémeérsékleten. A Griess-reagens

nem adott szinreakciot Ca(NOg)2-oldattal, azonban nitrat-
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redukciot koévetéen az oldatban 12+2 uM nitrit jelenlétét
mutatta (n=3).

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

Az inkubacios kozegek fehérjetartalma 5% alatt volt (n=3).

Mintaszam
Minden kontroll és teszt kisérletet legalabb harom egyedbdl
szarmazo szOveten végeztink el. A mintaszamot (n) a

grafikonokon és a szévegben tintettem fel.
5. A tapcsatorna mozgasi aktivitasanak mérése
A tapcsatorna izomzata spontan mozgasi aktivitast

mutat, melyet az intrinsic ideghalézatok generalnak (Hernadi

et al. 1998).
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A kloroform narkoézis utan, Krebs-oldatban izolalt
tapcsatorna-szegmenseket (caecum és rectum) 10 ml-es
szervkadakba meritettik (TSZ-04, Experimetria), melyeket
Krebs-oldattal toltéttink fel. A Krebs-oldat Osszetétele (mM):
NaCl, 118; KCl, 4,7; CaClp, 2,5; NaH2PO4, 1,0; MgClp, 1,2;
NaHCOg3, 24,9; EDTA, 0.004; aszkorbinsav, 0,11, glikoéz 11,5

pH, 7,4. Az izomszegmensek végeit eréméré karjaihoz
rogzitettuk (SG-10 Experimetria). Az izometrikus
tenziovaltozasokat 10 percig regisztraltuk Krebs-oldatban,
illetve 1 mM L-arginint, vagy 1 mM NOARG-t tartalmazo
Krebs-oldatban. Az 06sszehuzodasok frekvenciajat és erejét
(amplitudojat) eértékeltik. Minden mérést legalabb harom

mintan végeztink el.

6. Statisztikai értékelés

A kvantitativ adatokat kdzépérték+S.D. formaban adtam meg.
A kontroll és kezelt csoportok adatait a kisérleti elrendezéstdl
figgbéden parositott vagy parositatlan t-probaval hasonlitottuk

0ssze, a valtozast szignifikansnak tekintettiik, ha p<0,05.
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V. EREDMENYEK

1. NITRERG ES FMRFAMIDERG HALOZATOK ANATOMIAI KAPCSOLATAI
A KOZPONTI IDEGRENDSZERBEN ES AZ FMRFAMID HATASA AZ

INTRAGANGLIONARIS NO SZINTEZISRE

1.1. NADPH-diaforaz reaktiv és FMRFamid immunreaktiv
neuronok eloszlasa Helix lucorum kozponti

idegrendszerében

Ganglion cerebrale

NADPH-diaforaz (NADPH-d) pozitiv idegsejtek mind a
cerebralis, mind a postcerebralis ganglionokban talalhatoak.

A ganglion cerebrale harom régidja (pro-, meso- €s
metacerebrum) kulénésen gazdag NADPH-d festédést mutato
idegsejtekben. A procerebrumban tébbszaz idegsejt (atmeérdjik
7-10 um), a procerebrum belsé rostozata (medulla terminalis)
valamint a procerebrumba 1épé idegtdérzs (nervus tentacularis)
rostjai mutattak reaktivitast.

A mesocerebrum corticalis és mély rétegében 70-90 pum

atméréjli unipolaris neuronok jelolédtek (150-160 mindkét
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mesocerebrumban). A  két mesocerebrumot  6sszekotd
palyarendszer rostozata szintén fest6dott (4. abra).

A metacerebrumban féként a neuropil és néhany szort
eloszlasu unipolaris sejt mutatott NADPH-d aktivitast.

FMRFamid immunjelolést a mesocerebrum corticalis
zonajaban, valamint szort eloszlasu postcerebralis
idegsejtekben azonositottam. A ducokat borito koétészoveti
réteget (perineuriumot) FMRFamid immunpozitiv rostozat
halozta be.

A NADPH-d aktiv neuronok sejttestei koériil FMRFamid
immunjelélt, varikozitasokat ado rostok jelentek meg a
procerebrumban és a mesocerebrum cortexében. A rostok
pericellularis kosarakat alkottak a sejttest koérul, valamint
raterjedtek az axon inicidlis szegmentumara is (4. abra).
NADPH-d/FMRFamid kolokalizaci6 a mesocerebrum mély

rétegében jelent meg.

Postcerebralis ganglionok

A garat alatti duckomplexum (postcerebralis ducok)
mindegyikében talalhatoak NADPH-d aktiv neuronok. A
ganglion viscerale 160 sejtet, a ganglion pleurale 35-40 sejtet, a

ganglion pedale 20-22 sejtet, a ganglion parietale 110 sejtet
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tartalmazott. Reaktivitas a ducokbodl kilépé valamennyi ideg
(nn. pedales, n. intestinalis, n. analis) és commissura
rostozataban lathato volt (5. abra).

A cerebralis és a postcerebralis ducokat egyesit6d
connectivumok szintén mutattak NADPH-d aktivitast.

FMRFamid immunjelolt végzédéseket talaltunk a
visceralis, a parietalis és a pedalis duacok NADPH-d aktiv
sejttestei kéril. FMRFamid/NADPH-d kolokalizacio a visceralis

ganglion néhany sejtjére korlatozodott.
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4. abra: NADPH-diaforaz pozitiv és FMRFamid
immunreaktivitast mutaté idegsejtek és axonvégzodések a
ganglion cerebraléban
A, B: Szamos procerebralis sejt (crc) és a terminalis medulla (tm)
rostozata NADPH-diaforaz festédést mutat. A nyilak (B képen) olyan

rostokat jeleznek, melyekben FMRFamid immunjel6lés lathaté.
Horizontalis metszetek, mérték: 10 um.

C, D: Felszines mesocerebralis neuronok. A nyil egy NADPH-diaforaz
pozitiv neuron axoneredési szegmentumat mutatja, mely a szintén
reaktiv neuropil (np) iranyaba tart. Az axont FMRFamid
immunjeldlést mutatoé axonvégzédések kovetik (fehér nyilak jelzik).
Horizontalis metszetek, mérték: 35 pum. Rdszer et al. (2004) Brain
Behav Evol 63:23-33
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5. abra: NADPH-diaforaz pozitiv és FMRFamid immunjelolt
sejtek és axonvégzodséek a postcerebralis ganglionokbol
A: A ganglion viscerale NADPH-diaforaz aktiv sejtjei. A csillag egy
aktivitast nem mutato sejttestet jelez, mely a B képen FMRFamid
immunjel6élést mutat. B: FMRFamid immunpozitiv varikozitasok a
NADPH-diaforaz festett sejtek koértil. Horizontalis metszetek. Mérték:

40 pm.

C, D: A ganglion pedale NADPH-diaforaz reaktiv neuronjai. A csillag
NADPH-diaforaz/FMRFamid kolokalizaciot jelez két sejtben. A nyilak
FMRFamid-immunpozitiv végzédéseket mutatnak NADPH-diaforaz
aktiv sejtek korul. Horizontalis metszetek, mérték: 40 um.

Részer et al. (2004) Brain Behav Evol 63:23-33
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1.2. A ganglionok alap nitrit produkciéja

A bazalis nitrit termelés szintjét 20 percig tarto, PBS-ben valo
inkubalast kévetéen mértiik. Ha a perineuriumot az inkubalas
elétt eltavolitottuk, a cerebralis ducok nitrit-termelése
0,185+0,015 pmol/g, mig a postcerebralis ducoké 0,055+0,005
pmol/g volt (6. abra).

Intakt perineurium mellett a nitrit-termelés
szignifikansan alacsonyabb volt (cerebralis ducok:
0,055+0,005, postcerebralis ducok: 0,037+0.002 pumol/g, p<
0,05, 6. abra).

1.3. NOS prekurzor (L-arginin) és NOS gatlo (NOARG) hatasa

a nitrit-termelésre

Ha az inkubacios koézeg 10-20 mM L-arginint
tartalmazott, a nitrit-termelés dozisfiggd novekedése volt
tapasztalhaté (6. abra). Ellentétes hatast valtott ki 1-2 mM
NOARG (kompetitiv NOS inhibitor) alkalmazasa (szignifikancia:
10 mM L-arginin alkalmazasakor p<0,01; 20 mM L-arginin
alkalmazasakor p<0,01; 2 mM NOARG alkalmazasakor
p<0,05).
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6. abra: A ganglionok alap nitrit termelése intakt
és eltavolitott perineurium mellett
L-arginin és NOARG hatasa a nitrit produkciéra

Az inkubaciés idé minden esetben 20 perc volt. Control: a
ganglionok perineuriumat eltavolitottuk, majd PBS-ben
inkubaltuk. Intact: A perineuriumot nem tavolitottuk el (intakt),
majd ezutan inkubaltuk PBS-ben. 10mM ARG, 20 mM ARG:
inkubalas 10-20 mM L-arginint tartalmazo PBS-ben (a
perineuriumot eltavolitottuk), ImM NOARG, 2 mM NOARG:
inkubalas 1-2 mM NOARG tartalmu PBS-ben (a
perioneuriumot eltavolitottuk)

Részer et al. (2004) Brain Behav Evol 63:23-33
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1.4. Szintetikus FMRFamid hatasa a nitrit-termelésre

Szintetikus FMRFamid tetrapeptid széles
koncentraciotartomanyban (0,208-3,340 mM) dozisgfliggd
modon serkentette a ganglionok nitrit produkciojat. Az
inkubacios id6 megnyujtasa 40 percre, tovabbi nitrit-szint
emelkedést eredményezett. Szimultan FMRFamid és NOARG
alkalmazas nem okozott valtozast az alap nitrit-termelésben (7.

abra).

1.5. Az FMRFamid-receptor blokkol6é amilorid-hidroklorid

hatasa a nitrit-termelésre

A Nat*-csatorna blokkolé amilorid hidroklorid (7,890 mM)
6nmagaban nem befolyasolta a nitrit-termelést, azonban
szignifikansan gatolta 1,670 és 3,340 mM FMRFamid nitrit-

termelést fokozo hatasat (8. abra).
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7. abra: Szintetikus FMRFamid hatasa a ganglionok nitrit
produkcidjara

Az inkubacios id6é 20 perc, kivéve a 40 min felirattal jelzett
oszlopokat. +I1mM NOARG, +2mM NOARG: Az inkubacios kozeg
1-2 mM NOARG-t tartalmaz. ctrl: kontroll (inkubalas PBS-ben)
A ganglionok perineuriumat eltavolitottuk.

Részer et al. (2004) Brain Behav Evol 63:23-33
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8. abra: FMRFamid és amilorid-hidroklorid hatasa

a ganglionok nitrit termelésére

Az inkubacios id6é 20 perc, a perineuriumot eltavolitottuk. Ctrl:
inkubalas 10% DMSO-ot tartalmazo PBS-ben. Ha az
inkubacios koézeg 7,890 mM amilorid-hidrokloridot is
tartalmazott, azt +7.890 mM AH felirat jelzi.

Részer et al. (2004) Brain Behav Evol 63:23-33

53



2. A NITRERG NEURONALIS HALOZAT FELEPITESE ES SZERKEZETI

DIVERZITASA A KULONBOZO FAJOK ENTERALIS IDEGRENDSZEREBEN

2.1. NADPH-d aktiv elemek a gastrointestinalis

idegrendszerben

NADPH-d reaktivitast csakis Helix-alkatu
Stylommatophora csigak gastrointestinalis idegrendszerében, a
caecum teruletén, a plexus myentericusban, a plexus
submucosusban €s idegvégzédéesek formajaban az
izomrétegben detektaltunk. A NADPH-d pozitiv halozatot alkoto
sejtek  szama az egyes fajokra jellemzé testmérettel
(testtdmeggel) Osszefliggésben valtozott (6sszefoglalva a 11.

abran).

e A plexus myentericus

Helix lucorum

A caecum izomrétegeiben egyenletes eloszlasban 56+11,
S50-55 pum atméréji NADPH-d reaktiv neuron van jelen (9.
abra). A neuronok a myentericus plexus rosthal6zatahoz kuldik
axonjaikat. A myentericus rostkétegek egyrészt a gaster és az
intestinum iranyaba fordulnak, majd a nervus intestinalis

idegtorzsében 1évé ganglionsejtek kortl fonadékot képezve
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végzédnek; masrészt a plexus egyes, nem NADPH-d reaktiv

idegsejtjei koril hoznak létre pericellularis végfonatokat.

Helix lutescens
A gaster és a caecum fala 61+2 NADPH-d festé6dést ado
neuront tartalmaz, melyek pericellularis kosarakat alkotnak a

plexus egyes idegsejtjein.

Cepaea nemoralis

A myentericus plexus a caecum teruletén tartalmaz egy
NADPH-d reaktiv unipolaris neuronokban gazdag régiot. Az
idegsejtek harom morfologiai csoportba sorolhatok a sejttest
atméréje és axonhossza alapjan (2. tablazat). Az 1. tipusu
sejtek tobbnyire maganyosan fordulnak el6, illetve a
myentericus rostrendszer f6 elagazodasi pontjaiban harmas
csoportokat képeznek. A 2. tipusu sejtek maganyosan vagy
parosaval jelennek meg, igen hosszu axonjuk a myentericus
rostozathoz kapcsolodik (10. abra/A).

A NADPH-d reaktiv  myentericus rostrendszer
pericellularis kosarakat képez a plexus nem NADPH-d aktiv
idegsejtjein. A plexus rostrendszere a caecum koézépvonalanak
sejtgazdag teruletétél az intestinum felé terjed ki, és a

submucosa idegplexusaban folytatodik.
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2. tablazat: NADPH-d reaktiv sejtek morfolégiai csoportjai Cepaea

nemoralis caecumaban

1. tipus 2. tipus 3. tipus
Perikaryon dtmérdje 35-40 pm 35 pm 8-15 um
Axonhossz 25-30p m 60-80 um 10 um
Sejtszim 20-22 8-9 4-5

9. abra: NADPH-d aktiv idegsejtek és végzodések Helix
lucorum myentericus plexusaban
A: Unipolaris neuronok a caecum falaban. my: myentericus rostok,
pk: perikaryon, ax: axon. Egység: 90 um. B: A nyilak NADPH-d
reaktiv idegrostokat jeleznek a caecum izomrétegében. Egység: 40
um. Részer et al. (2004) Cell Tissue Res 316:255-262
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10. abra: NADPH-d aktiv neuronok és végzédések kiillonb6zé
tiddscsiga-fajok enteralis rendszerébdl

A: Unipolaris neuronok csoportja (keretben) és maganyos neuronok
C. nemoralis caecumabol, egység: 65 um. B: Idegrostok (nyilak jelzik)
H. lucorum submucosalis plexusaboél. Egység: 70 um. C: Egy NADPH-
d pozitiv sejttest (csillag) és pericellularis végzédések (nyilak) a
szomszédos idegsejteken. C. hortensis caecum, egység 35 pum. D:
Pericellularis kosar-szerti végzédések (nyilak) H. obvia submucosalis
plexusaban. Egység 25 um. E: Idegrostok a caecum izomzataban. H.
lucorum, egység: 30 um Rdszer et al. (2004) Invert Biol 123 (2)
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Cepaea hortensis
A NADPH-d reaktiv plexus felépitése hasonlo a Cepaea

nemoralisban leirthoz (10. abra/C). A sejtek szama 31+2.

Zebrina detrita
A gaster-caecum hataron 30+2 NADPH-d pozitiv idegsejt
talalhato.

Helicella obvia

A caecum izomrétegeiben szamos, 15-20 pym atmeéréja és
néhany 25-30 ym atméréju NADPH-d pozitiv unipolaris neuron
jelenik meg, melyek axonjai a myentericus rosthalézathoz
csatlakoznak. A rostkodtegek egyes agait NADPH-d reaktiv
bipolaris neuronok kapcsoljak o6ssze. Megfigyeheték a
myentericus rostrendszer altal képzett pericellularis kosarak,

nem NADPH-d aktiv sejtek korul.
Monachoides umbrosa
A caecum teruletén 2412 NADPH-d aktiv neuron volt

detektalhato.

Trichia hispida
A NADPH-d fest6dd sejtek szama 10£2.
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Succinea putris
A NADPH-d pozitiv neuronok szama 8z1, melyek axonjai a

myentericus rostkotegekhez jutnak.

Clausilia dubia és Discus rotundatus

A NADPH-d aktiv idegsejtek szama 4 illetve 3.

Achatina fulica, Limax maximus, Arion ater és Arion subfuscus
NADPH-d reaktiv idegi elemek nem detektalhatok a

tapcsatorna tertiletén.

e A plexus submucosus

A plexus submucosus NADPH-d reaktiv halézata igen
fejlett Helix lucorum, Helix lutescens, Helicella obvia, Cepaea
nemoralis, Cepaea hortensis, Discus rotundatus, Helicella obvia,
Monachoides umbrosa, Trichia hispida és Zebrina detrita
fajokban. Szamos pericellularis végfonat jelenik meg (10.

abra/B, D).
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e A visceralis izomzat innervacioja NADPH-d aktiv

végzodések altal

A kozépbéli simaizomzatot minden esetben innervaltak NADPH-
d aktiv rostok, ha a myentericus plexus tartalmazott NADPH-d

pozitiv idegsejteket (9. abra/B, 10. abra/E).
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11. abra: Az enteralis NADPH-d pozitiv sejtek szama és a
testtomeg kozotti osszefiiggés
Az oszlopok a NADPH-d reaktiv myentericus idegsejtek szamat, a
folytonos vonal a vizsgalathoz felhasznalt csigak atlagos testtomegét
jelzi (n=mintaszam). Részer et al. (2004) Invert Biol 123 (2) — in press
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2.2. Az enteralis szovetek bazalis nitrit produkcidja

Az enteralis rendszer NO termelését Helix lucorum és
Cepaea nemoralis, koézépbéli szegmenseiben kovettik a NO-
szarmazék nitrit kolorimetrias mérésével. Negativ kontrollként
NADPH-d aktiv sejtektél mentes tapcsatornaszakaszt (rectum),
valamint NADPH-d pozitiv enteralis idegsejtekkel nem
rendelkezé két csigafajbol (Arion ater és Limax maximus)
szarmazo caecum szovetmintakat vizsgaltunk.

Ha a mintakat 20 percig PBS-ben inkubaltuk, a szévetek
nitrit teremlése a kovetkezéképpen alakult: Helix lucorum
0,034+0,018, Cepaea nemoralis 0,019+0,009, Arion ater
0,013+0,006, Limax maximus 0,022+0,017 umol/g.

A szovetek nitrit-termelését az izolalast koveté huszadik,
negyvenedik és hatvanadik percben mérve, kozel allando
értéket kaptunk (Helix lucorum izolalt kozépbéli
szegmentumanak nitrit produkcioja az izolalast koévetd husz
percben 0,003£0,001 pmol/g. Az izolalas utani negyvenedik,
illetve hatvanadik percben meért huisz perc alatti nitrit-termelés

0,003+0,011 és 0,040+0,010 umol/g [n=3]).
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12. abra: Az enteralis szoveti nitrit-produkcio
osszehasonlitasa kiilonb6z6 fajokban
A vilagos oszlopok a kontroll értékeket (inkubalas PBS-ben), a sziirke
oszlopok 1 mM L-arginin, mig a fekete oszlopok 2 mM NOARG
hatasat jelzik.
Részer et al. (2004) Invert Biol 123 (2) - in press

62



2.3. NOS szubsztrat és NOS inhibitorok hatasa az enteralis

nitrit-termelésre

A nitrit produkciot 1 pM L-arginin szignifikansan
(p<0,05) novelte aktivan taplalkozé Helix lucorum és Cepaea
nemoralis kozépbéli szegmentumaiban. Ellentétes hatast valtott
ki 2 mM NOARG (altalanos NOS inhibitor) alkalmazasa. Arion
ater és Limax maximus enteralis nitrit produkcidjat, illetve a
rectumbol szarmazé mintak nitrit-szintjét L-arginin nem

befolyasolta (12. abra).

3. A NITRERG ENTERALIS HALOZAT HOSSZU TAVU GATLASA

HELIX LUCORUM DORMANS IDOSZAKABAN

3.1. A NADPH-d pozitiv idegplexus szerkezete a hibernatio

idején

A reaktiv idegsejtek szama 56+11 aktivan taplalkozo
Helix lucorum egyedekben, 57+10 pedig dormans (hibernalt)
egyedekben. A hibernatio alatt a plexus szerkezete nem mutat
kuldonbséget az aktiv idészakban leirt halozathoz képest. A

NADPH-d festett sejtek relativ optikai denzitasa (A 620) szintén
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kozel azonos aktiv és hibernalt csigakban (aktiv: 0,006+0,005,
hibernalt: 0,009+0,003).

3.2. A bazalis nitrit termelés aktiv és dormans allapotban.

L-arginin, NOARG és aminoguanidin hatasa

Aktivan taplalkozo csigakbdl izolalt caecum mintak nitrit-
produkciojat L-arginin dozisfiggéen nodvelte, mig NOARG és
aminoguanidin (AG) szignifikansan redukalta azt. Az enteralis
szovet alap nitrit-produkciéja 0,034+0,018 umol/g volt, melyet
10 uM L-arginin 0,047+0,015 pumol/g-ra, mig 1 mM L-arginin
0,056 +0,020 umol/g-ra noévelt. A rectum nitrit-szintjét a NOS
gatlok nem befolyasoltak. Estivalt és hibernalt egyedekbdl
szarmazo caecum mintak nitrit produkciéja alig volt
detektalhaté (0,001+£0,001 illetve 0,003+0,007 pmol/g) és L-

argininnel sem volt fokozhato (13. abra).
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13. abra: Az enteralis szoveti nitrit-produkcio aktiv és
dormans allapotban (H. lucorum)

A fekete oszlopok mutatjak a nitrit-szint alakulasat aktiv csigakbol
szarmazoé caecum mintakban. A vilagos oszlopok aktiv csigak rectum
mintainak nitrit-tartalmat jelzik. A szlrke oszlopok dormans
(hibernalt és estivalt) csigak caecumaban mutatjak a nitrit-produkcié
valtozasat. C: kontroll, ARG1: 10 pyM L-arginin, ARG2: 1 mM L-
arginin, NOARG: 1 mM NOARG, AG: 10 mM AG, *: p<0,05,
n=mintaszam)

Részer et al. (2004) Cell Tissue Res 316:255-262

65



3.3. L-arginin és NOARG hatasa a kozépbéli mozgasi
aktivitasra aktiv és hibernalt Helix lucorum egyedekben

Vizsgalataink soran az izomszegmensek izometrikus
tenziovaltozasait regisztraltuk. A tenzié noévekedése az izom
tonusanak fokozodasat illetve kontrakcio kialakulsat, mig

csbkkenése a tonus csdkkenését és relaxacio 1étrejottét jelzi.

Aktivan taplalkozé csigak

A gaster-caecum hataron végigvonuloé hosszanti izomréteg
spontan mukoédésére kontrakciosorozatok és nyugalmi
szakaszok szabalyos valtakozasa jellemz6.

A caecum 06sszehuzodasainak frekvenciaja 2,6+0,8/min
normal Krebs-oldatban. 1 mM L-arginin, vagy 1 mM NOARG
nem befolyasolta a frekvenciat. Az Osszehuzodasok erdssége
1,036£0,404 mN normal Krebs-oldatban. L-arginin vagy
NOARG jelenlétében 0,332+0,169 mN illetve 0,256+0,110 mN.
A rectum 2,8+0,3/min frekvenciaval és 0,177+0,024 mN
amplitudoval huzédott O6ssze. A mozgasi aktivitast L-arginin

nem befolyasolta (14, 15. abra).
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Hibernadlt csigdk

A caecum mozgasara szapora kontrakciok jellemzdéek. A

kontrakciok frekvenciaja 4,4+1,0/min volt normal Krebs-

oldatban. Az 6sszehuzodasok ereje 0,192+0,093 mN. Ezeket az

értékeket sem 1 mM L-arginin, sem 1 mM NOARG nem

modositotta (14, 15. abra).
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T | mM L-argining

LT

1 mM L-arginine

N*" MMNMM&

4 1 mM NOARG -t | mM L-arginine

LT

A | mM L-arginine

A 1 mM NOARG

14. abra: L-arginin és NOARG
hatasa az enteralis izomzat
mozgasi aktivitasara
(mechanikus regisztratumok)

A: caecum aktiv csigabol (H.
lucorum), B: caecum hibernalt
csigabol, C: caecum  aktiv
csigabol, D-E: rectum aktiv
csigakbol, vizszintes tengely: id6
(10 perc), fuggbdleges tengely:
kontrakcios eré (mN)

A nyilak jelzik azt az idépontot,
amikor az L-arginint és a
NOARG-t az izomprepara-
tumokhoz adtuk.

Részer et al. (2004) Cell Tissue
Res 316:255-262
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15. abra: Az enteralis izomkontrakciok amplitudoéja (A)

és frekvenciaja (B)

A fekete oszlopok aktiv H. lucorum egyedekbél izolalt caecum
szegmensek, a fehér oszlopok hibernalt egyedek caecum, mig a
szirke oszlopok rectum szegmensek adatait mutatjak. *: p<0,05,
n=mintaszam, C: kontroll (inkubalas Krebs-oldatban), ARG:
inkubalas 1 mM L-arginint tartalmaz6o Krebs-oldatban, NOARG:
inkubalas 1 mM NOARG-t tartalmazo Krebs-oldatban. Rdészer et al
(2004) Cell Tissue Res 316:255-262
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VI. OSSZEGZES

1. A disszertacio fobb megallapitasai

Jelen disszertacio eredeményeit a koévetkez6 pontokban
Osszegzem:

1. A NADPH-d hisztokémiai technika felhasznalasaval
leirtuk a NOS-tartalmu idegsejteket és azok
nyulvanyrendszereinek anatomiai viszonyait Helix
lucorum koézponti idegrendszerében és szamos

Pulmonata csiga enteralis ideghal6zataban.

2. Mind a kozponti idegrendszerben, mind az enteralis
halézatban L-arginin-figgd, és NOS-inhibitorokra
érzékeny nitrit-produkciot meértink. Az L-arginin
dependens és a NOS inhibitoraival redukalhaté nitrit-
termelés csak a NADPH-d pozitiv szovetekre volt

jellemz6, igy a NOS aktivitas indikatoranak bizonyult.

3. Anatomiai kapcsolodast talaltunk NOS-tartalmu és
FMRFamidot termelé centralis idegsejtek kozott. Helix
lucorum nitrerg ducsejtjeinek felszinét FMRFamidot

felszabadit6 varikozitasok érik el, melyek lehetéve
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teszik, hogy az FMRFamid transzmitterként

befolyasolja ezen sejtek mukoédéset (NO szintézisét).

. A kozponti ducok intraganglionaris NOS-aktivitasa
FMRFamiddal fokozhaté volt, mig az ismert
FMRFamid-receptor antagonista amilorid-hidroklorid
jelenlétében csokkent az FMRFamid NO-produkciot
provokalo hatasa. Ezaltal bizonyitottuk, hogy a
gerinces idegrendszer NOS-tartalmu tertletein is jelen
l1évé neuropeptid, a NO-szintézist erételjesen fokozo

extracellularis szignal.

. Az enteralis rendszer mukoédését L-arginin és ismert
NOS-inhibitorok egyarant befolyasoltak. A NO
simaizomrelaxans molekulaként vezérli a ko6zépbél

mozgasi aktivitasat.

. Helix lucorum hipometabolikus dormans allapotaiban
az enteralis NO-szintézis alig volt detektalhato és L-
arginin sem fokozta azt, noha a nitrerg enteralis
plexus topografiaja nem valtozott a hipometabolikus
dormans idészak alatt. A NO a dormancia alatt nem

befolyasolta a tapcsatorna kontrakcioinak mintazatat.
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Mindez azt jelzi, hogy a NOS katalitikus aktivitasaban
egy eddig nem ismert, hosszutavu, de idészakos gatlas

jelenik meg.

2. A NADPH-d reaktivitas és a NOS azonossaganak

bizonyitasa

Idegsejtekben a NADPH-d reaktivitasért olyan enzim
felel6s, melynek reduktaz része paraformaldehid fixalast
kovetéen mukodéképes marad, igy B-NADPH jelenlétében a
preparatumhoz adott tetrazoliumkéket vizben oldhatatlan,
stabil formazanna redukalja (Thomas és Pearse 1961). A NOS
NADPH-dependens elekrontranszportalo mechanizmusa
mukoédéképes marad aldehid fixalas utan és dikumarollal sem
gatolhaté6 (Nakos és Gossrau 1994). A sejt egyéb NADPH-
dependens enzimeinek, igy a NADPH-dehidrogenazoknak, a
citokrom p450-reduktaznak, az alkalikus foszfataznak NADPH-
d reaktivitasat az aldehides rogzités, valamint a dikumarol
megszunteti.

Kontroll vizsgalatainkban mind a dehidrogenazokat,
mind a mitokondrium légzélancanak enzimeit kizartuk, mint a
NADPH-d aktivitasért felelés molekulakat, mivel gatloszereik

(mikonazol, natrium-azid, dikumarol) jelenléte a neuronalis
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NADPH-d reaktivitast nem befolyasolta. A szovetek hékezelése
megsziintette a NADPH-d festdédést, egyértelmtien jelezve, hogy
annak kialakulasa enzimmukoédéshez kapcsolt. Ezt erdsiti az
is, hogy magas koncentraciéju cisztein jelenléte sem
befolyasolta a neronalis NADPH-d festédést, noha a cisztein
szulfhidril csoportjai elektrondonorként katalizalhatjak a
tetrazoliumsok formazanna alakulasat (ezt a mutermeék-
képzédéshez vezetd folyamatot semmi-dehidrogenaz
jelenségnek nevezik).

A 4%-0s paraformaldehid fixalast kovetbden,
meghatarozott protokoll szerint (Scherer-Singler et al. 1983,
Nakos és Gossrau 1994) végzett NADPH-d reakciét a NOS
markerének tekintik gerincesek idegsejtjeiben, mivel a NOS-
immunreaktiv neuronok egyuttal NADPH-d aktivitast is
mutatnak (Bredt et al. 1991, Dawson et al. 1991, Matsumoto et
al. 1993).

Gerinctelenek idegrendszerében a NADPH-d reaktiv
neuronok tébbsége nem jel6lheté emlés nNOS elleni antitesttel
(Moroz et al. 1994, Cooke et al. 1994, Huang et al. 1997).
Ezidaig a puhatestiiek korébdl Helix pomatia (Huang et al.
1997) és Lymnaea stagnalis (Korneev et al. 1998) NOS
enzimének szekvencigjat ismerjuk. A Helix-NOS egyetlen

gerincesekbdl ismert NOS izoformahoz sem hasonlit, mig a
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Lymnaea-NOS hét aminosavbol allo ismétlédé szekvenciakat
tartalmaz, melyben eltér az emlés-nNOS szerkezetétdl.
Mindezen kulénbségek immuncitokémiai eltéréseket
okozhatnak, melyek magyarazhatjak az emlés-nNOS elleni
antitest sikertelen kotédését gerinctelen NOS molekulakhoz. A
Helix- és Lymnaea- NOS enzimet a cerebralis és a buccalis
ganglionok NADPH-d reaktiv neuronjaibdl izolaltak, melyek a
taplalékfelvételt szabalyozé ritmusgenerator aktivatoraiként
mukdédnek. Ezekbél a neuronokbol a @ taplalékfelvétel
mozgassorozatanak kezdetekor NO-szenzitiv elektrodokkal NO
felszabadulas is mérheté volt (Elphick et al. 1995; Kobayashi et
al. 2000). Nehany csigafaj periféerias NADPH-d aktiv
strukturaibol is meértek elektrodokkal NO-felszabadulast,
melynek meértéke L-arginin hozzaadasaval fokozhaté volt
(Moroz et al. 1995).

Mindezek az adatok megerésitik, hogy az altalunk
detektalt, formaldehid- és dikumarol-rezisztens neuronalis

NADPH-d aktivitas a NOS jelenlétére utal.
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3. A nitrerg és az FMRFamiderg sejtek anatéomiai

kapcsolata

A nitrerg sejtek leirt eloszlasa Helix lucorum koézponti
idegrendszerében jo egyezést mutat korabbi munkakal (Cooke
et al. 1994, Huang et al. 1997, Pisu et al. 1999).
Immuncitokémiai munkank szerint a  nitrerg sejtek
tobbségének sejttestét, illetve inicialis axonszegmensét
FMRFamid-immunjel6lt végzédések veszik korul a
procerebrumban, a mesocerebrumban, a pedalis és a visceralis
ganglionokban.

A sejttestek és az axonvégzddsék fénymikroszkoppal
lathaté kapcsolatat Abraham (1965) pericellularis kosarnak
irta le. A pericellularis kosar elektronmikroszkopos
szerkezetére az idegrost gyongyflizér-szerli megvastagodasai, a
varixok jellemzéek. A varixok a transzmitterek felszabadulasi
helyei. A beidegzett sejt membranja a varixok felszinét kovetve,
mintegy azok negativ lenyomatat adva betiiremlik, igy a varixok
kissé belestullyednek a perikaryonba, mig az intervarix
szegmentek a sejtfelszinhez simulnak (Elekes és Nassel 1990,
Elekes 1991, Elekes et al. 1994). A pericellularis kosar, illetve a

varikozitasokat ado axonvegzédések igen gyakori
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sejtkontaktusok a csigak idegrendszerében (Pentreath et al.

1975, Elekes és Nassel 1990, Elekes 1991, Elekes et al. 1994).
Az altalunk megfigyelt kapcsolat a nitrerg és az

FMRFamiderg sejtek kozott, megegyezik a pericellularis kosar

fénymikroszkopos szerkezetével, igy bizonyitja a NO-termeld

4. A nitrerg elemek strukturalis diverzitasa az enteralis

idegrendszerben

Enteralis nitrerg elemeket csakis Helix-alkatu csigakban
(Helicacea, Succineacea, Vertiliginacea) a caecum falaban
azonositottunk. A caecum nitrerg halézata azonos alapterv
szerint épult fel a kulénb6ézé fajokban, azonban a nitrerg
halozat fejlettsége nem azonos az egyes fajokban. A halozat
redukciojanak tendenciaja jol koveti az egyes fajok
testméretének csokkenését. Ebboél kovetkezik, hogy a nitrerg
halozat kiterjedése és sejtszama a testmeérettel és a teljes
enteralis hal6zat méretével parhuzamosan csékken (11. abra).

A nitrerg rostok a myentericus és a submucosalis plexus
szamos idegsejtjén végzddnek, vélhetéen a felszabadulo NO
azok mukodését modositja. A nitrerg végzdédések minden

vizsgalt Helix-alkati fajban beidegzik a kozépbéli szakasz
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simaizomzatat. A nitrerg halézat csak a caecum falaban jelenik
meg, igy szabalyozo funkci6ja kifejezetten a caecum tertiletére
és a gaster caudalis szakaszara korlatozodhat, bar Helix fajok
esetében a nervus intestinalis ganglionsejtjei is nitrerg
innervaciot fogadnak. Ezaltal a NO a felsé6bb tapcsatorna
mukoddeéseét is modosithatja a  nervus intestinalis
transzmissziojanak befolyasolasan keresztul.

Az enteralis nitrerg halézat szerkezete arra enged

kovetkeztetni, hogy a kézépbél motoros muikddését szabalyozza.

5. A NADPH-d reaktiv szovetek nitrit-produkciéjanak és a

NOS aktivitas azonossaganak bizonyitasa

Az izolalt ganglionok és a kozépbél-szegmensek NO
termelését a NO lebomlasi termékének tekintheté nitrit-ionok
meérésén alapuld modszerrel kovettiik.

Vizes kozegben a NO molekulak molekularis oxigénnel
reagalnak és nitrogén-dioxidot (NO2) alkotnak. Két NO, reagal
egy Ujabb NO molekulaval, minek eredményeként dinitrogén-
trioxid (N2O3) keletkezik. A NoOs erds oxidans, reagal vizzel,
mikézben nitrat (NOz) és nitrit (NOgz)-ionok keletkeznek
(Ignarro et al. 1993, Beckman és Koppenol 1996). Az altalunk
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kidolgozott modszer lényege, hogy a szdvet inkubacios
kozegében keletkez6 nitrat-ionokat nitrat-reduktazzal nitrit
ionokka alakitjuk, majd a teljes nitrit-mennyiséget meérjik
Griess-reagens segitségével.

A Griess-reakci6 detektalasi hatara 0,222 uM nitrit-
ionokra nézve (Marzinzig et al. 1997, Guevara et al. 1998,
Borcherding et al. 2000). Kontroll vizsgalatainkban nitrat-
ionokkal a Griess reagens nem adott szinreakciot. A nitrat-
reduktaz aktivitasat kontroll mérésekben ellendriztiik. Hogy
kisztirjik az inkubacios koézegbe kertilé fehérjék hatasat a
nitrat-reduktaz aktivitasara, kontroll vizsgalatban
o6sszehasonlitottuk az ismert mennyiségi nitrat-iont tartalmazo
vizes oldatban és inkubacios kozegben meért aktivitast, mely
azonosnak adodott és megfelelt a felhasznalt Aspergillus nitrat-
atlagos fehérjetartalma 5% alatt volt. A validalas soran
natrium-nitroprusszid (natrium-pentacianonitrozil-ferrat)
higitasi soraban meértik a nitrit-produkciot. A natrium-
nitroprusszid molekulaibol vizes oldatban fénysugarzas
hatasara NO molekulak szabadulnak fel (Feelisch 1998). A

meért nitrit-koncentraciéo aranyos volt a natrium-nitroprusszid
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Mind a ganglionok, mind az enteralis halozat nitrit-
produkcioja dozisfiggden novelhetd volt L-arginin
hozzaadasaval, illetve konvencionalis NOS-gatlokkal
csOkkenthetd volt. Ezzel szemben a NADPH-d aktivitasu
sejteket nem tartalmazo szovetek nitrit-szintjét sem L-arginin
sem NOS-gatlok nem befolyasoltak.

Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a NADPH-d
reaktiv sejtek nitrit-termelése a neuronalis NO szintézis
indikatoranak tekitntheté, mivel a nitrit-szint noévekedése
dozisfiggd modon kivalthato a NOS szubsztrat L-arginin
adasaval, de gatolhato a konvencionalis NOS inhibitorok
alkalmazasaval. A nitrerg sejtekbdl allo szoévetek nitrit-

produkcioja aranyos a NOS katalitikus aktivitasaval.

6. Az FMRFamid hatasa a ganglionaris NOS aktivitasra

Anatomiai leirasaink alapjan kimondhato, hogy Helix
lucorum nitrerg ducsejtjeinek felszinét FMRFamid tartalmu
varikozitasok érik el, melyek lehetévé teszik, hogy az
FMRFamid transzmitterként befolyasolja ezen  sejtek
mukodését (NO szintézisét).

A  kozponti idegsejtek NO szintézisét szintetikus

FMRFamid doézisfiiggéen provokalja. A hatas csékkentheté az
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ismert amilorid-érzékeny FMRFamid receptor Nat*-csatornak
blokkolasaval (Cottrell 1997), igy feltételezhet6, hogy a
neuropeptid elsddleges tamadaspontjai a sejtmembranban

lokalizalt amilorid-érzékeny ioncsatornak.

7. A NOS aktivitas alakulasa a hipometabolikus dormans

allapotban. A NO hatasa az enteralis motoros miukodésre

Hibernalt, illetve estivalt Helix Ilucorum kozépbéli
szakaszaiban nem tapasztalhato szamottevé NOS aktivitas,
noha a NOS eloszlasa valtozatlan a dormans idészak alatt.
Aktiv csigakban L-arginin és NOARG a spontan motoros
aktivitas amplitudojat képes csdkkenteni, ezzel szemben
hibernalt csigakban nincs hatasuk az izomzat mtkodésére.

Az altalunk vizsgalt izomkotegek a gaster-caecum
hataran  haladnak  at, kontrakcioik = tovabbitjak a
gyomortartalmat a caecumba, ahonnan a caecum koérkords
izomrétegének kontrakcidja préseli azt a kozépbéli mirigy
vezetékeibe. Aktivan taplalkozo csigakban erdteljes, szabalyos
idékoézonként  jelentkezé  kontrakciokat, mig  hibernalt
allapotban gyenge 06sszehuzodasokat tapasztaltunk. A
hibernatio alatt nincs taplalékfelvétel, ami magyarazza az ekkor

jelentkezé gyenge mozgasi aktivitast.
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A NO els6sorban simaizomrelaxalo funkciot tolt be a
tuddéscsigak tapcsatornajaban. A nitrerg neuronok egyrészt
koézvetlen simaizom-innervacio, masrészt enteralis idegsejtek
beidegzésén keresztil fejthetik ki hatasukat. A caecum
izomrétegének NADPH-d pozitiv innervacioja mindegyik Helix-
alkatu csiga esetében megfigyelheté volt, eszerint az itt
felszabadulé NO simaizommukoédést szabalyozo szerepe
valamennyi vizsgalt Helix-alkatuban feltételezheté.

Dormans allapotban nem tapasztalhaté bazalis NOS
aktivitas. L-arginin nem valt ki NO-szintézist, és nem
befolyasolja a kézépbéli kontrakciokat. Mindezen megfigyelések
azt jelzik, hogy a NOS molekula katalitikus aktivitasa
idélegesen gatolt a hipometabolikus idészak (hibernatio,

estivatio) alatt.

8. Osszegzés és értékelés

Az FMRFamid eddig mint izommukoédést szabalyozo
molekula volt ismert a gerinctelen idegrendszerben (Muneoka
et al. 1991, Hernadi et al. 1998). Az FMRFamidot kagylok
idegrendszerébdl izolaltak (Price és Greenberg 1977), majd
térképezték kagylok (Muneoka et al. 1991), csigak (Boer et al.
1980, Kanda et al. 1989, Elekes és Nassel, 1990) és rovarok
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koézponti idegrendszerében, valamint rovarok neurohemalis
szervében, a corpora cardiacaban (Boer et al. 1980). A kagylo
Mytilus edulis anterior byssus retractor izomzatan (Muneoka et
al. 1991), eldlkopoltyus csigak, Fusinus ferrugineus és Rapana
thomasiana radula  retractor izomzatan és  atrialis
szivizomzatan (Kanda et al. 1989, Kobayashi és Sakata 1992)
FMRFamid néveli a kontrakciok frekvencigjat és amplitudojat,
vélhetéen mas transzmitter felszabadulasanak serkentésén
keresztil. Helix gastrointestinalis rendszerében a gyomor és a
nyelécsé izomzatanak spontan kontrakciéit FMRFamid
meérsekli, vagy megszlinteti (Hernadi et al. 1998).

Az FMRFamid jelenléte azonban nem korlatozodik a
gerinctelen allatvilagra. FMRFamid-tartalmu, gazdagon elagazo
axonrendszerrel rendelkezd idegsejtek talalhatoak a halak
retingjaban (Wang et al. 2000), kétélttiek (Rastogi et al. 2001),
hullék (D’Aniello et al. 1999) és emlds6k dorsalis thalamusaban
és agytérzsében (Dockray et al. 1981, Yang és Majane 1990). Az
FMRFamid izgaté hatasu az agytdrzsi neuronokon (Dockray et
al. 1981), tovabba az FMRFamid vezérelt amilorid-érzékeny
natrium-csatornak nyitéodasa hozzajarul a szimpatikus
idegrendszer aktivaciojahoz és a vérnyomas emeléséhez (Huang

és Leenen 2002). Az FMRFamiderg sejteket tartalmazo
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agytertiileteken a NOS jelenléte is ismert (Bernstein et al. 2002,
Gonzalez et al. 2002, Nazu és Thippeswamy 2002).

Munkank els6ként igazolta egy neuropeptid lehetséges
hatasat az idegrendszer NO termelésére, és kibdvitette az
az FMRFamid egyarant konzervativ szignalmolekula ez
evolvalodo idegrendszerben, tovabba eloszlasuk mnagyjabol
hasonlo, koélcsénhatasuk nem zarhaté ki a gerincesek
idegrendszerében sem.

Az enteralis idegrendszerben megjelené NOS-tartalmu
halozatok felépitése és a NO simaizomrelaxalo funkcidja
altalanos a gerincesek koérében (Ward et al. 1992, Li et al.
1994, Balaskas et al. 1995, Olsson és Gibbins 1999, Villani
1999, Mirabella et al. 2000). Jelen munkankban egy hasonlo
evolucio korai fejlettségi allapotat reprezentalo allatfajokban, a
szarazf6ldi tiddscsigakban.

A tuddscsigak szamos biotophoz adaptalodtak igy igen
diverz csoportot alkotnak a gerinctelen allatvilagban. A
nagyfokul diverzitas alkalmat teremtett arra, hogy az egyes
csoportok képviseléiben 06sszehasonlitsuk a nitrerg halozat
szerkezetét és mukodését, igy kovetkeztetéseket vonhattunk le

a nitrerg jelatvitel evolucios jelentéségérél. Munkank azt
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bizonyitja, hogy a niterg enteralis transzmisszié az eurazsiai
kontinesen elterjedt Helix-alkataakban fejlédott ki, am hianyzik
az afrikai kontinesen él6 testvércsoportjukbdl (Achatinacea
csalad). Az evoluciosan legfiatalabb, erdésen adaptalodoott
Zonitacea csaladbdl szintén hianyzik a nitrerg enteralis halozat.
A Zonitacea csalad tobb mas anatomiai tulajdonsagaban is
eltér a Helix-alkatuaktol, idegrendszeriikben a ganglionok
fuziéja, a keringési rendszer progressziv fejlédése, a kiilsé vaz
rudimentacioja figyelhetdé meg.

A nitrerg jelatvitel tehat nem mondhato konzervativnak a
tidéscsigak filogenezisében.

Az enteralis nitrerg halézat azonban igen jol
alkalmazhaté modellnek bizonyult a NOS katalitikus
aktivitasanak tanulmanyozasahoz. Ktilondsen jelentds a nitrerg
halozat hossza tava adaptacios képessége a dormans
allapothoz. Ellentétben korabbi leirasokkal, melyek a hibernalt
csigak  kozponti idegducaiban a NOS  mRNS-ének
alulexpressziojat figyelték meg és ezzel magyaraztak a csokkent
NO termelést (Pisu et al. 1999), sajat megfigyeléseink szerint a
NOS molekula valtozatlanul expresszalodik az enteralis
idegsejtekben, azonban szubsztratkdtése elvész, illetve

aktivitasa megszunik.
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Az enzimaktivitas idéleges gatlasanak modja jelenleg
tarto vizsgalataink targya, melynek soran azt kivanjuk
eldénteni, hogy a (1) NOS konformacidvaltozasa, (2) valamely
molekulaszakasz alulexpresszaltsaga, vagy (3) egy modulator

molekula kapcsolodasa okozza a gatolt NO szintézist.
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IX. SUMMARY
Detection and neurochemical regulation of the neuronal

nitric oxide synthesis in molluscan neuronal networks

Introduction

Nitric oxide (NO) is an evolutionarily conserved signal
molecule which mediates several function of the nervous
system. NO is produced in a five electron oxidation of the
amino acid L-arginine to L-citrulline by nitric oxide synthase
(NOS). NOS containing cells are involved in the central ganglia
of nemathelminths, annelids, gastropods, cephalopods,
crustaceans, insects, chelicerates and echinoderms. The highly
diffusible NO can enter an adjacent target cell as an
intercellular messenger molecule and enhance the production
of the second messenger cyclic guanosine monophosphate
(cGMP) from guanosine triphosphate. Neuromodulation and
neuroprotection via the NO/cGMP signaling mechanism is
essential for some processes of the chemoreception and motor
control, furthermore the synaptic potentiation in learning of the

invertebrate nervous systems. In vertebrates, tissue specific
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NOS isoforms, such as endothelial (eNOS), neuronal (nNOS)
and inducible (iNOS) are known. Some invertebrate-type NOS

isoforms have been also isolated and characterized.

The aim of this study

The balance of enzymatic NO production is a crucial step
in the NO signaling because NO can not be stored in neurons
since its high ability to diffusion through biological
membranes. Neuronal NOS metabolises L-arginine to NO and
L-citrulline in a Ca2?*/calmodulin dependent manner in
vertebrates, therefore the elevation of intracellular Ca2*
concentration through glutamate activated NMDA type Ca2*
channels or via nicotinic acetylcholine receptor activation is a
key trigger of NO synthesis. In the insect brain not only the
activity but also the intracellular localization of NOS is
influenced by cytosolic Ca2* concentration. In bivalvian
hemocytes, morphine induced CaZ2*-transients can contribute
to enhaneced NO liberation. Although known gastropod type
NOS enzymes share some structural homologies with the
mammalian type nNOS they possibly liberate NO in a Ca2?*

independent way.
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Although we know the distribution of NOS and partially
the function of NO in the nervous system, we have little
information on the neurochemical signals affecting the NOS
catalytic activity.

The aim of our study is to describe extracellular signals
leading to enhanced or decreased NOS activity by

histochemical and biochemical methods.

Materials and methods

In this work we used the central ganglia of Helix lucorum
(Pulmonata, Gastropda) and the enteric neuronal networks of
several pulmonate snails, as alternative experimental
paradigms.

The NOS-containing neurons were visualized by the
standard = NADPH-diaphorase (NADPH-d) histochemical
reaction. The NO production of isolated tissues was detected by
the colorimetric measurement of the NO derived nitrite.

An immunohistochemical method was used to label the
invertebrate type neuropeptide FMRFamide-containing nerve
cells. The effects of L-arginine, conventional NOS inhibitors,
FMRFamide, furthermore FMRFamide receptor blocker

amiloride hydrochloride were tesetd on the NO production of
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neural tissues. The effect of L-arginine and NOS inhibitors were
recorded on the isometric tension changes of intestinal muscles

by an isometric transducer system.

Conclusion

The mian findings of the present dissertation are
summarized below:

(1) The topography of NADPH-d labeled, NOS-
containing neurons and enteric networks was
described in the central ganglia of Helix lucorum
and in the enteric nervous system of several
families of the Pulmonate subclass.

(2) The L-arginine dependent nitrite production was
detectable both in the central ganglia and in the
enteric networks. The nitrite formation was
confined to the NADPH-d positive neural tissues
and was reduced by conventional NOS inhibitors.
Therefore the nitrite production of NADPH-d
reactive tissues can be considered as an indicator
of their NOS activity.

(3) Anatomical connection was found between NOS

containing and FMRFamide producing central
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neurons in Helix Ilucorum. The FMRFamide
containing varicosities around the nitrergic cell
surfaces can be the sites of an FMRFamidergic

transmission to NO liberating cells.

(4) The intraganglionic NOS activity could be

enhanced by FMRFamide. The known FMRFamide-
receptor blocker amiloride-hydrochloride abolished

the effect of FMRFamide.

(5) The midintestinal motor activity could be

(6)

influenced by L-arginine and NOS-inhibitors. The
NO seems to be a smooth muscle relaxant agent in
the investigated organisms.

In the hipometabolic dormant states of Helix
lucorum, the enteric NO synthesis was blocked,
although the organization of the nitrergic network
was not altered during the resting periods. In
dormancy, L-arginine could not influence the

enteric motor activity.
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