A téma cime... A DOPAMIN ES A SZEROTONIN LEHETSEGES SZABALY0ZzO
SZEREPE A CSIGAK TAPLALKOZASABAN
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A kapott eredmények részletes leirsa:

A dopamin és szerotonin szintek HPLC mérése a taplalkozasi viselkedés killénb6zé
szakaszai alatt

A kisérletek sordn megmeértik a dopamin (DA) és szerotonin (5HT) szinteket a kozponti
idegrendszer kiilénbdz6 terlletein: a.buccalis ganglionokban ahol a taplalkozasi
mintézatgenerator és a taplalkozasi izmok motoneuronjai helyezkednek el, a cerebrélis
ganglionokban ahol az asszociativ funkciok kdzpontosulnak, és a subesophagealis ganglion
komplexben ahol a mozgas motorikaja (pedalis ganglionok) és a légzés - keringés szabalyozd
kdzpontjai (visceralis és parietalis ganglionok) talalhatok. Tovabba megmertiik a DA és SHT
szinteket a szivben valamint a tplalkozasi izmokban, mint a buccalis izomzat és az el6bél
izomzata.

A méreseket a taplalkozasi viselkedés, mesterségesen elkilonitett kbvetkez6 szakaszai alatt
vegeztik:

1. Inaktiv-az uborkaszeletekkel jol lakatott &llatokat (Helix pomatia) 7-14 napig éheztettiik
mikor az allatok inaktivalddnak és teljesen visszah(zodtak a hazukba.

2. aktivalt-az inaktiv allatokat paradus kdrnyezetben aktivaljuk mikor az éheztetett allatok
spontan taplalékkeres6 mozgasokat mutatnak.

3. fiktiv feeding- az aktiv allatokat haloval letakart uborka szeletek folé helyezve az éllatok
megtalaljak a taplalékot, ami révid ideig tarto (0,5-2 min) fiktiv taplalkozasi mozgasokat valt
Ki.

4. taplalkozasi valasz-mikor a taplalék bekeril a szajliregbe és a nyelécsobe (az elsé néhany
harapés alatti id6szak).

5. kezdeti evés-szabadon lévé taplalék folé helyezve az allatokat, az allatok taplalkozasi
testtartast vesznek fel és folyamatosan taplalkoznak (20-30 min).

6. kései evés-az allatokat 60-90 percig hagyjuk taplalkozni mikor az allatok mar kozel vannak
a jollakottsaghoz.

7. jollakott-10-20 perccel a taplalék felvétel befejezése utan.

A taplalkozasi viselkedés alatt a megjelené ingerek hatasanak helye szerint a szakaszokat
csoportosithatjuk. Az egyes szakaszban nem hatnak sem kiils6, sem belsé 1ényeges ingerek. A
2-es és 3-as szakaszokban csak kiilsé ingerek hatnak, mint a paratartalom és a taplalék szag és
mechanikai ingerei. Mig a 4-es és 5-0s és 6-0s szakaszokban mind a kiilsé mind a bels6
taplalék ingerek befolyasoljak az allatot. A 7-es szakaszban mar csak belsé taplalék ingerek
befolyasoljak az allatot.

A HPLC mérések azt mutatjak, hogy az inaktivalodott allatok CNS-ében a DA és 5HT kozel
azonos mennyiségben vannak jelen. Az alkalmazott kiilsé inger (2 szakasz) mint a
paratartalom (hygroreceptor stimulalas) aktivaljak az allatokat. Ezzel pArhuzamosan
csokkentik a CNS monoamin szintjeit, els6sorban az 5HT szintet. A kiilsé taplalék ingerek
(szaginger) (3. szakasz) kivaltjak a taplalkozasi mozgasokat és ezzel parhuzamosan tovabb
csokkentik az 5SHT szintet, igy DA tulstlyt eredményeznek a CNS kilonb6z6 teriletein. Ezzel
szemben a kilsé6 taplalék ingerek mellett megjelené belsé taplalékingerek eloszor a DA



szintet emelik meg a buccélis és cerebralis ganglionokban (4. szakasz), majd folyamatosan
emelik mind a DA mind az 5HT szinteket a taplalékfelvétel alatt minden vizsgalt CNS
tertleten. A jollakottsagkor, mikor csak a belsé taplalékingerek hatnak (a taplalék mennyisége
és annak kilonbdz6 mértékben tortént emesztett allapota) és valosziniileg egy Uj tipusa belsé
inger jelenik meg az emésztési folyamatok miatt, a DA szint a kontrol értékre esik, mig az
5HT szint a kontrol érték ala stillyed minden vizsgalt CNS teruleten.

Azonositott 5HTerg modulator neuronok aktivitdsanak valtozasa a taplalkozas kulonb6zé
szakaszai alatt

Mivel a taplalkozasi viselkedés Kivitelezéséhez megemelt vegetativ arousalra (increased heart
rate) is szukseg van, ezert a HPLC mérésekkel parhuzamosan megvizsgaltuk a taplalkozasi
modulator szerotonerg neuron (MGC) aktivitasat és a szivserkenté szerotonerg modulator
neuronok aktivitasat is a taplalkozas kilonbozo fazisai alatt.

Az intracelluléris elvezetések azt mutatjak, hogy a szivserkenté szerotonerg neuronok mér az
aktivitaskor novelik tuzelési frekvenciajukat, amit nem csak a taplalékfelvétel alatt, de
jollakottsag alatt is megtartanak.

A taplalkozasi modulator neuron az MGC tiizelési frekvenciaja aktivalddaskor megné és
tovabb novekszik a taplalékfelvétel alatt, de jelentésen lecsokken a jollakottsag elérésekor. A
meg novekedett tiizelési frekvencidval parhuzamosan az MGC nyugalmi potencialja csokken.
Az eredmények szerint mind a kiilsé és a belsé taplalék stimulusok egyarant novelik a
szerotonerg rendszer aktivitasat. Mig a jollakottsag negativ visszacsatolassal jelentésen
csokkenti a taplalkozasbhan szerepet jatsz6 MGC aktivitasat addig a szivszabalyoz6 neuronok
aktivitasat es kulonosen a sziv 5SHT tartalmat noveli.

Mivel a HPLC mérések azt mutattak, hogy a taplalkozas alatt megné mind az 5HT mind a DA
szintje ezért megvizsgaltuk a kilséleg adott SHT és DA hatéséat a szerotonerg taplalkozasi
modulator neuron az MGC aktivitasara izolalt CNS preparatumokon. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a kiilséleg alkalmazott SHT (10°-10 M) néveli a sejt tiizelési frekvenciéjat és
szabalytalan ténusos tiizeléshdl szabalyos tonusos tiizelsvé alakitja 4. A DA (10°-10* M)
csokkenti a tlizelési frekvenciat a neuron tlizelési aktivitdsanak fliggvényében. Magas
frekvencia mellett (taplalkozo allat MGC-je, vagy 10 M 5HT jelenlétében) a DA (10 M)
gyakran burstolvé alakitja a szabalyos tonusos tiizelési mintazatot. Ezek az eredmények azt
feltételezik, hogy in vivo, a taplalkozasi mozgasok generalasa alatt az MGC burst tipusu
ritmikus tlizelésbe megy ét.

Elektrotonusos kapcsolatok a szerotonerg rendszerben

Tavasszal és nyaron a taplalkozas kivaltotta jelentds szerotonin szint emelkedés valdsziniileg
nem egyetlen neuron, az MGC, megndvekedett aktivitasdbol szarmazik, hanem az egész
szerotonerg rendszer megnovekedett aktivitasabol. Ez felveti annak lehetésegét, hogy a
szerotonerg rendszer minden eleme ugyanazon inputra aktivalodik, vagy egyetlen aktivalodott
szerotonerg neuron vagy csoport aktivalni képes az egész szerotonerg rendszert, ha
elektrotonusosan kapcsoltak. Ezért megvizsgaltuk, hogy a cerebralis szerotonerg neuronok,
melyek topografias elrendezédésben helyezkednek el, vajon elektrotonusosan kapcsoltak. Az
eredmeények azt mutatjak, hogy a csoport bizonyos teriiletein egyes neuronok egymassal
elektrotonusosan kapcsoltak, beleértve az MGC-t is. Igy, nem zérhat ki, hogy az 5HTerg
neuronok képesek egymas aktivitasat kdlcsdndsen ndvelni az elktrotonusos kapcsolataikon
keresztul is.



A Helixen kapott eredményekbdl kézirat készilt a Behavioral Brain Research szamara:
Hernédi L., Hiripi L., Gyéri J., Vehovszky A. The elicited arousals during food ingestion
are associated with the increased activity of the serotonergic system as well as with changes in
Dopamine and Serotonin levels in the snail, Helix pomatia. A biochemical, physiological and
neuroanatomical study.

A Lymnaeaban a HPLC és az elektrofizioldgiai mérések hasonl6 eredményeket mutattak. Az
eredmények egy részét mar publikaltuk (Hernadi et al. 2004, Acta Biol. Hung.)

Az eheztetés hatdsa a CNS monoamin szintjére és az drias cerebralis szerotonerg neuron
(CGC) aktivitasara Lymnaeaban

A Lymnaea nem képes inaktivalni magat az éheztetés hatasara csak csokkenteni az aktivitasat,
mivel csak a vizfelszinen tud levegét venni. Igy, megvizsgalhatjuk, hogy a folyamatos
éheztetés (1-5 nap) hogyan hat a monoaminszintekre és az ismert taplalkozasi modulator
neuron a CGC aktivitasara.

A HPLC mérések azt mutatjak, hogy az éheztetés folyamatosan csokkenti az SHT szintet, de
nem a DA szintet, igy egy jelentés DA tulsuly alakul ki a CNS-ben. Egy napos éheztetés utan
ami a termeszetben megfelelne a spontén taplalekfelvétel idejének az allatok aktivak és
taplalék keresési mozgasokat végeznek. Ekkor a CGC tiizelési frekvencidja a jollakott
allapothoz kepest jelentésen megemelkedik és a nyugalmi membranpotenciélja csokken. Az
6todik napra a neuron tlzelési frekvenciaja a jollakott allapothoz képest csokken, és
jelentésen megné a neuron nyugalmi potenciélja. Az eredmények azt feltételezik, hogy a
hosszantartd taplalékmegvonas lecsokkenti a CNS 5HT szintjét es valdsziniileg nem csak a
CGC, de a 5HTerg rendszer aktivitasat is. Tovabba azt is feltételezhetjiik, hogy a felszabadult
5HT mennyisege befolyasolja a szOvetek anyagcseréjét is.

A megfigyelésekbél a kdvetkezo kezirat készil:

Hernadi L., Hiripi L., Gyéri J., Vehovszky A., Djakonova V.- The effect of starving and
feeding on the monoamine levels and on the activity of the serotonergic feeding modulator
neuron (CGC) in the snail Lymnaea stagnalis. A physiological, biochemical and
neuroanatomical study.

A taplalkozasban nem relevans de az allat szamara fontos kuilség stimulus hatasanak
reszletes vizsgalata

Az inaktivalt allatok aktivalasakor a kulcsszerepet a hygroreceptor stimulalaskor bekovetkezo
megnovekedett keringés valamint a hosszanti vazizomzat megnyulasa jatssza, aminek
segitségével a haemolypha a cerebro-pedalis haemocoelbe préselsdik, igy az allat
kiprésel6dik a hdzabdl és mozgésképesse valik (megjelent kézirat: Hernadi et al. 2006 Cell
and Tissue Res.). Mivel ez a kulcsinger, a paratartalom altal tortent hygroreceptor stimulalas,
jelentds kdzponti DA és 5HT csokkenést idézett el6, ezért megvizsgaltuk az ismételt
hygroreceptor stimulalas hatasat is, vajon az id6 az ismetelt stimulalassal egyitt emelheti a
CNS 5HT és DA szintjét. Magas paratartalom altal aktivalt allatokat szaraz korilmények alatt
inaktivaltuk, majd Ujra aktivaltuk A HPLC mérések azt mutatjak, hogy sem az inaktivalas sem
az ismételt kiils6 ingerlés nem ndveli a monoamin szinteket a CNS kiilénb6z6 teriiletein
annak ellenére, hogy a kisérletek alatt tobb ora telt el. Ellenkezéleg, az 5SHT szint tovabb
csokkent az ismételt stimul&laskor. A CNS ben megfigyeltekkel ellentétben mind az egyszeri
mind az ismételt hygroreceptor stimulalas megnévelte mind a szerotonin mind a DA szinteket



a talpban és a szivben, ami azt feltételezi, hogy a monoaminerg rendszer aktivalodik a kiilsé
kulcsinger hatasara. Ennek elddntésére a HPLC meérésekkel parhuzamosan megvizsgaltuk az
aktivitasat a parietalis szivserkent6 szerotonerg neuronoknak valamint a taplalkozasi
mintazatgenerator szerotonerg modulator neuronjanak (MGC). Az intracellularis elvezetések
azt mutatjak, hogy a szivserkent6 szerotonerg neuronok tiizelési frekvencidja mind az
aktivalaskor, mind a reaktivalaskor megemelkedik, de lecsokken az inaktivalaskor. Ezzel
szemben az MGC, ami els6sorban a taplalkozasban jatszik szerepet, ndveli tlzelési
frekvencidjat az aktivalasra ami megmarad az inaktivalas és a reaktivalas alatt is. Tovabba az
MGC nyugalmi potenciélja fokozatosan csokken és a reaktivalasra a csokkenés szignifikansa
valik.

Az eredmények azt feltételezik, hogy a kiilsé kulcsinger nem csak néhany 5SHTerg neuron, de
az egesz 5HTerg rendszer aktivitasat noveli és noveli a SHT felszabaditasat is (valoszinileg a
DAerg rendszerét is) de nem képesek tobbszori ismétlésre sem ndvelni a CNS 5HT és DA
szintjét, hanem a CNS monoamin tartalmanak terhére szabaditanak fel 5SHT-t és DA-t a
periférids szervekben mint a talp és a sziv.

Az eredményekbdl kézirat készilt a J. Experimental Biology szamara

Hernéadi L., Vehovszky A., Gyéri J., Hiripi L. The elicited activation of aestivated snails
increases the activity of the monoaminergic system but decreases both 5SHT and DA levels in
the CNS and increases them in the peripheral organs of Helix pomatia. A biochemical,
physiological and neuroanatomical study.

A taplalkozasi motivaltsag kialakulasa

Az etetési Kisérleteket két nappal a jollakottsag utén is elvégeztiik. Ekkor az allatok mar
megemeésztettek a felvett taplalékot s nedves kortilmények kdzott néhany perc alatt
aktivalodtak. A taplalék jelenléte mar képes volt rovid ideig tartd taplalkozast kivaltani.
Ebben az esetben a monoaminszintek valtozasai ellentétesek az éheztetett allatokban
megfigyeltekkel. A kontrol aktiv allatok CNS-ében (2. szakasz) 5SHT dominancia figyelhet6
meg, ellentétben a hosszan éheztetett allatokkal ahol DA dominancia figyelheté meg. A
kezdeti evés alatt (5. szakasz) a kiilsé és belsé taplalék ingerek mind a DA mind az 5SHT
szinteket csokkentették, de novelték a taplalkozasban résztvevé izmokban es a szivben. A
jollakottsag elérésére (6.-7. szakaszok) a DA és 5HT szintek vagy a kontrol szintre, vagy az
folé emelkedtek a CNS kiilonb6z6 teruletein.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az éhség ill. a taplalkozasi motivaltsag kialakulasat a
DA és 5HT szintek kélcsonds viszonya is tilkrozheti. Eheztetett aktiv allat CNS-ében DA
talstly van, mig nem éhes allatban SHT tulsaly figyelheté meg. Igy feltételezhetjiik, hogy az
éheztetés alatt (a taplalkozasi motivaltsag novekedese alatt) az 5SHT talsuly lassan DA
talsulyba alakul at.

Az eredmények publikalasahoz még kiegészito vizsgalatok sziikségesek. Mivel kapacitas
hidnya miatt még nem fejezhettik be a tdplalkozasi modulator neuron az MGC aktivitadsanak
tesztelését a taplalékfelvétel alatt rovid éheztetés utan. gy nem tudjuk megmondani, hogy a
hosszantartd éheztetéssel szemben, ebben az esetben a szerotonerg rendszer alacsony
aktivitasa vagy mas faktorok allnak e az 5SHT és DA szintek csokkenése mogott a taplalék
felvétel alatt (a teszt folyamatban van).

A keringd glukdz lehetséges szerepe a taplalékfelvétel szabalyozasaban

A megemeésztett taplalék energiaval latja el a szervezetet és a szervezet elsésorban glukozt
hasznél az energia nyeréshez, igy jollakottsag alatt a keringé gluk6z mennyisége megné.
Ezért megvizsgaltuk, hogy a glukéz hogyan hat a taplalkozasi mintazatgenerator szerotonerg



modulétor neuronjanak (MGC) aktivitasara. Az intracellularis elvezetések azt mutatjak, hogy
mér 10° M glukéz képes csokkenteni az MGC tiizelési frekvenciajat, ill. nagyobb
koncentracidk leallitjak a tuzelést, jelezve, hogy az MGC egy glukoz érzékeny neuron. Ha a
hatasat. Ezek a megfigyelések feltételezik, hogy a taplalékfelvétel alatt megfigyelt SHT szint
novekedes képes ellensulyozni a megjelend glukoz gatld hatasat egy bizonyos koncentracioig.
Tovabba a megfigyelések feltételezik, hogy a keringé gluk6z képes alacsony szinten tartani a
taplalkozasban résztvevé MGC aktivitasat és ennek kovetkeztében gatolni a taplalkozasi
mintazatgenerator érzékenységét. Igy nem zarhatjuk ki, hogy a taplalkozési motivacio
kialakulasanak egyik fontos eleme a keringésben jelenlévé glukoz koncentracidja ami csak
egy adott id6 intervallum utén esik arra szintre ami mar nem gatolja a szerotonerg rendszer
aktivitasat.

A Helix pomatia nocturnalis allat és este vagy éjjel taplalkozik. A kor&bbi méréseink szerint
az 5HT és DA szintek este vagy éjjel a legmagasabbak. Mivel a kisérleteket nappal végeztuk,
ezeért Ki kell egésziteniink a fenti megfigyeléseket azzal, hogy este vagy éjjel hogyan hat a
glukoz az MGC aktivitasara ill. milyen gluk6z koncentraciok hatasosak.

A DA és az 5HT hatasa az elgbél spontan kontrakcidira éheztetett és nem éheztetett
allatokon

Neuroanatomiai vizsgalatok: A neuroanatomiai vizsgalatok szerint az elébél killonb6z6
szakaszainak DA tartalma intrinsic DAerg elemekbdl (TH-immunfestett) szarmazhat melyek
tulnyomo tébbsége érzé neuronnak bizonyult. Ezzel szemben az 5HT extrinsic 5SHTerg
rostokbdl (SHT-immunfestett) szarmazhat melyek a cerebralis 6rids 5SHTerg neuronokbdl
erednek és a buccalis ganglionokon at érik el az elébelet. Az 5HT és TH kettés immunfestés
azt mutatta, hogy az SHT immunfestett rostok az elébel teljes izomzatét behdldzzak és
kapcsolatot teremtenek a TH immunfestett érzésejtekkel és rostokkal is.

A DA és 5HT koncentraciok valtozasai a taplalkozas alatt: A HPLC mérések azt mutattak,
hogy a DA szintje csokkent mig az 5HT szintje lassan nott az el6bélben (nyelécsoben és a
begyben) a taplalékfelvétel alatt. A jollakottsag elérésekor a DA szint alacsony maradt, mig az
5HT szintje a kontrol szintre csdkkent.

Az 5HT és DA hatasa az izotonias spontan kontrakcidkra: Nem éheztetett Helix-ben mind a
hosszanti mind a korkords izomzat spontan kontrakciokat general, mig 2-3 hetes eheztetés
utan az elébél spontan kontrakcidja leall mind a hosszanti mind a kérkords izomzatban. Az
5HT mar 10”° M koncentraciéban képes beinditani a spontan kontrakciét mind a hosszanti
mind a korkoros izomzatban, mig a DA (sem alacsony sem magas koncentracional) nem
képes beinditani a spontan kontrakciokat, csak az izom tonusat ndveli. A hosszanti izmokban
az SHT koncentréci6 fiiggéen (10°-10™ M) néveli a spontan kontrakciok gyakorisagat és
amplitGdéjét, de nem befolyésolja az izmok fesziiltségi allapotat. Az 5HT 10™ M
koncentraciotol noveli az izom tonusét és rovid ideig tartd gyors kontrakcidkat idéz el6. DA
az 5HT jelenlétében kis mértékben csdkkenti a kontrakciok gyakorisagat és kis mértékben
noéveli a kontrakciok amplitadoéjat.

A korkoros izomzatban az SHT 10°-107 M koz6tt néveli a spontan kontrakciok gyakorisagat
és amplituddjat és lassan noveli az izmok relaxacidjat. A kontrakciok 10-5 M koncentréacional
ledlinak a nagymértéki tonus csokkenés miatt. A spontan kontrakciok az 5HT jelenlétében
Gjra indulnak ha az izom fesziilését noveljik. Esetenként a DA (10°-10° M) az 5HT
jelenlétében képes Ujra inditani a spontan kontrakciokat a relaxalt izomban.



A megfigyeléseink azt feltételezik, hogy a taplalkozas alatt a ndvekvé felszabadult SHT szint
noveli az el6bél hosszanti és korkords izomzatanak spontan kontrakcidit, ugyanakkor
jelentésen noveli a kérkords izomzat relaxacidjat is. A korkords izomzatnak a felvett taplalék
altal elGidézett fesziilése és a felszabadult DA ellenstlyozza az 5HT altal kivalthaté nagyfoku
relaxaciot, igy fenntarthatok a spontan kontrakciok a taplalkozas alatt.

Az eredményekbdl a kovetkez6 kézirat készil:
Hernadi L., Hiripi L,- The possible role of 5HT and DA in the foregut motility in the snail
Helix pomatia. A biochemical, physiological and neuroanatomical study.

A klima és az évszak hatasa a taplalkozas alatti monoaminszint valtozasokra

A Kisérletek zomét tavasszal és nyaron végeztilk mikor az id6jaras napos és szaraz volt, és
ekkor a fent leirt eredményeket kaptuk. Ha a taplalékfelvételt nyaron, esés napon végeztik a
labor-korilmények alatt tartott allatokon, akkor a kapott eredmények csak részben
hasonlitottak a szaraz, napos idében kapott eredményekhez. A paratartalom az allatok
szdméra kulcs inger és mind a mesterséges mind a termeészetes paratartalom névekedése
aktivalja az allatokat. A kontrol aktiv allatokban 5HT dominancia figyelheté meg ellentétben
a szaraz napos id6ben kapott eredményekkel. Taplalékfelvétel alatt mindkét esetben n6 a DA
és 5HT szint, de az es6 esetén a jollakottsag elérésekor a szintek nem csékkennek a kontrol
szintjére és nem alakul ki a DA tulsaly az idegrendszerben. Tovabba, esés idoben az allatok a
jollakottsag elérése utan mozognak, ellentétben a szaraz idében megfigyeltekkel mikor érakra
mozdulatlannd valnak. Az eredmények azt mutatjak, hogy az id6jarasi front altal létrehozott
magas paratartalom, ellentétben a szaraz idében mestersegesen létrehozott magas
paratartalommal, emeli a monoamin szinteket killéndsen az 5HT szintet mind a CNS-ben
mind a periférikus szervekben, ami arra utal, hogy az idéjaras valtozasok alatt a paratartalmon
kivil olyan még ismeretlen faktor vagy faktorok jelennek meg amelyek hatdsosan
befolyasoljak a monoaminerg rendszereket. Ezek a faktorok képesek megemelni a
monoaminok, kilondsen az S5HT szintéziset.

A kilonb6zé évszakokban végzett HPLC mérések szerint az 6sszel kapott eredmények
ellenkez6 tendencidkat mutattak a tavasszal és nyaron kapott eredményekkel. Mig tavasszal és
nyaron a CNS 5HT és DA szintjei névekednek a taplalék felvétel alatt és lecsokkennek a
jollakottsag elérésekor, ¢sszel a taplalékfelvétel a kozponti monoaminszinteknek, kiiléndsen
megemelkednek a CNSbhen. A kapott eredmények nagyon hasonlitanak a révid éheztetes utan
vegzett kisérletek eredményeihez. Mig a rovid éheztetés utan a taplalékfelvétel enyhe SHT
talstlyban zajlik a CNS-ben, addig 6sszel a taplalékfelvétel DA tulstulyban megy végbe.

Ezért ha kisérletet tervezunk, a klimatikus és évszakos feltételeket is figyelembe kell

vennink, mert a kiilsé feltételek nagyobb valtozésokat képesek eldidézni mint maga a
vizsgalni kivant folyamat.

A taplalkozas lehetséges neuroanatomiai hattere, kiillénods tekintettel a monoamin-
tartalmua neuronokra

A tapcsatorna kulénboze érzd terlleteinek kézponti vetiilése



Mivel a HPLC mérések azt mutattak, hogy a CNS DA és 5HT szintjeit az éppen aktualis
kils6 vagy belsé ingerek befolyasoljak mind Helix-ben mind Lymnaea-ban, ezért
megvizsgaltuk, hogy a szajkordli teriiletek valamint az el6bél kiillonb6z6 teruleteinek érzé
sejtjei a CNS milyen tertileteire vetiilnek mind Helixben és Lymnaeaban. A kiilonb6z6
idegeken keresztll tortént retrograd neurobiotin jel6lések azt mutatjék, hogy a szajkoruli
teruletek érzo sejtjei kizarolag a cerebralis ganglionokba vetiilnek mely ganglionok az
idegrendszer asszociativ kozpontjat képviselik. Az elébél kezdeti szakaszéban, a szajlregben
levé érz6 neuronok részben a cerebralis részben a buccélis ganglionokba vetiilnek, mig a pofa
és a garat valamint a nyel6csé és a begy érz6 neuronjai kKizardlag a buccalis ganglionokba
vetulnek mely ganglionok a taplalkozasi mintazat-generatort tartalmazzak, igy a taplalkozasi
mozgasgeneralas kdzpontjat képviselik.

A hygroreceptor stimuléléssal el6idézett aktivalas soran a pératartalom az allatok
pneumosztomajat és a lab (farok) caudalis részét éri. Ezért megvizsgaltuk, hogy ezen
tertileteken el6fordulnak e receptor sejtek a killtakaroban. A terlletekhez nyulvanyt kuldé
idegeken keresztiil szamos primer érzé neuron jelélheté neurobiotinnal ami azt mutatja, hogy
az itt 1évé érz6 neuronok a pedalis és a viscero-parietalis ganglionokba vetiilnek, ahol a
vizsgalt szivserkentd szerotonerg neuronok talalhatok.

Immuncitokémiai modszerrel megallapitottuk, hogy minden egyes érzé teriileten az érzo
neuronok egy része tyrosin-hydroxylase pozitivitast mutat, ami azt feltételezi, hogy a
szenzoros afferensek egy része dopaminerg. Szerotonin immunfestett érzé neuronokat
egyetlen vizsgalt érzé terlileten sem talaltunk

Cerebro-buccalis és bucco-cerebralis interneuronok

Mivel a tapcsatorna érzé terliletei mind a cerebralis mind a pedalis ganglionokba vetiilnek,
megvizsgaltuk, hogy milyen neuronokon keresztiil kapcsoldédnak 6ssze az asszociativ
(cerebralis) és a motoros (buccalis) ganglionok. A retrograd neurobiotin jel6lések azt
mutatjék, hogy a cerebralis ganglionokban négy kis csoportba szervezédnek azok a neuronok
melyek nyulvanyt kiildenek a buccalis ganglionokba, mig a buccélis ganglionokban egyetlen
teruletre korlatozodnak a cerebralis ganglionba nyualvanyt kildé neuronok.

A retrograde neurobiotin jel6lést immuncitokémidval kombinalva megéllapitottuk, hogy Helix
esetében a cerebro-buccalis neuron kozil egyetlen szerotonerg neuron az MGC kiild
nyulvanyt a buccalis ganglionokba és az altaluk beidegzett taplalkozasi izmokba. Tovabba
egyetlen tyrosin-hydroxylase tartalmu neuron kild nydlvanyt a buccélis ganglionba. A
buccalis ganglionban a bucco-cerebrélis neuronok kozul 1-2 tyrosin-hydroxylase pozitiv
neuron kild nydlvanyt a cerebralis ganglionba. Szerotonin immuno-pozitiv neuront nem
talaltunk a buccalis ganglionokban.

A Lymnaea esetében az egyetlen kiilonbség az, hogy a cerebralis ganglionokbol nem egyetlen
neuron, hanem egy jol szeparalt kis tyrosin-hydroxylaz festett sejtcsoport kild nydlvanyt a
buccalis ganglionokba.

Az eredmények azt mutatjék, hogy a ritmikus taplalkozasi mozgéasok generélasaban résztvevo
buccalis ganglionok és a taplalkozasban részvevé izomzat egyetlen neuronbol a paros orias
cerebralis szerotonerg neuronokbdl kapnak szerotonerg rostokat, mig a valdsziniileg
dopaminerg tyrosin-hydroxylaz pozitiv cerebro-buccélis és bucco-cerebralis interneuronok
kolcsondsen sszekapcesoljék a két ganglionrendszert.

A CNS szerotonerg és a dopaminerg rendszerének lehetséges neuroanatomiai kapcsolatai



Szerotonin és tyrosin-hydroxylaz kettés immunfestést alkalmazva megvizsgaltuk a két
rendszer anatomiai viszonyat Helix-ben és Lymnaea-ban. Az eredmények azt mutatjak, hogy
minden egyes tyrosine-hydroxylaz pozitiv neuron kaphat szerotonerg bemenetet mind a
szoméajan mind a nyulvanyaikon keresztil. A szerotonin festett neuronok nem fogadnak TH-ir
rostokat a szomajukon, de a neuropilben a SHT-ir rostok beékelédnek a kompact és koherens
THir rostkdtegekbe, igy két festett rostrendszer kapcsolatot létesithet egymassal. Annak
eldontésére, hogy ezek a lehetséges kapcsolatok szinaptikusak vagy nem szinaptikusak,
elektron mikroszkopos vizsgalatok szlikségesek.

Ezek az eredmenyek azt feltételezik, hogy a megemelkedett arousal alatt mikor a 5SHTerg
rendszer ndveli az aktvitasat, a 5SHTerg rendszer befolyasolja a dopaminerg rendszert. Mivel a
DAerg neuronokat a kis méretilk miatt nem siker(lt intracellularisan jellemezni és
megvizsgalni az 5HT koncentracié fliggé hatasat, igy nem tudjuk, hogy az 5HT hogyan hat a
DAerg rendszer aktivitasara. A HPLC mérések szerint a taplalékfelvétel alatt mind a DA
mind az 5HT szint emelkedik, ekkor valésziniileg az SHT serkenti a DAerg rendszert, de nem
zarhatjuk ki, hogy a megemelkedett 5SHT szint késoébb gatolja a DAerg neuronok aktivitasat.

A konfokalis mikroszkopos analizis azt mutatja, hogy az intracellularisan neurobiotin jeldlt
MGC is szamos 5HT immunfestett rostot fogad mind a szdméajan mind a nyulvéanyain
keresztul. Ezek a megfigyelések és az, hogy az MGC elektrotonusos kapcsolatot is Iétesit mas
5HTerg neuronokkal feltételezik, hogy az MGC aktivitasa képes kifejezni az aktudlis arousal
szintjét.

A DA és 5HT szintézisének lehetséges helye egy neuronon bell

A monoaminok szintézise elvileg a monoaminerg neuronok barmely részében torténhet, igy a
disztalis periférias szegmenseikben is. Mivel a monoaminok szintézisének két utolso Iépese a
hydroxylalas és dekarboxilalas. A DA esetében a thyrosin hydroxylase (TH) és az aromas
amindsav dekarboxylase vagy DOPA decarboxylase (DC) enzimek végzik a két folyamatot,
mig az 5HT esetében a tryptophan hydroxylase és az aromas amindsav decarboxylase
enzimek végzik a két folyamatot. A DA szintézis esetében immuncitokémiai segitségével
megvizsgaltuk a thyrosine-hydroxylase és a DOPA decraboxylase enzimek jelenlétét ill
eloszlasat a neuronok kilonbdzo részeiben. Az immunciokémiai vizsgalatok azt mutatjak,
hogy pozitiv festédés esetén a neuronok szomajaban és dendritjében mindig van TH és DC
immunreaktivitas, mig a disztalis axonszegmentekben nagyon erésen valtozik.

Az eredmények azt mutatjék, hogy ha erés immunfesteést kapunk a thyrosine hydroxylase
enzimre, akkor csak gyenge (vagy nincs) immunfestés figyelheté meg a TH immunjeldlt
sejtekben, mig erés DC festés esetén csak gyenge (vagy nincs) TH .immunfestést kapunk. A
DC immunfestés és az 5SHT immunfestés kombinalasa azt mutatja, hogy minden egyes 5SHT
immunfestett sejtekben pozitiv DC immunfestés figyelheté meg, igy az antitest az 5SHTerg
sejtekben 1évé SHTP decarboxylase enzimet is jel6li, vagy mind a DAerg mind az 5HTerg
sejtekben ugyanaz a decarboxylase enzim mikodik. Az eredmények azt mutatjak, hogy
bizonyos esetekben DA vagy 5HT szintézis a disztalis axonszegmensekben is folyik, mig méas
esetben csak a CNS-ben torténik. Jelenleg még nem tudjuk, hogy milyen fiziologias allapot
hatarozza meg azt, hogy a fenti két lehetéség kozil melyik valosul meg. Osszel, mikor az
allatok hibernacioba mennek at, mind a TH mind a DC immunreaktivitas eltiinik a disztalis
axonszegmensekbol.

Neurotoxinok hatasa a taplalkozasra



Kordbban mar leirtuk, hogy az 5,6- ill. 5,7-dyhydrxytryptamin idélegesen specifikusan
kérositja az 5SHTerg rendszert ami a taplalkozas szintjén is megjelenik. A HPLC vizsgalatok
szerint a regeneracios szakasz utan az allatok bar képesek taplalkozni, de a k6zponti DA és
5HT szint fuggetlenil az évszaktdl mindig csokken a taplalekfelvétel alatt. A taplalékfelvétel
mindig DA talstlyban zajlik.

A jelen vizsgalatok célja az volt, hogy olyan neurotoxint hasznaljunk ami specifikusan a
DAerg rendszert karositja vagy reversibilisen vagy irreversibilen. A gerincesek esetében a
60H-dopamin hasznalhatd a DAerg rendszer karositasara és ezért a Parkinson tlinetek
Iétrenozésara is alkalmas. Csigakban azt talaltuk, hogy ez az agens a szerotonerg rendszert is
jelentésen karositja, ezért nem hasznalhato a DAerg rendszer aktivitasanak kiiktatasara.
Jelenleg Lymnaea-an egy Uj agenst, a rotenont teszteltiik, ami egy kdzonséges peszticid. Az
allatokba a taplalékkal vagy a kérnyezeten keresztil (vizi kdrnyezet) kertilhet be. A
szervezetbe kerilt rotenon el6szor lecsokkenti a taplalkozast és a mozgéast, majd felfliggeszti
azokat. A HPLC meérések azt mutatjak, hogy ebben az esetben a rotenon egy kb. 25%-0s DA
csokkenést idéz el6 a CNS-ben. A kezelés alatt az drias pedalis DAerg sejt spontan aktivitasa
megmarad, de preszinaptikus kapcsolatai kiesnek. Az immuncitokémiai vizsgalatok azt
mutatjak, hogy a rotenonkezelés a tlinetek kialakulasanak idejére eltiinteti a thyrosin-
hydroxylase (TH) immunreaktivitast a neuronkbol, de felerésiti a DOPA decarboxylase (DC)
immunreaktivitast mind a DAerg, mind az 5HTerg neuronokban. A megfigyelések azt
feltetelezik, hogy a rotenon egy még ismeretlen Gton gatolja a TH expressziojat, igy a
neuronok szamara nem all rendelkezésre elegendé DOPA a DA szintézishez. Mivel az 4gens
nem gatolja a DC expresszidjat ezert a neuronok kuilsé forrasbol vehetnek fel DOPA-t a DA
szintézishez. Ez azt is feltételezi, hogy a DA szintézis két DOPA forrasbdl is torténhet. Az
egyik forrds maga a neuronban szintetizalt DOPA, mig a masik, a kulsé forrés, a keringésben
lévé DOPA, ami a taplalékok emésztésébél is szarmazhat.

A rotenonra vonatkozo specificitasi tesztek még csak a kezdeteknél tartanak. Ha a rotenon
specifikus DAerg toxinnak bizonyul, lehetéségiink nyilik arra, hogy megvizsgaljuk azokat a
folyamatokat amik hozzajarulhatnak a DAerg rendszer pusztulasahoz mind fiziologiai, mind
biokémiai, mind molekulrdis bioldgiai szinten. Tovabba vizsgalhatdva teszi szamunkra a DA
szerepét a taplalkozasi mozgasok generalasaban és a helyvaltoztatdo mozgasokban is. igy, a
rotenon lehetéséget nyujthat egy Uj egyszerii Parkinson modell létrehozésahoz is.

Az eredmények egy részébol kézirat készll a Neurscience Letters szamara:

Vehovszky A, Szab6 H , Hiripi L, Filla A, *Elliott CJH , Hernadi L .Behavioural
impairment induced by rotenone in the in the pond snail Lymnaea stagnalis. An invertebrate
model for Parkinson’s disease?

Egy a taplalkozasi mintézatgeneratort serkenté neuropeptide azonositasa csigdban

Az izeltlabuakbol izolalt neuropeptide a crustacean cardioactiv peptide-hez (CCAP) nagyon
hasonlé molekulat mutattak ki Helix-ben (molluscan cardioaktiv peptide, M-CCAP). A CCAP
és az M-CCAP fiziologiai hatésait és idegrendszeri eloszlasat vizsgaltuk csigakban. Lymnaea-
bol készilt izolalt CNS preparatumon kimutattuk, hogy mind a CCAP, mind az M-CCAP
képes beinditani ill. modulalni a tplalkozasi mintazatgenerator mikddesét. Az eredmények
egy részét publikaltuk (Vehovszky et al Neurosci Lett 2006). Helix-bol készlilt sziv és
nyel6csé preparatumokon megvizsgaltuk a két molekula kontrakcidra kifejtett hatasat.



Mindket molekula mindkét preparatumon képes serkenteni a spontan kontrakciokat. A
legerételjesebb hatast akkor kapjuk, ha a preparatumokat 6rakra hiitében taroljuk. Ebben az
esetben a szoba homérsekletii flirdéfolyadékban a spontan kontrakciok gyakorisaga jelentésen
lecsokken, de CCAP vagy M-CCAP-t adva a kontrakciok frekvencidja és amplitudoja
jelentssen megemelkedik. A legerételjesebb hatas 10°-10™ M koncentracional fejtik ki. A
hatas nehezen moshaté vissza. A megfigyelések azt feltételezik, hogy a molekulanak egy
idegrendszeri és egy posztszinaptikus szOveti hatasa is van.

Az immuncitokémiai vizsgalatok szerint a molekula mind a CNS-ben mind a periférian
kimutathato. A CCAP elleni antitestet hasznalva a CNS-ben az immunreaktiv sejtek eloszlasa
mind a Helixben, Lymnaea-ban mind a Planorbis-ban nagy hasonldsagot mutat, ami azt
feltételezi, hogy ez a filogenetikailag 6si molekula a kiilénbdz6 gastropoda fajokban is
nagyon hasonl6 formaban van jelen.

A kapott eredményekbdl kézirat késziil a Cell and Tissue Research szamara:

Hernadi L., Vehovszky, A., Agricola, H. J. The distribution and effects of Crustacean
cardioactive peptide (CCAP)-like molecule in different gastropod species.

Az OTKA grant keretében végzett vizsgalatok eredményeibdl a kdvetkezd eldadasokat
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Vehovszky A., Hiripi L., Szab6 H., Hernadi L., Elliott C.: Heterogenous population of
octopamine receptors for feeding modulation in the buccal network of the pond snail
Lymnaea stagnalis. (MITT Konferencia, Pécs. 2005)



Hernadi L., Hiripi L., Gyéri J., Vehovszky A.: Seasonal dependent changes of
monoamine levels during food ingestion in the snail, Helix pomatia. (MITT Konferencia,
Pécs 2005)

Vehovszky, Agnes”, Szab6, Henriette™, Hiripi, Laszl6™, Filla, Adrienn”, Elliott, Chistopher
J.H.*, Hernadi, LaszI6" Rotenone induces behavioural impairment in the pond snail
Lymnaea stagnalis with a possible involvement of the dopaminergic system. (IBRO
Workshop, Budapest 2006)

Hernadi LaszI0., Hiripi Laszld, *Dyakonova Varvara, Gyéri Janos., Vehovszky Agnes The
effects of starvation on the serotonergic and the dopaminergic systems in gastropods (IBRO
Workshop, Budapest 2006)

Vehovszky A , Szabé H , Hiripi L, Filla A, *Elliott CJH , Hernadi L .Behavioural
impairment induced by rotenone in the in the pond snail Lymnaea stagnalis. An invertebrate
model for Parkinson’s disease? (FENS Meeting, Bécs 2006)



