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1. Bevezetés

1.1. Modellallatunk az E. fetida és az embrionalis fejl6dése

A kevéssertéjli gydrlsférgek kozé tartozd tragyagiliszta hosszu torténettel rendelkezik az
0sszehasonlitd embrioldgidban és morfoldgiaban. Szdmos Clitellata-nal (igy az E. fetida-nél
is) eltlint az 6si Annelidakra még jellemzd szabad larvaallapot, és a terresztrializalodas
kovetkeztében olyan reproduktiv folyamatot alakitottak ki, melyben az embridk specialis zart
térben, Un. kokonokban taldlhatd fehérjekkel taplalkoznak, igy nem fliggnek a kdrnyezet

nyujtotta taplalékmennyisegtél (1. &bra).

1. abra: A reproduktiv folyamat soran létrehozott kokon (A); a kokon és a benne 1évé
embridk (B), a kokonbdl eltavolitott embrid (C)

A pérosodas utan a feln6tt egyeden, az ivarszervek mdogott er6sen megduzzadt nyereg
(clitellum) talalhatd. A nyereg a 30-32. szelvény tajekan helyezkedik el és mirigysejtekben
gazdag. Ezen mirigysejtek nagy mennyiségl valadékot valasztanak el, amely a parosodaskor a
két egyed Osszetapadasat biztositja, majd késdbb kissé megszilardul és mintegy tokot képez a
nyereg korll. Az allat testének mozgatasaval a képz6dményt a feji vég iranyaba tolja
(2. &bra). A ndi ivarnyilasnal (14. szelvény) bele keriilnek a petesejtek. Tovabb el6re haladva,
a parosodaskor kolcsonds himivarsejtcsere Utjan az ondotartalyba jutatott, és eddig itt tarolt
himivarsejtek szintén bele kerlilnek a képzddménybe (ondétartaly nyilasai: 10-11. szelvény).
Ezutdn megtorténik a megtermékenyités. A feji végrdl lecsisz6 tok nyitott végei

Osszetapadnak, és az igy kialakulo kokonban fejlédnek ki a gilisztak (ZBORAY, 1992).
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2. abra: Az E. fetida kokonrakasi folyamata (A-D); Jeldlesek: Cl: clitellum; nyilhegyek:
kokonfal; nyilak: kokon haladasanak iranya; csillag: szikalbumen (BOROS és mitsali,
2008)

Az embrionalis fejl6dés id6tartalma er6sen fugg a kilsd kdrnyezet hdmérsékletétdl (22-
24°C-on 23-27 nap). Egy kokonban altalaban 3-7 darab megtermékenyitett petesejt talalhato,
melyek feherjékben és szikanyagokban gazdag glikolipoproteideket és glikoproteideket
tartalmazé kokonfolyadékban fejlédnek (WiLsON, 1887; ROUABAH-SADAOUI és MARCEL,
1995). A kokonalbumen tapanyagokat, védéfehérjéket és hormonokat (pl. PACAP, CTR,
periviscerokininek) is tartalmaz (Boros és mtsai, 2010, Boros és mtsai, publikalatlan
eredmények). Az embriok szikanyaga mérsékelt mennyiségben van jelen, a teljes tapanyag
szilkségletet az embriogenezis alatt nem tudja fedezni, igy a kokonban lév6 albumen
fogyasztasa feltétel a kikelési allapot elérésében. Az albumen felszivasa koran jelentkezik az
embriogenezis sordn. Ahhoz, hogy ez megvaldsulhasson dsszehangolt izommozgas szikséges
a garatfalban. Az izommozgas kialakitdsdban, vagyis a garatfal innervacidjdban a
sztomatogasztrikus idegrendszer jatszik fontos szerepet. gy a kokonalbumen felszivasanak
feltétele, a sztomatogasztrikus ganglionok fejl6désének korai embrionalis allapotban. Az
embriok fejlédése a kokonalbumen mennyiségétél és min6ségétdl jelentés mértékben fligg
(BorOos és mitsi., 2008). Versengés alakul ki a fejlédé embriok kozott az albumen

hasznositasaért. Egymas érzékelésében a primer érzékhamsejtek jatsszak a f0 szerepet,
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melyek a kdzponti idegrendszerrel kommunikalva tajékoztatjak az embridt a kornyezet

ingereir6l.

3. bra: Az oligochaeta gydrasféreg embrionalis fejlédésenek folyamata. (A) Ml és Mr: bal
illetve jobb mezoteloblaszt, NOPQI és NOPQr: ektoteloblaszt prekurzorok bilateralis
parja, EP: endodermalis prekurzor sejtpar. (B) 2 napos embrié; NOPQ mindkét oldalon
ektoteloblasztokat (N, O, P, Q) termelt; ektodermalis csiralemez (EGB) fejlédik az
ektoteloblasztokbdl mindkét oldalon; mezodermalis csiralemez (MGB) névekszik az M
teloblasztokbol. (C-E) Ektodermalis csiralemez morfogenezise. Embridk 2,5 (C), 4 (D)
és 6 (E) nappal a mezoteloblasztok kialakulasa utan; a csiralemez (EGB) kapcsolt az
anterior véggel un. mikromera sapka (MC) altal, és kezdetben az embrio dorzélis részén
helyezkedik el (C); a csiralemez (EGB) a novekedés soran folyamatosan ives format
vesz fel, mikdzben az embrio ventralis kdzépvonalahoz simul (D); dorzéalis iranyban
megkezdddik a csiralemez Kiterjedése (E); Pr: prostomium. (SHiMIzU és NAKAMOTO,
2001; modositva)

Az E. fetida petesejtjei poli- és telolecitalisak. A tragyagiliszta embrioi spirélisan
bar&dzdalédd kokonbdl fejlédnek ki. A fejlédés 4. napjan alakul ki a gasztrula és a 6. napon
nyolc ektoteloblaszt talalhatd jellemzd elrendezésben a ventralis felszinen. Két prekurzor
sejtb6l sza&rmaznak a teloblasztok: az ektoteloblaszt sejtekbél (N, O, P, Q) és a mezoteloblaszt
sejtekbdl (M-sejtek) (3. abra). A teloblasztok ismétl6dd aszimmetrikus osztodason esnek at,
mikdzben kisméret( blasztsejtek lancat hozzak létre (STOREY, 1989). A teloblasztok az

embrid poszterior végén helyezkednek el (SHIMIzU és NAKAMOTO, 2001).
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Az N teloblaszt alakul ki el6szor a fejlédés 3. napjan a dorzélis felszinen, és az OPQ
prekurzor sejtekkel egytt vandorol a ventralis felszinhez a gasztrulacié folyaman. A 3. nap
végére a Q teloblaszt is kialakul az OPQ prekurzor sejth6l. Az osztddas utan a Q teloblaszt az
N teloblaszttol és az OP prekurzor sejtt6l laterdlisan helyezkedik el. Az OP prekurzor sejt a 4.
napon osztodik, igy létrejon az O és P teloblaszt is. Ezek a sejtek az N és a Q teloblaszt kdzott
kissé poszterior iranyban helyezkednek el (DEVRIES, 1973).

Az ektoteloblasztok mellett a mezoteloblasztok is sorozatos inekvalis osztodason esnek at.
Az osztodasok sordn hozzak létre az embrié mindkét oldalan poszterior-anterior iranyu,
ventro-lateralisan elhelyezkedd csiralemezeket (3. abra). A mezodermalis csiralemez iranyitja
a kdzponti idegrendszer szegmentalddasat (DEVRIES, 1983; SHIMIZU és NAKAMOTO, 2001). A
kdzponti idegrendszer progenitor sejtjei (neuroblasztok) a neuroektodermabdl szarmaznak. Az
ektoteloblasztok utddsejtei hozzak létre a neurondlis csiralemezeket, amelyekbdl a ganglionok
képz6dnek (ARAI €s mtsai, 2001).

Az idegrendszer fejl6dése anterior-poszterior iranyd tengely mentén zajlik. A
sztomodeum-telep kialakulasa kozben, az anterior z&rddott ektodermalis csiralemez sejtjei
folyamatosan osztddva hozzak létre az agydlc telepét. Az agydic ekkor nyulvanytalan
neuroblasztokbol all (4. A-B abra). Az ektodermaélis csiralemezek ventralis zarodasa
folyamatos. A zarddott szakaszokon megjelennek antero-poszterior irdnyban a
szelvényenkeénti gangliontelepek (4. A-B abra). Akkor jelennek meg el6szor a garatalatti ddc
és az anterior gangliontelepek neuropiljeban a rostok, amikor a csiralemezek ventralis
zar0déasa eléri a testhossz 2/3-at (4. C abra). Ezzel parhuzamosan az agyduc telepében és a
garatkonnektivumokban is kialakulnak az els6 rostok, és az agytelep poszterior iranyba
hatracsuszik (4. D abra), ez a folyamat mas gydr(sféreg fajban is leirasra keriilt (MYOHARA,
2004). Ekozben az anterior testvég epitéliumaban megjelennek az els6 szenzoros sejtek és az
elsO sertetokok, tovabba az eliilsé testrész ganglionjaiban kialakulnak az els6 szegmentalis
ideggyOkerek (4. D &bra). Amikor az agydic a végleges helyére kerllt (3. szelvény)
hasduclanc ganglionjainak tobbségében mar rostok talalhatok és a lateralis idegek is
megjelentek. Ebben az allapotban atlagosan 10 szelvény mar zarddott az anterior testvégen, és
sok szelvényben jelen vannak a szenzoros sejtek (4. E abra). A kikelés el6tt kdzvetlen a
testszelvények zarddtak, az idegrostok és lateralis idegek minden ganglionban kialakultak,
tovabba az dridsrostok is kialakultak teljes egészében. (4. F abra). Az embrionalis fejl6dés
folyamén az idegrendszer sejtjeinek szama novekedést mutat, de a kikelés utdn a sejtszam

még valtozik, és a kbzponti idegrendszer tovabb differencialodik (SOLT és MOLNAR, 2001).
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4. &bra: E. fetida embriok kilonbozd fejlettségl allapotainak vézlatrajza. A: EO; B: E1; C:

S

E2; D: E3; E-F: E4. Jel6lések: sziirke terllet: hosszanti és korkoéros izomréteg; a:
anterior oldal; p: proszterior oldal; romai szdmok: az agyduc helyének szelvényszama.

(PROSSER, 1933; modositva)

1.2. Az embrionalis fejl6dés szakaszolasa

Az embriondlis fejl6dés 6t szakaszra oszthatd. EO szakasz: a zigéta allapottdl 25 sejtes
embrio allapotig tart. A zigota holoblasztikus osztodasa a csiralemezek kialakulasat, és az ezt
kovetd szaj és garat fejlodését eredményezi. Az El-es szakaszban a meghosszabbodott
csiralemezek az embrié ventralis kdzépvonalan lathatdk és a szdj és garat kialakulasa
befejezdik (BOROsS és mtsai., 2008). Az albumin az embridba kerl, és biztositja a taplalékot
a kovetkez6 fejlédesi szakaszokhoz (DEeVRIES, 1983). Az E2-es fejlédesi szakaszban a
csiralemezek dorzalis iranyba ndvekednek, valamint az egyesulésik megfigyelhet6 az anterior
régidban. A szegmentacid megkezdddik az anterior testrészen. E3 szakasz: a csiralécek
egyesilése mar a poszterior testrégiokban is megfigyelhetd és a test szegmentécidja jellemz6,

viszont még nagy mennyiségi albumin talalhat6 a test kozépsé reszen. Az E4-es szakaszban a
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kikelés el6tt a test meghosszabbodik és teljes mertékben szegmentalodott, kialakult a

karakterisztikus gilisztaforma (Boros és mtsai., 2008).

1.3. Neurotranszmitterek

Irodalmi adatokbol ismert, hogy a gydrisférgek idegsejtjeiben a klasszikus
neurotranszmittereken  (acetilkolin, adrenalin, noradrenalin) kivil, aminosavak és
aminosavszarmazékok is lehetnek kémiai ingeriletatvivék (KErRkUT és mtsai., 1967
MYHRBERG, 1967). Koztudott, hogy az embriogenezis és a neurogenezis egyarant
genetikailag determinalt, am a kilonb6z6 fejlédési folyamatok epigenetikus faktorok
(neurotranszmitterek/neuromodulatorok) altal befolyasoltak. A gerinctelenek
neurogenezisében a szerotonin és az FMRF-amid szerepét vizsgaltak. A szerotonin a
neuronok differencialodasa, az axonok novekedésére, elagazasara van hatassal, tovabba a
periférias funkciok kialakuldsdban és a gangliogenezisben jatszhat szerepet (Koza és
CSOKNYA, 2004; Koza és mtsai, 2006). Mig az FMRF-amid altalanos morfogenetikus
hatassal rendelkezik csigdkban (CROLL és VORONEZHSKAYA, 1995). Feltehetéen a
gerincesekben leirt folyamatokhoz hasonléan a gydiriisférgekben is befolyasolja a
neuroblasztok proliferaciojat és differencialodasat is, igy peldaul serkenti az axonok
novekedéset.

Az E. fetida idegrendszere egy multitranszmitteres rendszer, de vannak korédn
expresszalodo vegyiletek, igy peldaul a GABA. A gerinces idegrendszerben torténd
felfedezése 6ta a GABA inhibitoros folyamatokban vald részvételét szdmos tanulmany
bizonyitotta. Felismerték, hogy nem csak a centralis, hanem a periférias idegrendszerben is
transzmitterként funkcional gerincesekben és gerinctelenekben egyarant (ERDO €s WOLFF,
1990). Jelenlétét kimutattdk a Kkifejlett foldigiliszta egyedek kozponti és periférias
idegrendszerében (TELKES és mtsai., 1996). A GABA excitatérikus és inhibitoros hatassal
m(kodhet a csiga kozponti idegrendszerében (HATAKEYAMA és 17O, 2000). C. elegansban
GABA-aktivalta kationcsatornak révén excitatorikus hatasokat is kifejt (GOILLARD és
MARDER, 2003). Lymnaea stagnalis procerebrum tanulményozéasakor leirtdk, hogy a GABA
gatlasoldast idéz eld, ezaltal fokozva, modulalva a serkent6 bemeneteket (KOBAYASHI és
mtsai, 2012). Fontos felismerés, hogy a GABA-nak nem csak a neurotranszmisszioban lehet
szerepe. A GABA mind a kozponti, mind a periférias idegrendszerben neurotrofikus
faktorként funkcionalhat, mely részt vesz a neuronalis fejlédés szabalyozasaban (ERDO és
WoOLFF, 1990). Lehetséges hormondlis szerepét irtdk le rakban (SuLJAK és mtsai, 2010).
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Emellett trofikus faktorként funkcionalhat az idegrendszer fejlédésében és valdszindsithetd,
hogy kemoattraktansként vagy pozicionalis targetként szolgal gerinces szervezetekben (FoA
és Cook, 1998). A patkany kdzponti idegrendszerét vizsgalva leirtak, hogy a GABA serkenti
a kemokinézist, tehat a neuronok szignal felé torténé mozgasat (BEHAR és mtsai, 1994).
Gerinctelenekben is leirtak hasonlo6 jelenséget, az inhibitoros GABA el6bb jelenik meg, mint
az excitatorikus glutamat a Cherax drestructor fejl6dése soran. Az inhibitoros motoneuronok
valoszin(leg befolyasoljak az aktivitasfiggé folyamatokat a testfalban, beleértve a serkentd

innervacio kialakitasat es stabilizacidjat (FOA és Cook, 1998).



2. Célkitlzes

Az irodalmi adatok attekintése utan ismert, mely transzmitterek szabadulnak fel az E.
fetida embriogenezise soran a kozponti és periférias idegrendszerben. A GABA nemcsak
transzmitterkent, hanem novekedési faktorként is funkcional. (FOA és Cook, 1998; FERGUSON
és MCFARLANE, 2002). Keépesek lehetnek befolyasolni a neuronok novekedését, fejlodését.
Részt vehet a serkentd innervacié kialakitasanak reguléaciojaban, illetve a serkentd bemenetek
modulalasaval befolyasolhatja a fejlGdést. Igy vizsgalataink soran az embrionalis fejlédés
GABAerg rendszerére koncentraltunk. Célunk az volt, hogy detektaljuk az embriogenezis
soran megjelend és valtozO GABA immunreaktiv strukturakat, és lehetséges funkcioikra
kovetkeztessiink.

Koza és Csoknya (2004) publikalt eredményeket az E. fetida GABAerg elemeinek
megjelenésérdl az embriondlis fejlédés soran. Megerdsitették a GABA korai megjelenését
mind a kozponti, mind a periférias idegrendszerben, emellett az anterior-poszterior iranyu az
fejlédest. Azonban részletesen nem tanulmanyoztak a GABAerg strukturak mintazatat, illetve
fejlédésuk kinetikajat, tovabba az altaluk alkalmazott embrionalis fejl6dés szakaszolas eltér az

irodalomban szerepl6tdl.

3. Anyag és Modszer

3.1. Kisérleti allatok tartasa és el6készitése

Kiserleti allatunk a tragyagiliszta (Eisenia fetida, Sav.) (Annelida, Oligochaeta,
Lumbricidae), melynek embridit vizsgaltuk. Standard laboratériumi koralmények kozott
(hémérséklet 22°C, 12 6ras megvilagitas, folyamatos légcsere; tenyésztalaj Gsszetétele: 50%
viragfold (pH 6,8-7,2), 20% kvarchomok, 10 % t6zeg es 20 % reszelt burgonya) tartottuk a
kikelt és ivarérett egyedekkel egyiitt a kokonban fejl6d6 embridkat.

Kozvetlendl a vizsgélatok megkezdése el6tt gydjtottik ki a kilonbdzo fejlettségi allapotd
embridkat tartalmazd kokonokat a tenyészetekbdl. A fejlettségi allapotra a kokonok faldnak
szinébdl kovetkeztettlink, illetve sztereomikroszkop alatt a fal attetsz6sége miatt a kiillénb6z6

fejlettségl embridk lathatdak voltak.
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A Kkokonokat csapvizzel nedvesitett papirtorlével tisztitottuk. Majd Sylgard alapd
bonctélban, 7,5 pH-ja giliszta Ringerben (102 mM NaCl, 1,6 mM KCI, 1,8 mM CaCl, és 5
mM Tris-HCI puffer) boncoltuk ki az embridkat.

3.2. GABA immunhisztokémia

Az embridkat a kokonbdl valo eltavolitas utan szobah6meérsékletl Boer-fixaloban (3 mi
pikrinsav telitett oldata, 1 ml 25%-os glutaraldehid, 40 pl jégecet frissen 6sszeallitott
keveréke) 3 Oran at, sotétben fixaltuk. A mintakat 4 x 15 percig 70%-o0s alkoholban mostuk,
majd elszintelenedésig PBS-ben (phosphate buffer saline), tébbszori valtas altal,
hozzavet6legesen 1 napig. Triton-X 100 tartalma pufferben permeabilizaltuk 2 héten at. Ezt
koveten szokvanyos haromlépéses indirekt immunhisztokémiai eljarassal (avidin-biotin-
tormaperoxidaz mddszer) és diaminobenzidines (DAB) vizualizalassal tettlk lathatovd a
GABAerg elemeket az embriokban (MOLNAR ES GABRIEL, 2001).

Endogén peroxidaz gatlast hajtottunk végre 1 orén &t. Elegyiink: 500 pl metanol, 470 pl
desztillalt viz és 30 pl hidrogén-peroxid. Ezt kdvetéen mintankat 3 x 10 percig PBS-ben
mostuk. Az el6inkubalés Triton-X-ABS-ben 1 Orén &t zajlott. A primer antiszérumot 2 napig
hagytuk a mintakon. Ezt kbvet6en 1 napon keresztil, tobbszords valtasban, Triton-X tartalmu
PBS-ben mostuk a mintakat. A szekunder antitestet szintén 1 napig hagytuk hatni. A reakciot
kdvetben a mintdkat 1 napon keresztill PBS-ben mostuk. A tercier oldat ugyancsak 1 napon at
reagalhatott a mintakkal. PBS-ben tortén6 alapos mosast kdvetben, a hivas 3%-os DAB (5
perc el6inkubdlas) és tizszeresen higitott hidrogén-peroxid elegyében torténik, mikroszkopos
kontroll alatt. Hivéasleallitas: PBS-sel.

Primer antitestiink specifitdsarél GABA-preabszorpcios teszttel gy6zddtek meg kordbban a
tanszéken dolgozé munkatérsak. Ha a primer antitestet az inkubalas soran nem adtak hozza a
reakciésorhoz, a szokvanyosan alkalmazott inkubacios id6 elteltével sem kaptak specifikus

festGdést az embrid idegrendszerében.

3. 3. A citokémiai eredmények dokumentalasa és képszerkesztés

Az embriokbol készitett preparatumokat Nikon Eclipse 80i fénymikroszkoppal vizsgaltuk,
és azokrdl digitalis mikrofotokat készitettink. Az eredmények Kkiértékelése sorédn, a

preparatumokrol készitett fotokat CorelDraw és Paint programok segitségevel szerkesztettik.
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4. Eredmények

Immuncitokémiai vizsgalataink szerint a GABA az embrionalis fejl6dés korai szakaszaban
mar akkor expresszalddik az E. fetida szervezetében, amikor a kdzponti idegrendszer telepe
kialakul és megindul a stomodeum differencialddasa (E1 fejl6dési allapot kezdete). Az elsé
jel6lt neuronok (4-6 db) a sztomatogasztrikus ganglionok telepében jelennek meg (5. A abra).
A sztomatogasztrikus ganglionok meretének ndvekedése ebben a stddiumban nem jar egyitt a
GABA-immunreaktiv sejtek szamanak emelkedésével, de a bel6luk kiindulé nyulvanyok
fejlett rosthal6zatot alakitanak ki az agyduc és a garatalatti dic telepeiben (5. D abra). Az E1
fejlédesi allapot vegén jelennek meg az agyduc es garatalatti ddc elsé jel6lt neuronjai (5. B és
C abra). Az agyduc lateralis részein megfigyelheték egy-egy bipolaris neuron nyudlvanyai,
amelyek az agyduc fejl6d6é neuropiljébe és a garatkonnektivumokba futnak. Ekkor jelennek
meg a garatalatti ducban (5. C &bra) azok a jel6lt neuronok, amelyek nyulvanyai a
kés6bbiekben egyértelmlien azonosithaté poliszegmentalis interneuronalis rostrendszert épitik
fel.

Az elébelben néhany gyengén fest6dd sejt (feltehetéen primér érzékhamsejt) méar ekkor
felismerhetd. Az eluls6 testszelvények hamrétegében megfigyelheté szabalytalan
elrendezddesii  sejtek a fejl6dé bbrizomtémlé primér érzékhamsejtjei (5. C abra).
Megallapithato, hogy a bérizomtémlé GABA-IR primer érzékhamsejtjeinek megjelenése és
differencialodasa koveti a kozponti idegrendszer antero-poszterior irdnyd differencialodasi
folyamatat.

Az E2 fejlédési stddiumban indul meg a GABA-immunreaktiv (GABA-IR) sejtek
szamanak novekedése a kozponti idegrendszerben, és ekkor mar nagy szamban figyelhet6k
meg az erdsen festddd sejtek a differencialédd szajliregben és garatban, valamint az eliilsé
testszelvények hamrétegében. A GABA-IR sejtszdm novekedésével parhuzamosan
megfigyelhet6 a nydlvanyrendszer intenziv fejlédése és a jellegzetes rostrendszer kialakulasa
mind a kézponti, mind a periférias idegrendszerben. A legfeltlin6bb valtozas a hasduclanchan
és az el6bélben figyelhet6 meg. A hasducokban az antero-poszterior fejlédési iranynak
megfeleléen egyméas utan jelennek meg az elsé szegmentélis ideg mdogott elhelyezkedd
perikaryonok, amelyek nyulvanyai a poliszegmentalis rostrendszer kialakitdsaban vesznek
részt (6. B abra). Az el6bélben jol fejlett rostrendszer, a szaj- és garatplexus kialakulasa
figyelhetd meg (6. A abra). Az agyddc sejtszdma ebben a fejlédési allapotban valtozatlan

marad.
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5. abra: Az E1 fejl6dési stddium GABA-IR struktdrai. A: a fejl6dés kezdetén a
sztomatogasztrikus ganglionokban (fehér keretes nyilak) jelolt sejtek, az agyduc telepében
(6tagu csillag) nyalvanyok (fehér keretes nyilhegy) figyelheték meg. B-D: A fejlédes kés6bbi
szakaszaban az agyduc telepében bipoléaris neuronok (fekete keretes nyilak) jelennek meg, a
garatalatti dicban megfigyelhet6k a poliszegmentalis rostrendszert kialakitd neuronok (fekete
keretes kett6s nyilhegy), a b6érizomtéml6ben a primér érzékhamsejtek (fehér keretes kett6s

nyilak. Hatagu csillag: hasduclanc, harmas nyil: garatkonnektivum. Aranymérték: 100 pm.
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6. abra: Az E2 fejl6dési allapot jellegzetes GABA-IR struktdrai. Megfigyelhet6 a szaj-és
garatplexus (korvégi nyilak) differencialédasa (A) és a poliszegmentalis rostrendszer
(korvégl kett6s nyilak) lefutdsa a hasducok (hatagu csillagok) medialis részén (B).
Harmas nyal: garatkonnektivum, fehér keretes nyilhegyek: GABA-IR rostok az
agyducban, fekete keretes nyilhegyek: garatalatti duc jel6lt sejtjei, fehér keretes kett6s

nyilak: primér érzékhamsejtek. Aranymérték: 50 um.

A fejlédé bérizomtémlbben az antero-poszterior tengely mentén megfigyelhet6 a primér
érzékhamsejtek szamanak novekedése, a nyulvanyok kialakulasa (6B 4&bra), majd a
véletlenszer(i elrendezédés fokozatos rendezetté valasa. Ekkor az érzékhamsejtek
érzékbimbokba rendez6dnek, amelyek tobbsége a szelvények kdzepén, a sertetokokkal egy
vonalban (Un. sertesor) helyezkedik el, a tobbi a szelvény ellils6 és hatso részén random
mintazatot mutat.

Az E3 fejlédési stadiumban az agydic mindkét hemiganglionjaban megjelenik egy-egy
harom neuronbdl all6 csoport, amelyek varik6zus nydlvanyai részben a neuropilben, részben
az agyduc elulsé részen elhelyezked6 perikaryonok korul hoznak létre egy fejlett halozatot (7.
abra). A fejlédés késbbbi szakaszaiban egészen a kikelésig az agyddc GABA-IR struktdrainak
a mintazata nem valtozik, s6t ezek a struktardk a Kkifejlett allatokban is hasonlo
elrendez6désben figyelhet6k meg (Molnar és mtsai, publikéalatlan adat). Ezzel szemben
jelentGs szerkezeti valtozasok kovetkeznek be a hasddclanc, tovabba a sztomatogasztrikus
ganglionok és a stomodeum GABA-IR struktdrainak mintazataban.
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7. &bra. Az agyduc GABA-IR strukturéi az
E3 fejl6dési stadiumban. Fehér keretes
nyilak: harmas neuroncsoport, fehér
keretes  kettds  nyil:  neuronalis
nyulvanyok a neuropilben, fehér keretes
harmas nyil: a nydlvanyok altal kérulvett
neuronok, csillag: prosztomialis ideg,

fekete kor: garatkonnektivum.
Aranymértek: A 50 um, B:25 um, C 10
pm.

A hasduclanc ganglionjaiban az antero-poszterior tengely mentén megjelennek az elsd
szegmentalis ideg mogott elhelyezkedé neuronok, amelyek ipsi- és contralateralis nydlvanyai
a poliszegmentalis rostrendszert alakitjdk ki. A perikaryonok szama fokozatosan né az
embrionalis fejlédés sorén, ez féleg a kozeépbél alatt elhelyezkedd ganglionokban figyelhet6é
meg. El6sz0r a dorzalis, majd a dorzolateralis és végul a ventrolateralis perikaryonok jelennek
meg. A poliszegmentalis rendszer fejl6dése szelvényenkeént eltérd lehet, ennek kdvetkeztében
megfigyelhetd az egyes neuronok nydlvanyainak lefutdsa. Vizsgalataink sorén
megallapitottuk, hogy a poliszegmentalis rostrendszert alkotd nyulvanyok legalabb négy
dicot athidalnak (8. abra).
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8. abra. A poliszegmentalis rostrendszer fejlédése a kdzépbél alatti ganglionokban. A
poliszegmentalis rostrendszert létrehozé neuronok (fekete keretes nyilhegy) és
kontralaterdlis lefutasu nydlvanyaik (fekete keretes kettds nyilhegyek), tovabbad a
novekedési kup (korvégl nyilak) jol megfigyelhet6k. Fekete keretes nyilak: sorba
rendez6dd primér érzékhamsejtek, fehér korok: fejlédé metanefridiumok. Aranymérték: 25
pm.

Az E4 (kdzvetlenll a kikeles el6tti) fejl6dési allapotban a kdzponti idegrendszer legelsé
dicainak GABA-IR struktirainak mintazata nem valtozott (9. A abra). Sem az agyducban,
sem a garatalatti dicban nem tapasztaltunk valtozast. Felt(in6 azonban a garat dorzalis falaban
a GABA-IR neuronok szdmanak nagymértekii névekedése. Mig az agyducban a jel6lt sejtek
szdma nem érte el a tizet hemigangliononként, a garat dorzalis falaban 170 + 27 neuront

talaltunk.
16



9. dbra. Az agyduc (6tagu csillag) és a garat dorzalis falanak (fehér kor) GABA-IR strukturai.
Felt(ind, hogy az agydidcban nem valtozott a jeldlt sejtek szama és mintazata, mig a
garatalatti duc dorzalis falaban jelentés mértékben nétt a sejtszam.
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10. &bra. A hasduclanc GABA-IR struktardinak mintazata totdlprepardtumban (A) és
metszetekben (B, C).

A hasddclanc GABA-IR rostrendszere ekkorra teljesen kifejlédik. Megfigyelhet6 a
ganglionok dorzélis oldalan futd négy rostkdteg, amelyek féleg az els6 par szegmentélis ideg
mogott elhelyezkedé neuronok ipsi-és contralateralis nyulvanyaibdl szervez6dnek (10. A
abra). A jeldlt rostkdteg a centralis neuropilben, a dorzélis 6riasaxonok nyulvanyai kézelében
helyezkednek el. A kontralateralis rostok a mediélis Oriasaxon nyulvanyrendszerét veszik
korul, feltehetGen annak miikddését befolyasoljak.

Az els6 szegmentalis ideg mogott, dorzolateralis pozicioban 1évé sejtek kontralateralis,
valamint ipsilateralis nyulvanyokat bocsatanak ki, melyek a szelvények kozotti
dsszehangolast végzd poliszegmentalis idegeket hozzak létre (10. B abra).

A GABA immunreaktiv rostrendszert a hasdlclanc ganglionjanak keresztmetszetén
elemeztiik. A dorzolateralis sejtcsoport rostrendszere az 6riasaxonok kozvetlen kdzelében,
azok korul helyezkedik el (10. A abra). A dorzolateralis GABAerg sejtcsoport rostrendszere
megfigyeléseink alapjan 4 rostkoteget hoz létre (10. B &bra). A dorzolaterélis sejtcsoporttol

18



kissé poszterior iranyban a hasduclanc ganglionjaban ventrolateralis sejteket ismertiink fel,

melyek az elébb emlitett rostrendszerhez projicialnak (10. C abra).

5. Az eredmenyek megbeszélése

Az E. fetida embriondlis fejlédése soran korai allapotban is kimutathatok a kozponti és
periférias idegrendszerben transzmitter-specifikus struktdrak, melyeket immunhisztokémiai
modszerrel azonositottunk. Korabbi Kisérletek alapjan a GABA immunhisztokémiai
Kimutatdsa esetében biztosak lehetlink abban, hogy GABA-t tartalmaz6 struktirakat
festettiink. Az altalunk alkalmazott szérumok felhasznalsaval kilénbdz6 allatokban, igy a
gilisztaban is, csak specifikus struktdrakat talaltak (FoA és Cook, 1997; HATAKEYAMA és
ITO, 2000; CSOKNYA és mtsai, 2002; FERGUSON és MCFARANE, 2002; KozA és CSOKNYA,
2004; MOLNAR és mtsai, 2006).

Vizsgéalataink eredménye alapjan megéllapithattuk, hogy a GABA az embriondlis fejl6dés
korai szakaszaban megjelenik a sztomatogasztrikus ganglionok telepében, az agy- és
garatalatti dicban és a garatkonnektivumokban (garatideggy(riben). Mind a kézponti, mind a
periférids idegrendszerben antero-poszterior tengely mentén toértént a GABAerg rendszer
fejlédeése.

A GABA az embriogenezis azon szakaszaban jelenik meg a test ellilsé polusan, amikor a
csiralemezek mar kialakultak, de a szegmentacio még nem kezd6dott meg. A garatideggydr(
GABA-pozitiv  sejtjeinek fejlédésevel parhuzamosan torténik a sztomatogasztrikus
ganglionok fejl6dése.

Koréabban leirtak, hogy a kdzponti idegrendszer nem fejt ki szamottevd hatast az E. fetida
béltraktusanak motilitdsara. A bélcsatorna ritmikus aktivitasat a periférias idegrendszerhez
tartozé sztomatogasztrikus ganglionok koordinéljak (MiLLOT, 1943; BARNA és mtsai, 2001).
Az els6ként megjelend GABAerg strukturdk a sztomatogasztrikus idegrendszer részét
képezik. Jol ismert, hogy az E. fetida embrionalis fejl6dése soran az embriok a kokonban
talalhato fehérjét felszivjak és felhasznaljak. A kokon albumenjének mennyisége és minésége
nagyban befolyasolja az embri6 fejlédését (Boros és mtsai., 2008). A sztomatogasztrikus
idegrendszer korai megjelenése arra utal, hogy a fejl6d6 embrido bélmikddése az
embriogenezis korai szakaszaban beindulhat, ami fontos a tartalék fehérje, a szik felszivasa

szempontjabol. A garatizom mozgatasat kétféle hatas biztosithatja: idegi és hormonalis. A
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tapcsatorna mikodését egy gerinctelen neuropeptid, az FMRFamid is befolyasolja (KRAINIAK
és KLOHR, 1999).

Eml6soknél is arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a GABA-nak szerepe van az enterikus
idegrendszer neurotranszmissziojaban (JESSEN, 1981). A GABA eml6s enterikus
interneuronok transzmittere, ami excitatorikus GABA vagy inhibitoros GABAg receptorokra
hat, melyek a motilitast és mukdzalis funkcidt befolyasoljak (KRANTIS, 2000).

A GABA a legjobban elterjedt inhibitoros neurotranszmitter gerincesekben és
gerinctelenekben (COOPER és mtsai., 1991; NIRANJALA és mtsai, 1995). Szamos él6lényben,
prokariotaktol a gerincesekig kimutattak (NIRANJALA és mtsai, 1995). A gerincesek kdzponti
idegrendszerében valé felfedezése Ota bizonyitottdk gatld folyamatokban vald részvételét
(Tobp és mtsai.,, 1992). FO inhibitoros neurotranszmitter a kifejlett emlds agyban
(WATANABE és mtsai, 2003). Excitatorikus és inhibitoros neurotranszmitterként is szerepelhet
Caenorhabditis elegans-ban (MCLINTIRE és mtsai., 1993). A GABA neurotrofikus faktorkent
egyarant (ERDO ES WOLFF, 1990). A GABA Aaltalanos neurotraszmitterként funkcional
Limnodrilus hoffmeisteri (Annelida, Oligochaeta) szenzoros-, interneuronalis és motoros
rendszerében (MOLNAR €és mtsai, 2006).

Koza és CSOKNYA (2004) alapjan az altalunk vizsgalt fajban a GABA szintézise indul meg
legkorabban, ezért val6szinG, hogy tébb modon is befolyasolhatja az idegi strukturdk
fejlédeset, valamint a szdveti differencialddast. Rakok embrionalis fejlddésének vizsgalata
soran hasonlo eredmenyre jutottak. A GABAerg elemek el6bb megjelennek a
neuromuszkularis rendszerben, valamint a kbzponti idegrendszerben, mint ahogy a serkent6
glutamat szintézise megkezdddne, tovabba a GABA mennyisége folyamatosan névekszik a
kikelésig (FoA és Cook, 1997). Azonban vannak ellentmond6 eredmények is, hiszen korabbi
vizsgalatok szerint puhatestliekben a szerotonin és az FMRFamidok korabban jelennek meg
az embriogenezis soran, elhizd6dd hatdssal moduldljak a fejlédést (FRANCHINI, 2005).
Lymnaea stagnalis embriondlis centralis idegrendszerben GABA immunreaktiv sejteket nem
talaltak, de kikelés utan mar megtalalhatoak voltak (HATAKEYAMA és ITO, 2000).

E. fetida embriogenezise soran a kordn megjelend GABA t6bb lehetséges
hatdsmechanizmussal rendelkezhet, valdszinlleg hasonloval, mint a gerincesek és mas
gerinctelenek embrionalis fejlédésében.

A GABA immunoreaktiv rendszer korai kiterjedése a fejl6dé embridban arra enged

kovetkeztetni, hogy a rendszer neuronjainak trofikus szerepe van az idegrendszer
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kialakulasanak iranyitasaban vagy moduléalasaban. A GABA megjelenéese rakokban egybeesik
az axogenezis kezdetével. Ez utalhat arra, hogy a GABAerg neuronok képesek befolyésolni
az idegsejtek fejlodését, valoszindleg trofikus modon (FoA és Cook, 1997). Ezt maés
kisérletek is alatamasztjak. Korabbi vizsgalatok soran regeneracios folyamatokban exogén
GABA hatasara serkent az axonok helyreallasa (CSOKNYA és mtsai., 2002).

Egy tovabbi lehet6ség, hogy a neuromuszkularis innervécio fejléd6é inhibitoros
komponensei rendelkeznek a potenciallal, hogy kontrolaljak az excitatorikus innervacio
fejlédeset (FoA és Cook, 1997).

Tovabba elképzelhetd, hogy a GABA nem inhibitoros neurotranszmitterkent funkcional az
embrid korai fejlédése sordn, hanem excitatorikus neurotranszmitterként szerepel. Kikelt
rakok esetén figyelték meg a jelenséget, hogy mozgasaik sporadikusak voltak. Ebb6l azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy ekkor az izomkontrakciok még excitatorikus GABAerg
hatasra kovetkeztek be, és a kés6bb kialakult glutaméaterg iranyitasra alakul ki a finomabb
mozgas (FoA és Cook, 1997).

A pibécaban (Hirudo medicinalis) a testfal longitudinalis izmaihoz futé inhibitoros
motoneuronok kdzponti inhibitoros szinapszisok altal vannak 6sszekotve az excitatorikus
motoneuronokkal, melyek ugyanazon izmot innervaljak. A gatlé kapcsolatok transzmittere a
GABA. A preszinaptikusan felszabadulé neurotranszmitter depolarizalja az inhibitort, vagy
kdzvetlen az excitatorikus sejttestre hatva hiperpolarizélja a posztszinaptikus excitort. A
Kipreparalt és kultardban novesztett inhibitorok GABA-t szintetizaltak a prekurzor glutamat
jelenlétében, mig az excitorok nem termeltek észlelhet6 mennyiséget a GABA-bAl ugyanazon
kortlmenyek kozott. Egyedi izomkotegek inhibitoros és excitatorikus motoneuronok altal
egyarant innervalva vannak oly médon, hogy az inhibitoros és excitatorikus idegvégz6dések
és neurotranszmitter receptorok térben és elektromosan elkulonilnek. Az inhibitoros
szinaptikus kapcsolatok esszencialis szereppel birnak a ritmikus motoros mintazatok
generalaséban piocak esetében (HoLLIs, 1986).

E. fetida embridkban a garatalatti dictél a testvégig terjed6 kontra- és ipszilateralis
rostokbdl felépuld interneuralis poliszegmentalis halozat fejl6dését figyeltik meg. A kdzponti
idegrendszer szelvényes kinézete ellenére eredményeink alapjan arra a koOvetkeztetésre
jutottunk, hogy minimum 3-4 ganglion képezhet egy egységet, melyet interneuronok
hangolnak dssze. A ganglionok dorzolateralis sejtcsoportjainak rostrendszere az driasaxonok
kdzvetlen kozelében helyezkedik el. Tehat az interneuronok kapcsolatot létesithetnek az
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oridsaxonokkal. Ezt az interneurondlis rendszert mas gytirdsféregben is leirtak (MOLNAR és
mtsai, 2006).

Megfigyeléseink szerint a GABA neurotranszmitterként szerepel az E. fetida embriok
szenzoros-, motoros- és interneuronalis haldzataban. Eredményeink és az attekintett irodalmi
adatok alapjan, a GABA nem egyszer( inhibitoros neurotranszmitter az embriogenezis soran.
ValdszinGsithetjuk, hogy a GABA fontos szerepet lat el, mint ndvekedési faktor a fejlédés

folyaméan, és nem zérhatjuk ki annak a lehet6ségét, hogy excitatorikus hatassal rendelkezik.
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6. Osszefoglalas

A GABA gerincesekben és gerinctelenekben egyarant el6fordulhat  gatlo
neurotranszmitterként és fejlédési  szigndlmolekulaként. Ezen adatok ismeretében
vizsgélataink sorén az E. fetida embriok GABAerg rendszerét elemeztik immunhisztokémiali
modszerrel. A GABA el6szor az elsé embriondlis fejlodési allapotban a csiralemezek
kialakulasa és a szegmentacio kezdete utan jelent meg. Az els6 GABA immunreaktiv (IR)
sejtek az idegrendszerben tlintek fel, igy a sztomatogasztrikus ganglionokban és a
garatideggy(riben. A fejl6dés kés6bbi szakaszaban az anterior-poszterior tengely mentén
karakterisztikus neuroncsoportok jelentek meg az els6 szegmentalis ideg mdogoétt minden
ganglionban. Ezen neuroncsoportok ipszi- és kontralateralis nydlvanyai megszakitas nélkuli
poliszegmentalis interneuronalis héalozatot hoztak létre a garatalatti dictol a terminalis
ganglionig. A ndvekvé GABAerg idegnyulvanyok lefutdsa alapjan a nyulvanyok legalabb
négy szegmentalis ganglionon keresztilfutnak, miel6tt mas idegnyulvanyokkal
szinaptizalnanak.

A periférian el6szor GABA IR sejtek a dorzalis garatfalban jelentek meg, és szamuk
szignifikansan nagyobb volt, mint az agyducban. A sztomatogasztrikus ganglionok és a
garatfal neuronjai egyarant a szaj és a garat tertletét innervarjak, melyek fontos szerepet
jatszanak a kokon albumenjének a fejl6dd emeszté csatornaba szivasadban. Az albumen a
fejlédés késdbbi szakaszaiban energiaforrasként szolgal. A formalddo testfal els6 GABAerg
sejtjei a primer érzékhamsejtek voltak, melyek a kés6i El-es és a korai E2-es fejl6dési
allapotban jelentek meg. Néhany kerek jelolt sejt, melyeket primer érzékhamsejtekkent
azonositottunk, random elhelyezkedéest mutattak a test eliils6 végén talalhato szelveényekben.
A fejlédés folyaman unipolarissa valtak, a sertesorban elhatarolhatd csoportokat alakitottak
ki, és centralis nyulvanyukat a szegmentalis idegen keresztil a hasddclanchoz kildték.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a GABA neurotranszmitterként volt jelen az E. fetida
embriok szenzoros, motoros és interneuronalis halozatdban, melyek szamos szévet és szerv

differencialddasaban vehetnek részt.
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