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ABSTRACT

Distribution of serotonin content of nervous fibers in both the somatic and the visceral muscle of
Eisenia fetida have been investigated using immunocytochemical staining and voltammertic measurements.
Good correlation was found between the innervation density and i, values of Differential Pulse Voltammetry
(DPYV) in different anatomical areas. As far as we know this is the first report using in vivo voltammmetry
investigating serotonin content in earthworm, Eisenia fetida.

1. BEVEZETES

Szerotonin (5-HT) az egyik legfontosabb szignal molekula a foldigilisztakban. A hasduclanc 5-HT tar-
talmu neuronjai idegrostokkal kapcsolddnak a bérizomtomlohdz (szomatikus izom), valamint a bélrendszerhez
(visceralis izom). Az ideg—izom szinapszisokban a szerotoninnak fontos szerepe van [4], hatasa kettds, lehet
serkentd [5] és gatld [1]egyarant, a farmakologiai vizsgalatok tanulsaga szerint a hatds a 5-HT pillanatnyi
koncentraciojatol fligg.

Az 1970—es évek kozepétdl indult hoditd utjara az in vivo voltammetria modszere, aminek segitségével
konnyen nyomon kovethetdk az elektroaktiv neurotranszmitterek/modulatorok koncentraciovaltozasai ¢€lo
allatokban.

Korabban megjelent tanulmanyainkban bemutattuk a szerotonin rostok el6fordulasat, megallapitottuk az
tek birtokdban vet6dott fel a kérdés, hogy vajon elektrokémiai iton, in vivo voltammetria segitségével detek-
talhaté—e az 5—HT koncentracid az izomsejtek rostjaiban.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Allatok
Vizsgalatainkat Eisenia fetida (Oligochaeta, Annelida) kifejlett példanyain végeztiik. A kisérletek meg-
kezdéséig klimaszekrényben tartottuk 6ket standard hdmérsékleten (10 °C) és paratartalomban (60%).

2.2. Immuncitokémiai vizsgalatok

2.2.1. Fixalds

Az éllatokat szénsavas vizben érzéstelenitettiik. A test els6 20 szelvényét Zamboni—oldatban [6] fixaltuk
24 6ran keresztiil.

A fixalas utan a szoveteket 0.1 M—os foszfat—pufferben (PBS, pH 7.4) mostuk, felszallo etanol sorozat-
ban dehidrataltuk és Paraplastba dgyaztuk. 7 um vastagsagu sorozatmetszeteket készitettiink egy rotacids
mikrotom segitségével (Anglia Scientific Instruments LTD, Cambridge, England) és a metszeteket krom—
aluminium-zselatin bevonatu targylemezre vettiik fel.
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2.2.2. Fénymikroszkopos immuncitokémia

Deparaffinalas és rehidratalas utan a kovetkezo protokollt kovettiik: a metszeteket 3x20 percig foszfat—
puffer—Triton X—100 (PBS-TX) oldatban mostuk, 0.25%—0s marha szérum albumint, 0.025% TX—et és 0.01%
Na-—azidot tartalmazé PBS—sel higitott 10%—os normal kecske szérumban eldinkubaltuk.

Az elsbédleges antitesttel [nyul poliklonalis anti 5-HT antiszérum (Sigma)] valo 12 6ras inkubalas utan,
PBS-ben valé mosast kovetéen a metszeteket biotinilalt kecske anti—nytl IgG (Sigma) 1:20 aranyban higitott
szérumaval inkubaltuk 1 6ran at, majd egy ujabb PBS—es mosas utan ExtrAvidin Peroxidaz (Sigma) 1:20
aranyban higitott komplexében torténd tjabb 1 oras inkubalas kovetkezett.

Az 0sszes antiszérumot PBS-TX-BSA-ban higitottuk ki és szobahdmérsékleten dolgoztunk veliik. A
lokalis peroxidaz aktivitds indikalasara 0.05% 3,3,—diaminobenzidint és 0.01% H,O,—ot tartalmazé 0.1 M
TRIS-HCI pufferben inkubaltuk a metszeteket 15 percig.

A metszeteket felszallo etanol sorozatban dehidrataltuk, xylolban tisztitottuk és DPX—el fedtiik le.

A kontroll vizsgalatokat az elsddleges antiszérum elhagyéséaval és helyette 1%—os normal kecske szé-
rum hozzaadasaval készitettiik.

2.2.3. Kvantitativ fénymikroszkopias vizsgalatok

A preparatumokat CCD kameraval ellatott Nikon Eclipse 80i fénymikroszkoppal vizsgaltuk. A fénykeé-
peket Adobe Photoshop 7.0 szoftver segitségével értékeltiik ki. A szines képeket sziirke arnyalatosba konver-
taltuk, az igy kapott inverz fotdkat hasznaltuk, ily médon az altalunk vizsgalni kivant teriilet (5S—HT tartalmu
idegelemek) automatikusan fehér arnyalatu lett. A denzitometriai vizsgalatokhoz négy anatomiai teriiletet va-
lasztottunk ki: a test elsé szelvényét, a masodik szelvényt, mint a borizomtomlé részeit, valamint a garat és a
gyomor teriiletét. Az immunpozitiv teriilet aranyat a Histogram menii segitségével hataroztuk meg és fejeztiik
ki annak szazalékos eléfordulasat.

2.3. Voltammetrias vizsgalatok

2.3.1. Mikréelektrodok

33 pum atméréju szénszalakbol készitettik az elektrodokat. A szénszalakat a Specailty Materials
(Massachusetts, USA) cégt6l kaptuk ajandékba. Minden alkalommal egyetlen szénszalat helyeztiink egy iiveg
kapillarisba (d=1.1 mm), majd egy vertikalis kapillaris huzo késziilék segitségével (P-30 Micropipette Puller,
Sutter Instrument Co.) mikropipettat huiztunk. Egy éles penge segitségével levagtuk a mikropipettabdl kilogo
szénszalat. Az elektromos kontaktust a mikropipetta belsejébe juttatott higany és réz szal biztositotta. Az elekt-
rod feliiletére Nafion film bevonatot készitettiink oly modon, hogy az elektrodokat 5%—os Nafion (Sigma)
oldatba martottuk haromszor, minden alkalommal 3—5 masodperc id6tartamig €s a bemartasok kozott 2—3 perc
szaradasi id6t biztositottunk. Ezutan az elektrodokat vagy szobahdmérsékleten szaritottuk 12 oran keresztiil,
vagy 80°C—os kemencében 10-15 percig.

1 mm atmér6jii Ag/AgCl huzalt hasznaltunk kvazi referencia elektrodként €s 0.3 mm atmérdji Pt huzalt
segédelektrodként.

2.3.2. In vivo vizsgalatok

A vizsgalataink soran DPV mérési programot alkalmaztunk PAR (Model 273 A) és CH Instrument
700C Elektrokémiai mérdallomas alkalmazasaval. A leggyakrabban alkalmazott mérési paraméterek az alab-
biak voltak: pasztazasi potencial ablak —0.2 V, +1.2 V; pasztazasi sebessé¢g 20 mV/sec; 1€épés hossz 1.000 mV;
potencial pulzus szélesség 50 ms; potencial pulzus nagysag S0mV.

Az allatokat szénsavas vizben érzéstelenitettiik, majd 2 csoportra osztottuk dket. Az egyik csoportban a
mikroelektrodot fliggdlegesen, a bérizomtomlé dorzalis oldala feldl vezettiik be az elsd és a masodik testszel-
vény korkords izomrétegéig. Mig a masik csoport estében a borizomtdmlé dorzalis felét, a 3—15 szelvények
kozott felvagtuk, hogy a garat és a gyomor jol lathatova valjon, majd ezutan juttattuk az elektrodokat fliggéle-
gesen az emlitett két szerv sajat izomrétegébe.

s

sen készitett S—HT (Sigma) oldatok alkalmazasaval kalibraltuk.

3. EREDMENYEK

3.1. In vitro vizsgalatok
A 5-HT, mint elektroaktiv molekula, 4 elektronos reakcioban (CECEC mechanizmus szerint) oxidalo-
dik a szénszal feliiletén.
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A foldigilisztak szerotonin tartalmil rostjaiban az 5-HT koncentracidja a pM—os nagysagrendbe esik,
ezért sziikkséges DPV méroprogramot alkalmazni a voltammetrias méréshez. A lehetséges méréstartomany
felmérésére in vitro voltammetrias vizsgalatokat végeztiink. Az 1. dbra 33 pum atmér6ji szénszalas elektrod
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1. abra
mutatja (pasztazasi potencial ablak —0.2 V, +1.2 V; pasztazasi sebesség 20 mV/sec; lépés hossz 1.000 mV;
potencidl pulzus szélesség 50 ms; potencial pulzus nagysag 50mV).

3.2. In vivo vizsgalatok

3.2.1. Borizomtomlo

A foldigilisztak bérizomtomléje harom 6 rétegbdl all, az epitheliumbdl, a korkdrds — és a hosszanti
izomrétegbdl. A neurotranszmitterek/modulatorok ugyancsak harom idegfonadékbol szabadulnak fel a. Ezek
koziil is a legfejlettebb a korkoros — és hosszanti izomréteg kozott hizodd plexus muscularis [3].

A rost vastagsaga az altalunk hasznalt mikroelektrodok hegyatmérdjének tartomanyaba esik, ily modon
az elektrodot a rostkotegbe juttatva azok belsejében voltammogrammokat vehettiink fel Differencial Pulzus
tizemmoddban. Ezzel parhuzamosan denzitometrias méréstechnikaval az immunreaktiv rostok %—os eléfordu-
lasat is meghataroztuk. Két anatomiai régioban vizsgaltuk a 5—HT tartalmat és a rostok denzitasat, nevezetesen
az elso testszelvényben, azaz a prostomiumban és a masodik testszelvényben.

2. abra
Immunhisztokémiai és voltammetrias mérések eredményeinek osszehasonlitasa
a testfal 1. és 2. testszelvényeiben
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A 2. A édbran (ep: epithelium, bc: body cavity) a 2. testszelvény gazdag innervacidja lathato, miga 2. D
(ep: epithelium, bec: body cavity) abran a prostomiumé. A 2. B és 2. E abrak mutatjadk be az
immunhisztokémiai fotokbol készitett denzitometrias képeket. A 2. C abran a 2. testszelvény plexus
muscularisaban készitett DPV felvétel lathato, mig a 2. F dbra a prostomium muscularis plexusaban készitett
DPV felvételt mutatja. Mind az A, mind pedig a D fotdn csillagokkal hataroltuk koriil az altalunk vizsgalt
immunpozitiv teriiletet, a nyilak pedig a muscularis idegfonadékra mutatnak. Mind a négy mikrofoton (2. A, 2.
B, 2. D, 2. E) a skala jelzés 50 um hosszu. A denzitometrias fotokon (2. B és 2. E) jol lathat6 a plexus vastag-
saga kozotti kiilonbség, amit a DPV felvételekrél (2. C és 2. F) leolvashatd csucsaramintenzitasok is alata-
masztanak.

A denzitometrids adatfeldolgozassal kapott immunpozitiv rostok eléforduldsa a 2. testszelvény esetében
2.73£1.0%nak (n=4) adodott, mig ugyanez az érték a prostomium, azaz az 1. testszelvény esetében
1.02+0.2% (n=4) volt. Hasonl6an a denzitometrias adatokhoz, a DPV felvételekrol leolvashatd csicsmagassag
a 2. testszelvény esetében 272.5+15.0 nA—nek (n=4) adodott, mig az elsd testszelvényben készitett DPV felvé-
telek csak 135.0£5.8 nA (n=4) cslcsaramintenzitast adtak. Az el6zetes kalibracio alapjan a regisztralt
cstcsaramintenzitasok (ip) kb. 320 uM és 158 uM 5-HT koncentracioknak felelnek meg.

3.2.2. Garat és gyomor

A foldigilisztak, és igy az altalunk tanulmanyozott Eisenia fetida visceralis szerveinek beidegzésében is
fontos szerepe van a 5S—HT-nak. A garat és a gyomor egész hosszaban egy enterikus idegfonadék huzodik,
mely idegrostokbdl épiil fel [2].

Munkank ezen részében a visceralis szervek beidegzésérdl kapott immunhisztokémiai—denzitometriai
adatokat kivantuk 6sszehasonlitani a voltammetrias modszerrel nyert aramintenzitas értékekkel. Eredményein-
ket a 3. abra foglalja 0ssze.
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3. abra.
Immunhisztokémiai és voltammetrids mérések eredményeinek dsszehasonlitisa
garat és gyomor testrészek esetében

A 3. A abra az eredeti 5-HT immunfestett morfoldgiai képet mutatja be (ep: epithelium), mig a 3. B ab-
ran ennek denzitometrias adatfeldolgozas céljabol készitett inverze lathatd. A fotok a garatrol késziiltek. A 3.
C abran a garatban készitett voltammetrias felvétel lathaté, DPV tizemmodban.

A 3. D foton lathatd kép a gyomorrdl késziilt 5S-HT immunfestéssel, a 3. E abran pedig az el6z6 fotd
denzitometrias képe lathato. A 3. F abran lathatd a gyomor enterikus plexusaban készitett DPV felvétel. Mind
az 3. A, mind pedig a 3. D foton csillagokkal hataroltuk koriil az altalunk vizsgalt immunpozitiv teriiletet, a
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nyilak pedig az enterikus fonadékra mutatnak. Mind a négy mikrofoton (3. A, 3. B, 3. D, 3. E) a skala jel hosz-
sza 50 pm.

A denzitometrids eljarassal kapott immunpozitiv rostok szazalékos eldfordulasai a garat esetében
1.1240.6%nak (n=4), mig a gyomor esetében 1.28+0.6%—nak (n=4) adodtak. Az ugyanezen két teriileten
szénszalas mikroelektroddal detektalt csiicsaramintenzitasok a kovetkezdek voltak: 122.5+5.0 nA (n=4) és
137.5£12.6 nA (n=4). Az elézdleg felvett kalibracios egyenes alapjan ezek az i, értékek kb. 158 pM és 161
uM 5-HT koncentracio értékeknek felelnek meg.

4. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalatainkban a tragyagiliszta (Eisenia fetida) kiilonbdz6 anatomiai teriileteinek 5—HT tartalmat
vizsgaltuk két kiilonb6zé modszerrel: egyrészt a széles korben alkalmazott immunhisztokémia festéssel, ki-
egészitve azt denzitometrias vizsgalatokkal, masrészt szénszalas mikroelektroddal, voltametrias méréseket
végezve. Célunk az volt, hogy a két modszer eredményeit 6sszehasonlitsuk, valamint, hogy a voltammetrias
modszer foldigilisztakban valo alkalmazhatosagarol és hasznalhatosagardl informacidkat kapjunk.

Mind a visceralis—, mind pedig a szomatikus izmok 5-HT beidegzését megvizsgaltuk mind a két mod-
szer segitségével. Végkovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a voltammetrids adatok jo egyezést mutattak az
immunhisztokémia festési eljaras, valamint a denzitometrias kiértékelés eredményeivel. Ez szamunkra azt
jelenti, hogy a szénszalas mikroelektroddal végzett DPV alkalmas modszer a foldigilisztak kiilonbozo test-
szerveiben 1évo 5—HT koncentracié nyomon kdvetésére. A modszer elénye, hogy €10, altatott allatokon végez-
het6k a kisérletek, kiillonbozé anatéomia régiok vizsgalhatok egymas utan. Kiilonboz6 idében ismételhetok a
mérések azonos helyen, igy a lokalis koncentracidvaltozasok is figyelemmel kisérhetok.

5. KOSZONETNYILVANITAS

A szerzok ezaton szeretnének koszonetet mondatni Kiss Gyeretyannénak a technikai segitségért. A ku-
tatasainkhoz az anyagi segitséget a MTA-PTE Adaptacio Biologiai Kutatocsoport és a Magyar Tudomanyos
Alap (OTKA, T049502) nyujtotta.

IRODALMI HIVATKOZASOK

[1] Anctil, M., Laberge, M., Martin, N., 1984. Neuromuscular pharmacology of the anterior intestine of Chaetopterus
variopedatus, a filter—feeding polychaete. Comp. Biochem. Physiol. 79C, 343-351.

[2] Barna, J., Csoknya, M., Lazar, Zs., Hamori, J., Elekes K., 2001. Distribution and action of some putative neuro-
transmitters in the stomatogastric nervous system of the earthworm, Eisenia fetida (Oligochaeta, Annelida). J.
Neurocytol. 30, 313-325.

[3] Csoknya, M., Takacs, B., Koza, A., Dénes, V., Wilhelm, M., Hiripi, L., Kaslin, J., Elekes, K., 2005. Neurochemi-
cal characterization of nervous elements innervating the body wall of earthworms (Lumbricus, Eisenia): immuno-
histochemical and pharmacological studies. Cell Tissue Res. 321, 479-490.

[4]  Gardner, C.R., Walker, R.J., 1982. The roles of putative neurotransmitters and neuromodulators in Annelids and
releated invertebrates. Progr. Neurobiol. 18, 81-120.

[5] Krajniak, K.G., Klohr, R.W., 1999. The effects of FMRFamide, serotonin, and acetylcholine on the isolated crop—
gizzard of the earthworm, Lumbricus terrestris. Comp. Biochem. Physiol. 123A, 409—415.

[6] Zamboni, L., De Martino, L., 1967. Buffered picric acid formaldehyde: a new rapid fixative for electron micros-
copy. J. Cell. Biol. 35, 148B.

Miiszaki Szemle e 39—40 77



