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Roviditések jegyzéke

AL Antennalis lebeny

Ca/CaMK Cé&/kalmodulin kinaz

CAMP Ciklikus adenozin monofoszfat
DA Dopamin

EAG Electroantennograf

GABA y-aminovajsav

GPCR G-protein kapcsolt receptorok
IR lonotrép receptor

LN Helyi neuron

MGC Makroglomerularis komplex
NO Nitrogén monoxid

NOS Nitrogén monoxid szintaz

OA Oktopamin

OBP K66 fehérjék

ODP Degradalo enzimek

OR Szaglo receptor

ORN Szagl6 receptor neuron

PKA Protein kinaz A

PKG Protein kinaz G

PN Projekciés neuron



1 Osszefoglalas

A rovarok szaglasa széles korben kutatott terigétisorban mekgazdasagi
jelentbsége miatt. A kutatasok fcélja specifikus csalogato,sbszerek valamint
hatékonyabb csapdazasi modszerek kifejlesztésavar rszaglas vizsgalatanak
masik irAnyvonala, a tanulds és memoria kialakaklsdéanulmanyozésa. Mivel a
rovarok szaglo rendszere hasonlo feléfitésint a gerincesek, és igy az ember
szaglé rendszere, ezért a rovarok hatékony modédiegtinek az ilyen iranyu
kutatdsokban. A szakdolgozat célja a rovarok szapldz kapcsolodo folyamatok
attekintése, Osszefoglalasa a témaban megjelenkirstalom alapjan,
megteremtve az alapot egy sajat kutatas elinditasdkétrehoztunk a rovarok
szaglasanak vizsgalatara egy kisérletessragadszert, mellyel képesek vagyunk
szagmolekulak altal kivaltott valaszokat detektalralamint saska (Schistocerca
sp.) agyduchdl készitett metszeteken tobb fest@miast is beallitottunk, ami
alapjan a szakirodalom altal emlitett strukturaketonositottuk. Munkank
elésegitheti a kdvetkézhallgatdé generacié szamara, az allatélettani gyatiom
valo kisérletezést, valamint tovabbi, a témahozckalddd szakdolgozatok

elkészitését.



2 Célkitizés

1. A rovarok szaglérendszerének anatomiai, molekuldislogiai és
fiziologiai leirasa a témaban megjelent szakirochaédapjan.

2. Saskak szaglorendszerének anatomiai vizsgalataetsani modszerek
kidolgozasa és laboratoriumi feltételeinek létredsae

3. Saskdk szaglorendszerének fiziologiai vizsgalatatraeallularis
elektrofiziolégiai modszerekkel.  Elektrofiziologiai mérendszer

felépitése és a mérések laboratériumi feltételeiéek&hozasa.



3 Bevezetés

3.1 A szaglas jelerdisége az allatvilagban

A levegpben oldott kémiai anyagok fontos informaciot homakz a kilvilagrol,
melyek érzékelésére a tulélés zaloga lehet azviddigban. A szaglas soran
szerzett informéaciok figyelmeztethetnek a veszélwegithetnek megtalalni a
taplalékforrasokat és a parvalasztasban, utdédgastan is fontos szerepet
télthetnek be. Az allatok képesek egymassal komkdmi kilonb6zd kémiai
anyagok kibocséatasaval. Ezeket, az anyagokat feroako nevezzik (Széky
1986). A feromonok tobbnyire vizben old6d6 hormomigszeld anyagok, melyek
ill6 anyagokként terjednek szét. Bd®rban az adott faj egyedei kozotti
informacioaramlast szolgalja, de mas fajok egyesleiis tartalmazhat hasznos
informaciot. Az allatok altal kivalasztott kémianyagok sokféle funkcioval
birhatnak. Figyelmeztethetnek a veszélyre, méhelknddiralyr képes olyan
anyagokat termelni, mely a dolgozok agresszivitd&sdtja ki. Megjeldlhetik a
fajtarsaik szamara a taplalékhoz vézetat, a hangyak nyomjdizferomonja
fajspecifikus és a bélcsatorndbdl vagy az ugyndveBofour-mirigykdl
szarmazik. Mas feromonok kijeldlhetik az allatokrritériumanak hatarait.
Kutyaféléknél (Canidae), macskaféléknél (Felidaeyizelettel valo jelolés a
leggyakoribb. Az 6zbak homlokan |&v suborbitalis mirigyének valadékat
dorzsoli a bokrok agaira. Az allatok a kibocsaiedti feromonjaikkal vonzzak az
ellentétes nem képvigd. Rovaroknal is jellem& az ellenked nem
feromonokkal valé vonzasa, mint példaul a lisztlhogh(Tenebrio molitor) vagy
a keleti gyumolcsmolynal (Grapholita molesta). Aagias és kiléndsen a
feromonok az utddgondozasban és a szlletésszatlddyras jeleriis szerepet
jatszhatnak. Vemhesostény patkany, ha a vemhesség korai szakaszaban him
feromonjat érzékeli, akkor elvetél, és Ujra ivardajtars megismerése egereknél
a vizelet és a talpparna mirigyei altal termeliggdaalapjan torténik.

Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a szaglémgedhetetlen érzékelési
mod az allatvilagban, biztosithatja az egyed t8ktlémeghatarozhatja az egyed
csoportban betoltott szerepét, kijeldlheti a tériitmot, részt vehet a

szaporodasban és az utddgondozasban (Szeky 1986).



3.2 Arovarok szaglérendszere

3.2.1 Arovarok idegrendszerének altalanos leirasa

A rovarok idegrendszere hasduclanc idegrendszer,cantralis, viszceralis és
parietalis részre oszthato. A kdzponti idegrendsaerel$ harom feji szelvény
dsszeolvadt ducaibdl létre j@vagyducbdl (cerebrum) és a hasduclanchdl all
(Zboray 1998, Vigh és Kondics 1997).
Az agyduc harom részre kulonithetel, az ebagyra (protocerebrum), a
kozépagyra (deuterocerebrum) és az utdagyra @redecum) (1. abra). A rovarok
idegrendszere neuronokbdl és neurogliabdl all. éroreok lehetnek unipolarisak,
bipolarisak és multipolarisak. Funkcio szerintééés motoros neuronok valamint
informaciot feldolgoz6 interneuronokat kulonboztétl meg. A neuronok
ganglionokban helyezkednek el, axonjaik palyakatniaé& létre. A gangliont
epineurium veszi koril, a neuronok ez alatt a réégt helyezkednek el, a
ganglion centrélis részét a neuronok dendritjeipngai, valamint tdmaszto
szerepet betdit gliaszovet képezi (Zboray 1998, Vigh és Kondic®7)9 Az
eléagyi dacpar a fejtok fetsharmadat foglalja el. Két oldalan talalhatok a lat
lebenyek (lobus opticus), melyek az dsszetett sketeegzik be.
A protocerebralis agyterileten helyezkednek el anlggiestek, mas néven
nyelestestek (corpus pedunculata), a legfontosssioaiacios és &kdzpontok,
ahol az o6roklott és tanult magatartasformak isakialnak. A gombatesteket
unipolaris neuronok és a rostaallomany épiti fédbE vagy utébb az 6sszes &rz
impulzus eljut a gombatest neuronjaihoz, aclid kiindul6 motoros rostok
szabalyozzak a hasduclandékidését. A nyeles tegtbkiindulé leszallé palyak a
centralis testben kereszéelnek, az idegrostokbdl felé@ll neuropiléma
dorsalisan paratlan, ventralisan paros allomanyady neuroszekrécios sejtjei az
agynevezett protocerebralis hidban (pars intercalisp helyezkednek el, a hid
koti dssze a protocerebralis lebenyeket, valanardgyszeai szemek ér@degei is
ide futnak be a gombatest#|
A kozépagy idegzi be a csapokat és a szajszervélkgmagyobb részét az
antennalis lebeny (lobus olfactorius) tolti ki. kaionalis alapegységei a
4



glomerulusok, ahol a szaglé receptor neuronok at®ginapszist képeznek az

antennalis lebeny interneuronjaival. A glomerulsikikiindulé palyadk az

ellenoldali kbzépagyi terlletre, valamint a gombtdkbe vezetnek. Az utbagybal

kiindulo idegpar a labrumot és, a garat dorsalidhiez tapadt frontalis gangliont
idegzi be. Valamint, ventralis irAnyban, az utoagyillettl ered a garatidegdgyt

is. A tritocerebrum neuronjai a labrum &idegsejtjei. Alloméanyanak tébbi része
a fel és leszall6 idegrostokbol all (Zboray 199&jhVés Kondics 1997).
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1. dbra. Rovar idegrendszer.A rovarok ducidegrenszerrel rendelkeznek. Az agyti@rom
dicpar osszeolvadasabol jott létre. A kdrnyéki idadszer harom par tordicbdl és hat par

potrohdichbdl al(Vigh és Kondics 1997)

A ogarat alatti ducpar (ggl.suboesophageale) a liééauti kezdete, ami a
szajszerveket, valamint a nyalmirigyeket idegzi & és motoros neuronokat

egyarant tartalmaz, a gombatestekkel is van kapizsolA garatalatti ducok

szabalyozzak a hasduclanc tkidését,
kozpontként is mkddnek. A hasduclanc ganglionjait

reflextevékenységeket szabalyozo

longitudindlis és

transzverzalis idegtorzsek kapcsoljak 6ssze. Atglatéi ducok utan kdvetkeznek

a thoracalis és abdominalis ducok, melyek az adetivények izmai idegzik be.

5



A hasduclanc ducainak (tkodését a gombatestek szabalyozzak (Zboray 1998),
(Vigh és Kondics 1997).

3.2.2 A rovarok szagloszervei
A rovarok szagloszervei kémiai ingert felfogo érzkok melyek az antennan, a

maxillaris tapogatokon, illetve egyes esetekben dqdl a tojocsovon
helyezkedhetnek el. A kémiai ingert felfogd érzékeék (szenzillak) lehetnek
hartya lemezek (sensilla placoides), szaglokupolengila basiconica),
szaglésarok (sensilla tricsoidea), godotsbk (sensilla coeloconica). A
szenzillak belsejében 1, 2, 3 bipolaris primer peutalalhaté (2. abra). Az
erzeksarokben elhelyezked érzékeb neuronok csak egy bizonyos epitopra
specifikus receptort fejeznek ki. Az epitdp az adaagmolekula azon része, amit
a specifikus receptor érzékelni képes (ami altaldhamolekula egy funkciés
csoportja) (Fonyo és Ligeti 2008). Elxovetkeden egy adott szagmolekuldhoz
tébb epitép tartozik, melyeket kilonféle receptorékzékelnek. Szaglodg
godorsdr tipusu érzéksw az antennan, szaglokup csak a tapogaton talalhato
(Kérpati 2007)Minden szenzilla tartalmaz valamily@&rzékeb neuront, melyek
kilonbo® receptort fejeznek ki, kilonbézpitdpokra reagalnak és axonjaikat az
antennalis lebeny mas-mas részeibe kildik (HansX@dR). A szaglokupok
érzékeb neuronjai inkdbb a tplalék illatanyagaira reagiln mig a
szaglésarokben elhelyezkgitk a feromonokra érzékenyebbek. A szenzilla
porusain keresztil bejutd szagmolekula bejut asbiellyadékkal telt térbe, ahol
azt a szaglo receptor neuron csillogeer megnyult dendritjeinek membranjaban
elhelyezked receptor fehérjék érzékelni képesek (Spehr és EIURQO9, Kérpati
2007).



2. abra. Szenzilla tipsok aszaglds#r (sensilla trichodeal: szaglékup (sensilla basicon)ca:
godorsar (sensilla coeloconica); hartyalemez (sensilla placoide@Karpati 2007)

3.2.2.1A szagmolekula eljutasa a receptorig - Kdt fehérjek (OBP) és
degradalé enzimek (ODP)

A rovarok antenngjanak szenzilldjanak belsejébéradiek tér van, ahol a szaglé
receptor neuronok dendritjei helyezkednek el. Aroeak sejttestei €s a tamaszto
sejtek a szensilla alapjat bélelik. A lumindlis tétyadéka kai fehérjéket és
degradalé enzimeket tartalmaz, melyeket a tamasgték termelnek. A szaglo
szor poérusain keresztll belépszagmolekulakat megkoétik a kotehérjék és a
receptor sejtek dendritjeinek membranjaban elh&ldy receptor fehérjékhez
szallitjak ket (3. abra). Mivel a szagmolekulak nem maradhatmbumenben és
nem ingerelhetik folyamatosan a receptor neuronakadrt a degradalé enzimek
lebontjak és ezzel inaktivaljakket (Rogers és mtsai. 1999). Megkulénbdztetlink
feromon kob és altalanos szag molekulakat &kdfehérjéket, melyek kozti
kilonbségeket intenziven kutatjak(Leal és mtsaD92(Ribeiro Leite és mitsai.
2009; Anholt és Williams 2010).



Levegd

3. abra A szagmolekula Utja a detektalasig

a,A szenzilla poérusain keresztil bejutd szagmoleldpt a bels folyadékkal telt térbe, ahol a
szagl6 receptor neuron csilld szen megnyult dendritjeinek membranjaban elhelyeékedeptor
fehérjék érzékelni képeselb, A szenzilla lumenébe bejutott szagmolekulak oketiérjék
segitségével képesek eljutni a receptoraikhoz. Ayafoatos ingerlést elkerileid a
szagmolekulakat degradalé enzimek bontjak le (Kag07).

3.2.2.2Szagl6 receptorok

A szaglas nem mas, mint a ledbgn oldott kémiai anyagok detektalasa. Az
antenna szenzillaiban elhelyezkedzaglé receptor neuronok a szaglas primer
érzékeb neuronjai. Minden egyes szagmolekulahoz tobb ppidtozik, amit a
szagld receptorok felismerhetnek. A szaglo recepearronok egyféle epitopra
specifikus receptor fehérjét termelnek és az uggtare receptort termeél
neuronok a szaglé lebeny ugyanazon glomerulusd@zikieoe (Vosshall 2001).
Drosophylla esetében, antennanként, 1300 szagépt@cneuron axonja fut az
antennalis lebeny glomerulusaiba. (Masse és mt3@09). Rovarokban a
funkcionald receptorok két receptor fehérje komgl&k allnak. A fehérje
komplex egyik tagja, a rovar fajok kozoétt konzetveterkezdt OR83b, mely
csak egy masik, a szaganyagra ténylegesen specifdaeptor fehérjével (OR)
heterodimerizalva képes részt venni a szaglas rfdyaban. A rovarok szaglo
receptorai kation csatornakéntikddnek az érzéké&lneuronok dendritjeiben. Az
OR/OR83b komplex a ligand (epitdép) bekdése utan konforméacié valtozason
megy keresztll, ennek kovetkeztében az ion csatkimalik (megnévekszik a
nyitasi valdszitisége) és K és C&" ionok aramolnak be a sejtbe, ami
8



membranpotencial valtozashoz vezet (4. dbra.) @Handith 2009). Az még egy
felderitend kérdés, hogy az OR83b mar 6nmagaban is egy kesatorna, vagy
a specifikus szaglo receptorral képzett komplertdrion csatornat (Ha és Smith
2009, Benton 2006, Spehr és Munger 2009).

Szagmolekula Szagmolekula
3 g
@ K ¢
Ca
. tracelluliris té ’ wgf*
extracelluliris tér
e . |.0r83b .

Or or

ACY |
mtracellulins tér

2+
/-\ K+ Ca K+ Cah

ATP  cAMP

4. abra. A rovarok heterodimer receptor&eét lehetséges modell alapjan
Két modell létezik a rovarok OR/OR83 komplexikiidésésl. Az egyik lehebség az, hogy
Or83b méar énmagaban ioncsatornkéiikidik és csak a specifikus OR-el képes részt venni
a szaglas folyamatadban édikiidésdket G-fehérjék szabalyozzak visszacsatoktiesz A
maik modell szerint az OR83b az epitbpokra specHikOR-el egyiltt képzi a kation
csatornat, aminek a nyitasaielei az adott szagmolekula indukélta potenciahzssHa és
Smith 2009).

Az allatvilagban nem csak a szaglasnal, hanemzskeéles tobbi formajanal is a
metabotrop (G-protein kapcsolt receptorok) receptojatszzak a legbb
szerepet. A rovarokban nincs kdzvetlen bizonyitél,ahogy a szaglé receptor
neuronokban az akciés potenciél kialakulasdhoz ddfewill szilkséges a G-
fehérje kozvetitette jelatviteli ttvonal. A G-fej@ harom alegységb allnak és
masodlagos hirvirendszereket aktivalnak az intracellularis térbefz
antennabdl kimutathatéak oGalegységek, éként Qug, de azok nem a szaglo
receptor neuron dendritjeiben koncentralédnak, sagem a szaglé receptor
fehérjékkel nikddnek egyitt. Mégis a @ hianya karosodast okozhat néhany,

szaganyag kivaltotta viselkedésben (Benton és nt886). Kisérletek szerint G-
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fehérje jelatviteli atvonal hianydban az EAG (eteantennograf) jel amplitadoja
csokken a szaganyag tipusatdl és koncentraciéjaggetlentl (Chatterjee és
mtsai. 2009). Lehetséges, hogy a G-fehérjék kdetttdijelatviteli atvonalak,
csak homeosztatikus szabalyzd szereppel birnaky wageceptor ioncsatorna

szabalyzdsaban vesznek részt (Spehr és Munger 2@ Smith 2009).

A kilénbos rovar fajok kozott is konzervalt szerkezgDR83b-nek nem csak
mint ion csatornanak van fontos szerepe a szaglasha endoplazmatikus
retikulumban az OR83b, mint dajka fehérje (chappromikddik, az adott
érzékeb neuronban kifejezett szagld receptor fehérjét elelf térszerkezetbe
tekeri, stabilizalja. Mikor a receptor fehérje fetie a megfelél szerkezetet, az
ER-bdl valo kilépését is az OR83b szabalyozza. OR/OR83b komplexek a
primer érzékél neuronok (csillokkal megndvelt fels#in dendritjének
membranjaban helyezkednek el. Az OR sejtmembranitdésjhoz ORS83b
szikséges, mely azonban az OR-hez vald kapcsolodldil is képes a
membranba jutni (Benton és mtsai 2006). NagyoriéslOR fehérjét irtak le a
kilénb6d rovar fajokban. Annak azonositdsa, hogy ezek pamtomilyen
epitépokra, milyen kémiai anyagokra specifikusatemziv kutatas targya, mivel
specifikus @b és csalogatd szerek kifejlesztésének kulcsa lehet.
Kukoricamolyokkal végzett vizsgalatok (Karpati 20@oran példaul kukoricabdl
és vadkomlébol azonositottak illatanyagokat, migtdaul alfa-ilangén, alfa-
kopaén, dekanal, beta-kariofillén, metil-szaligilatmelyeket késbb a
kukoricamolyok csapdazasara hasznaltak.

A g0dor sbrok szagld receptor neuronjaiban (coeloconic skansiem fordul &l
az OR83b. Ezekben a receptor neuronokban a szapd®miai detektalasat
ionotrop glutamat receptorokhoz hasonlo szerkemat csatornak (IR) végzik.
Ezek az ionotrop receptorok nem képeznek komplésehem fejeinek ki
egyutt az OR83b-vel. Hasonldan az OR csaladba ztarteceptorokhoz, az
ugyanazt az IR-t kifejézreceptor neuron axonjai ugyanazt a glomerulugjzitte
be. (Ha és Smith 2009, Benton és mtsai. 2009).
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3.2.3 Az antenndlis lebeny

Az antennalis lebeny a rovar agyduc két oldalarydmdedik el a kdzépagyban
(deuterocerebrum) (Zboray 1998, Vigh és Kondics7)9%z antennabdl jdv

erzs idegrostok idegzik be. Az ugyanazt a receptorejgy szaglé receptor
neuronok ugyanazt a glomerulusat idegzik be. A glausokat kdzponti
rostadllomany veszi korul, mely a glomerulusok pejainak axonjaibdl

szerveddott ideg kotegeket tartalmazza. Az innen kiindupilyak a

gombatesteket idegzi be (5. abra).

Gombatest

Antennalis lebeny

5. abra. Az antennalis lebeny és a gombatest
Az antenndlis lebeny projekciés neuronjai a gongiateidegzik be, ahol kialakul az ingerre
adando valasz (Wehr 1999).

A glomerulusok szama fajonként véaltoz6 tulajdongditalaban annyi glomerulus
taldlhato az antenndlis lebenyben, amennyifélel§zageptor neuront fejez ki az
adott faj. Drosophylaban 50 korul, kaposztalepkéRétris brassicae) 60, hazi
méhnél 160, malaria szanyog (Anopheles gambiaeyléerulust mutattak ki

(Karpéti 2007, Robertson és Wanner 2006, Hanss08)20

Hartyas szarnyudaknal (Hymenoptera) és lepke fajokbépidoptera) vannak

nemek kozit kilonbségek az antennalis lebeny feds@ben (Karpati 2007).

Azoknal a fajoknal, ahol adstény ivari feromont termel, a him antennalis
11



lebenyében  altalanos  glomerulusok taladlhatok és  @mynevezett
makroglomerularis komplex (MGC), mely az antennldizenyben, a szagloideg
belépésénél helyezkedik el. Tobb glomerulusbdl libat és a feromonok
felfogasaért feléls. A MGC-t beideg& szaglé receptor neuronok specifikus
feromon receptorokat termelnek. (Lei és Vickers &00 (Hansson
2002),(Mizunami és mtsai. 2004).

szagldideg

oldalsé
idegseijt
csoport

garatalatti
/_&__\

6. abra. A makroglomerularis komplex elhelyezkedése him dohany szender antenndlis
lebenyében(Karpati 2007)

Az atenndlis lebeny két6fneuron tipusa, az ugynevezett projekcidés és helyi
neuronok, a glomerulusokban képeznek szinapszsstaglé receptor neuronok
axonjaival (Masse és mtsai 2009, Wilson és Mair@#6

A projekciés neuronok (PN) az axonjaikat a gomhatesa legfelébb érd és
asszociacios kozpontok felé (illetve a prtoceretvetateralis felebe az oldalsé
szarvba ) kuildik. A projekcidos neuronok dendritjies képesek egymassal

szinapszist képezni, ezaltal gatolni vagy serkerggymast.
A masik neuron tipus az un. helyi neuron (LN), me&m csak a szaglo receptor

neuronoktdl, de projekciés neuronoktdl is kap bestet) és szintén lehet géatlo
vagy serkerit. A helyi neuronok csak az antennalis lebenybeneképk
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szinaptikus kapcsolatokat, és egy-egy helyi nedédtv glomerulust is beidegez.
(Masse és mtsai 2009, Wilson és Mainen 2006).

Antennalis lebeny Antennalis

lebenyen

kiviili

. neuronok

2442 ’ (PN) (dopamin,
® : szerotonin,

1t @LN) oktopamin)

Multiglomerularis PN

-

7. abra. Az antennalis lebeny interneuronjai

Az ugyanazt a specifikus receptor fehérjét kiféjezagldé receptor neurononk axonjai ugyanazt a
glomerulust idegzik be, ahol projekciés és helyino@okkal képeznek szinapszist. a projekcios
neuronok axonjai a gombatestekbe fut,ahol kialakuBllasza. Helyi neuronok géatlé és seréent
szinapszisokkal befolydsoljdk az informécidaramldst antenndlis lebenyt kividlr beidegs
neuronok axon terminalisaib6ol dopamin, szerotormkifopamin szabadulhat fel, melyek a
glomerulusok aktivaciés mintazatat befolyasoljakii§dh és Mainen 2006).

Neurotranszmitterek az antennalis lebenyben:

A szagldé receptor neuronok kolinerg szinapszisoké&peznek a helyi és a
projekciés neuronok dendritiein. A GABAerg gatlé Iyie neuronok
preszinaptikusan gatoljak a jelatvitelt a szaglieptorok és a projekcidés neuronok
kozott, mig a serkeét helyi neuronok kolinerg szinapszisokat képeznek a
projekcids neuronok dendritjein. Az antennalis lgfsn Kiviltl érkez idegrostok

(pl a garatalatti dic neuronjaibdl) kuloniboaeurotranszmitterekkel, mint példaul
dopamin, octopamin, serotonin szabalyozzak az nmégiéaramlast (Masse és
mtsai 2009), (Wilson és Mainen 2006).
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Informacio feldolgozas az antennalis lebenyben:

Az ugyanarra az epitopra érzékeny szagl6é recemoromok axonjai ugyanabba a
glomerulusba konvergalnak (7. abra). Drosophylaébsm korulbelil 50 szaglo
receptor neuron fejezi ki ugyanazt a receptort @dikaz axonjait ugyanabba a
glomerulusba. Egy glomerulushoz maximum 3 projekan@uron tartozik. Egy
bizonyos szaghoz vagy illathoz tébb epitop tartpmikelyekbl az informaciéo mas-
mas glomerulusba jut. Minden szag, illat egyedingdoularis aktivitds mintazattal
rendelkezik, vagyis minden szaghoz tartozik egyedgyepitop térkép, amit egy
egyedi glomerulus aktivitds mintazat kédol. A pkajiés neuronok a glomerulusok
kimenetei. Tehat egy szag megfeleltethet projekcids neuronok aktivacios
mintazataval. A szag leképezése az antennalis yekermégsem statikus (Masse
eés mtsai 2009, Wilson és Mainen 2006). A glomekua projekcidés és helyi
neuronok altal képesek gatolni vagy serkenteni égynezaltal olyan glomerulus
is aktivalodhat, amihez nem érkezik kdzvetleniinstus, de az is éfordulhat,
hogy egy olyan glomerulus esik ki az aktivaciobgy &is id5 utan, ami a receptor
neuronok fadl ténylegesen kapott stimulust. Ez az aktivacioatézat valtozas a
stimulus utan par szaz msec-al tértenikof@idulhat, hogy egy adott faj szamara
két, hasonlo epitop térképpel rendelikeszag is fontos a tulélés szempontjabdl, az
élslénynek érdeke, hogy minél jobban szétvaljon a két reprezenticidja
egymastol. Tehat ennek az Ugynevezett lasslieid mintdzatnak (slow temporal
pattern) fontos szerepe van a hasonlé aktivaciggamatok elkulonitésében, az
atfedés mértékének csotkkentésében (Masse és ni88),@Vilson és Mainen
2006).

3.2.4 A gombatest, mint asszocidcios kozpont:

A gombatest (corpora pedunculata) paros struktimd a rovar agyduc
protocerebralis részében foglal helyet (Zboray )99&z informacio

feldolgozasaért a Kenyon sejteknek nevezett inteomok felelnek, melyek
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dorsalisan, a cortexben csoportosulnak (8. abralKeAyon sejtek dendritjei az
agynevezett calyxba nyulnak, ami a gombatestet t@lkoeuropiléma fels
kiszélesed része. A kenyon-sejtek axonjaikat a gombatestémgelpedunculi)
kuldik. A calyx az a struktura, ahol a Kenyon-dejtiendritjei kapjak a szenzoros
bemenetet. A neuropiléma a nyélben folytatodik, lgneelegtobb faj esetében
a, B,y lebenyekre oszlik (Farris 2008). A lebenyek kapaodoak az efferens
rostokhoz. A gombatestben torténik az érzékszervekeptorokbol érkér
informacio feldolgozasa, tarsitdsa a valasz kitdski Az antenndlis lebertitaz
informacio a calyx felé halad, mint ahogy a lobysicus és a tapogatok fel6l a
vizualis és mechanikai ingerek is.

A cortex csucsan neuroblastok taladlhatéak, ameblekblyamatosan Ujra
képzydnek az interneuronok (méheknél, vandorsakdkndbrésophylanal nem
sikerult bizonyitani) (Cayre és mtsai. 2007). Ayfohatos hullamokban kéfdo
Kenyon sejtek koncentrikus rétegeket képeznek eexioen. A kil§ rétegekben
talalhatdéak az ifkebb sejtek, mig a bélsétegekben a fiatalabb sejtek foglalnak
helyet. A calyx felé & nagyobb sejtek embrionalis ereifkk és axonaik a
ylebenybe nydlnak. A kisebb, mar kifejlett korbanpkdott interneuronok

axonjai részt vesznek azésf lebeny kialakitasaban.

mushroom body

- neurcblasts ---

antennal e aménnn—
glomerular tract

8. abra A gombatest felépitésé gombatestben torténik az érzékszervek, recepdiofrkes
informacio feldolgozéasa, tarsitdsa a valasz kitdaki Az antennalis lebertiilrkez informéciot
az azonos oldali gombatest kenyon-sejtjei dolgoZebiCayre és mtsai 2007)
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A gombatestben torténik az érzéki informaciok asgmidja, értékelése, valamint
az informacié tarolasa. Az idegrendszer informactdrol a szinaptikus
kapcsolatok, valamint a neuronok ingeretiségének valtozasaval. Rovid-tavu
memoria kialakulasa soran a szinaptikus kapcsaldtiabnyos fehérjék kovalens
modifikaciojaval (pl foszforilacidjaval) gyors askulasra képesek. A hosszu-tavu
memoria kialakulasahoz bizonyos gének transzkrgpdianszlacidés szabalyzasa
sziikséges (Matsumoto és mtsai. 2006). A kenyoerlkséfielnek az informéacié
feldolgozasaért, ioncsatorndikat neurotranszmkterezabalyozzak, melyek
befolyasoljak az ioncsatornak nyitasi valosizdégeét. A nyitasi valdsziiség

megvaltozasa hatassal van a neuronalis ingetsibgte.

Neurotranszmitterek a gombatestben

A gombatestben hasonld neurotranszmittereket ialtialkalta folyamatokat irtak
le, mint az antenndlis lebenyben. A neurotransenegkihez kapcsolodo
folyamatokat Bvebben itt targyalom a gombatest érzékelésbenojtkdzponti
szerepe miatt, €s mivel a legtdbb fizioldgiai, fakwoldgiai mérést itt végezték.

Nitrogén-monoxid (NO)

A szervezeten belll keletkezett NO a sejteken belasodlagos hirviy de a
sejtmembranon atdiffundalva az intercellularis kamikacioban is részt vehet
(Vilagi 2003). Feltételezések szerint, a NO a &iHenyon-sejtekben terntalik,
majd diffundal a beljebb elhelyezk&dhterneuronok felé (9. abra), (Matsumoto és
mtsai 2006). A Gryllus bimaculatus esetében kimtaka hogy NO-nak fontos
szerep jut a hosszu tavd memoria kialakuldsabagrepe lehet a CREB (CAMP
responsive element) transzkripcios faktor foszémihjaban, ezaltal hosszu-tavon

megvaltoztatva a Kenyon-sejtekikbdéseét.
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9. dbra NO hatésa a neuronokban
A kulsd Kenyon-sejtekben ternt@dtt NO atdiffundalva betbb elhelyezkeddisKenyon-sejtek
felé részt vesz a hosszl tavi memoéria kialakuldg®Besumoto és mtsai. 2006).

A NO arginintdl képzvdik a Nitrogén-monoxid-szintaz (NOS) altal kataliaa
folyamatban. A NOS-nak az aktivalodashoz foszftrdaia kell, amihez a
Ca*/kalmodulin (Ca/CaMK) szikséges. A keletkeRlO atdiffundal a célsejt
membranjan, ami cGMP szint névekedést indukal. MEGnegndveli a ciklikus
nukleotid-fligg ioncsatorndk nyitasi valosZiségét. A bearamlé Ca a
kalmodulin kindzhoz kédik, majd a C&/CaMK aktivalja a Cd4/CaMK flgd
adenilat ciklazt. Ennek hatasara a cAMP szint Miegmi serkenti a Protein
Kinaz A-t (PKA). A PKA foszforilalja végiul a CREBranszkripciés faktort
(Matsumoto és mtsai 2006).

Oktopamin:

A gerinctelen allatokban &fbordulé biogén amin, receptorihoz Kkdive
befolyasolja a C& csatorndk nyitasi val6sZiségét, valamint cAMP-szint
ndvekedést indukal (Vilagi 2003).

Méhek estében a garatalatti duc (ganglion subdegmale) interneuronjai, a

ventralis paratlan median neuronok (VUM) szabaklif@d az oktopamint. Ezen
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neuronok kétoldalt szimetrikus csoprtokba tdmorkilfieosakai és mtsai. 2008).

L-tipuszi Cal- czatorna
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10. abra Oktopamin hatasa az L-tipust C& csatornara

Az oktopamin bekditdése az oktopmain receptorhoz, ami konforméacidoralit eredményez a
receptor fehérjében. Ennek hatasara a G fehérigskfani képes a receptorhoz és aktivalédik. A
GTP-t kotott a—alegység aktivalja az adenilat ciklazt, ami serkentcAMP ATP-$l valo
képadését. A megndvekedett cCAMP koncentracio a prdtgiaz A-t aktivalja. PKA az L-tipusu
Cd" csatorna foszforilalasaval csokkenti annak nyiasbszitiségét (Kosakai és mtsai 2008

A Gryllus bimaculatus esetében kimutattak, hogyemyon-sejtek Ca(L-tipusu
DHP-szenzitiv) csatornai az egyik célfehérje aopamin szamara (10. abra). A
receptorahoz valo bekiités utan a cAMP szint megnodvekszik, ami aktivalja a
protein kindz A-t, ami foszforildlja az L-tipusu Casatornat és ezzel csokkenti a
nyitasi valoszitségét (Kosakai és mtsai 2008). A preszinaptikus lbnéniban
Ca*csatornakat taldlunk, amik hozzajarulnak a neunstrmittert tartalmazoé
szinaptikus vezikulak Urtléséhez (Vilagi 2003). |A#ipusu C& csatorna gatlasa
csOkkentheti a Ca bearamlast, ezaltal csOkkenhet a Kenyon-sejtek

neurotranszmitter felszabaditasa is .

Dopamin:

A dopamin a biogén aminok kdzé tartoz6 neurotraitsem az oktopaminnal
ellentétes hatast fejtenek ki a kenyon-sejteK Mativalta K csatornainak
mukodésére(11. abra) (Aoki és mtsai. 2008)..
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11. 4bra Neurotranszmitterek hatasa a Nafiiggé K™ csatornakra (Aoki és mtsai 2008)
A dopamin bekdtdése a dopamin receptorokhoz gatlo hatast fejteki fliggs K™ csatornakra,
mig az oktopamin ezzel ellentétes hatast fejtdweti a K* csatorna nyitasi valdsziségét.

A fizioldgiai szerepe a Kcsatornadknak a Kenyon sejtekben még nem tisztazott
Mas neurondlis sejteknél a fesziiltségfiiddp” csatornakon valé Nebearamlas
egy akcios potencial soran a Néiggs K* csatorndk atmenti aktivaciojat
erdményezi. Az ezt kéwetK kiaramlas repolarizaciot eredménydy dopamin
csokkenti a K csatorna nyitasi valosaiségét és igy az akcids potencial lefutasat
meghosszabbitjaEzzel szemben az oktopamin néveli d &satorna nyitasi
valésziriségét, ami talan megroviditi a Néiiggd akciés potencial istartamat,
lefutasat (Aoki és mtsai 2008).

Acetilkolin:
A kenyon sejtekben taldlhatok nikotinos acetilkelip receptorok a
posztszinaptikus membranban. Az acetilkolin az ramés lebeny projekcids

neuronjai feldl szallitja az informaciot (Cayrergtsai. 1999).

GABA:

A Kenyon sejtek posztszinaptikus membranjabantaték GABA receptorok.

A projekciés neuronok feldl j@vgatlast kozvetiti a Kenyon sejtek felé (Cayre és
mtsai 1999).
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Informacié feldolgozas a gombatestben:

Az egyik legfontosabb koérilmény az informécié fdggrasban, hogy héany,
kilonbd® glomerulushoz tartozo projekcios neuron konveergletlen Kenyon
sejthez. Egységbe kell rendezni a rengeteg bBejamgeriletet, hogy
kialakulhasson ezek er&@dként az akciés potencidl. A Kenyon sejtek még
specifikusabbak az epitopokra, mint a projekciésiroeok. Sok projekcios

neuron konvergal kevés Kenyon sejthez.

3.3 Gerinces és rovar szaglérendszer 6sszehasonlitasa

Emlés szaglé hagyma Antennalis lebeny

Kimend axonok

Kimend axonok

12. dbraHasonl6sagok és kiildnbségek az déwlés rovar szagld rendszerében.

M/T: Mitrdlis/pamacsos sejtek; PG: periglomerul&@egjtek; GR: szemcsés sejtek; PN: projekcios
neuronok; LN: helyi neuronok (Ache és mtsai 2005)

A két struktara hasonlo felépitése konvergensideg eredménye. A levéigen
oldott kémiai anyagok érzékelése rovaroknak ésngeseknek is egyarant fontos
a tulélés biztositasahoz, talan a hasonlé igéngshrii6 strukturalis megoldasokat
szillnek.A gerincesek és a rovarok szaglé rendszere anat@sidunkcionalis
értelemben is hasonlitnak egymasra (12.4bra). Ak szagldhagymaja is
glomeruléaris szervérét mutat, a glomerulusok specifikusak, az azokaddys

szaglo receptor neuronokra, melyek egyféle szagléptor fehérjét fejeznek ki. A
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szagléhagymaba érk&znformaciot a mitralis és pamacsos sejtek kozkett
felsdbb agyi kdzpontok felé.

3.3.1 Szagld6 receptor neuronok gerincesekben
Az allatok sokféle epitépot, képesek receptoraital &&rzékelni, vagyis olyan

molekula részletet, melyet a szaglorendszer szagivgt képes felfogni. A
kilonbo® epitopok kombinacidja hatarozza meg az érzetsdfigét a gerincesek
szaglé rendszerében is (Fonyo és Ligeti 2008). gcgaloknal atlagosan tébb
mint 1000, embereknél korilbelil 350-féle szagléeptor expresszalédhat a
neuronokban (Spehr és Munger 2009). Mind a gerinfiegsknal, mind a
rovaroknal a receptor neuronok csak egyféle epitdpegkotni képes receptor
molekulét fejeznek ki. Az egy adott receptorraldelkes szenzoros neuronok
rovaroknal a szaglé lebeny adott glomerulusabaiki@d axonjaikat. Az endkdk
szagléhagymajaban talalhatd, hasonlé szereppetlia® funkcids egységet is
glomerulusnak hivja a szakirodalom és ugyancsakazanos receptoroktol
szarmazoé ingerekre érzékeny, (Benton 2006), Ralieta kérdés, hogy vajon
hogyan taléljak meg a receptor neuronok a medfaj@merulust? Endlsoknél
irtak le, hogy a szaglo receptorok nem csak a mekralendritjeiben vannak
jelen, hanem az axonban is kimutathatd, aminek ts¢&repe van abban, hogy az
azonos receptor fehérjét kifefeszaglo receptor neuronok axonjai megtalaljdk a
megfeleb glomerulust. (Benton 2006), A receptor fehérjélerkezete alapjan
vannak kilonbségek a gerincesek és rovarok koaatemlsok receptorai a G
protein kapcsolt receptorok (GPCR) szupecsaladjaltaznak (Benton és mtsai
2006). Hét transzmembran domeint tartalmaznak &iddikszerkezettel. Az N-
termindlis a gerincesek szaglo receptorainal eglidarisan helyezkedik el, mig
a C- termindlis intracellularisan. Rovarok esetélieritott a membranban a
receptor fehérjék elhelyezkedése, azonban szidién transzmembran domeint
tartalmaznak, (Spehr és Munger 2009, Touhara eésshatls 2009). A
jelkdzvetitésben a cAMP-nek van fontos szerepezaylas jelatviteli folyamata a
szagmolekula bekétiésével kezédik a specifikus receptordhoz az érzékel
neuron dendritiének kitsfelszinén. A szaglas jelatviteli folyamatai a netoe
neuron dendritjeiben jatszédnak le. Kozvetlenll wadg@zvetetten kdidik a
nyalkdban 1é¢ szaganyag a kétfehérjéhez, ami megkdti a szagmolekulat, és
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jelez a receptornak. Az ezt kdeszamos lépés receptor potencialt general
kilénb6® ioncsatornak nyitasaval.

EmIésok esetében az élleges utvonal ciklikus nukleotid fuggoncstornakat
tartalmaz. A szagld receptor neuronok szaglas Bkesi G proteineket
expresszalnak (Golf), melyek szaglas - specifikisndat ciklazt aktivalnak. A
szagld receptor stimulalasaval megndvekedik az ideriklaz szint a sejtben,
ami C&" és N4 csatornakat aktival. A depolarizacié elér a deelthl az axon
dombig, ahol akcios potencial generalddik, ami agkihagymaba tovabbitodik

(Fonyd és Ligeti 2008, Purves és mtsai. 2004).

Gerinces szaglo receptor Rovar szagla
(Emlas GPCR) receptor
OR/ORE3b

extracellulariz

tér C
intracellularis

tér

13. 4bra Gerinces rovar szaglé receptorok (Bentoés mtsai 2006 nyoman)

Az embBs és rovar szagl6 receptorok ebtétruktiraval rendelkeznek. Az efabk receptor
fehérjéi a GPCR —ok kdzé tartoznak, mig a rovamalgkd receptorai heterodimer szerkéegt és
nem kapcsolodik hozzajuk G-fehérje. Az émbzaglo receptorok N-termindlisa az intracellslari

térben, C-termindlisa az extracellularis térberyémtedik el. Ehhez képest a rovarok receptor
fehérjéi ellentétesen helyezkednek el a membranban.

Rovaroknal a specifikus receptor fehérje egy karssta szagld receptor
neuronok tébbségében kifefeld fehérjevel, az un. OR83b-vel képez
komplexet. A komplex ioncsatornakéntikddik . A G-fehérje szerepe az
informacié tovabb adasdban nem bizonyitott.(VodsBA01, Lundin és

mtsai. 2007, Chatterjee és mtsai. 2009, Spehr ésg&tu2009, Dupuy és
mtsai. 2010)
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3.3.2 Vomeronasalis szerv

Az ivari feromonok detektalasara mind gerincesekn#&ld a rovaroknal kilon
funkcionalis egységek alakultak. Gerinceseknékaaaart vomeronasalis szerv a
szagl6 Ureg alapi részében helyezkedik el. A ldgibsben a VNO a jarulékos
szaglé hagymaba vetil, ami a hypotalamusszal k&mtiko A vomeronasalis
szerv egy apikalis és egy bazalis rétegre oszthatélyek V1R és V2R
receptorokat termelnek. V1R az apikails rétegbe2RVa bazalis rétegben
fejezodik ki. Emberek esetében a V1R gének hozzdegéesen 90 % pseudogén,
tehat funkcigjat vesztette. VIR receptorok egyesatésok szerint feromon
receptorokként iiikddnek. Az ember szaglohamjaban is kiféphzek V1R tipusu
receptorok, ami felveti a kérdést, hogy talan azb@mparvalasztasaban is
kozrejatszik a szaglas. A V2R tipusu receptorokgpachem illékony feromonok
felismerésére alkalmas, mint példaul a peptidela dshérjék (Purves és mtsai
2004), (Spehr és Munger 2009), (Touhara és Vos26ag).

Rovarok feromon detektéldsra valéo szerve a maknogtolaris komplex,

melyek hartyds szarnylakra és lepkékre jelteghz Az ivari feromont

termeb noéstény antennalis lebenyében csak uUgynevezett ridwmla
glomerulusok vannak, ezzel ellentétben a himek elednek

makroglomerularis komplexel, melynek segitségévepelsek érzékelni a
nostények altal kibocsatott feromonokat.(Karpati 2007{Robertson és
Wanner 2006), (Hansson 2002).
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3.3.3 Szaglohagyma

A gerincesek szagléhagyméja bonyolultabb felépjtésegis hasonlo funkcionalis
egységek kulonithék el benne, mint a rovarok antenndlis lebenyébdrog a
szagl6 receptor neuronok axonjai elhagyjak a shaghot, a kdtegek egyesulve
létrehozzak a szagldideget . A szaglo idegek an@zmldali szaglohagymat
idegzik be, melyek az azonos oldalbagy ventralis anterior felén talalhatok
(Purves és mtsai 2004, Wehr 1999). A gerincesegl&zagymaja tdbbreétég
struktara, ami altaldban 5 kulonldozétegre oszlik. A glomerularis réteg
szamtalan glomerulust tartalmaz, mely hasonlo fikiat el, mint a rovarok
esetében. Funkcionalis egységek, melyek feladataafferensek feldl jo&
informaciok integralasa és tovabb kiildése adtdisagyi kdzpontok felé. A glia
réteggel kdrbeburkolt glomerulusokban talalkoznakaeptor neuronok axonjai a
mitralis, pamacsos és periglomerularis sejtek dgenkel, melyek funkcio
alapjan a rovarok projekcios és helyi neuronjamahlégok. Egymas kdlcsonos
gatlasaval vagy serkentésével jarulnak hozza arxnrécié feldolgozasahoz.

A mitralis sejtek sejttestei a mitralis rétegberigra pamacsos sejtek sejttestei a
kilsd plexiform rétegben helyezkednek el. Beilk esetében mind a kétfajta sejt
az elé$dleges dendritjeit csak egy glomerulusba kildi. 1§da kétéltiek és
halloknél viszont ezeknek, a sejteknek Osszetett csuEmdritjei tobb
glomerulusba is belépnek). Mindkét sejttipus aldgmdritjei a kul§ plexiform
rétegben agaznak el. Mindkét sejttipus axonjai esdfkszinapszist képeznek,
melyek a piriform kérget idegzik be. A periglomémi$ sejtek sejttestei a
glomerularis rétegben talalhatok. &déeges dendritjeiket a glomerulusokba
kuldik, ahol kdzvetlen bemenetet kapnak a recegpffarensekil. Dendritjeik a
mitralis és pamacsos sejtek dendritjeivel képezsmkaptikus kapcsolatot az
adott glomerulusban.Az inhibitoros periglomerul&igtek axonaji elagaznak mas
glomerulusokba és a kidlgplexiform rétegben. A legmélyebb réteg a szemcsés
sejtek rétege, ahol a szemcseés sejtek sejtteshhamk. A szemcseés sejtek is
inhibitororsak és dendritjeik a kidlsplexiform rétegben agaznak el (Purves és
mtsai 2004, Wehr 1999).
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3.3.4 A szaglo kéreg

Az embsok mitralis és pamacsos sejtiei a szagld kéregnps sejtjeivel
létesitenek kapcsolatot. Ezért a szagld kéreg emedrzékel kérgek kozott,
hiszen az informaciéo minden mas esetben a thalamkesesztil éri el a kérget. A
mitralis sejtek axonjai beidegzik az amygdalat. Zagldideg & célpontja a
haromréteq pyriform kéreg a temporalis lebeny ventromedidbsuletén. A
pyriform kéreg neuronjai valaszolnak a szagokraci§igas mitralis sejtek
ingereire . A pyriform cotrex magjai kapcsolataelitenek néhany thalamicus és
hypothalamicus magcsoporttal, valamint a hyppocasalués az amygdalaval. A
pyriform cotex néhany neuronja beidegzi az orbitofélis kérget is (Purves és
mtsai 2004, Fonyo6 és Ligeti 2008). Amint ez lathatdszagld kéreg a rovarok
asszociacios kozpontjahoz képest joval bonyolultstblktira, és meég a rovarok
gombatestének tkddésében is rengeteg a felderiteridrdés. A gerincesek
szaglokérgének informéacid feldolgozasaval a bodigdgabdl adéddéan nehéz
kisérletezni, talan a rovarok szaglasanak jobb &g kozelebb visz a
gerincesek szaglérendszeréenekikodésének megértésehez (Purves és mtsai
2004, Fonyd és Ligeti 2008).
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4 Modszerek

4.1 Az agyduc feltarasa
A rovarok szaglé apparatusanak vizsgalatahoz modelatnak saskat

(Schistocerca sp.) valasztottuk, a kitin kutikuBnkyen eltavolithatd volt és a
zsirtestek (corpus adiposus) szine is j0l elkuBaibbbi szévet, ami nagyban

megkonnyitette az agyduc azonositasat. Ezenkigédkka szagld lebenye fejlett,
j6l azonosithatd. Az agyduc eltavolitasadtela levagott fejet Uveglapra
ragasztottuk, melyet fiziologias soéoldattal telttrpeesészébe meritettiink. A

disszekcidt sztereo mikroszkop alatt vegeztik.

4.2 Metszetkészités

Az agyduc eltavolithsa soran atvagtuk a garatid@éggyes eltavolitottuk a
zsirtesteket. A kipreparalt agyducot formalinbaxaltuk egy napig. A fixalas
célja, hogy a sejtek, szovetek fehérjéit denatukéis megallitsuk az enzimatikus
bomlasi folyamatokat. A fixalast kdvette a viztétén, melyre szikség van, mert
a paraffin nem elegyedik a vizzel. A viztelenitgisZallo alkohol sorban torténik,
vagyis a higabb oldatoktol az egyre téményebb oldiglé haladunk.

Az agyduc 50%-o0s, 70%-0s, 96%-0s alkohol oldatokB@80 percet toltott el,
majd abszolut alkoholban 45 percet. Az alkohol stn olyan anyagra van
szikség, ami a parafinnak oldoszere, de alkoheléyedik. Ez az anyag a xilol
volt, amiben az agyduc Ujabb 30 percet allt. A Ixédjarja a szbvetet, ami
livegszelvé és tdmorebbé valik. Az igyseBszitett anyagot 8G-os folyékony
parafinban hagytuk 4 éran keresztil, hogy a paéfarja a szdvetet.

Ezutan kerdlt sor a kiontésre, a ki@ibrmaba kb. 3-ad részig parafint ontoéttink,
miutan megszilardult, megfetepozicioba helyeztilk az agyducot, majd a format
szindltig toltottik parafinnal, mikor mér egy kicsnegszilardult hideg vizben
httottik, majd metszésigitbben taroltuk.

A metszést Reichert-gyartmanyu szankas- mikrotommgeztik. Az agyducbdl
8-10 um-es szeleteket vagtunk. A levagott metszetekettetSGC-os desztillalt

vizfellletre teritettik, majd tojasfehérjével kézéhrgylemezekre haztuk. A
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targylemezeket par perc szarogatas utdlCa% termosztatba helyeztiik, igy a
metszetek jobban letapadtak, illetve kisimultak. fAstési eljaras masnap
kovetkezet{Kovacs 2007).
(http://www.nyf.hu/biologia/sites/www.nyf.hu.biol@files/Hisztotechnika.pdf

4.3 Szovettani festések

A festési eljardsok fizikai-kémiai kdlcsonhatdsokalapulnak. A festékek és a
megfesteni kivant anyag savas-bazikus jellege nmégieza, hogy mit mivel
érdemes festeni. Kombinalt festési eljarasok ségéeel a sejtmagok és egyéb

szovet elemek kdnnyebben elkilonitiietKovacs 2007).

4.3.1 Haematoxilin-eosin festés

A Kkettos festési eljards soran a sejtmagok kékes szimingdi mig mas
szOvetelemek rézsaszines-piros szint kapnak. A &@eitin a sejtmagokat festi
meg, bazikus jelledg ezért a festékmolekulak a sejtmagban talalhaté
nukleinsavakhoz kapcsolddnak. Az eosin savas fasték citoplazma fehérjéihez

kotodik (Kovacs 2007). A festési eljaras lépéseit adblazat tartalmazza.

Lépés idé 1. Tablazat. Haematoxilin-eosin festés meneté
1 xilol 3 perc xilol a paraffin kivonasat szolgalja, majd ezt kthaz
2 xilol 3 perc egyre higabb alkohol sor és a desztillalt viz, ami
3 xilol 3 perc megakadélyozza, hogy a festés sordn a metszet
4 abszolut etanol 1 perc kérosodjon a gyors yizfelvétel miatt. A festést
5 96%0s etanol 2 perc koveﬁep egyre toményebb alkohol oldatokpa
6 20%0s etanol 2 perc h_ere_ztuk a _r_netsze';et, ] ho_gy a fele§leges vizet
. kivonjuk. Ezt kbveben ismét xilollal kezeltiik, hogy a
7 desztillalt viz 1 perc metszet homogén fénytotéegyen.
8 haematoxilin 10 perc
9 kékités 3 perc
10 eosin 7 perc
11 Oblités csapvizben 3 mperc
12 80%o0s etanol 1 perc
13 96%o0s etanol 1 perc
14 abszolat etanol 1 perc
15 csepegtetés 2 perc
16 terpenol+xilol(1:1) 2 perc
17 xilol 2 perc
18 xilol 2 perc
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4.3.2 Cresyl -ibolya festés

A Cresyl-ibolya festési eljaras, ami a sejtmagokst az endoplazmatikus
retikulumot ibolya szitire festi. Altalaban kombinalt festési eljarasokkaglyiitt

hasznaljak. A festési eljaras I|épéseit a 2. Tablazartalmazza

(http://ichworld.com/_protocols/special_stains/hfsszen-sec)

1 Cresyl 45 masodperc
o i i 2. Tablazat. Cresyl-ibolya festés meneté
2 oblités csapvizben 3 masodperc deparaffinalas és az egyre higabb alkoholsor
o utadn a metszeteket, 10%-0s Cresyl-ibolya
3 80%os etanol 1 perc festékkel kezeltem, amit viztelenités kovetett,
4 96%o0s etanol 1 perc majd Gjabb Xilol kezelés a jobb fénytorés
érdekében.
5 abszolit etanol 1 perc
6 csepegtetés 2 perc
7 terpenol+xilol(1:1) 2 perc
8 xilol 2 perc
9 xilol 2 perc
10 Lefedés

Az utolsé lépés a metszet lefedése. Asfehezre cseppentettiink egy csepp xilol-
t hogy a kanadabalzsam jobban szétteriljon. Majtcticsegitségével ovatosan

raengedtik a fédemezt a targylemezre

A megfestett metszeteket Zeiss standard mikroszdappsgaltam.
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4.4 Elektrofiziologia

A saska agyducat szabadda tettik az elektroda saaeitavolitottuk a kitin
és a zsirtesteket. Ezutan az elektrodat az arlierebenybe vezettiink, a
saska azonos oldali antenndjat pedig a stimulatonedeztik. Az
extracellularis mérésekhez 50 um vastag hegyezelfram elektrédat, a
stimuladlashoz 0.2 mm vastag bipolaris ezlst elditréhasznaltunk. A
méréseket a Supertech kft. (Pécs) altal gyartottABIip kétcsatornas
erssitovel végeztik. A stimulalé berendezés a szintén gefech kft. altal
gyartott Biostim volt. A jeleket CED1401 plusz tfiu analdég digital
converterrel digitalizaltuk. A méréseket a Spikeadgpammal végeztik és
dolgoztuk fel. Az elektrodakat Newport (NJ) haromdnziés manipulatorral
pozicionaltuk. A jeleket 2 kHz-en &k, a mintavételezési frekvencia 5 kHz

volt. A kivaltott valaszokat a stimulusra szinkro@ituk és atlagoltunk.

5 Eredmeények

5.1 Hisztolégia

A paraffinos metszési eljaras és a haematoxilimressestés rutin modszereknek
szamitanak a hisztologiaban. Ennek ellenére a neéelsbeallitasa soran szamos
nehézségbe tkdztlink, optimalizalnunk kellett ajr&bok |épéseit, amig
kielégiy minésédi metszeteket nem tudtunk késziteni. Ugy talaltudgyh8-10
um vastag szeletek az optimalisak a mi céljainkrd4. abra, 15. abraés a 16.
abra mutatja a saska agyducanak haematoxilin-emsifestett metszeteit
kilonbd® nagyitasok mellett. Ez a festési eljaradidéen kiemeli a neuronok
sejttestjeit (s6tétlila) valamint a neuropilémaizgaszin). A 14. abran kit6en
latszanak azok a struktirak, amik a szaglas folyapaa, valamint a
szaginformacio feldolgozasaban részt vesznek (Enaalis lebeny glomerulusai,

a centrdlis test és a gombatestek).
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14. abra. Saska haematoxilin-eosinnal festett agydanak frontalis metszete.Az elbagyi
teriiletek jol megfigyelhék. A protocerebrum lateralis részét a laté lebenwdhotjak. Az
Osszetett szemekbjovos informéciot a nyillal jeldlt gombatestek dolgozAék A gombatestekid
kiindul6 leszallo palyak a jeldlt centrdlis testb&mrreszteédnek. A kdzépagy részeként az
antennalis lebeny (nyil) jol azonosithatd. Az uthageriletek a kbzépagy mogott-alatt
helyezkednek el, igy a képen nem lathatdk.

A 15. 4bra a glomerulusok szerkezete figyélheteg. JOI latszik, hogy a
helyi és a projekcios neuronok sejttestjei a glanusok szélén helyezkednek
el, a glomerulusokat ezeknek a sejteknek a deedriikotjak, melyek
szinapszist képeznek a szagl6 receptor neuronakjaxal. Egy adott szagot,
illatot t6bb epitdp hatdroz meg. Az azonos recepitidejezs (ugyanarra az
epitopra érzékeny) neuronok ugyanazt a glomeruldggzik be. A
glomerulusok projekciés neuronjai is specifikusajy-egy adott epitopra.
Minden egyes epitoprél az informacié adott glomesbh jut, tehat a

szagokhoz tartozik egy meghatarozott glomerululsigks mintazat.
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15. abra Antennalis lebeny A glomrulusok j6l lathatéak. A szaglo receptour@ok axonjai itt
képeznek szinapszist a projekciés és helyi neuraeidritjeivel. A saskaknal nem figyelkiet
meg a makroglomerularis komplex, ami nem jelertéfeendl, hogy nem hasznalnak feromonokat
a nemek kozti kommunikécidban.

A 16. abra a gombatestet mutatia haemotoxilin-e@dimmegfestve. A
gombatestben torténik receptorokbol értkeimformaciok feldolgozasa,
tarsitasa és a valasz kialakitasa. Az antenndbienid®l az informéacié a
calyx felé halad. A projekcids neuronok axon tedigai a kenyon sejtek
dendritjeivel képeznek szinapszist. A kenyon sejtedghatarozott projekciés
neuron mintazatra reagalnak (és igy meghatarozotbhegularis mintdzatra
is), tehat specifikusak az adott illatanyagra.
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16. dbra Gombatest Csak a gombatest dorsalis fele lathatd. 1: kengejtek, melyek a
kilonbod érzékeb neuronok feldl jo% informacio feldolgozasaért felelnek. A kenyon skjt
dendritjei az Ugynevezett calyxba (gomba kalapp) rfydlnak. Itt kapjak a kenyon sejtek
dendritjei a szenzoros bemeneteket.

A 17. &bra saska agyducat cresyl-ibolya festéssafatin. Ez a festési
modszer egy kontraszt festés, altaldban mas fesljésisokkal kombinalva
hasznéljak. Nagyon jol kiemeli a neuronok sejtastgs projekcidikat. Az
abran a gombatest és az antenndlis lebeny lathato.

Antennalis-
lebeny

17. 4bra. Saska agyduca cresyl-ibolyaval festvAz antenndlis lebeny projekcios neuronjai
axonjaikat az azonos oldali gombatestekbe kdldik.
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5.2 Fiziologia

Saska szaglérendszerének fiziologidikdését extracellularis elektrofizioldgiai
modszerekkel vizsgaltuk. Egy fém elvezetektrédat helyeztiink az antennélis

lebenybe, mig az antennat elektromosan stimulakuker elektroda

elhelyezkedését 8. abra mutatja.

18. abra. Eletrofiziolégiai mérési elrendezés. Az extracélhs elektrédat az antennalis lebenybe
helyeztiik. A stimulélé elektroda a képen kivillaarennan volt (20x nagyitas). J6l megfigyedhet
az antenna és az antennalis lebeny.

Az antenna stimulalasaval az antennalis lebenybénhet kivaltott valaszokat a
19. abra mutatja. Az extracellularis field poteheidplitidoja nagyobb volt, mint
10 mV, a stimulus ésségével ndvekedett, de a &énegativ komponenst csak
egy bizonyos stimulacios kiszéb felett lehetett inggglni. A kivaltott valasz
alakja fuggott az elvezetelektrod pozicidjatol. Oszcillaciot nem figyeltlinkeg

az antennalis lebenyben.
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19. abra. Kivaltott valasz az antenndlis lebenyll. Az antennat elektromosan stimulaltuk,
mikdzben az antenndlis leberdybextracellularis field-potencialokat mértink, alejeet a
stimulusra szinkronizaltuk és atlagoltuk.

6 Megvitatas

A dolgozatban 6sszefoglaltuk a rovarok szaglasaftdkamatat a téméaban
megjelent szakirodalom alapjan, valamint 0sszeHastink a gerincesek és
rovarok szaglasat. Az osszéggtt irodalom mutatja, hogy a rovarok szaglasa
széles korben kutatott tertlet, a kutatasokéseltban medgazdasagi €és
kornyezetvédelmi célokat szolgélnak. Ezen Kkivil nszs fiziologiai és
molekuléris biologiai tanulmany foglalkozik a roeérszaglasaval, mivel rovarok
a tanulas és memoria folyamatainak példa éallatak Berdés azonban még
megvalaszolatlan, példaul hogy a rovarok altal keltéillatanyagok milyen
kémiai tulajdonsagokkal rendelkezamolekulak, és hogy a specifikus receptor
fehérjék, e molekulak mely epitéjaira érzékenyekz Antennalis lebenyben
tortéerd informéacié feldolgozas is egy intenziven kutatiettiilet. Nem vilagos,
hogy az antenndlis lebenyben hat6é neurotranszekttenilyen ioncsatornakon
fejtik ki hatasukat és hogyan torténik felszabasukdszabalyzdsa. Torténik-e
vajon visszacsatolas a gombatest felol? A gombatésbdésével kapcsolatban is
tébb a kérdjel, mint a konkrétum. A kenyon sejtek szabalyzésanemoaria

kialakulasanak folyamata még tisztazasra var.
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A kisérletes munka bedllitAsanal nehézséget okozotly egyeteminkén nem
voltak hagyoméanyai az ilyen tipusa vitro kisérletes munkanak, igy minden
rendszert alkatrészesb kellett dsszedllitanunk, a kisérleteket beallitadn és
optimalizalnunk. Munkank soran létrehoztunk egyéHietes méirendszert,
amely a rovarok szaglasanak kisérletes vizsgalat@tvé tette. Az antenna
elektromos stimulaldsaval sikerllt kivaltott valasietektalnunk az antenndlis
lebenyben. A munka elkezdésekor céligtilk ki, hogy a rovarok agyducanak
anatomigjat az irodalom alapjan és sajat metsz&riis megvizsgaljuk. X saska
agyducabdl paraffinos metszeteket készitettlink. bTdlestési eljarast is
Kiprobaltunk. A legmegfelébbnek a Haematoxilin-eosin festés bizonyult, jol
elkilonithebek az agyddc kialonbéz struktirai. Cresyl-ibolya festést is
hasznaltunk, azonban ennek nem lett olyan szépnémegk, mint a haematoxilin-
eosin festésnek, de bizonyos strukturak jol lathato

A dolgozat sordn tapasztalatokat szereztem egy tdautaelinditasdnak
nehézségeit, a varatlan események athidalasardl, megismeskedtestési
eljarassokkal és az elektrofizologiai merédekszereztem tapasztalatokat.
Munkank a kovetkez generaciénak is hasznara valhat, az A&llatélettani
gyakorlatokon. llletve leeréd szakdolgozatok alapjaul is szolgalhat. A munka
folytatddhat tovabbi rovar fajok vizsgalataval, #maiai 0Osszehasonlitd
vizsgalatokkal. Kulonbdz kémiai anyagok vizsgalataval, melyek az antennaval

érintkezve, valaszt valthatnak ki az antennaligtsi®l, vagy a gombatesbh

Kdszonetnyilvanitas

Kdszondm a Nyugat Magyarorszagi Egyetem Savariaetegy Kdzpont

Allattani Tanszékének, valamint konzulensemnek MolrPéternek az
izgalmas témat és a segitségét a szakdolgozatorirasdgan. A szovettani
metszetek elkészitésében nélkulozhetetlen voltkidainés technikai tudasa.

Kdszondm szlleimnek, hogy leliséget adtak a tanulasra.
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