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I. BEVEZETÉS 

 

Az egy- és többsejtű élőszervezetek egységes belső egyensúly, –a homeosztázis– megte-

remtésére és annak megőrzésére törekszenek. Két, szorosan egymásra épülő rendszer, az idegi- 

és endokrin-rendszer folyamatos kölcsönhatásának eredménye és valamennyi szereplője együtt 

és külön-külön is felelős, azért a harmóniáért, ami minden soksejtű állati szervezet, így a 

rovarok sajátja is. A rovarok valamennyi életfunkciójának és homeosztázisának hátterében is az 

idegi kontroll, ill. az ehhez kapcsolódó (neuro)-hormonok/peptidek állnak. 

A rovar-neuropeptid kutatás új korszakba lépett, amikor immáron több mint 30 éve 

izolálták és szekvenálták az első rovar-neuropeptidet, a proktolint (Starratt és Brown, 1975). 

Mostani tudásunk és mikro-analitikai elválasztás technikai ismereteink, –elsősorban magas-

nyomású folyadékkromatográfiás (HPLC)–, valamint tömegspektrometriás (MS), továbbá 

immunanalitikai, újabban pedig molekuláris biológiai eszköztárunk lehetőségeivel szinte 

megmosolyogni való, hogy 125 kg, amerikai csótány (Periplaneta americana) nyersanyagból 

kiindulva, 180 µg tiszta proktolint –ezt, az egyébként a rovarokban igen általánosan előforduló 

pentapeptidet– sikerült kivonni. Az elválasztás nyomonkövetésének sikeressége, a hormon 

biológiai hatásának, pontosabban a csótány utóbél spontán izomműködést serkentő 

képességének volt köszönhető. A klasszikus hagyományokat követő rovar-neuropeptid kivonás, 

tisztítás, elválasztás, majd szerkezet meghatározás folyamatában még napjainkban is jelentős 

szerepük van az in vivo és/vagy in vitro rovar-bioteszt (bioassay) rendszereknek (Miller, 1980). 

Sok esetben már elégséges csupán 1-10-50 állatból (ideg)szövetmintát venni, majd néhány-

lépcsős eljárást (pl. kapilláris HPLC) követően, a minták mátrixközvetített lézerdeszorpciós 

repülésiidő tömegspektrometriás (MALDI-ToF MS) vizsgálat alapján mintegy ujjlenyomat-

szerűen le- és összeolvashatók a valószínűsíthető peptidszerkezetek. Ez a megközelítés 

voltaképpen már a peptidomika (kis proteinek vizsgálata) új tudományága, ami egy gyorsteszt 

jellegű tájékozódást biztosít (Verhaert és mtsai., 2001). Igaz, a biológiai aktivitásra a megfelelő 

teljes bizonyosságot továbbra is a szintetikus változat(ok) dózis-hatás vizsgálatai jelentik.  

Ismereteink a rovar-neuropeptidek primer struktúráját, szintézisüket, kibocsátódásukat, 

receptorhoz történő kötődésüket, és főleg szerkezet-hatás és hatásmechanizmusukat illetően 

drámai mértékben nőttek az elmúlt tíz esztendőben. A rovar-neuroendokrinológia fejlődésének 

köszönhetően –és ezzel egy időben– viszont még fokozottabbá vált az igény az új ismeretekre  

alapozott környezetkímélőbb növényvédelmi módszerek kifejlesztésére, majd alkalmazására,  

ami egyre több laboratóriumot késztet a rovarélettan területén ismereteik összegzésére a  
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kártevők minél hatékonyabb leküzdése érdekében. A cél azonban sohasem a teljes megsem-

misítés, hanem sokkal inkább faj vagy csoport specifikus szabályozás, mely azonban csak akkor 

valósítható meg, ha a rovarélettan, -endokrinológia, -biokémia, valamint -ökológia legújabb 

eredményeit felhasználjuk. Miután a neuropeptidek kulcsfontosságú életfolyamatokat 

irányítanak a rovarok életében ezért ezek a specifikus anyagok, pontosabban természetes 

és/vagy szintetikus analógjaik, mimetikumaik, agonistáik vagy antagonistáik ígéretes jelöltként 

jöhetnek szóba a modern növényvédelmi stratégiák kidolgozásában is. 

A rovar-neuropeptidek szerkezetének, részletes hatásmechanizmusának, élettani hatá-

sainak, valamint az összefüggések minél pontosabb megismerése elengedhetetlenül szükséges 

mind az alap mind pedig az alkalmazott kutatások területén, melyek megszerzése megfelelő és 

megbízható biotesztek nélkül elképzelhetetlen. Modell rendszerek használata alapvető biológiai 

és orvos-biológiai történések tanulmányozására hosszú múltra tekintenek vissza, de főleg emlős 

szervezetekre korlátozódtak. Újabban, megfelelő kísérleti modelleket már a gerinctelenek, ill. a 

nem emlős gerincesek körében is keresnek (Scharrer, 1987). Megnőtt az érdeklődés az 

alacsonyabb rendűek irányába, a viszonylagos egyszerűségből, könnyebb hozzáférhetőségből és 

alkalmazhatóságból adódóan. A vizsgálatok eredményei feltűnő strukturális és élettani 

párhuzamokra mutatnak rá, akár a két állattörzs, az ízeltlábúak (köztük a rovarok), valamint a 

gerincesek között. Ezek az analógiák vonatkozhatnak mind a molekuláris, sejt, vagy akár 

szervezeti szintekre. A széles alapokon nyugvó összehasonlító tanulmányok ősi biológiai 

törvényszerűségekre hívják fel a figyelmet, és gyakran olyan szabályszerűségekre mutatnak rá 

melyeket csupán emlősökön vizsgálva, aligha fedezhetnénk fel. A rovar-biotesztek (élettani, 

biokémiai) segítségével tanulmányozhatjuk és megérthetjük, hogy egyes részek külön-külön 

hogyan alkotják meg a működő, harmonikus egészet.  

 

 

A dolgozatban egyrészről újabb rovar-neuropeptidek eredményes tisztítását és izolációját 

ill. meghatározását írom le káposzta bagolylepkéből (Mamestra brassicae; Noctuidae, 

Lepidoptera), valamint kapcsolódó hatásvizsgálatokat rovar-biotesztek alkalmazásával (1. rész), 

másrészről a selyemlepke (Bombyx mori; Bombycidae, Lepidoptera) feromonszintézisének 

folyamatát és sejttani eseményeit bemutató egyedülállóan részletes és kidolgozott modelljét 

ismertetem és kissé rövidebben, hasonlót, a M. brassicae-ben (2. rész). 
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II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

II/1. A rovarok neuroendokrin rendszere 

 

Az egységes belső egyensúly, –a homeosztázis– megteremtésére és annak megőrzésére 

tekinthető az adott élőlény legmegfelelőbb válaszának a környezeti adottságokra vagy kihí- 

vásokra is (Downer és Laufer, 1983). Két, szorosan egymásra épülő rendszer, az idegi- és 

endokrin-rendszer folyamatos kölcsönhatásának eredménye és valamennyi szereplője együtt és 

külön-külön is felelős, azért a harmóniáért, ami minden soksejtű állati szervezet, így a rovarok 

sajátja is. A rovarok valamennyi életfunkciójának és homeosztázisának hátterében is az idegi 

kontroll, ill. az ehhez kapcsolódó (neuro)hormonok állnak, melyek fiziológiai folyamatok 

összességét, mint például a szaporodást, növekedést, fejlődést, izommozgásokat, vízháztartást, 

lipidek, szénhidrátok, fehérjék és speciális rovarhormonok mint a szeszkviterpén szerkezetű 

juvenilhormonok, (JH) (Williams, 1956) és a szteroid típusú ekdizonok (Butenandt és Karlson, 

1954) anyagcseréjét befolyásolják (Fónagy, 2006a)  (1. ábra). 

 

 
 

1. ábra: A (neuro)hormonok által irányított legfontosabb életfolyamatok a rovarokban. 

                                                             (Cook és Holman, /1985/ nyomán kiegészítve és módosítva) 
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Kopeč a XX. sz. elején gyapjaslepke (Lymantria dispar) hernyóin végzett agy roncsolásos 

kísérletei alapján a rovarok metamorfozisáért és periodikusan bekövetkező vedléséért egy „agyi 

faktort” tett felelőssé (Kopeč, 1917; 1922). A 30-as évektől viszont, klasszikusnak számító 

rovar-endokrinológiai vizsgálatok eredményei alapján (extirpáció, szerv és szövet beültetések, 

ligáció, vérnyirok transzfúzió stb.) már hormonokhoz kötöttek számos rovarélettani folyamatot, 

eseményt (Wigglesworth, 1934; Fraenkel, 1935). Wigglesworth vérszívó poloskán (Rhodnius 

prolixus) végzett úttörő munkásságával megindul a feltételezett hormonok, keletkezési helyének, 

majd dinamizmusuknak leírása, mint pl. metamorfózis „gátlásáért” felelős, a Corpus allatum 

(CA) mirigyben termelődő JH-ké (Wigglesworth, 1935). 

Az idegi eredetű neuropeptideket a neuronok, bizonyos neuroszekréciós sejtek (Ns) 

termelik. Ez utóbbiak rendelkeznek az idegsejt összes jellemző morfológiai és funkcionális 

sajátosságával, de mirigysejtek módjára neurohormonokat szintetizálnak. E neuronok szerepét 

az endokrin rendszerrel való kommunikációban Ernst Scharrer (1928) vetette fel, amikor 

felfedezte egy csontos halban (Phoxinus laevis) azokat a sejteket, melyek a hipotalamo-

hipofizeális rendszer részeit alkotják. A rovar-neuroendokrinológia hajnalát, sejttani értelemben, 

1937-re tesszük, amikor Berta Scharrer madeira csótányokban (Leucophaea maderae) először 

írt le mirigyfunkciójú idegsejteket (Scharrer, 1937). 

 

 
 

2. ábra: A rovarok (bal oldalon) és gerincesek (jobb oldalon) neuroendokrin rendszere. 
Az összehasonlító sematikus ábrán láthatók a legfontosabb neuroszekréciós sejtcsoportok (regulá- 
ciós peptideket termelnek), neurohemális szervek (neuropeptideket tárolnak, kibocsátanak), valamint 
a hozzájuk szorosan kapcsolódó nem idegi eredetű endokrin mirigyek (hormonokat termelnek).  
                                                                             (Strand, /1999/ nyomán kiegészítve és módosítva) 



II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 - 7 -

A vázlatos rajzon látható (2. ábra), hogy az agyi neuroszekréciós központok (és/vagy 

garatalatti dúc /Suboesophageal ganglion; SOG/), –amelyekben az aktív anyagok keletkeznek– 

elsődleges nélkülözhetetlen részét képezik a szervrendszernek, melyek feltűnően hasonlóak 

mind szerkezet, mind funkció terén a rovarokban és a gerincesekben. A rendszer második része 

az agyon kívül elhelyezkedő neurohemális régió, ahol a neuroszekrétum tárolódik, majd 

kibocsátódik. A Ns idegrostja végignyúlik a központi idegrendszeren, de a sejtre jellemző 

helyen áthatol a vér(nyirok)-agy gáton, így a szekrétum a neurohemális területen a test-

folyadékba ürül. Jól körülhatárolt rész esetén neurohemális szervről beszélünk (pl. Corpus 

cardiacum /CC/, periszimpatetikus szervek /PSO/; 1. ábra). A harmadik eleme, egy nem idegi 

eredetű, belső elválasztású mirigy, mely többnyire szorosan kapcsolódik az előzőhöz (pl. CA, 

előtori mirigy /Prothoracic gland; PTG/). Számos jól körülhatárolt endokrin sejt(csoport) 

található a rovarok középbéli hámsejtje között, fő funkciójuk az emésztéssel, felszívással, 

valamint izommozgásokkal hozhatók összefüggésbe. Eddig főleg lepkék hernyóiban találtak ún. 

epitrachealis mirigysejteket (a légcsövek légzőnyílásai közelében) és szekrétumaik a vedlésnél 

játszanak szerepet. Megemlítendő, hogy pl. egyes kétszárnyú lárvák esetében a CA-CC és PTG 

egy ún. gyűrű miriggyé alakul. 

A két nagy állattörzs közötti neuroendokrin hasonlóság a következőképpen mutatható be: 

A rovarok elülső agyában található páros Ns-ek a gerincesekben található hipotalamusz Ns-

ekkel analógok. Az idegrostok belépnek a rovarok legfontosabb neurohemális szervébe –a CC–

be-, mely a gerinces agyalapi mirigy hátsó lebenyének „felel meg”. A vérnyirokba 

(haemolymph) később nemcsak a tárolt anyagok jutnak el, hanem a CC saját „mirigysejtjeiben” 

termeltek is. További idegrost kötegek pedig belépnek a CA-ba, amely egy jellegzetesen rovar-

endokrin mirigy, a gerinces agyalapi mirigy elülső lebenyével hozható párhuzamba. A rovarok 

esetében –ez az ún. kétlépcsős irányítási rendszer– két esetben figyelhető meg a maga teljes-

ségében: a CA-ban termelődő JH-k, ill. a PTG-ben termelődő vedlési hormon, az ekdizon 

esetében, ugyanis szintézisüket az agyi neuroszekréciós központokban termelődő –majd CC-ben 

tárolódó– regulációs peptidek befolyásolják (2. ábra). A gerincesekhez hasonlóan a rovarokban 

is sok (vagy még több is!) a neuropeptid, de ezek többnyire közvetlenül (egy lépcsőben) fejtik ki 

hatásukat. 
 

II/2. A neuropeptidek szintézise, kibocsátódása 
 

A neuropeptidek keletkezési helyeiről –a funkcionális egységek bemutatása révén– már 

fentebb is esett szó. Az előagy ún. pars intercerebralis régiójában találhatók legnagyobb 

számban Ns-ek, de sokat azonosítottak az SOG-ban, ganglionokban, sőt PSO-kban is. Az 
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immuncitokémia, az in situ hibridizáció lehetőséget biztosítanak az adott peptidek keletkezési 

helyének/helyeinek pontos feltérképezésére, és az eredmények révén napjainkra szinte könyv-

tárnyi irodalommal büszkélkedhetnek (Nässel, 1996; 2002). Arra is fény derült, hogy több 

esetben, egyetlen sejt(csoport) többféle, akár jelentősen eltérő szerkezetű neuropeptidet is 

termelhet. A dolgozat tárgyát a neuropeptidek termelődésének pontos lokalizációja, valamint 

kapcsolódó immuncitokémiai vizsgálatok nem képezik, így erről bővebben nem írok. 

Az Ns dendrikus elágazása a ganglionok neuropiljében van, amelyben a szóma is található 

Az itt szintetizált peptidek proteinekkel körülvett granulumokban vándorolnak az idegrostokban 

5-20 mm/h sebességgel, amíg el nem érik az axon végződést vagy megfelelő ürülési helyet, ami 

finom elágazásokat alkot és vezikulumokkal teli. Ezeken az ún. szinaptoidokon keresztül a 

kibocsátás exocitózissal történik a vérnyirokba. A membrán eredeti méretét mikropinocitózissal 

nyeri vissza, biztosítva ezzel, hogy minimális extracelluláris folyadék jusson be a sejtbe. A 

kibocsátási aktivitást (ill. gátlás/serkentés) a Ns dendrikus elágazásán kapcsolódó más ideg-

sejtek szinapszisai befolyásolják. 

A peptidhormonok oligopeptidek (~10-20 aminosav) vagy kis fehérjemolekulák lehetnek 

(0,50-40 kD mólsúly között). Bioszintézisükről tudjuk, hogy egy-egy neurohormon egy gén 

termékének csak egy részét képezi és a prekurzor molekula poszt-transzkripcionálisan, enzi-

matikusan feldarabolódik, módosul. Legegyszerűbb esetben, a pre-prohormont egy szignál 

peptid és az aktív neuropeptid alkotja, mint a vedlés egyes mozzanatait befolyásoló eklóziós 

hormon (Eclosion hormone; EH) esetében. Van, amikor egy nagyobb protein molekula végül 

csak egyetlen kisebb aktív peptidet, továbbá számos strukturálisan „közömbös” fragmentumot 

eredményez, mint például a lipid háztartásért felelős adipokinetikus hormonok (Adipokinetic 

hormone; AKH) szintézisénél. Máskor, pl. egy csótányfaj (Diploptera punctata) esetében 13, 

részben különböző, a CA működését gátló allatosztatikus molekulát (Allatostatin; AST) 

azonosítottak. Végezetül pl. a selyemlepkében (B. mori) esetében a diapauzáért felelős hormon 

(Diapause hormone; DH), valamint az előbbihez részben hasonló feromon-bioszintézist 

serkentő hormon (Pheromone Biosynthesis Activating Neuropeptide; PBAN) egyetlen 

prekurzorból származik, bár funkciójuk térben és időben jól elkülönül.  

A neuroszekrétumok hormonként (vérnyirokba ürülnek és mivel vízben oldódnak, 

könnyen eljutnak a célszervig/-sejtig és távol fejti ki hatásukat), egyesek neuromodulátorként 

(lokális kibocsátás/hatás) vagy neurotranszmitterként (szinapszis) is működhetnek. Többek 

között, pl. jelentős neuromodulátor funkció a proktolinról is bebizonyosodott az idők folyamán. 

Ennek fordítottja is igaz, egyes biogén aminok (szerotonin, oktopamin) hormonként is kifejt-

hetik hatásukat.  
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II/3. A neuropeptidek csoportosítása, nevezéktana 

 

Az elmúlt bő tíz évben tárgyi tudásunk gyarapodásával jelentősen szaporodtak isme-

reteink, ezért bátrabban és megalapozottabban vállalkozhatok korszerű csoportosí-

tásukra és bemutatásukra részben több összefoglaló revíziójával, valamint saját korábbi 

(Fónagy, 1994) és újabb eredményeim segítségével. Röviden bemutatom, hogy milyen 

szempontok alapján csoportosítjuk, osztályozzuk a már ismert neuropeptideket, valamint azokat, 

melyeket pl. molekuláris biológiai eszközökkel előre jeleznek, valószínűsítenek. Alapvetően 

funkció szerint osztályozzuk arovar-neuropeptideket, ami sok esetben szerkezeti hasonlóságot is 

jelent, de nem szükségképpen. A közelmúltban megjelent tanulmányom alapján (Fónagy, 

2005) a következő felosztás ajánlható, mely szerint a négy fő csoport a következő: 

Növekedéssel és fejlődéssel (A), valamint Szaporodással (B) kapcsolatos neuropeptidek 

(Gäde és Hoffmann, 2005; De Loof és mtsai., 2001); Metabolizmust és homeosztázist (C) 

(Gäde, 2004), ill. Izommozgásokat (D) befolyásoló neuropeptidek (Schoofs és mtsai., 1994). 

Az alpontokban és az 1. táblázaton bemutatott peptidek természetesen csak a legfontosabbak, 

bővebb tájékozódást további még nagyobb összefoglalók biztosítanak (Holman és mtsai., 1990; 

Gäde és mtsai., 1997; Gäde, 1997). 

Egy-egy azonosított neuropeptid, néha több megvizsgált funkció tekintetében is aktívnak 

bizonyul, tehát pleiotropikus. Ez a következőből fakadhat: egyrészről, egyes hasonló szerkezetű/ 

végződésű (lsd. lentebb) neuropeptidek, mint tudjuk, térben és időben elkülönülnek (pl. DH és 

PBAN), de többféle (homológ /azonos fajból/ vagy heterológ /más fajból származó/) biotesztben 

hatásosnak bizonyulnak, másrészről pl. a spontán izommozgásra ható rovar Kininek (K) aktívan 

befolyásolják az emésztőrendszer viscerális izomsejtjeit (emésztési folyamat) és a Malpighi-

edények mozgását (kiválasztási folyamat) is. Az eredmények akkor a legmeg-nyugtatóbbak, ha 

sikerül az adott peptid izolációja, azonosítása (majd szintézise), keletkezési helyének, transz-

portjának feltárása, a célszerven dózis-hatás, végezetül hatásmechanizmus vizsgálata (pl. 

posztembrionális fejlődés, lipidháztartás, feromon-bioszintézis, stb. endokrinológiája már sok 

részletét tekintve ismert). 

A 80-as évek végére szükségessé vált az ismert neuropeptidek csoportosítása és nevezék-

tanának kialakítása. Ez utóbbi tekintetében Raina és Gäde (1988) által javasolt rendszer terjedt 

el, ami áll a rovar fajnév kezdőbetűiből ahonnan izolálták és egy funkció, vagy szerkezeti utalás 

rövidítésből: Lom-AKH, (és kiegészítő sorszámból: Lom-AKH-I, II, III), Bom-PBAN, Lom-TK  

stb. (Lom: Locusta migratoria; Bom: Bombyx mori; /újabban használatos Locmi vagy Bommo 

stb. ötbetűs előtag is/ AKH: Adipokinetic hormone; TK: Tachykinin). 
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II/4. A fő neuropeptid csoportok bemutatása, egyes peptidek hatásmechanizmusának 

rövid áttekintése 
 

A rovar-neuropeptidek receptorait és hatásmechanizmusát tekintve még mintegy 10-12 

éve is főleg közvetett és sok szempontból hiányos ismereteink voltak, mint azt az MTA 

Kandidátusi dolgozatomban is megfogalmaztam és leírtam (Fónagy, 1994). Azóta mind 

eszközeit, mind pedig szemléletét tekintve jelentős változások történtek, és az eredmények sem 

maradnak el. Az utóbbi időkben, a szerkezet-hatás in vivo és in vitro rovar biotesztekhez 

kapcsolódó vizsgálatoknak köszönhetően már nem csak farmakológiai értelemben rendelkezünk 

ismeretekkel a célszervekben található receptorokról (r), hanem a molekuláris biológia 

térhódítása miatt az alábbi, élettani szempontból is fontos receptorokat azonosítottak, izoláltak 

és írtak már le (a legfonto-sabbak közlési sorrendben): ecetmuslica (Drosophila melanogaster) 

TKr (Tachykinin-like peptide) (Li és mtsai., 1991); dohányszender (Manduca sexta) DPr 

(Diuretic peptide) (Reagan, 1994); ecetmuslica ASTr (Birgül és mtsai., 1999), valamennyit ún. 

reverz fiziológiai megköze-lítéssel. Igazi áttörést, az első valódi rovar neuropeptid-receptor, az 

AKHr klónozása jelentette szintén ecetmuslicából és selyemlepkéből (Staubli és mtsai., 2002). 

Külön említendő a kukorica bagolylepke (Helicoverpa/Heliothis/ zea), H. zea-PBANr (Choi és 

mtsai., 2003) és a B. mori-PBANr (Hull és mtsai., 2004), ugyanis strukturálisan és 

funkcionálisan is különböznek (lásd lentebb; a két fajban eltérő a PBAN jelátadása/signal 

transduction/ és hatásmechanizmusa) annak ellenére, hogy a két fajban található PBAN C-

terminális aktív szekvenciája (FXPRLamid, X=T;V;S) azonos és a két molekula között is 

nagyfokú azonosság van. 

 

A csoportosításnak megfelelően általánosságban bemutatom a legismertebb rovar- 

neuropeptideket, (lsd. 1. táblázatot is), de a dolgozat témájának megfelelően a PBAN, AKH ill. 

egyes mioaktív peptidekre vonatkozó részleteket az 1. rész megfelelő fejezeteinek Előzménye-

iben ismertetem, míg az újdonságokat az 1. rész Eredmények és Megvitatás külön fejezetei-

ben tárgyalom. Röviden áttekintem továbbá az egyes rovar-neuropeptidek hatásmechanizmusát 

a fő csoportok bemutatása során, de tekintettel arra, hogy a PBAN jelátadási folyamata, valamint 

eltérő hatásmechanizmusa, két vizsgált fajban, a B. mori-ban és M. brassicae-ben az értekezés 

nagyobbik részét alkotják, így a területet a 2. rész Előzmények fejezeteiben ill. a 2. rész 

Eredmények, valamint Megvitatás megfelelő fejezeteiben ismertetem. 
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 Neuropeptid Elsődleges hatás Szerkezet 
Bom-PTTH (monomer) Ekdizon bioszintézist 

serkenti az előtori 
mirigyben 

GNIQVENQAIPDPPCTCKYKKEIEDLGENSVPRFIETRN- 
CNKTQQPTCRPPYICK ESLYSITILKRRETKSQESLEIPN- 

ELKYRWVAESHPVSVACLCTRDYQLRYNNN 
A lánc:Bombyxin-II  

A lánc:Humán inzulin 
Glikogén, trehalóz csökken 

Vércukor szint csökken 
GIVDECCLRPCSVDVLLSYC 
  GIVEQCCTSICSLYQLENYCN 

Mas-AT JH szintézis serkentése  GFKNVEMMTARGFamid 
Mas-AST JH szintézis gátlása  pQVRFRQCYFNPISCF 

Dip-AST-1=Pea-AST-1 JH szintézis gátlása  LYDFGLamid 
Dip-AST-2=Pea-AST-2 JH szintézis gátlása  AYSYVSEYKRLPVYNFGLamid 

Mas-EH  Vedlés részfolyamatait, a 
potroh motoros neuronjait 

serkenti 

NPAIATGYDPMEICIENCAQCKKMLGAWFEG-
PLCAESCIKFKGKLIPECEDFASIAPFLNKL 

Bom-MRCH-I(=PBAN-I) Melanin képződést serkenti  LSEDMPATPADQEMYQPDPEEMESRTRYFSPRLamid 

   
   

 N
öv

ek
ed

és
 é

s f
ej

lő
dé

s  

Bom-DH Embrionális diapauzát 
indukál 

TDMKDESDRGAHSERGALCFGPRLamid 

Lom-OMP 
(kétféle izoform) 

Pete fejlődést serkenti YYEAPPDGRHLLLQPAPAAPAVAPA(A/S)PASWPH-
QQRRQALDEFAAAAAAAADAQFQDEEEDGGRRV 

Aea-OEH Ovárium ekdizon termelését 
serkenti  

QPTNVLEIRCKLYSGPAVQNTGECVHGAELNPCGKLSCLKGVG-
DKCGESTAGIIMSGKCASGLMCCGGQCVGCKNGICDHRLCPPRL 

Lyd-TE Herék ekdizon termelést 
serkenti 

ISDFDEYEPLNDADNNEVLDF 

Aea-TMOF Tripszin aktivitást gátolja YDPAPPPPPP 
Neb-kolloosztatin  Pete szikbeépülését gátolja SIVPLGLPVPIGPIVVGPR    

Sz
ap

or
od

ás
 

Hez-PBAN Feromon szintézist serkenti LSDDMPATPADQEMYRQDPEQIDSRTKYFSPRLamid 
Lom-AKH-I Lipid mobilizációt serkenti pQLNFTPNWGTamid 
Mas-AKH Lipid mobilizációt serkenti pQLTFTSSWGamid 
Pea-CAH-I Szívfrekvencia fokozó pQVNFSPNWamid 
Hez-HrTH Trehalóz szintet fokozó pQLTFSSGWGNamid 
Mas-DP-I 

 
Patkány-CRF 

Folyadék kiválasztást 
serkenti 

ACTH termelést serkenti 

RMPSLSIDLPMSVLRQKLSLEKERKVHALRAAANRNFLNDIamid 
 

EEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEIIamid 
Lom-AVP-DP 

 
 

Gerinces-AVP 

Folyadék kiválasztást 
serkenti 

 
Vér-agy gát permeabilitást 

serkenti  

CLITNCPRGamid 
 

CLITNCPRGamid 
 
                                                                                       CYFQNCPRGamid 

 M
et

ab
ol

iz
m

us
 é

s h
om

eo
sz

tá
zi

s 

Lom-neuroparsin Antidiuretikus hatású a 
végbélben 

NPISRSCEGANCVVDLTRCEYGDVTDFFGRKVCAKGPGDKC-
GGPYELHGKCGVGMDCRCGLCSGCSLHNLQCFFFEGGLPSSC 

(Pea)-Proktolin Általános izomserkentő RYLPT 
Mas-CAP Szívműködést serkenti pQLYAFPAVamid 
Lom-TK-I 

Emlős Substance P 
Viscerális izmokat serkenti 
Bél simaizom serkentő stb. 

GPSGFYGVRamid 
RPKPQQFFGLMamid 

Lem-MK-I Viscerális izmokat serkenti DPAFNSWGamid 
Lem-PK Viscerális izmokat serkenti pQTSFTPRLamid 

Lem-SK-I 
Gerinces-CCK 

Viscerális izmokat serkenti 
Bélmozgás és pankreáz en-

zim szekréció serkentő 

EQFEDY(SO3H)GHMRFamid 
DY(SO3H)MGWMDFamid 

Lom-MIP Mioinhibítor hatású AWQDLNAGWamid 
Lom-FaRP-I Mioinhibítor hatású GQERNFLRFamid    

  I
zo

m
m

oz
gá

so
k 

Neb-MS (FaRP) 
Puhatestű-FMRF 

Mioszuppresszin hatású 
Motoros neuronok gátlása 

TDVDHVFLRFamid
FMRFamid 

1. táblázat: A legfontosabb és legismertebb rovar-neuropeptidek a dolgozatban vázolt csoportosítás alapján.  
A dőlt betűkkel a felette található hormonnal rokonságot mutató ismert, egyéb állati eredetű neuropeptid kerül bemuta-
tásra. A vastagított karakterek pedig az azonos aminosavakat, vagy rokon vegyületeket, ill. hasonló végződéseket 
emelik ki.  Egybetűs kódok: .A: Ala; C: Cys; D: Asp; E: Glu; F: Phe; G: Gly; H: His; I: Ile; K: Lys; L: Leu; M: Met; N: 
Asn; P: Pro; Q: Gln; R: Arg; S: Ser; T: Thr; V: Val; W: Trp; Y: Tyr. 



II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 - 12 -

II/4.(A) Növekedéssel és fejlődéssel kapcsolatos neuropeptidek, hatásmechanizmusuk 
 

a). A prothoracikotropikus hormon (Prothoracicotropic hormone; PTTH) tekint vissza –

közvetve és közvetlenül– a legnagyobb múltra és érdeklődésre, hiszen a XX. évszázad elején 

már gyanították hogy a vedlést és metamorfózist egy „agyi faktor” irányítja, de egészen az 

1980-as évek közepéig kellett várni, amíg B. mori fejekből sikerült izolálni a Bom-PTTH-t 

(Ishizaki és mtsai., 1983). A hormon egy nagy molekulasúlyú (30kD) és egy kisebb (4kD) 

PTTH egységből áll. Az utóbbi egység –nevezik Bombyxinnak is– öt további részből áll (PTTH-

I-V). A 4kD PTTH-II-t tovább vizsgálva megállapították, hogy az, két, ún. A és B láncból áll 

(diszulfidhidak kötik össze), mely szembetűnő azonosságot mutat a gerinces inzulinnal, 

különösen az A lánc, ahol a 20 aminosavból 10 sorrendben is megegyezik. A tényleges 

szteroidogén peptid, –amely a PTG endokrin mirigyben a legfontosabb vedlést indukáló hormon, 

az ekdizon szintézisét serkenti– a 30kD molekulatömegű PTTH a selyemhernyóban. A 

Bombyxin –az inzulintól kissé eltérően– jelentős mértékben, inkább a fő tartalék szénhidrátokat 

mérsékli. A glikogén-foszforiláz (Glikogene-phosporilase; GlPh) serkentésén keresztül a 

zsírtest glikogén tartalmát, valamint a vérnyirok trehalóz hidrolízisével, a trehalózt is csökkenti 

(a rovar vérnyirokban keringő legfontosabb diszaharid). Ismert már, a fentivel ellentétes hatású, 

prothoracikosztatikus hormon (Prothoracicostatic peptide; PTSP) is.  

 
3.ábra: A PTTH hatásmechanizmusa a Manduca és Bombyx lepkefajok PTG sejtjeiben. 
A vérnyirokban keringő PTTH Gp kapcsolt receptorhoz kötődve egyrészt megnyitja a Ca++-csatornákat és a 
beáramló Ca++, másrészt a kapcsolódó foszfolipáz-C-nek (FLC) köszönhetően az IP3 közreműködésével 
további Ca++ szabadul fel az endoplazmatikus retikulum rezervoárból (szürke lemezes szerkezet). A kialakuló 
Ca++-kalmodulin (CaM)-komplex, (valamint közvetlen receptor kölcsönhatás miatt is?) aktiválja az AC-t és a 
keletkezett cAMP indukálja a protein-kináz-A-t (PKA). Ezt követően szintetizálódik ill. aktiválódik a 
koleszterolból ekdizont szintetizáló enzimkészlet. A végtermék a vérnyirokba ürül.   (Smith /1995/ után) 
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A PTTH hatásmechanizmusa in vitro kísérletek alapján jól ismert (3. ábra) (Smith, 1995). 

Egy klasszikusnak mondható cAMP közvetített jelátadási folyamat zajlik le, és a hatásmec-

hanizmus tekintetében azt is tudni kell, hogy amennyiben a lárvális karakterekért felelős JH 

koncentrációja magas az adott szervezetben akkor egyrészt a PTTHr inkompetensnek találták, 

másrészt pedig maga az ekdizon szintézis folyamata is gátlást szenved (Gu és mtsai., 1997). A 

PTTH mennyiségét és kibocsátását egyik oldalon belső óramechanizmusok befolyásolják az Ns-

ekben, a másikon, proteázok bontják a feleslegben keringő és receptorhoz nem kötött PTTH-t.  
 

b). A rovar CA-ban eddigi ismereteink szerint egyetlen hormon típus, a JH szintetizálódik, 

amelynek több formája ismert. Ez a hormon nemcsak a vedlések során a lárvális állapot 

fenntartásáért felelős, hanem az imágók esetében a szikanyag szintézis és felhalmozás 

(vitellogenesis) hormonális irányításában játszik döntő szerepet. Ez a sokféle funkció minden-

képpen feltételezi szintézisének, kibocsátásának stb. magasabb idegi és/vagy hormonális 

irányítottságát.  

Az allatoregulációs peptidek (a JH szintézisét serkentik, vagy gátolják a CA-ban) közül 

ismerjük az Allatotropinokat (AT) és AST-ket. Az AT-k a JH szintézisét serkenteni a CA-ban. 

Eddig a 13 aminosavból álló Mas-AT-t (Kataoka és mtsai., 1989) és az ettől csak N-terminálisan 

kissé eltérő a sárgalázszúnyogogból (Aedes aegypti) származó Aae-AT-t ismerjük (Veenstra és 

Costes, 1999) és más hormonnal (családdal) nem mutatnak lényegi szekvencia azonosságot. 

Szintetikus analógokkal végzett vizsgálatok azt mutatják, hogy az in vitro hatásért a C-

terminális végnek van fontos szerepe. Számos fajból izoláltak azóta, a Mas-AT-vel azonos 

peptidet, több közülük pleiotropikus (pl. viscerális izomserkentő hatású). 

A JH szintézis serkentése elsősorban a megnövekedett CoA észterek, acetil- és propionil-

CoA (JH bioszintézishez nélkülözhetetlenek) igény biztosításán keresztül nyilvánul meg. A 

transzaminázok serkentése Ca++ beáramlás, valamint inozitol-trifoszfát (IP3) jelátadási 

rendszeren keresztül történik. 

Az AST-k olyan peptidek, melyek a JH szintézisét képesek gátolni in vitro (Stay és mtsai., 

1994). Az AST-knek eddig három fő szerkezeti típusa ismert. Az első a „csótány” (cockroach) 

vagy A-típusú, amelynek Y/FXFGL/Iamid C-terminális vége van. Struktúrálisan eltérő 

szerkezetű oligopeptidek, köztük legismertebb a 13 féle Dip-AST (dipsztatinok), melyek C-

terminális végződése azonos. Más fajokból (pl. D. melanogaster, A. aegypti, Calliphora 

vomitoria /köpőlégy/,  M. sexta) is izoláltak vagy előre jeleztek A típusú AST-t, de in vitro JH 

bioszintézis gátlására viszont csak csótányokban és tücskökben voltak képesek. Az első ASTr-t 

is az ecetmuslicából izolálták (Birgül és mtsai., 1999) de ún. reverz fiziológiai módszerrel, 
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nevezetesen az emlős szomatosztatin/galanin/opioid receptor családdal rokonságot mutató új 

receptorhoz funkcionális ligandot kellett keresni, melynek köszönhetően szintén ecetmuslicából 

sikerült azonosítani egy, az A-típusú AST-khez hasonló molekulát, ami viszont elsősorban 

spontán viscerális izom aktivitást gátol. A második a „tücsök” (cricket), vagy B-típusú AST, ami 

hatásos JH szintézis inhibitor ebben a fajban, továbbá a vándorsáskában az utóbél és petevezető 

spontán izommozgását gátolja in vitro, ellenben nem AST hatású. További érdekesség, hogy a 

selyemlepkében a PTG PTTH szintézisét gátolja lárvakorban. A harmadik „lepke” (moth) vagy 

C típusú AST-t a M. sexta-ból izolálták és nemrég azonosítottak hozzá G-protein (Gp) kapcsolt 

receptort, az ecetmuslicából (Kreienkamp és mtsai., 2002). Molekuláris biológiai eszközökkel C 

típusú AST-t is izoláltak ecetmuslicából, de in vitro JH bioszintézis gátló hatását csak egyes 

lepkékben sikerült kimutatni. 

A JH-észteráz (Juvenile hormone esterase; JHE) indukáló faktorok a hormon bomlását 

serkenti a vérnyirokban. 
 

c). A vedlés részfolyamatait irányító hormonoknak a lárvális, báb és imágó vedlés során fontos 

szerepük van. A vedlést beindító hormon (Ecdysis triggering hormone; ETH), az epitrachealis 

mirigy ún. Inka sejtjeiből származik és közvetlenül az izmok motorikus programját serkentik 

(pre-ekdiziális viselkedés). Az EH-k pedig a régi kutikula levetését segítik elő sajátos csavaró, 

tekergő mozgást előidézve. Az ismert EH-k igen nagyméretű nem amidált molekulák, melyek 

az agyban történő szintézis után a CC-be kerülve meghatározott időszakaszban ürülnek a vedlés 

előtt. A két peptid pozitív visszacsatolás révén segíti a vedlést. Említendő még a Pre-ETH 

neuropeptid, ami a fenti folyamatokat megelőzően fejti ki hatását. 
 

d). A melanizációt és vörös pigmentációt serkentő peptid (Melanization and reddish colouration 

hormone; MRCH) a vedlést követően a melanin képződését befolyásolja a kutikulában. Több 

MRCH formát izoláltak a B. mori-ból és érdekes módon a Bom-MRCH-I szekvenciája 

megegyezett a Bom-PBAN-I-el (Matsumoto és mtsai., 1990). Az N-terminális vég bizonyos 

hasonlóságot mutat az inzulin típusú növekedési faktor-II-vel, míg a C-teminális pentapeptid 

szekvencia ez esetben is a Pirokinin (PK) miotropikus alcsaládéval egyezik meg (lsd. lentebb). 

Úgy tűnik, hogy a konzervatív C-terminális pentapeptid (FXPRLamid) sokféle funkcióért 

felelős fajtól, fejlődési szakasztól, szaporodási állapottól függően. 
 

e). A vedlés után bekövetkezik a világos lágy pro-kutikula szklerotizációja (szilárdulás és 

sötétedés), amit a burzikon (Bursicon) polipeptid irányít (30~50kD). Az agyban termelődik, de a 
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tori és potroh ganglionokból szabadul fel és a keringés útján jut el az epidermiszig. A sebek 

regenerációjában is fontos szerepet tulajdonítanak a burzikonnak. 
 

f). A nem megfelelő környezeti tényezőkre való reakció egyik legtipikusabb példája a diapauza, 

azaz a fejlődés vagy szaporodás felfüggesztése vagy szüneteltetése. Ez a régóta ismert jelenség 

szintén hormonális befolyásoltság alatt áll. A B. mori embrionális diapauzáját a petét rakó 

nőstény SOG-ban termelődő DH irányítja. Ez a hormon a C-terminális pentapeptid alapján 

szintén a FXPRLamid-ok tagja. Egyes fajok vándorló alakjainak kialakulása is összetett és 

hormonálisan irányított (befolyásolt) folyamat eredménye. 
 

II/4.(B) Szaporodással kapcsolatos neuropeptidek, hatásmechanizmusuk 
 

A gerincesek esetében a gonadotropinok struktúrálisan és hatásaikban is viszonylag egysé-

gesek. Ezzel szemben a rovarok szaporodása számos egymásra épülő mozzanat sorozata, kezd-

ve a nemek meghatározásától a peterakásig bezárólag, melyeket humorális tényezők, mint a JH-

k, ekdizon és számos neurohormon irányít és akár fajspecifikus is lehet (De Loof és mtsai.,2001). 
  

a). A petefészek (ovarium) fejlődést serkentő hormonok közül az ováriumérési peptid (Ovarian 

maturating peptide/parsin; OMP) míg a tojás növekedésére ható hormon a tojásfejlődést 

serkentő neuropeptid (Egg development neurosecretory hormone; EDNH) vagy ovárium 

ekdiszteroidogenikus hormon (Ovarian ecdysteroidogenic hormone; OEH) a legismertebb. Az 

OMP nagyméretű, 65 aminosavból álló peptid melyet a vándorsáskából (Locusta migratoria) 

izoláltak először (két izoformja van) és a peptiddel történő kezelést követően koraérett petéket 

eredményez. Hasonló hatású az OEH, ami az ovárium ekdizon (sok faj imágójában gonadotróp 

hatású hormon; ösztrogén ekvivalens) termelését serkenti a vérszívás után az A. aegypti-ben, 

ami pozitív visszacsatolás révén hozzájárul a petefejlődéshez. 
 

b). Eddig egyetlen, a herék működésére ható tesztikuláris ekdizotropint (Testis ecdysiotropin; 

TE) izoláltak L. dispar-ból. A Lyd-TE a PTG ekdizon termelését nem serkentette, csupán a 

herékben zajló ekdizon bioszintézisét. 
 

c). Több fajból izoláltak nemi működést gátló, antigonadotropikus hormont; (Oostatic hormone; 

OSH), mint például legyekből, szúnyogokból vagy vérszívó poloskákból. Eddig néhány, a 

tripszin mennyiségét befolyásoló faktor (Trypsin modulating oostatic factor; TMOF) vált 

ismertté (Bylemans és mtsai., 1994). A tripszin és kimotripszin enzimek aktivitását gátolja a 

bélfal epithélium sejtjeiben, mely közvetve kihat a vitellogenezisre, tehát a petefejlődésre.  
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A TMOF eddigi ismereteink szerint nem klasszikus értelembe vett neuropeptid, mivel 

vérszívást követően néhány órával a szúnyog petefészek follikuláris hámsejtjeiben 

szintetizálódik, majd a vérnyirokban szállítódva a középbél epithélium sejtjeinek specifikus 

receptoraihoz kötődve gátolja a proteázok (főleg tripszin, esetleg kimotripszin) szintézisét/ 

aktivitását. Ennek köszönhetően leáll a vér emésztődése, aminosavak felszabadulása, ami a szik 

szintetizálódására és felhalmozódására gátlólag hat (visszacsatolás következtében), tehát megáll 

ill. befejeződik a petefejlődés. In vivo kezeléseket követően, megállapították, hogy táplálék 

útján adult szúnyogokba juttatva a bél epithélium sejtjein keresztül a vérnyirokba kerül, képes 

kötődni a középbél hámsejtjeihez és leállítja a tripszin bioszintézist, miközben megtartja 

biológiai aktivitását. A vízbe juttatva a szúnyog lárvák is elpusztulnak a TMOF-től, ugyanis a 

táplálék megemésztéséhez szintén tripszin jellegű enzimre van szükségük. Ez esetben azonban 

viszonylag nagyobb mennyiségre/dózisra van szükség a letális hatás eléréséhez. 

A kollosztatinok, (Colloostatin) a szikfehérje beépülését gátolják a petékbe, mint a 

húslégyből (Neobellieria bullata) izolált peptid esetében találták. 
 

d). A szaporodás szempontjából –elsősorban a lepkék esetében– nagyon fontosak a 

feromonotropikus (PT) neuropeptidek, azon belül a PBAN-ek. Mind a PBAN-ek keletkezése, 

mind pedig a vérnyirokban történő keringése, végül pedig a nőstényekben található célszervben, 

a potroh 8-9 szegmensénél –epidermális, sok esetben kitüremkedésként a tojócső előtt– található 

feromonmirigyben (Pheromone gland; PG) kifejtett hatása (feromontermelés indukálásával) a 

rovar endokrinológia, élettan és biokémia egyik legérdekesebb és legkutatottabb területe. A 

rovar feromonok a kémiai kommunikáció egyik kulcselemét jelentik. A feromonok (el nem 

ágazó, 1-3 telítetlen kötést hordozó, hosszúszénláncú molekulák aldehid, alkohol vagy acetát 

funkciós csoporttal) elsősorban a lepkefajokban ismertek, szigorúan fajspecifikusak és a nősté-

nyek termelik a PG-ben a hímek csalogatására (Tamaki, 1985). A feromonok bioszintézisét, 

eddigi ismereteink szerint, elsősorban a PBAN serkenti és befolyásolja a célszervben. Az elsőt H. 

zea-ból izolálták (Raina és mtsai., 1989). Az ismert PBAN-ek 33-34 aminosavból álló peptidek, 

az SOG-ban termelődnek és időszakosan ürülnek napszaktól függően a CC-ből, és/vagy a hasi 

ganglionokból. A PT/PBAN neuropeptideket bővebben az 1. rész IV. fejezetében tárgyalom. 

A feromonok (és összetételük) faji sajátosság, ami tág lehetőséget biztosít arra, hogy 

akár monitorozásra, előrejelzésre, vagy gyérítésre, ill. tényleges utódszám csökkenésre 

használjuk a megfelelő szintetikus feromonkészítményeket. Ebből az is következik, hogyha 

sikerül célzottan megakadályozni, vagy befolyásolni a nőstények szigorú endokrin irányítás 

(elsősorban PBAN, valamint JH-k, és ekdizon) alatt álló feromontermelését, az kedvező 
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eredményre vezethet. Az érdeklődés a PBAN-ek, valamint az FXPRLamid C-terminális vég 

megegyezése révén a vele rokonságot mutató PK-k (spontán izommozgást serkentők) felé 

fokozott, ugyanis a biológiai aktivitáshoz már a C-terminális pentapeptid is elégséges. A 

nőstényekbe injektált szintetikus PBAN-ek vagy PK-k hatékonyak maradnak és a feromon-

termelés révén jól vizsgálhatók. Az előzőekből következik, hogy PBAN/PK analógok, mime-

tikumok, agonista/antagonista tervezése, előállítása komoly gyakorlati lehetőségekkel kecsegtet. 

Choi és mtsai.-nak (2003) sikerült azonosítania majd teljes hosszában klónoznia a H. zea 

lepke PG-ből egy ún. Gp kapcsolt (G Protein-Coupled receptor; GPCr) PBAN/PKr-t (346 

aminosavból áll). Hull és mtsai. (2004) a közelmúltban a Hez-PBANr-hez képest egy 67 amino-

savval hosszabbat klónoztak a selyemlepke PG-ből. Mint kimutatták, ez a C-terminálisan 

„elhelyezkedő” hosszabb szakasz nélkülözhetetlen szerepet játszik a PBAN-hez történő kötődés 

(aktiválódás) során az internalizáció folyamatában. A PBAN részletes hatásmechanizmusáról és 

az új eredményekről a 2. részben számolok be. 
 

II/4.(C) Metabolizmust és homeosztázist befolyásoló neuropeptidek, hatásmechanizmusuk 
 

Rovarokban az intermedier anyagcsere fő színtere egy sajátos szerv, a zsírtest, ami lebe-

nyekből, szalagokból áll és kitölti csaknem a teljes testüreget. Szerepe van tartaléktápanyagok 

felhalmozásában lipid/zsír, szénhidrát stb. anyagcserében, valamint a tojások fejlődése szem-

pontjából nélkülözhetetlen fehérjékben gazdag szikanyagok és egyes fajokban ún. diapauza 

proteinek bioszintézisében, továbbá részben a méregtelenítésben, kiválasztásban is, végül pedig 

benne fejlődnek a többféle funkcióval rendelkező vérsejtek. Sok azonosított neuropeptid cél-

szerve a zsírtest, mely hormonok az anyagcsere folyamatokat alapvetően befolyásolják, továbbá 

a belső egyensúly fenntartásában (víz-ion háztartás) közvetlen szerepet játszanak (Gäde, 2004). 
 

a). Az AKH-k a lipidháztartásért felelősek és ez volt a legelső „valódi” rovar neuropeptid család 

(Stone és mtsai., 1976). Ez a hormon elsősorban a lipid felszabadulást serkenti a zsírtestből és a 

raktározott trigliceridet (Tg) digliceriddé (Dg) bontja, amely a vérnyirokba kerül és abban 

szállítódik. Jelentős energiaigényes folyamatok esetében, mint például a repülés (vándorlás, 

napszaki aktivitás), kulcsfontosságú. A hormonok legfeljeb 10-11 aminosavból állnak és sajátos 

módon a CC-ben keletkeznek. Több neuropeptid család tagjaihoz hasonlóan az amin véget 

általában piroglutamát blokkolja, míg a C-terminális vége amidált. Az AKH neuro-peptideket 

bővebben az 1. rész V. fejezetében tárgyalom.  

Az AKHr azonosítása (Staubli és mtsai., 2002) jelentős lökést adott ennek a kutatási területnek, 

mely azzal a ténnyel is összefüggésben van, hogy az AKH-k pleiotropikusak és a fő lipid 
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mobilizációs hatásuk mellett emelhetik a vérnyirok szénhidrát szintjét a zsírtest glikogén-

foszforiláz (Glycogene phophorilase; Glph) aktiválásával, csökkenti a zsírsav (fatty acid; Fa) 

szintézist az acetát felvétel gátlásán keresztül, csökkentheti az RNS szintézist, másrészről lehet 

miotropikus hatású is. Jelentős izommozgást serkentő hatása repülési sebesség, vagy intenzitás 

növekedésében nyilvánulhat meg repülő fajoknál, de nem repülőknél a mozgási aktivitás nő 

szintetikus peptid injektálást, vagy topikális kezelést (acetonitrilben /AcNi/, dimethilszulfoxilban 

/DMSO/, methanolban /MeOH/ stb. oldva) követően.  

Az AKH egyszerűsített hatásmechanizmusa a 4. ábrán látható (Gäde és Auerswald, 2003). 

A repüléshez lipidet használó fajok esetében (sáskák, lepkék, bogarak) első lépcsőben, a 

vérnyirokban keringő AKH kötődik a zsírtest sejthártyáján található GPCr-hoz, majd az 

adenilát-cikláz (Adenylate-cyclase; AC) aktiválódása révén megemelkedik a cAMP. A cAMP, 

valamint a felszabaduló belső Ca++ tartalékok és a kívülről beáramló Ca++a protein-kinázon 

(Protein kinase; PK-A) keresztül aktiválja a Tg-lipázt (TgL). A sáskák esetén a keletkezett Dg-k 

a sejtből kijutva, a vérnyirokban lipoproteinekhez ún. lipoforinokhoz (lipophorin; Lf) kötődve 

jut el az izomsejtekig (Shapiro és mtsai., 1988; Ryan és van der Horst, 2000), ahol β-oxidációt 

követően energia szabadul fel (4. ábra bal oldala). A gerincesekkel ellentétben a Dg-ket, 

 
 
4. ábra: Az AKH (hiperlipémikus) hatásmechanizmusa Locusta (bal oldal), ill. az AKH/HrTH 
(hipertrehalozémikus) hatásmechanizmusa Periplaneta (jobb oldal) fajok zsírtest sejtjeiben. 
Bal oldal: A kötődő AKH a Gp-kapcsolt receptoron keresztül és a felszabaduló Ca++-al együtt aktiválja a 
membrán kötött AC-t. A cAMP aktiválja PKA-t, mely viszont a Dg-k (és Fa-k) keletkezését serkenti a TgL 
által. A Dg-k a vérnyirokba jutnak és Lf-k szállítják a célszervig.  
Jobb oldal: Az AKH/HrTH hormon a Gp-hez kötődik, mely közvetlenül nyitja meg a Ca++ csatornákat, 
valamint a kapcsolódó FLC közreműködésével IP3 keletkezik, mely további Ca++-ot szabadít fel a rezervoár-
ból (szürke lemezes szerkezet). A kiszabaduló Ca++ szintén nyitja a Ca++ csatornákat. Végül a CaM-komplex-
ek PhK-kat és ezen keresztül GlPh-kat stimulálnak és több köztiterméken keresztül glikogénből trehalóz 
keletkezik, ami a vérnyirokba jut.      (Gäde és Auerswald /2003/ után) 
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valamint hidrokarbonokat, foszfolipideket szállító rovar Lf-ek a szállítási funkciót követően nem 

degradálódnak, hanem reverzibilisen leadják, majd felveszik „szállítmányukat”. Egy 

gyümölcsbogár (Pachnodea sinuata) zsírtestjében, a lehasított szabad Fa β-oxidációját követően 

keletkező acetil-CoA a beáramló alaninnal prolinná szintetizálódik, mely utóbbi kijutva a 

vérnyirokba, a célsejtekben energiaforrásként szolgál. Ebbe a szerkezeti csoportba tartoznak 

még egyes, a szívműködést/frekvenciát fokozó peptidek (Cardioactivating hormone; CAH), bár 

hatástanilag a mioaktivitást befolyásolók körébe (lsd. II/4. D). 
 

b). A vérnyirok szénhidrát (trehalóz) szintjének alakulásáért a hipertrahalozémikus 

(Hypertrehalosemic hormone; HrTH) és hipotrehalozémikus hormonok (Hypotrehalosemic 

hormone; HoTH) a felelősek és szerkezetük alapján a fenti peptidekkel rokonok. A repüléshez 

szénhidrátot használó fajoknál, mint pl. a csótányoknál, szintén lezajlik az AKH vagy HrTH 

hatására a cAMP szintjének megemelkedése. Ezt követően a membrán kötött FLC az IP3 

keresztül serkenti a belső Ca++ tartalékok felszabadulását miközben a GPCr-hez történő kötődés 

után a külső Ca++ is beáramlik és a foszforiláz-kinázon (Phosphorilase-kinase; PhK) keresztül, 

aktiválódik a GlPh és több közti terméken keresztül végül trehalóz keletkezik, ami a 

vérnyirokba jut (4. ábra jobb oldala) (Gäde és Auerswald, 2003).  

A korábbi hipoglikémikus hormont/faktort (Hypoglycemic hormone; HGH) –melyet 

újabban ténylegesen már a HrTH-kkal azonosítanak– viszont részleges szekvencia hasonlóságot 

mutat az emlős glukagonnal, és a zsírtest glikogén szintjét csökkenti, úgy hogy közben a 

trehalóz szint pedig emelkedik. 
 

c). A protein szintézist serkentő faktorok, valamint a fehérjék degradációját stimuláló faktorok 

szintén léteznek, amelyeknek pl. a ciklikusan szaporodó fajok esetében a JH-k és/vagy ekdizon 

mellett alapvető szerepük lehet a peteérésben. A Lom-AKH-król másodlagosan kimutatták 

protein szintézist gátló képességüket is. 
 

d). A rovarokban a kiválasztó rendszer a Malpighi-edényekből és az (utó)bélből áll. A 

diuretikus (Diuretic peptide; DP) és az antidiuretikus hormonok (Neuroparsin) a vízháztartásért 

felelősek, valamint a salakanyag eltávozásáért és az ion egyensúlyért (Coast, 1998). Ide tartozik 

még az ún. víz és ion visszaszívásért felelős neuropeptid is (Ion transport peptide; ITP). Az 

eddig izolált és azonosított rovar DP-k általában 30%-nyi hasonlóságot mutatnak a gerinces 

Kortikotropin-kibocsátási faktorral (Corticotropin-releasing factor; CRF) ezért gyakran CRF 

típusú DP-nek is nevezik ezeket a viszonylag nagyméretű peptideket. Jelentősen kisebb a 

gerinces Arginin-vasopresszin (AVP) családdal nagyfokú egyezést mutató Lom-AVP DP. Ezek a 
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felfedezések is jól mutatják, hogy sok –a belső egyensúlyért felelős neuropeptid molekula– már 

a törzsfejlődés korai szakaszában kialakult és fennmaradt. A fentieken túlmenően a különböző 

K-k (lsd. lentebb) is rendelkeznek diuretikus aktivitással. 

CRF-DP a cAMP jelátadási rendszeren keresztül fokozza a húgyanyag elválasztást, míg a 

K-k –más receptorhoz kötődve– a Ca++ beáramlás serkentése révén fokozzák az elválasztást. Az 

utóbbi szinergista hatása oly módon is kifejeződhet, hogy az izomsejtek serkentése révén az 

edények tubulusainak tekergő–csavaró mozgását is fokozza.  

 

II/4.(D) Izommozgásokat befolyásoló neuropeptidek, hatásmechanizmusuk 

 

A nem váz, hanem zsigeri izmok (pl. viscerális bél izomzat, petevezető izomzata, szív-

izomzat, vagy Malpighi-edények körkörös és hosszanti izomzata stb.) jelentős részben saját 

miogén aktivitással rendelkeznek. Mozgásukat továbbá irányíthatják az idegrendszerből ill. 

egyes idegdúcokból kifutó idegek, továbbá számos ún. miotropikus (serkentő) és mioinhibitor 

(gátló) neuropeptid. Ezek a mioaktív peptidek a központi idegrendszerben, vagy környéki 

dúcokban szintetizálódnak és vagy a vérnyirok közvetítésével vagy akár közvetlenül az ideg-

rostokon vándorolva jutnak el a célszervig (Schoofs és mtsai., 1994). A csoportot részletesen a 

VI/1. Előzmények fejezetben mutatom be. 

A miotropikus (MT) család a legkevésbé egységes, ami a szerkezetet illeti, ellenben a 

legismertebbek és a legtöbbet kutatottak. Legfontosabb feladatuk a különböző zsigeri és/vagy 

mozgásért felelős izmokra gyakorolt (valamilyen serkentő) hatásuk. Ezeken túlmenően számos 

további élettani aktivitással rendelkeznek, de az első leírt hatásuk alapján sorolják ide. 

Legismertebb tagja a proktolin, az első meghatározott rovar-neuropeptid, amit a P. 

americana egész testkivonatból izoláltak (Starratt és Brown, 1975). A MT-k többi tagját csak jó 

tíz évvel az első hormon azonosítása után kezdték felfedezni. A legtöbb ilyen peptidet a madeira 

csótányból (L. maderae) azonosították, mint pl. a leukokinineket, leukopirokinineket, leuko-

szulfakinineket; vagy később a vándorsáskából (L. migratoria) (lokusztamiotropinok, lokuszta-

kininek, lokusztapirokinin, lokusztatachikininek, lokusztaszulfakininek, stb.) (Schoofs és mtsai., 

1994). 

A mioinhibitor család neuropeptidjei (MIP), amint azt nevük is sugallja elsősorban 

valamilyen zsigeri izommozgást gátló hatással rendelkeznek. A MIP családon belül van egy 

jelentős ún. FMRF-típusú (végződésű) peptid alcsoport (Phe-Met-Arg-Phe) (FMRF Related 

Peptides; FaRP) és más néven olykor mioszupresszineknek (MS) is nevezik (Orchard és mtsai., 

2001). 
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III. CÉLKITŰZÉSEK 

 

Az értekezés –a rovar-endokrinológián belül– a neuropeptidek kutatásában és 

hatásmechanizmus vizsgálatok világából két fő területet ölel fel: 

 

1. rész (IV, V, VI fejezetek): Több csoportba tartozó, különféle neuropeptidek tisztítása, 

izolálása és meghatározása káposzta bagolylepkéből (M. brassicae), valamint kapcsolódó 

hatásvizsgálatok, legfontosabb biológiai jellemzőinek leírása, klasszikus eszközök felhasz-

nálásával.(i.e: „Többfélét” egyből megközelítés). Általánosságban, egyébként létezik „aktivitás-

irányúltság” (van elképzelésünk előzetesen a peptid funkciójáról), vagy „szerkezet-irányúltság” 

(adott szerkezetű peptid léte valószínűsíthető) peptid kutatás (Fónagy, 1994). 

A feladat megvalósítása magába foglal egyes bioteszt módszerek kidolgozását vagy 

továbbfejlesztését, olyan szempontból is, hogy később más fajra ill. hatások vizsgálatára is 

lehetőleg alkalmasak legyenek. Lipid és trehalóz, valamint mioaktivitás tesztek használata 

heterológ (más faj) ill. homológ (azonos faj) rendszerekben. 
 

2. rész (VII, VIII fejezetek): A PT pontosabban a PBAN neuropeptidek hatásmechanizmusának 

részletes feltárása a PG-ben, a feromonszintézis folyamatának és sejttani eseményeinek 

összehasonlítása selyemlepkében (B. mori) és káposzta bagolylepkében (M. brassicae) a 

legkorszerűbb eszközök igénybevételével, a vizsgálati módszerek széles spektrumának 

alkalmazásával. (i.e: „Egyfélét” többől megközelítés).  

Cél volt, hogy a korábbi eredményeket kiindulásként felhasználva részletesen feltárjuk a 

PBAN hatásmechanizmusát, jelátadási rendszerét elsősorban a selyemlepkében, valamint a 

káposzta bagolylepkében és ezért az alábbi megközelítéseket választottuk: 

- A folyamatban résztvevő enzimeket hagyományos izolációs módszerekkel ill. közvetett 

vizsgálati eszközökkel meghatározni és jellemezni; 

- Farmakológiai ágensek felhasználásával feltárni a jelátadás lépéseit; 

- Fény-, fluoreszcens- és elektronmikroszkópia lehetőségeinek felhasználásával (klf. 

vizualizációs metodikák) morfológiai megfigyelésekkel is „végigkövetni” a feromon-

bioszintézisét; 

- A prekurzorok és közti termékek vizsgálata és azok kompartmentalizációja; 

- A PBAN sejtszintű hatásmechanizmusának, a feromon-bioszintézis egyes lépéseinek 

figyelembevételével a folyamat modellszerű kidolgozása a fenti vizsgálatok, valamint egyéb 

vizsgálati eredményeinek segítségével.
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1. rész: KÜLÖNFÉLE NEUROPEPTIDEK TISZTÍTÁSA, IZOLÁLÁSA, 

MEGHATÁROZÁSA MAMESTRA BRASSICAE-BŐL, VALAMINT 

KAPCSOLÓDÓ HATÁSVIZSGÁLATOK 
 

IV. FEROMONOTROPIKUS NEUROPEPTIDEK 

 

IV/1. Előzmények 

 

A rovarok szexuális kommunikációjában, ill. a sikeres párzás létrejöttében a fajspecifikus 

szexferomonoknak jelentős szerepük van és a lepkék rendjén belül igen elterjedtek (Tamaki, 

1985). Az 1990-es évek elején is már több száz lepkefaj feromonja ismert volt (Arn és mtsai., 

1992), köztük a mezőgazdaságilag is jelentős kártevőé, a M. brassicae-é is (Z11-16OAc: 

16OAc: Z9-16OAc; 90:10:1; Attygalle és mtsai, 1987). 

Tekintettel arra, hogy a rovarok közötti szexuális kommunikáció növényvédelmi célokból 

történő megzavarására csak szintetikus feromonkészítmények álltak akkor (és még napjainkban 

is főleg) rendelkezésre (klf. szexferomon csapdák) kézenfekvőnek tűnt és feladatul tűztük ki 

olyan kutatások folytatását, ami –lehetőleg, magának a feromontermelésének megzavarása 

révén– újabb, környezetbarát, specifikus növényvédelmi perspektívákat nyit. A távlati célt 

elsődlegesen a feromontermelés biológiájának mélyreható és átfogó vizsgálatával kívántuk 

elérni kapcsolódva néhány világviszonylatban is vezető laboratórium kutatási irányzatához. 

Ehhez az első lépcsőt az jelentette, hogy PT neuropeptid(ek) izolációját, meghatározását 

végezzük el M. brassicae-ból. A feromontermelés hormonális irányítottságáról és a folyamat 

részleteire vonatkozó kutatások eredményeiről –ugyanebben a fajban– a 2. rész VIII. 

fejezetében írok. 

Az első PT peptid elsődleges szerkezetét 20 ezer H. zea felhasználásával határozták meg 

(Jaffe és mtsai., 1986a; Raina és mtsai., 1987, 1989, ez utóbbi a tényleges végeredmény 

közlése). A peptidet Raina és Gäde (1988) nyomán Hez-PBAN-nek nevezzük. A B. mori-ból 

Kitamura és mtsai. izolálták a szintén 33 aminosavból álló Bom-PBAN-I-et (1989), ill. a 34 

aminosavból álló Bom-PBAN-II-t (1990) (ez utóbbi egy R-aminosavval hosszabb az N-

terminális végen). A Bom-PBAN-I lárvakorban a vedlés utáni melanizáció és vörös pigmentáció 

folyamatát serkentő hormonként működik (pigmentációs biotesztben; Matsumoto és mtsai., 

1990), így ezt a hormont Bom-MRCH-nek is nevezhetjük. Később Masler és mtsai. (1994) 

izolálták és azonosították a 33 tagú Lyd-PBAN-t. A PBAN peptidek C-terminális végei szek-
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vencia homológiát mutatnak az inzulin jellegű növekedési faktor II-vel (Kitamura és mtsai., 

1989). Ezen felül L. maderae-ból, valamint L. migratoria-ból izolált MT hatású PK típusú 

peptidek C-terminális végeivel is azonosak (egy aminosav kivételével) (Holman és mtsai, 1990) 

és hasonlatosság található a B. mori-ból izolált DH is (Imai és mtsai., 1991). Saját vizsgálatok is 

bőségesen alátámasztják a PBAN/PK neuropeptidek pleiotropikus hatásait (Fónagy és mtsai., 

1992c, Matsumoto és mtsai., 1992b). Áttörést jelentett a PBAN neuropeptid struktúrát, 

bioszintézist stb. illetően, hogy sikerült a Hez-PBAN molekuláris klónozása (Davis és mtsai., 

1992) is. A szekvenciát megszakítja egy intron a 14. aminosavnál. Érdekes módon a tényleges 

Hez-PBAN előtt található egy 8 aminosavból álló, míg utána pedig egy 10 aminosavból álló 

peptid szekvencia. Mindhárom peptid C-terminális pentapeptid vége azonos. A rövidebb 

peptidek akár független (pl. MT hatású, azaz, ez esetben peterakási) folyamatokat is befolyá-

solhatnak (Davis és mtsai., 1992). Matsumoto és mtsai. (1992b) pedig először azonosítottak egy 

18 aminosavból álló PT-t a rizsrágó bagolylepke (Pseudaletia separata) lárvákból (Pss-PT). 

A lepkék imágóiban az agy és az SOG a metamorfózis során egybeolvad és egységes 

struktúrát alkot. Ezért korábban „agyi faktornak” nevezték a feromontermelést serkentő anyagot 

(Raina és Klun, 1984), de ma már tudjuk, hogy a termelés ténylegesen az SOG-ban történik. Az 

első megbízható eredményeket immuncitokémiai eszközökkel értek el. A Hez-PBAN ellen 

termeltetett szérum segítségével H. zea nőstényekben az SOG hasoldali középvonalán találtak 

aktívan jelölődő sejtcsoportokat. Hasonló eredmények mutatkoztak M. brassicae-ben (Tips és 

mtsai., 1992) olyan antiszérummal melyet egy Locusta-MT peptid (Lom-MT-I, Schoofs és mtsai., 

1990c) ellen termeltettek (anti-Lom-MT-I szérum, de ez esetben a peptidek C-terminális végei 

közötti hasonlóság –FXPRLamid– ténye mindenképpen fontos (pleiotropikus hatás). Ez 

megerősíti azt a közlést is mely szerint a M. brassicae-ben a feromontermelést minden 

bizonnyal egy „agyi faktor” irányítja (Bestmann és mtsai. 1989; Jacquin-Joly és mtsai. 1994). 

Ez utóbbi eredmények a M. brassiae PT neuropeptid tervezett izolációjához fontos 

előzménynek voltak tekinthetők. 

A hormon mennyiségére korábban csak a kivont anyag fej-ekvivalens arányaiban tudtak 

következtetni, és ezek alapján úgy találták, hogy 1/8 fej-ekvivalens mennyiség már képes 

feromontermelést indukálni (Raina és mtsai., 1987). Szintetikus Hez-PBAN, ill. Bom-PBAN 

segítségével ezek az eredmények H. zea-ban 0,5-1 pmol-nak (Raina és mtsai., 1991), míg B 

mori-ban 0,13-0,5 pmol-nak (Kitamura és mtsai., 1989) adódtak in vivo körülmények között. 

További pontosítást immuncitokémiai és Enzim kapcsolt immunabszorpciós próba (Enzyme 

Linked Immunoadsorbent Assay; ELISA); módszerek kombinációja tett lehetővé, így a 

hímekben 5 pmol-nak, nőstényekben 4,5 pmol-nak adódott a hormon a vándor bagolylepke, H. 
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peltigera-ban (Gazit és mtsai., 1992). További vizsgálatok során H. zea-ban 0,1-0,2 pmol 

mennyiséget mutattak ki a CC-CA komplexben (Kingan és mtsai., 1992). Jelentős mennyiséget 

találtak a hasdúcláncban a fotóperiódus ideje alatt (azaz egyfajta tárolásról van szó?) az 

egyébként sötétben aktív H. zea-ban (Teal és mtsai., 1989), míg a tor-, potroh-, terminális 

potroh-ganglionban nem volt kimutatható mennyiség. Egy másik vizsgálatsor a gyapottok 

bagolylepkében (H. armigera) pedig azt tárta fel, hogy a sötét fázisban jelentősen több PBAN 

található a CC-ben és a tor-ganglionban, míg a fotóperiódus alatt a terminális potroh- 

ganglionban van nagyobb mennyiség (Rafaeli és mtsai., 1991). 

A fenti, némileg ellentmondásos eredmények alapján feltételezhető, hogy többféle 

irányítási típussal állunk szemben. A PBAN SOG-ban történő termelődését, CC-ban való 

tárolódását majd a vérnyirokba történő periodikus kiürülését feltételezték eredetileg, mégpedig a 

PBAN a CC-ben-ban való előfordulása, majd in vivo tesztekkel bebizonyított fluktuációja a 

fény- és sötétszakaszban (Raina és mtsai., 1991), ill. más rovar-neuropeptidek analógiájára a 

termelődés, kiürülés, keringés alapján. A feltételezések ellenére a vérnyirok nem mutatott PT 

hatást a H. zea-ban (Raina és mtsai., 1991) de ezek az „eredmények” metodikai elégtelenségből 

is adódhatnak. Jurenka és mtsai. (1991a) viszont kimutatták a vérnyirok PT aktivitást egy 

sodrómoly faj, Argyrotaenia velutinana nőstényeiben. Ez utóbbi fajban az irányítás 

mechanizmusa azonban az átlagosnál is bonyolultabbnak tűnik, mert itt a hormon először a 

bursa copulatrix-ra hat, mely egy ún. „burza faktor”-t termel, és ez a feltételezett anyag hat a 

PG-re (Fabrias és mtsai., 1992). A horda bagolylepkében (P. unipuncta) viszont a JH köztes 

(mediáló) szerepét hangsúlyozták a PBAN kiürülésben (Cusson és McNeil, 1989). A V-betűs 

aranybagoly (Trichoplusia ni) esetében pedig azt állították, hogy nem áll agyi/neurohormonális 

kontroll alatt a feromontermelés (Tang és mtsai., 1989). A H. zea-ban és egy másik vándor 

bagolylepkefajban (H. virescens) alternatív utat javasoltak a hormonkiürülésre, nevezetesen, 

hogy a hormon a hasdúcláncon szállítódik az utolsó potroh ganglionig, mely idegi impulzusok 

segítségével stimulálja a mirigyet (Teal és mtsai., 1989). Ezt a hipotézist az is erősíti, hogy a 

mirigyet behálózó axonális nyúlványokat és azokban neuroszekréciós jellegű granulumokat is 

találtak (Christensen és mtsai., 1991). A pontos hatáshely kérdése a H. zea esetében –a 

fentiekben leírtak ellenére– változatlanul eldöntésre vár, hiszen egyes eredmények szerint a 

mirigy serkenthető Hez-PBAN által oly módon, ha átvágják a hasdúcláncot, vagy eltávolítják az 

utolsó terminális gangliont (Raina és mtsai., 1991). Christensen és mtsai. (1991) az ellent-

mondások tisztázására felvetették, hogy kétirányú kontroll alatt áll a PG. Azon túl, hogy 

axonális nyúlványok hálózzák be az utolsó potroh ganglion felől, a mirigy rendelkezik PBAN 

receptorokkal is. 
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Két fajon, a H. armigera-ban és H. zea-ban peptideloszlási vizsgálatokat is végeztek 

napszaktól függően (Rafaeli és mtsai., 1993). Ezek az eredmények korábbi feltevéseket 

erősítettek meg, nevezetesen, hogy a PBAN folyamatosan szintetizálódik az agy-SOG komplex 

részben, és a fényperiódus alatt ott akkumulálódik. A sötét időszak közeledtével a CC-be 

szállítódik, és ezért csökken a szintézis helyén a hormon mennyisége. A sötétben folytatódik a 

hormon szintézise, ellenben folyamatosan ürül a CC felé. Minekután az agy-SOG régióban 

mindig (kortól, napszaktól függetlenül) tekintélyes mennyiségű hormon található és a PG is 

folyamatosan stimulálható, így feltehető, hogy a kontroll mechanizmus kulcsmozzanata a 

periodikus hormonkibocsátás (akár hasdúcláncba, akár közvetlenül a vérnyirokba). Ezen utóbbi 

mechanizmusok pedig környezeti hatásokra (pl. fény/sötét) lépnek működésbe. A szabályozás 

további bonyolultságára hívják fel a figyelmet azok a H. zea-ból származó eredmények, melyek 

egy endogén feromon-szupressziós faktor (kb. 6 kD peptid) jelenlétét igazolták (Teal és mtsai., 

1990). Ez a faktor a PBAN kibocsátást vagy hatását befolyásolhatja.  

Korábban említésre került, hogy a H. peltigera hímekben is jelentős mennyiségű PBAN 

volt (Gazit és mtsai., 1992) de nem tisztázott a funkciója. Lehet, hogy „hím szexferomon” 

termelést serkent, mert egy vizsgálat szerint pl. a H. virescens hímek termelnek ilyen anyagot 

(Teal és Tumlinson, 1989). Ez utóbbi példa is érzékelteti, hogy egyetlen hormon is többféle 

funkciót láthat el fejlődési állapottól, nemtől stb. függően (Matsumoto és mtsai., 1990). 

A kutatások folyamán számos in vitro biotesztet is végeztek, melyek a PG-t, pontosabban 

a feromontermelést a testtől izolálva, médiumban vizsgálták hormon (vagy egyéb anyag/ok/, 

farmakokemikáliák) jelenlétében. Ilyen vizsgálatok segítségével bizonyították, hogy a PBAN 

elsősorban közvetlenül mirigyre hat pl. a H. armigera-ban (Rafaeli és mtsai., 1990), a H. 

peltigera-ban (Altstein és mtsai., 1993), ill. B. mori-ban és a trópusi lápibagolyban (Spodoptera 

litura) (Fónagy és mtsai., 1992b) stb.  

 
Káposzta bagolylepke (Mamestra brassicae) nőstény a tápnövényen  
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IV/2. Anyag és módszer 

 

IV/2/1. Felhasznált rovarok/törzsek 

M. brassicae: A rovarokat (saját gyűjtés) az MTA NKI Júlia majori telephelyén külön tenyésztő 

szobában neveltük (23+1oC~ 55% Rh., 18:6 L:D) félszintetikus tápon (Nagy, 1970) . A bábokat 

szexálást követően külön választva keltettük, majd 10%-os mézes vízzel itattuk az imágókat. A 

PT bioteszthez a vizsgálatot megelőzően 24 órával dekapitáltuk a nőstényeket ezzel biztosítva 

PT neuropeptid „mentességet” és ezen keresztül a feromontermelés felfüggesztését. Sok esetben 

a levágott fejeket használtuk fel az agy-SOG szövet mintagyűjtéshez (lsd. IV/2/3.).  

H. virescens: A rovarokat a Center for Medical, Agricultural and Veterinary Entomology, 

USDA-ARS, Gainesville (Florida, U.S.A.) állatházában tenyésztették (25+2oC, ~65% Rh. 12:12 

L:D). A bábok szexálását követően a hímeket eltávolították, majd a kibújást követően a 

nőstényeket 5%-os cukros vízzel itatták.  

 

IV/2/2. Alkalmazott in vivo biotesztek a PT aktivitás vizsgálatára 

Az alkalmazott biotesztek a szekvenciálisan és szisztematikusan tisztított biológiai minták 

PT aktivitásának nyomonkövetését szolgálták először M. brassicae, majd H. virscens 

nőstényekben vizsgálva. A beszárított vizsgálandó tisztított mintát 10µl vízben feloldva 

injektáltuk az előkészített tesztállat potrohába, majd megfelelő idő elteltével (M. brassicae, 1,5 

óra; H. virescens,1 óra) levágtuk a PG-t (tojócsővel) és n- hexánban kivontuk a feromont, majd 

mennyiségileg meghatároztuk. Ezen keresztül a kezelés ill. a kivont anyag biológiai aktivitása 

értékelhető. Minden esetben vizet (negatív kontroll) ill. szintetikus Hez-PBAN-t (pozitív 

kontroll; 5ng/állat) is injektáltunk. 

A feromontermelés serkentését vagy annak elmaradását –azaz kivonatok biológiai 

aktivitását– a M. brassicae esetében először egy gyors eljárással is sikerült tesztelni. A 

vékonyréteg kromatográfiás (Thin Layer Chromatography; TLC) módszerrel már három 

nőstény összevont PG extraktumából (50µl n-hexánban) jól értékelhetően kimutatható a 

feromontermelés. A TLC lapokat az alapvonalra történő felcseppentést követően 

diklórmetán:toluol (5:2) elegyben futtattuk, kénsavban oldott vanillinnal lefújtuk, majd és 

100oC-on hevítettük, vagy telített jódgőzben láthatóvá tettük. Ezt követően az előhívott TLC 

lapokat beolvastuk (scanner-rel) és így tárolhatókká is váltak az eredmények (5. ábra). A 

feromon-főkomponens (Z11-16OAc) standard segítségével értékelhető és „mérhető” volt a 

feromontermelés változása. Megállapítottuk, hogy ez a módszer nagyon alkalmas a sorozat-

vizsgálatra, mielőtt a munkaigényes és nem utolsósorban igen drága gázkromatográfiás (GC) 
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meghatározás módszerét használnánk az előtisztított minták/frakciók biológiai aktivitásának 

nyomonkövetésére. A módszer validálására ill. a tisztítás későbbi fázisában hagyományos GC 

mérést is végeztünk Hewlett-Packard 5890 műszeren (MTA NKI Júlia major) korábbi leírás 

alapján (Jacquin-Joly és mtsai., 1994). 

A H. virscens nőstényeket egy együttműködés keretében (MAKA, JFNo: 93/356) 

használtuk a tisztított minták biológiai hatékonyságának vizsgálatára ugyanis az U.S.A 

területére élő M. brassicae nem vihető be. A PT/PK-k közismert kereszt-reaktivitására 

alapozottan (Fónagy és mtsai., 1992c) azonban a H. virscens is megfelelőnek bizonyult, mert a 

Magyarországon biológiai aktivitást mutató valamennyi minta aktívnak mutatkozott a másik 

tesztállatban is. A szűz nőstényeket 2-3 napos korukban meghosszabbított fotófázisban 

használtuk a tesztekhez, ugyanis ekkor szervezetükből (vérnyirok) kiürülnek a PT neuro-

peptidek, ezért nem termelnek feromont sem (főkomponens: Z11-16:Ald). Az in vivo kezelést 

követően a PG-t levágtuk, külön-külön n-hexánban kivontuk a feromont, majd GC automatikus 

sorozat mérésre előkészítettük. A méréshez szintén Hewlett-Packard 5890 GC-t használtunk és 

korábban leírtaknak megfelelően mértük és értékeltük az eredményeket (Teal és mtsai., 1993).  

 

IV/2/3. Agy-SOG komplex boncolása, szövet kivonás (extrakció) és előtisztítások 

Összesen mintegy 3200 imágó (1-3 napos) nőstény agy-SOG komplexet boncoltunk ki és 

százas egységekben polipropilén centrifuga csőbe (jégen) 1M-os ecetsavba (5ml) gyűjtöttük. Az 

idegszöveteket tartalmazó egységeket homogenizáltuk, majd szonikáltuk. Ezt követően 

háromszori centrifugálás (5000 rpm) következett, az üledéket pedig még kétszer 2ml ill. 1,5 ml 

1M-os ecetsavval átmostuk, a felülúszókat egybegyűjtve. 

Az összegyűjtött felülúszót szilárd fázisú kivonásnak (Solid phase extraction; SPE) 

vetettük alá. Ehhez Baker WP Carboxyl Acid kation cserélő töltetet használtunk, melyet először 

3-4 ml AcNi majd 6 ml 10%-nyi AcNi-t tartalmazó 1M-os ecetsavval kondicionáltunk. Ezt 

követően felöntöttük a felülúszót a kis oszlopra. Az átfolyó anyag összegyűjtése után (1. 

csoport) aktív lemosással (50ml 10%-nyi AcNi-t tartalmazó 1M-os ecetsav) újabb frakciót 

szedünk (2. csoport), végül pedig ugyanazon folyadék fázissal (eluens) –ami emelkedő 

mennyiségű NaCl-ot (0,25-1M) tartalmazott– szintén mostuk (több alcsoportot tartalmazó 3. 

csoport). Valamennyi frakciót 0,1%-os trifluorecetsavval (TFA) hígítottuk, majd kondicionált 

C18-as Sep-Pak töltetre vittük fel. A lemosást 0,1% TFA-ás vízzel kezdtük, majd felváltottuk 

0,1%-os TFA-s 50%-os AcNi-rel. A frakciók felfogását követve a mintákat liofilizálóval 

szárítottuk, majd in vivo M. brassicae biotesztnek vetettük alá (IV/2/2. pont).  
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Az elsődleges tisztítást követően elvégzett PT aktivitás biotesztek eredményeit követően, a 

továbbiakban csak az 1-es és 2-es csoport továbbtisztítása mellett döntöttünk. A következő 

lépcsőben szolid reverz fázisú Baker WP Butyl C4 töltetet használtunk, melyet először 0,1%-os 

TFA-s AcNi-el, majd 0,1%-os TFA-s vízzel kondicionáltunk. A tisztítandó frakciókat azonos 

térfogatú 0,1%-os TFA-val hígítottuk, majd felvittük az előkészített oszlopra. Az oszlopot 

emelkedő 0,1% TFA-s (5-10-20-40-60-100)%-os AcNi-el lemostuk, valamennyi frakciót külön 

gyűjtve (melyek elnevezése 1.05; 1.10; ill. 2.05; 2.10 stb.). A frakciókat beszárítottuk, majd 

újabb in vivo M. brassicae biotesztnek vetettük alá (IV/2/2. pont).  

 

IV/2/4. HPLC elválasztás és tisztítás 

A homológ biotesztek alapján mindössze 4 frakció került kiválasztásra melyet HPLC 

elválasztásnak és továbbtisztításnak vetettünk alá. Az első oszlop esetében kétpumpás, manuális 

injektálású, Beckman HPLC rendszert használtunk UV/látható detektorral (System Gold 166), 

míg a következő kettőnél Waters (Model 510) rendszert, míg az utolsónál egy speciális LDC 

Biochrome négypumpás komplett HPLC egységet.  

Az első elválasztás során fordított fázisú (Reverse phase; RP) Vidac C4 (300Å pórus) 

oszlopot használtunk (víz/AcNi/0,1%-os TFA tartalmú elúciós gradiens). Megvizsgáltuk a 

frakciók biológiai aktivitását és ez alapján a továbbtisztítás céljára a legaktívabbakat 

kiválasztottuk, az egybeesőket egyesítettük, majd bekoncentrálás után ismét frakcionáltuk 

ugyanazon az oszlopon, ez esetben 0,1%-os heptafluorvajsav /HFBA/ tartalmú víz/AcNi elúciós 

gradienssel. A legaktívabb frakciók továbbtisztítására három további oszlopot használtunk: RP-

Vidac C8, Syn. Chrom., Narrow bore C18 oszlopokon víz/AcNi /TFA tartalmú/ elúciós normál és 

ún. inverz gradiens alkalmazásával RP-Altech Adsorbosphere phenyl (80Å pórus) oszlopot 

használtunk az eredeti módszer módosításával (Teal és Nachman, 1994). Az elválasztás rész-

letes körülményei a 6. (a-d) ábra megfelelő kromatogramjai alatt találhatók meg. A frakciókat 

kétpercenként gyűjtöttük automatikusan ill. a két utolsó oszlopnál már manuálisan. 

 

IV/2/5. Szerkezet-meghatározás 

A végső tisztítást megelőzően (lsd. előző pont) tájékozódásképpen az aktívnak bizonyuló 

frakciót gyors atom bombázás tömegspektrometriás (Fast Atom Bombardment; FAB-MS) 

vizsgálatnak vetettük alá. Tekintettel arra, hogy a minta nem bizonyult kellően tisztának ezért 

szükséges volt egy utolsó tisztítási eljárásra. Az aktív frakciót ezt követően MS-el még egyszer 

megvizsgáltuk, végül pedig standard Edman-degradaciós módszerrel meghatároztuk az 

aminosav sorrendet. 
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IV/2/6. Kompetitív ELISA vizsgálatok 

Tekintettel arra, hogy nem sikerült szerkezet meghatározást végezni a Narrow bore C18 

oszlopon történő tisztítást követően néhány, szintén aktívnak mutatkozó frakción, így azokkal 

legalább a feltételezhető C-terminális végükre vonatkozó hasonlóság miatt –tájékozódás- 

képpen– egy ún. kompetitív ELISA tesztet végeztünk el.  

Az ELISA tesztek röviden a következőkben foglalhatók össze. Szintetikus PBAN-Keyhole 

limpet hemocyanin complexet használtunk antiszérum termelésre (immunizálás). Kétszáz µl 0,1 

M Na2CO3-ot vagy 0,1 M Na2CO3 0,4 pmol tartalmú Hez-PBAN-t adtunk a vályúkhoz és a 

tálcákat 8oC-on tartottuk egy éjszakán át. Ezt követően a tálcákat háromszor átöblítettük Tween-

t tartalmazó foszfát puffer sóoldatban (Phosphate buffered saline; PBS) (0,15M NaCl 50 mM 

Na2HPO4; pH=7,25; 0,05% Tween-20). Minden vályút feltöltöttünk 200 µl-nyi blokkolóval 

mely 1% zselatint tartalmazott majd 35oC-on 1,5 órán át inkubáltuk PBS-Tween mosás előtt. A 

hígított antitesteket (1:1000 PBS-ben) Hez-PBAN-nel (0,03-0,30 pmol) vagy a HPLC tisztított 

frakciókkal inkubáltuk (kb. egy agy-SOG ekvivalens) 1 órán át 26oC-on gyenge rázással. 

Inkubációt követően az antitest keveréket hozzáadtuk a vályúkhoz majd ismét éjszakai 

inkubáció következett 8oC-on. Végül az ELISA tálcákat PBS-Tween-el mostuk és 200 µl alkáli-

foszfatázzal konjugált goat anti-rabbit IgGs (1:2000 steril PBS-ben) került hozzáadásra minden 

vályúhoz. A tálcákat további 1,5 órán át 35oC-on inkubáltuk, majd háromszor mostuk PBS-

Tween-ben. Százötven µl 1,0 mg/ml p-nitrofenil-foszfát- diethanolamin puffert adtunk a 

vályúkhoz és végül a tálcákat egy órán át szobahőmérsékleten tartottuk. A reakció leállítása után 

a vályúkat 405 nm-en olvastuk le ELISA olvasóval. 

 

IV/3. Eredmények 

 
IV/3/1. Alkalmazott in vivo biotesztek a PT aktivitás vizsgálatára 

Új eredményként könyvelhető el és a gyakorlatban igen hasznosnak bizonyult a M. 

brassicae-ben kidolgozott PT aktivitás bioteszt (gyorsteszt), amelynek segítségével TLC 

lapon történő futtatás majd vizualizációval jól értékelhetően teszteltük a klf. tisztított 

frakciók biológiai aktivitását. Ezzel a módszerrel kiváltottuk a költséges és munkaigényes 

GC-vel történő feromon-főkomponens (Z11-16OAc) vizsgálatát (lsd: Anyag és Módszer, 

IV/2/2.). Egy jellegzetes sorozatvizsgálat (TLC lapon) kontrasztosított képe az 5. ábrán látható. 
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5. ábra: A hormontartalmú tisztított minták PT hatásának vizsgálata TLC lapokon. 
A PG-ben termelődött feromon mennyiségét (azaz a tisztított minta biológiai aktivitását) a felvitt 5-7 μl-nyi 
Z11-16OAc standard (M. brassicae feromon főkomponense) alapján határoztuk meg. A sorszámozásból 
látszik, hogy az egyik vizsgált frakció sorozat 10., de elsősorban 11. számú mintája egyértelmű biológiai 
aktivitással rendelkezik. A futtató elegy: diklórmetán:toluol; 5:2 volt 
 
IV/3/2. A Mab-PT izolációja és meghatározása 

Az agy-SOG komplexből a tisztítás és izolálás során több PT aktivitással rendelkező 

frakciót is sikerült találni, de a többlépcsős tisztítási folyamat és a korlátozott mennyiségben 

rendelkezésre álló extraktum miatt végül csak egyetlen neuropeptidet izoláltunk ill. további 

hasonló létére következtettünk a kompetitív ELISA segítségével (lsd. IV/3/3.). 

A Baker WP Carboxyl Acid SPE tölteten történő tisztítást követően három fő csoportba 

különítettük a kivonatokat, de biológiai hatását tekintve az 1. csoport (első átfolyás) volt a 

legaktívabb. Ezért tovább tisztítás szempontjából ez volt a legígéretesebb. Az 1. és a 2. 

csoportot Baker WP Butyl C4 oszlopon tisztítottuk emelkedő AcNi koncentrációt alkalmazva a 

lemosás során (5-100% AcNi). Az számozás alapján az 1.20; 1.40; 1.60 ill. a 2:40-es frakciók 

bizonyultak aktívnak. A további tisztítás részletei azonban már csak az „1.40”-es mintán kerül 

bemutatásra.  

Az „1.40”-es mintákat egyesítés után, bekoncentráltuk, majd alávetettük az első HPLC 

tisztításnak. A Vidac C4-es oszlopon TFA ionpár-képző alkalmazása esetén a jelölésnek 

megfelelően további három biológiailag aktív régiót (A, 70-76 perc;B, 76-82 perc;C, 82-88 

perc) találtunk (6. a. ábra). Az „A” frakciót továbbtisztítva ugyanezen az oszlopon, de HFBA 
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ionpár-képző használatával egy kimagaslóan aktív frakciót nyertünk (A39;78-79 perc; 6. b. 

ábra). 

Az „A39” mintát ezt követően egy Vidac C8-as oszlopon tisztítottuk TFA-t használva (és a 

továbbiakban is). Mint azt a 6. c. ábrán jelöltem a „25-26”-os frakció volt aktív (52. perc). 

Végül a Syn. Chrom. C18-as oszlopon futatott mintában a „16” frakció bizonyult aktívnak (54. 

perc; 6.d. ábra).  
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6. ábra: M. brassicae PT peptid RP-HPLC tisztítási és izolálási folyamat kromatogramjai.  
UV-detekció:225 nm a. és b. kromatogramon. a: Vidac C4 oszlop (A=5% AcNi; B=60% AcNi 0,1%TFA; 0-
100%B 120 perc alatt; 1ml/perc). b: Az A régió továbbtisztítása Vidac C4 oszlopon (A=5% AcNi; B=60% 
AcNi 0,1%HFBA; 0-100%B 120 perc alatt; 1ml/perc). UV-detekció: 210 nm c. és d kromatogramon. c: A 
„39” frakció továbbtisztítása Vidac C8 oszlopon (A=15% AcNi; B=35% AcNi 0,1%TFA; 0-100%B 120 perc 
alatt; 1ml/perc). d: „25-26” frakció tisztítása Syn. Chrom. Narrow bore C18 oszlopon (A=15% AcNi; B=35% 
AcNi 0,1%TFA; 0-100%B 120 perc alatt; 0,3ml/perc). 
 

A 6. d. ábra „16” frakcióját MS analízisnek vetettük alá, de sajnálatos módon számos 

szennyeződés nem tette lehetővé a tiszta tömeg spektrum leolvasását, ami egy végső tisztítást 

tett szükségessé (további jelentős anyagveszteséget okozva). Ezért választottuk az ún. „inverz 

grádiens” alkalmazását, melynek eredményeképpen tiszta frakciót nyertünk, ami alkalmas volt 

FAB-MS analízisre, de a pontos aminosav analízishez nem volt már elegendő az anyag.  

 

 
 

7. ábra: Az inverz gradiens segítségével véglegesen tisztított Mab-PT FAB-MS-el történő meghatározása. 
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A peptid molekulaion tömegét 2137,6 m/z- nek (FAB-MS) állapítottuk meg, ahol 

egyetlen tiszta csúcs adódott a spektrumon.(7. ábra). A fenti FAB-MS eredményt is figyelembe 

véve Edman-degradációval próbáltuk meghatározni az új PT peptid szekvenciáját. A javasolt  

szekvencia a következő (a dőlt betűs aminosavak bizonytalanságot jelölnek): 
 

Mab-PT: SLAYVQKVFENVEFVPRLamid. (vö.: VI/3/2. Eredmények).  
 

A javasolt aminosav sorrendre azonban a kapott molekulatömeg és más hasonló 

szekvenciák alapján is következtettünk. 

 

IV/3/3. További Mab-PT-k kimutatása kompetitív ELISA-val 

A fent bemutatott 18 aminosavból álló Mab-PT-n kívül még további biológiailag 

aktívnak mutatkozó frakciókban ELISA-val is kimutattunk PT peptideket, ami egyértel-

műen arra utalt, hogy volt(ak) benne olyan neuropeptid(ek) melynek C-terminális vége 

FXPRLamid.  

Pozitív eredményt kaptunk a Baker WP Butyl C4 aktív frakciókkal (1.20; 1.40; 1.60 ill. 

2:40), továbbá az „1.40”-es továbbtisztításából származó és aktívnak bizonyuló A, B és C 

frakciókkal. Ezen alapján valamennyi vizsgált frakcióban találtunk olyan peptidet, amelyik a 

jellegzetes PK típusú C-terminális pentapeptiddel rendelkezik, ami egyben közvetett bizonyíték 

a Mab-PT általunk javasolt C-terminális végére is. 

 

IV/4. Megvitatás 

 

A 18 tagú PT hatású peptidek körében a meghatározás bejelentése (Fónagy és mtsai., 

1996), majd a későbbi közlés idejében is (Fónagy és mtsai., 1998) ez volt az első (és ez a mai 

napig érvényes érdekes módon!), ténylegesen adultból származó, valódi izoláción és tisztításon 

alapuló neuropeptid azonosítás. Korábban mindössze a P. separata lárvákból izolált 18 tagú 

Pss-PT volt ismert (Matsumoto és mtsai., 1992a), mely szintén hordozza a jól ismert 

FXPRLamid C-terminális pentapeptidet és melynek köszönhetően több bioteszt rendszerben is 

aktívnak bizonyult, tehát pleiotropikus. Teljes PBAN-ek tekintetében pedig csak Hez-PBAN 

(Raina és mtsai., 1989), Bom-PBAN I-II, (Kitamua és mtsai., 1989, 1990) és a Lyd-PBAN 

(Masler és mtsai., 1994) voltak ismertek és klasszikus kivonási és tisztítási eljárással egyébként 

azóta sem határoztak meg újabbat. Molekuláris biológiai módszereken alapuló vizsgálatok 

alapján mindössze a B. mori-ban (Sato és mtsai., 1993) és a H. zea-ban (Ma és mtsai., 1994)  
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ismertük a PBAN, valamint kapcsolódó peptideket kódoló teljes prekurzor protein génjének 

valószínűsíthető szerkezeteit, melyekre általánosan elmondható, hogy egy α-, β-, PBAN-, 

valamint γ-peptidszakasz egységből áll. Az α-szakasz 7 aminosavból áll, a β-szakasz a 18 

aminosavból álló egység, a PBAN 33-34 aminosavból, míg a γ-szakasz 8 aminosavból épül fel 

(2. táblázat). Klónozással és előrejelzéssel azóta ismertté váltak a H. assulta (keleti dohány-

moly), M. brassicae, Agrotis ypsilon (ypszilon bagolylepke), S. litura és Plutella xylostella 

(káposztamoly) fajok fent nevezett teljes gén szakaszai, így szekvenciájuk is, melyeket a 

szerzőkkel együtt a 2. táblázaton mutatok be összehasonlítás végett. 

Megállapítható, hogy a Hez-PBAN és a Bom-PBAN-I tényleges aminosav szekvenciája és 

a klónozás alapján talált szekvencia között nincs különbség. A 18 tagú un. β-szakaszok esetében 

ilyen jellegű összehasonlításra azonban nincsen lehetőség, mert vagy hagyományos kivonás és 

aminosav szekvenálási eredmények állnak rendelkezésre (P. separata), vagy molekuláris 

biológiai eszközzel előrejelzett javasolt aminosav szekvenciára vonatkozó adatunk van (lsd. 2. 

táblázat). Ez alól egyedül a M. brassicae a kivétel, ugyanis mindkét módon „meghatározott” 

szekvenciát ismerjük, de három pozícióban azonban eltérés mutatkozik, de ebből két helyen 

azonban, esetünkben, az Edman-meghatározás mást mutatott ki és csak egy helyen van 

tényleges bizonytalanság. Sajnálatos, hogy a többi tisztított peptid frakció vizsgálatát/ 

meghatározását nem tudtuk elvégezni pedig az Eredmények alapján (IV/3/3.) ELISA-val 

egyértelműen kimutattuk, hogy további FXPRLamid végű neuropeptideket vontunk ki, melyek 

közül egyik-másik bizonyára a fent bemutatott hosszú gén szakasz termékei lehetnek, de az is 

valószínűsíthető, hogy a pleiotropikus hatás révén esetleg primer módon inkább MT peptidek. 

Ezek létére további bizonyíték a VI. fejezetben bemutatott eredmények.  

A fentiek alapján és a közismert kereszthatás miatt, megállapítható, hogy sok rovar, –vagy 

esetünkben például a lepkeféléken belül– hordoz homológ gént mely több, rövidebb-hosszabb 

C-terimálisan azonos, de funkciójában mégis eltérő neuropeptidet kódol. Szemben a magasabb 

rendűekkel jónéhány neuropeptid keletkezik akár egyetlen SOG Ns-ben jelentősebb változtatás 

nélkül a poszt-transzlációs folyamatban, de hatásuk térben (hím és nőstény közötti különbség) 

és időben (pl. lárvakori vagy imágó) elkülönül és ezért még az is valószínű, hogy receptoraik 

igen hasonlóak. A szabályozás tehát akár különböző „osztályozás”, „csomagolás” és 

„célbajuttatás” révén is befolyásolódik. 

Az eredmények fényében érdemes kitekinteni a gyakorlati alkalmazhatóság irányába és 

ennek köszönhetően a feromon-bioszintézisbe történő beavatkozás reményében a két leg- 
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ismertebb kutatási irány a PBAN peptidomimetikus antagonisták, ill. a PBAN pszeudopeptid 

analógok tervezése és tesztelése. Az első megközelítés és annak szélesebb körű kidolgozása a 

Substance P gerinces neuropeptid analógiája alapján készült (Gilon és mtsai, 1991). A rovar 

PBAN/PK csoportra Altstein és mtsai. (2000) dolgoztak ki eljárást. A peptidlánc meghatározott 

szakaszának „gyűrűbe zárásán” vagy „fej-láb” ciklizálásán alapuló módszer (Backbone cyclic 

neuropeptide-based antagonist; BBC-NBA) röviden az alábbi lépcsőket jelenti: 

1). A kívánt funkció (ez esetben feromon-bioszintézis) irányításáért felelős neuropeptid 

azonosítása; 2). A peptiden belül a legrövidebb szakasz behatárolása, amely a kívánt hatásért 

felelős (lehetőleg a természetes peptid dózistartományában); 3). Az előző eredmény alapján egy 

„vezér” antagonista felfedezése/előállítása; 4). Egy potenciális BBC antagonista előállítása, 

amely nem agonista hatású; 5). Az antagonista hatásért felelős struktúra pontos meghatározása; 

6). Egy inszekticid prototipus előállítása (szintézis, formázás, kipróbálásra alkalmas stb.) amely 

kis molekulasúlyú, metabolikusan stabil, kutikulán és/vagy bélen átjut, szelektív hatású, 

valamint nem utolsósorban költségkímélő. Ez utóbbi elvárásoknak azonban csak olyan 

molekula szerkezetek tudnak megfelelni, amelyek térszerkezete nem rugalmas/flexibilis, hanem 

erősen kötött és ezáltal stabil, amit eddig a BBC módszerrel értek el legeredményesebben (Gilon 

és mtsai., 1991). 

A másik megközelítés, a PBAN pszeudopeptid analóg kifejlesztése Nachman és mtsai. 

(1996b.) nevéhez fűződik. Az alapkoncepció szerint olyan védelemmel kell ellátni a szintetikus 

aktív peptidszekvenciát, amelyik megkönnyíti a poláros molekula átjutását az apoláros kutikula 

lipid mátrixon, valamint ellenáll a bél és vérnyirok peptidázainak. Példaként említendő az az 

eljárás, amikor kiindulásként az FTPRLamid C-terminális aktív szekvenciában a fenilalanin 

fenil gyűrűjét egy hidrofób karboranil ˙(2-karboránecetsav; Cbe) taggal helyettesítették 

létrehozva a Cbe-TPRLamid molekulát (Nachman és mtsai., 1996b), amely a célállatba 

injektálva még az eredeti PBAN molekulánál is hatásosabbnak bizonyult. További amfifilikus 

analóg esetében a hidrocinnamil-TPRLamid szuperagonista hatást mutatott, míg a 9-fluorén-

acetil-FTPRLamid és a 1-pirénbutiril-FTPRLamid pedig 20 órán keresztül aktív volt, úgy, hogy 

a topikális kezelést követően a molekulák kitűnően átjutott a hidrofób kutikulán (Teal és 

Nachman, 1997). Egy további fejlesztéssel, a környezet terhelése szempontjából az amfifilikus 

analógoknál még jobb megoldást találtak, különböző Fa-k (a rövidebbek hatékonyabban 

átjutnak a kutikulán), valamint kolin-sav beépítésével a peptid láncba (Nachman és mtsai., 

2001). 
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V. ADIPOKINETIKUS NEUROPEPTIDEK 

 

V/1. Előzmények 

 

Az első eredmények arra vonatkozólag, hogy a rovarokban folyó belső anyagcsere 

eseményei, nevezetesen a szénhidrát mobilizáció a csótányban (Steele, 1961) ill. a zsírok 

lebontása több sáska fajban hormonális irányítottság alatt állnak (Beenakkers, 1969; Mayer és 

Candy, 1969) már a múlt század hatvanas éveiben nyilvánvalóvá váltak. A CC-ból készített 

nyers kivonat hatásait vizsgálva in vitro ún. glukagon hatására jellemző elváltozást 

eredményezett a csótányban, hiszen jelentősen megemelkedett a vérnyirok trehalóz szintje, mely 

alapján HrTH „faktornak” is nevezték. Az egyiptomi vándorsáska, Schistocerca gregaria, 

valamint L. migratoria sáskákban a mirigy kivonat viszont a lipid szintjét emelte meg a 

vérnyirokban jelentősen injektálást követően ezért itt adipokinetikus „faktornak” nyilvánították. 

Ezt követte 1976-ban Stone és mtsai. által 3000 CC feldolgozásával hagyományos elválasztási 

technikákon alapuló izolációs munkája, melynek eredményeképpen azonosítottak egy 

dekapeptidet –az első metabolikus neuropeptidet–, amit később Lom-AKH-I-nek neveztek el. A 

peptid szerkezete (1. táblázat) jelentős azonosságot mutat a korábban egy rákfajból (Pandalus 

borealis) izolált vörös pigmentációt serkentő neuroepeptiddel (Red pigment-concentrating 

hormone; RPCH) ezért a később azonosított metabolizmusért felelős neuropeptideket 

együttesen AKH/RPCH családnak is nevezik, bár hatásuk eltérő. 

A CC az általában az agy mögött található és az aggyal három pár idegrost köti össze. 

Többnyire az aorta falán vagy közelében páros kiemelkedésként, vagy dudorként található. 

Különlegessége, hogy a benne található peptidek miatt kicsit opálos kék színe van, ami mindig 

segít a lokalizálásban. Az AKH/RPCH hormonok a CC ún. „mirigy”-lebenyében, azaz sejtjeiben 

termelődnek és 200-600 nm-es elektrodenz granulumokban mutathatók ki. Számos AKH 

hormon génje is ismert, továbbá a prekurzorok és a szintézis útvonala is feltárt (O’ Shea és 

Rayne, 1992; Rayne és O’Shea, 1994). Minden AKH prekúrzorhoz önálló mRNS tartozik így pl. 

a vándorsáska (L. migratoria) három azonosított AKH-hez (I-II-III) pl. három pre-pro-AKH. A 

szignál peptidet a megfelelő AKH szekvencia ill. az amidáláshoz szükséges G-aminosav követi, 

végül pedig az ún. AKH kapcsolt peptid (AKH-Precursor related peptide) zárja, melynek 

funkciója azonban ismeretlen. A sejtekből történő kiürülés serkentését a vándorsáskában pl. TK 

típusú peptidekkel azonosítják (Nässel és mtsai., 1995) míg mások az oktopamin, valamint a 

cAMP szerepét tartják fontosnak (Pannabecker és Orchard, 1986). Az utóbbiakkal lehet  
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összefüggésben az a megállapítás, hogy a CC-t beidegző NCC-II (Nervi corporis cardiaci-II) 

elektromos ingerlése AKH kibocsátáshoz vezet (Orchard és Loghton, 1981). Radioimmunoassay 

segítségével a vándorsáska Lom-AKH-I mennyiségének 15-szörösét mutatták ki ötperces 

repülést követően, de vérnyirokban potenciálisan előforduló összmennyiség még mindig 

jelentősen kevesebb, mint a CC-ból izolálható. Diederen és mtsai. (1992) kimutatták, hogy a 

folyamatos szintézis jelentős tartalékokat eredményez a CC-ben és érdekes módon a „frissebb” 

AKH kerül kibocsátásra, míg a korábbiak csak raktározódnak. Az AKH-ek bontását pl. a 

dohányszender (M. sexta) a vérnyirokban először egy endopeptidáz végzi, tekintettel arra, hogy 

mindkét vége „védett” (blokkolt). A hasítást követően inaktív fragmentumok keletkeznek (Fox 

és Reynolds, 1991). A hormon fél-életidejét fajoktól függően néhány perctől kb. egy órában 

állapították meg. Különböző életidőt állapítottak meg a három Lom-AKH-re is, bár az továbbra 

is tisztázatlan, hogy egy peptidáz hogyan képes eltérő sebességgel bontani a neuropeptideket, 

ami inkább több peptidázra utal (Oudejans és mtsai., 1996). 

Napjainkban már ötven körüli a feltárt szerkezetű AKH/RPCH neuropeptid, melyek közül 

sok esetben, közel rokon fajoknál, már korábbról ismert szekvenciájú AKH került azonosításra 

(Gäde, 1997; Gäde és mtsai, 1997). A kilencvenes évek folyamán korszerűbb, csak néhány 

lépcsős tisztítást/elválasztást, kevesebb nyersanyagot igénylő izolációs eljárások kerültek 

kidolgozásra, melyet szekvenciális Edman-degradáción alapuló szerkezet meghatározás, vagy 

újabban csak MALDI-ToF MS vizsgálatok követnek. Az eredmények azt mutatják, hogy amíg a 

Pab-RPCH állandó szerkezettel rendelkezik több rák fajban, addig a rovarokban széles 

variabilitást mutat. Az AKH/RPCH peptidek tagjai 8-10(11) aminosavból állnak és piroglutamát 

zárja le az N-terminális végen, míg a másik oldalon amidált. Mindig tartalmaznak aromás 

aminosavat oly módon, hogy a 4-es pozícióban főleg F vagy esetleg Y található és W pedig a 8-

as pozícióban. A 8. és 9. helyen előforduló W és G révén egy nem töltött aminosav helyezkedik 

el, de pl. egyes Kétszárnyúakból, mint az ecetmuslicából D-aminosavat azonosítottak a Drm-

HrTH  7. helyén, vagy a skarabeusz bogár (Scarabaeus deludens) CC kivonatából azonosított 

Scd-CC-I-ben. Szerkezet hatás tanulmányok azt igazolták, hogy az aktivitáshoz a 4-es és 8-as 

pozícióban található aromás aminosavaknak, továbbá a mindig azonos C- és N-terminális 

végeknek van döntő szerepük. 

A metabolikus hormonok szerepének és az általuk irányított fontos élettani folyamatoknak 

köszönhetően sok kutatást végeztek a szintetikus azonosított AKH/RPCH neuropeptidekkel ill. 

analógokkal (agonistákkal és/vagy antagonistákkal) (Lee és mtsai., 1996,1997, 2000). Ezek 

eredményeképpen ismerjük sokféle hatásukat, mint a lipid vagy szénhidrát mobilizáció,  
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a GlPh aktivációja és Fa-szintézis gátlása stb. (Gäde, 1997; Gäde és mtsai, 1997). Az elmúlt 

közel húsz évben az AKHr-re vonatkozó ismeretek csak közvetett, farmakológiai in vitro 

kísérletekkel nyertek, aminek köszönhetően magának a neuropeptid csoportnak igen jól 

ismerjük a zsírtest sejtjeiben (célszerv/-sejt) a hatásmechanizmusát (lsd. II/4. (C) alfejezet.) 

Számos ismerethez jutottak a kutatók a neuropeptidek feltételezett másodlagos szerkezetét 

illetően –így áttételesen a receptorokra is– spektroszkópiai módszereknek (cirkuláris dikroizmus, 

mag-mágneses rezonancia), valamint ezen eredmények matematikai modellezésének 

köszönhetően, (Cusinato és mtsai., 1998; Nair és mtsai., 2001). Specifikus kötődési 

vizsgálatokat végeztek jelölt endogén AKH-el dohányszenderben és farmakológiai értelemben 

így jellemezték először az AKHr proteint (Ziegler és mtsai., 1995). Ez utóbbi alapján 

kifejlesztett kompetitív receptor kötődési próba segítségével állapították azt is meg, hogy a 

hatáshoz nem elégséges egy aktív váz vagy szakasz (ami sok neuropeptidnél elégséges pl. 

PT/PBAN, PK vagy AT esetében), hanem az egész molekula konformációja szükséges, ami csak 

megfelelő aminosavak megfelelő elhelyezkedésével érhető el (pl. lsd. aminosavak a 4- és 8-as 

pozíciókban) (Ziegler és mtsai., 1998). 

Az ecetmuslicából és a selyemlepkéből izolálták először úgynevezett reverz fiziológiai 

módszerrel AKHr-et(Staubli és mtsai., 2002) és megállapították, hogy az receptor hasonlít a 

gerincesek gonadotropin felszabadító hormon receptorhoz, ami tagja az állatvilágban 

általánosan előforduló membrán kapcsolt Gp receptorok családjának. 

Metabolikus neuropeptidek tekintetében kutatásainkat megelőzően számos összefoglaló 

összegezte a különböző rovar rendekben talált AKH/RPCH neuropeptidekre vonatkozó 

ismereteket, mind kiemelve ezek fontosságát és az ismeretek alkalmazásának elvi és gyakorlati 

lehetőségeit (Gäde, 1990; Gäde, 1997; Gäde és mtsai, 1997). A lepkék rendjén belül azonban 

csak nagyon kevés ismerettel rendelkeztünk és ezért is tartottuk különösen indokoltnak, hogy 

egy kártevő fajról próbáljunk meg további ismereteket szerezni. 

 
V/2. Anyag és módszer 

 
V/2/1. Felhasznált rovarok/törzsek 

M. brassicae: A tenyésztésre vonatkozó leírást lsd. IV/2/1. pontban. A bábok szexálását itt is 

elvégeztük, azért, hogy a mintavételre, valamint metabolikus (lipid, szénhidrát) biotesztekre 

minden esetben intakt és ismert korú imágókat (külön hímeket és nőstényeket) használjunk. 
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L. migratoria: A rovarokat a University of Cape Town (Rondebosch, Dél-Afrika) Zoology 

Department állatházában tenyésztették (30+2oC ~40% Rh. 12:12 L:D) füvön és kiegészítőkén 

zabpelyhen. A lipid mobilizációs biotesztekhez ivarérett 3-4 hetes hím állatokat használtunk.  

 

V/2/2. Alkalmazott in vivo biotesztek a metabolikus aktivitás vizsgálatára 

Az alkalmazott biotesztek a szekvenciálisan és szisztematikusan tisztított biológiai minták 

metabolikus aktivitásának nyomonkövetését szolgálták először M. brassicae, valamint L. 

migratoria imágókban.  

Az AKH/RPCH neuropeptidek (vagy analógok) jelentős növekedést/csökkenést 

okozhatnak az injektálást követő 60-90 percben a lipid, valamint glikogén/trehalóz háztartásban, 

ami a vérnyirokból jól kimutatható. A negatív kontrollhoz vizet, míg a pozitív kontrollhoz Lom-

AKH nyers kivonat egységeket (standard mennyiségű aliquot) használtunk a feltételezett 

keresztreaktivitás miatt, valamint Mas-AKH-t (25 pmol/állat) is. A potrohba történt injektálást 

(10μl vizsgálandó minta, 10-15 fej /CC/ ekvivalensnyi) követően, az inkubációs idő elteltével, 

BLAUBRAND® 1 µl-es mikrokapillárissal mintát vettünk a vérnyirokból és az alábbi méréseket 

végeztük el eleinte külön-külön, majd egy mintából egyszerre két paramétert is mértünk 

párhuzamosan. Egy-egy tesztsorozatot többször megismételtünk és egy-egy mintát legkevesebb 

három állaton (de többször akár 6-8 állaton is) vizsgáltunk egyszerre (egy csoportot alkottak). 

Ilyen bioteszteket káposzta bagolylepkében még korábban nem végeztek, ezért a körülményeit, 

valamint a normál alapértékeket is meg kellett határozni. 

a) Lipidtartalom meghatározás Holwerda és mtsai. (1977) nyomán: A vérnyirokból cc. 

kénsavval (300 µl; melegítés 100oC-on, majd hűtés) előállított mintákat foszfovanillin reagens 

hozzáadásával (3 ml; 30 perces sötét előhívás) spektrofotometriásan mértük, 536 nm-en (A 

kalibrációs görbét koleszterolból készítjük) (Zöllner és Kirsch, 1962).  

b) Trehalóztartalom meghatározás Holwerda és mtsai. (1977) nyomán: A vérnyirokból cc. 

kénsavval (150 µl) készítjük elő és anthron reagens hozzáadásával (3 ml, melegítés 100oC-on 

majd jeges fürdő és 30 perces sötét előhívás) határoztuk meg spektrofotométerrel, 585 nm-en. 

(A kalibrációs görbe D(+) trehalózból készítendő) (Holwerda és mtsai., 1977). 

c) Kombinált meghatározás: A mikrokapillárissal mintát vettünk a fentiek szerint az 

injektálást követően kb. 75-80 perc múlva. A vérnyirok cseppet 300µl cc. kénsavba kevertük, 

majd kettéosztottuk. A lipidtartalom méréshez 150 µl kénsavval kiegészítettük a mintát, majd 

ezt követően külön-külön a fentiek szerint eljárva meghatároztuk a koncentrációkat (az 

eredményeket természetesen kettővel szorozni kellett). Az eredményeket a, b, c-ben Student féle 

t-próbával, (p≥0,95) értékeltük. 
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d) Lipidtartalom meghatározás L. migratoria-ban: A L. migratoria hímeket egy együtt-

működés keretében (DAK-1/00) használtuk a tisztított minták biológiai hatékonyságának 

vizsgálatára ugyanis a Dél-Afrikai Köztársaság területére élő M. brassicae nem vihető be. A  

tesztelés az előzetes eredmények megerősítését szolgálták, elsősorban a feltételezett kereszt-

reaktivitás miatt (fordított irányban is). A L. migratoria egyébként a leggyakrabban használt faj 

a lipidháztartás változásainak vizsgálatára.  

A vizsgálandó minta beinjektálása előtt (10 µl) –a fenti módszerrel szemben– előbb 1µl 

vérnyirok mintát kell venni. Az állatokat, ezt követően, külön-külön tartottuk és az inkubációs 

idő elteltével a megfelelő állatokból ismét 1µl-nyi mintát vettünk. A lipidtartalom meghatá-

rozását a fentiek szerint elvégeztük. Az adatokat páros t-teszttel, (p≥0,99) értékeltük. 

 

V/2/3. A CC(CA) komplex boncolása, szövet kivonás (extrakció) és előtisztítások 

A metabolikus neuropeptidek termelődésének (túlnyomó többségben), valamint tároló-

dásának és kibocsátásának helye a CC. Ezért ilyen hatású neuropeptidek kivonására ez a 

legalkalmasabb. A mintagyűjtéshez 2-4 napos hímeket, vagy nőstényeket használtunk 50-50 

egységekben, összesen mintegy 2000 egyedet. A fejeket levágva, majd letisztítva Matsumoto és 

mtsai. (1995) által leírt lepke Ringerbe (35mM NaCl, 36mM KCl, 12mM CaCl2, 16mM MgCl2, 

274mM glükóz és 5mM Trisz-HCL; pH=7,5) tűztük le, mely lehetővé tette a kívánt CC szövet 

(mirigy) feltárását a háti oldalról, majd kiemelését. A CC-ket a 300 µl jégen tartott homoge-

nizáló elegyet (80%-os MeOH) tartalmazó Eppendorf csövekbe tettük.  

A szöveteket tartalmazó egységeket homogenizáltuk, majd szonikáltuk. Ezt követően 

háromszori centrifugálás (11000 rpm) következett, úgy, hogy az üledéket kétszer 200-200 µl 

homogenizáló eleggyel átmostuk, kevertük, a felülúszót összegyűjtöttük. A mintákat ezt 

követően Speed-Vac-on beszárítottuk. A nyers kivonatokat is alávetettük bioteszteknek, mely 

pozitív eredményeket követően folytattuk a tisztítást.  

A beszárított kivonatokhoz ezt követően 600 µl 0,1%-os TFA-t adtunk, majd a mintát 

MILLEX® PVDF (0,45 µm X 13 mm) szűrőn átszűrtük. A Speed-Vac-on történő koncentrálást 

követően HPLC frakcionálással folytattuk.  

 

V/2/4. HPLC elválasztás és tisztítás 

Az elválasztáshoz a már korábban említett kétpumpás, manuális injektálású, Beckman 

HPLC rendszert használtunk UV/látható detektorral (System Gold 166). Egy Bioszeparációs 

Technika (BST, Budapest) gyártású Nucleosil 5 RP-C18 oszlopon végeztük az elválasztást Gäde 

(1985) nyomán. Víz/AcNi/ 0,11%-osTFA tartalmú elúciós gradiens alkalmaztunk, míg a futtatás 
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egyéb körülményei a 8. ábrán láthatók. A percenként gyűjtött 1 ml-es frakciókat automatikusan 

szedtük le, melyeket beszárítottunk, majd vízben felvettünk és biológiai hatásukat vizsgáltuk. A 

futtatás kontrolljaként L. migratoria CC-ből készült extraktumot (Lom-AKH) használtunk.  

 

V/2/5. Szerkezet-meghatározás 

A frakcionálás során aktívnak bizonyuló mintát MALDI-ToF MS szerkezet- 

meghatározásnak vetettük alá (Proteomics Research Group, University of Münster, 

Németország). 

 

V/3. Eredmények 

 

V/3/1. Alkalmazott in vivo biotesztek a metabolikus aktivitás vizsgálatára 

Leszögezhető, hogy a M. brassicae-re átdolgozott bioteszt(ek), mely(ek) a metabolikus 

változások nyomonkövetésére hivatottak korábban leírt módszer (Holwerda és mtsai., 1977) 

alapján megfelelőnek bizonyultak. A kifejlesztett kombinált bioteszt esetében hangsúlyozandó, 

hogy ennek a metodikának az a lényege, hogy egyetlen állatból nyerhetünk többféle –a 

homeosztázis állapotot jellemző– adatot a vételezett vérnyirok megfelelő, többirányú 

vizsgálatával (lipid és trehalóztartalom változás is meghatározható).  Maga a módszer, kisebb 

módosításokkal más rovarokra is alkalmazható, szükség szerint.  

Méréseink alapján megállapítottuk, a lipidtartalom –azaz a Dg– 55+10μg/μl körül 

mozog, míg a trehalóz kontroll értéke 40+10 μg/μl a vérnyirokban. A kontrollokban 

tapasztalt eltérések az egyedek korával ill. nemével magyarázhatók. 

 

V/3/2. A Mab/(Mas)-AKH neuropeptid izolációja és meghatározása 

A nőstényekből és a hímekből külön-külön készített kivonatokat egy lépcsőben RP-

HPLC-n szétválasztottuk és a frakciókat biotesznek vetettük alá. A 8. ábrán látható, hogy 

találtunk egy AKH jellegű neuropeptidet, ugyanis retenciós ideje jól egyezik a Mas-AKH-el 

(az első, Lepidoptera-ból, pontosabban a M. sexta-ból származó és azonosított AKH-el, Ziegler 

és mtsai., 1985). A frakciót először a M. brassicae homológ biotesztben vizsgáltuk és igen 

aktívnak mutatkozott (3. táblázat). Ezt a felfedezést alátámasztják azok az eredmények is, 

amelyeket ún. heterológ bioteszt rendszerben kaptunk, azaz a kérdéses rész (azaz frakció/k) 

biológiai aktivitást mutatott a L. migratoria lipid mobilizációs tesztben is (4. táblázat) (Fónagy 

és mtsai., 2002). 
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8. ábra: A M. brassicae CC-CA kivonatának RP-HPLC kromatogramja. 
UV-detekció 214 nm. BST Nucleosil 5 RP-C18 oszlopon (A=víz; B=60% AcNi 0,11%TFA; 30-100%B 36 perc 
alatt; 1ml/perc) Az aktív régiót □- val jelöltem. A piros nyíl a Mas-AKH retenciós helyét jelöli.  

 

 

A közelmúltban végzett MALDI-ToF MS szerkezet meghatározások is (azonos „molekula 

ionok” detektálása révén) igazolták feltevésünket, hogy a M. brassicae-ból izolált AKH 

bizonyára megegyezik a Mas-AKH-el, mely szerkezet azonos néhány más lepkefajból 

izoláltéval is. A molekula ion (Mas-AKH Na+) tömegét MALDI-ToF MS mérés alapján 

1030,47 D-nak állapítottuk meg és így feltételezett szerkezete pedig: 
 

(Mas)-Mab-AKH: pQLTFTSSWGamid 
 

A CC-ből készített kivonatok frakcióit a szénhidrát (trehalóz) mobilizációs tesztben is 

megvizsgáltuk HrTH vagy HoTH hatást keresve, de egyértelmű és következetes hatást vagy 

eredményt nem sikerült kimutatni az alkalmazott pozitív kontrollhoz képest, így a további 

kutatást ebbe az irányba nem folytattuk. 

 



1. rész                                                                        V. ADIPOKINETIKUS NEUROPEPTIDEK 

 - 44 -



1. rész                                                                        V. ADIPOKINETIKUS NEUROPEPTIDEK 

 - 45 -

 



1. rész                                                                        V. ADIPOKINETIKUS NEUROPEPTIDEK 

 - 46 -

V/4. Megvitatás 

 

Mint azt korábbi nagyobb összefoglalókból ismert volt az AKH/RPCH neuropeptideket 

széles körben kutatták (Gäde, 1990; Gäde, 1997; Gäde és mtsai, 1997). Érdekes módon azonban 

a lepkék rendjén belül még csak néhány eredményes izolációról volt tudomásunk. Egységesen 

előforduló kilenctagú Mas-AKH-t a dohányszenderben (Ziegler és mtsai., 1985), a kukorica 

bagolylepkében (H. zea) (Jaffe és mtsai., 1986b) vagy a selyemlepkében (B. mori) (Ishibashi és 

mtsai., 1992) ill. később, a bogáncslepkében (Vanessa cardui) (Köllisch és mtsai., 1999) is 

megtalálták. Ez utóbbi fajban azonban azonosítottak egy jelentősen eltérő szerkezetű –Vac-

AKH– neuropeptidet is (Köllisch és mtsai., 2000). A kukorica bagolylepkéből kivontak egy 

másik metabolikus peptidet (Hez-HrTH), ami inkább a vérnyirok trehalóz szintjét emelte 

elsődlegesen (Jaffe és mtsai., 1986b). Mind a Mas-AKH-hez mind pedig a Hez-HrTH-hez 

hasonló vagy azonos peptidet (fizikai módszerrel megvizsgálva) találtak két további lepkefajban 

(Hippoteon eson és Imbrasia cytherea) habár pontos szerkezet meghatározásra nem is került sor 

(Liebrich és Gäde, 1995). 

A fenti eredményeket –hogy ugyanis a M. brassicae-ből izolált AKH egyezik a M. sexta-

ból kivontéval– mindössze egy tény vonhatja kétségbe, nevezetesen az, hogy pozitív 

kontrollként alkalmazott Mas-AKH a homológ biotesztekben általában gyengébb aktivitást 

mutatott (magasabb dózisban is), mint a kivonat vagy tisztított neuropeptid. Ezért felmerülhet a 

kérdés, hogy esetleg a konformáció kialakításban fontos szerepet játszó (pl. 4. vagy 8. 

pozícióban található aminosav mégis eltérő lehet, amit viszont a piroglutamát deblokkolás után 

csak Edman-degradációval lehetne meghatározni. A kapott molekulatömeg azonban ellentmond 

ennek a feltételezett eltérésnek. Ezt a bizonytalanságot eleddig azonban nem sikerült még 

tisztáznunk. 

A gyakorlat szempontjából kiemelt fontosságú lenne ennek a területnek a kutatása, mert a 

rovarok –jelen esetben egyes mezőgazdasági kártevők– elleni célzott beavatkozásnak egy vonzó 

területe lehetne a metabolizmusra (ezen keresztül energiaforrásra, felhasználásra ) gyakorolt 

hatás is. Ezeket célozzák azok a gyakorlati alkalmazás igényével született és születő szintetikus 

AKH-k, ahol vagy a C- (Lee és mtsai., 1996) vagy az N-terminális (Lee és mtsai., 1997) végét 

módosították, de egyetlen aminosav cserével (Ziegler és mtsai., 1998), vagy matematikai 

modellezés segítségével (Lee és mtsai., 2000) is próbáltak még optimálisabb és hatékonyabb 

mimetikumot előállítani. Ezek az eredmények azonban elenyészőek ahhoz képest, hogy milyen 

potenciális terület lehetne ez mind az elmélet mind pedig a gyakorlat számára.
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A tudományos eredményeken kívül újdonságnak számít az, hogy sikerült kidolgozni egy 

kombinált biotesztet, amit nem csak klasszikus élettani vizsgálatokhoz lehet alkalmazni, hanem 

későbbiekben akár hormonanalóg, mimetikumok vagy ismeretlen eredetű szennyeződést 

tartalmazó környezeti minta (pl. vízminta, vagy talajkivonat) élettani hatásának elemzésére is 

használható, ami ily módon esetleg „stressz” helyzetet eredményez, vagy annál még súlyosabb 

következménnyel járhat a rovarban (Székács és mtsai., 2004). 

 

VI. MIOAKTIV NEUROPEPTIDEK 

 

VI/1. Előzmények 

 

A mioaktív peptidek, melyek nem a váz, hanem a jelentős részben saját miogén aktivi-

tással rendelkező zsigeri izmok (pl. viscerális bél izomzat, petevezető izomzata, szívizomzat, 

vagy Malpighi-edények körkörös és hosszanti izomzata stb.) mozgásait befolyásolják. Kicsit 

részletesebb bemutatásukra itt kerül sor és egyben a jelenleg általánosan elfogadott csopor-

tosításukat is vázolom. A csoport két legfontosabb családja a miotropikus ill. mioinhibitor 

hatású neuropeptideket foglalja magába. 
 

Miotropinok (MT): 
 

a). A proktolint és a szívműködést serkentő peptideket (CAP) különállóknak szokás tekinteni. A 

Pea-proktolin pentapeptid volt az első azonosított rovar neuropeptid (Starratt és Brown, 1975) 

és igen általánosan előfordul. Később neuromodulátor funkciója is bebizonyosodott. A CAP 

neuropeptideken belül szokás még a korazoninokat elkülöníteni. Megjegyezendő, hogy a CAP 

peptidekre szintén az AKH-k N-terminális végződése jellemző. 
 

b). A K-ken belül TK-k szintén többfunkciós peptideket takarnak. A gerincesek köréből jól 

ismert Substance P-vel mutatnak rokonságot (Chang és mtsai., 1971). Ahhoz hasonló C-

terminális pentapeptid szekvenciával rendelkeznek (FX1GX2Ramid), ami szükséges a MT 

aktivitáshoz. A gerincesek és gerinctelenek köréből egyaránt ismert TK-k jól mutatják konzer-

vatív élettani szerepüket (Schoofs és mtsai, 1990a). Az eddig azonosított TK-k különféle 

simaizmok összehúzódásáért, vérnyomás befolyásolásáért, valamint idegi és bél hormonhatás 

modulációjáért felelősek a gerincesekben. A Lom-TK-k utóbél/végbél kontrakciós hatása a 

rovarokban jól analogizálható a gerincesekben tapasztaltakkal. A Lom-TK-k 30%-os, ill. 40%-os 
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szekvencia-homológiát mutatnak az emlős, valamint kétéltű és hal TK-kkal (az ún. physaelimin 

peptid csoport tagjaival).  

A miokininek (MK) ugyancsak kicsik, 6-13 aminosavból állók. A C-terminális pentapeptid 

igen konzervatív régió (FX1X2YRamid). Ide tartozik pl. az achetakinin, leukokinin. 

A PK-k C-terminális végét a már ismert FXPRLamid szerkezet jellemzi (Holman és mtsai., 

1986a). Szerkezet-hatás vizsgálatok megállapították, hogy a MT hatásért elsősorban a 

konzervatív C-terminális pentapeptid aminosav szekvenciája, valamint e szakasz β-I típusú 

konformációja a felelős (Nachman és mtsai., 1986a; Nachman és mtsai., 1991). Ehhez a 

szerkezeti csoport tartoznak a már korábban említett DH, PBAN/PT-k, vagy az MRCH is. 

A szulfakininek (SK) a gerincesekből már ismert gasztrin-kolecisztokinin (Gastrin-

cholecystokinin; CCK) peptidekhez tartoznak, tekintettel arra, hogy jelentős szekvencia és 

pozicionális homológiát mutatnak a humán gasztrin II-vel (gyomornedv elválasztást, simaizom 

összehúzódást serkent), a CCK-8(vagy -12)-vel (pankreáz enzim szekrécióért, továbbá bizonyos 

kiürülési/kiürítési folyamatokért felelős) és a cöruleinnel (hatása hasonlít a CCK-hez). 

Jellegzetes Y(SO3H)GHMRFamid C-terminális hexamerrel rendelkeznek. Nem csak szerke-

zetükben, hanem funkcionálisan is hasonlítanak a gerinces peptidekhez. Az elsőt követően 

néhány fajból sikerült izolálásuk (Nachman és mtsai. 1986b), de egyes esetekben csupán 

molekuláris biológiai eszközök segítségével következtetnek jelenlétükre (Nichols és mtsai., 

1988). Egy húslégy fajból (N. bullata) egyszerre kivont és azonosított két neuropeptid (Neb-SK-

I,-II) például magasfokú homológiát mutat a vele közeli rokonságban álló ecetmuslicából 

előrejelzett szekvenciával (Fónagy és mtsai., 1992d). Az SK-nak egy másik jellegzetes 

szerkezeti sajátsága van a korábbi MT peptidekkel szemben, nevezetesen, hogy a C-terminális 

végtől számítva az ötös pozícióban nem található F, viszont a C-terminális vég egy másik –nem 

MT– peptidekkel, nevezetesen az FMRFamid-okkal mutat hasonlatosságot (lsd. még lentebb).  

A periviscerokininek a PSO-kból, a ventrális idegrendszer mellett található képletekből 

szabadulnak fel (1. ábra). 
 

c). Léteznek a hím járulékos mirigyet serkentő hormonok, valamint a petefészket, petevezetőt 

serkentő hormonok ténylegesen a szaporodási folyamatokban játszanak fontos szerepet. 
 

Mioinhibitorok (MIP): 
 

a). Az FMRFamid-ok az egyik legszélesebb körben kutatott gerinctelen hormonok. Annak 

ellenére, hogy az „alap” FMRFamid (és ennek L analógja az FLRFamid) peptid előfordulását 
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csak puhatestűekben tudták kimutatni (Price és Greenberg, 1977), ilyen végződésű (és 

értelemszerűen hosszabb) peptidet egyre több állatcsoportból és rovarból sikerült izolálni, ill.  

immuncitokémiai eszközökkel jelenlétükre következtetni. Érdekes módon azonban egy multi-

funkcionális peptideket takar és az „összetartozást” elsősorban a tipikus végződés biztosítja. Az 

FMRFamid a puhatestűekben pl. szívműködést gyorsító peptid. Érdemes megemlíteni, hogyha a 

természetesen előforduló emlős opioid Met-enkefalin-Arg-Phe peptidet amidálják akkor képes 

kiváltani az eredeti FMRFamid hatást. Az FMRFamid-dal kapcsolatos (FaRP) peptidek a 

gerincesekben endogén opioid antagonistaként működnek. 

Rovarokból először a leukomioszupresszin (Lem-MS) peptidet izolálták a L. maderae-ból, 

mely szintén ide tartozik és az utóbél spontán összehúzódását gátolta (Holman és mtsai., 1986b). 

Érdekes módon az FMRFamid önmagában nem mutat ilyen hatást. A S. gregaria-ból és a L. 

migratoria-ból is izoláltak MS-t (ez utóbbi kettő szerkezete azonos!). 

A dohányszenderből azonosított Mas-FLRFamid peptid szinaptikus modulatorként hat a 

háti-hosszanti izomban a repülés folyamán (Kingan és mtsai., 1990). A húslégyből izolált és 

meghatározott Neb-MS volt az első ilyen típusú gastrointesztinális peptid a teljes átalakulással 

fejlődő rovarok közül (Fónagy és mtsai., 1992e). 

Molekuláris biológiai módszerekkel egy egész sor FMRFamid végződésű peptid jelenlé-

tére lehet következtetni az ecetmuslicában, mely feltételezett szekvenciákat FMRF cDNS-el és 

oligonukleotid próbákkal azonosítottak izolált gén könyvtárból. Ezekből egyet sikerült izolálni 

és újraszintetizálni (Nambu és mtsai., 1988). Néha egy-egy fajból 6-10 ilyen végződésű 

molekulát is sikerült azonosítani, pontosabban jelenlétére következtetni, de élettani szerepük 

igazolása nehezebb, és szinte minden esetben megkérdőjelezhető, vajon tényleg ennyiféle aktív 

molekulával állunk-e szembe? 
 

b). Az egyéb MIP-ek azonban a fentiektől eltérő szerkezettel rendelkeznek, mint pl. a Lom-MIP, 

ami egy AGWamid C-terminális véggel rendelkezik és érdekes módon inkább a Lom-AKH-II-

höz áll közel. 

 

VI/2. Anyag és módszer 

 

VI/2/1. Felhasznált rovarok/törzsek 

M. brassicae: A tenyésztésre vonatkozó leírást lsd. IV/2/1. pontban.  

Blaberus craniifer (chilei óriáscsótány). A törzsállományt a Budapest Állatkert Rovarházából 

szereztük be. Imágókat és lárvákat együtt tartottuk (30+2oC; ~50% Rh.; 12:12, L:D), vízzel és 
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élelemmel (kutyatáp granulátum őrölt mogyoróval, friss répa, alma és idény gyümölcsök) ad 

libitum elláttuk.  
 

VI/2/2. Alkalmazott in vitro bioteszt a mioaktivitás vizsgálatára 

A B. craniifer használatára módosított bioteszt a szekvenciálisan és szisztematikusan 

tisztított biológiai minták mioaktivitásának nyomonkövetését szolgálták egy heterológ (más 

fajban) rendszerben. 

A csótánytenyészetből kiválasztott hím állatot narkotizáltuk, majd felbontottuk. Az utóbél 

végbél szakaszának izomgyűrűjéből alapvetően Cook és Holman (1978) munkája szerint izolált 

szervi preparátumot készítettünk. A preparátumot egy 5 ml-es csótány Ringert (Wright féle 

sóoldat; Holman és mtsai., 1991) tartalmazó kamrába felfüggesztettük, melyet érzékeny 

transzducerhez (Leuveni Katolikus Egyetem /Belgium/ elektronikai műhelyében egyedileg 

gyártották) rögzítettünk. Az utóbbit potenciometriás rekorderhez (Radelkis) illesztettük, 

melynek segítségével a miogramok rögzíthetők, tehát értékelhetők voltak. 

A rutin sorozatvizsgálatot Schoofs (1988), valamint Fónagy (1994) nyomán 

részletesebben leírtak alapján végeztük. Egy-egy beszárított mintát (tisztítottsági foktól függően 

10-50 fej ekvivalensnyit tartalmazott) 1 ml csótány Ringerben oldottunk fel, majd hozzáadtuk a 

tesztkamrához. Az amplitúdó, a tónus és a frekvenciaváltozást legalább 1 percig vizsgáltuk, 

majd a kamrát többször átöblítettük és a spontán, normál izomműködés helyreállása után újabb 

mintát adtunk a kamrához. Pozitív kontrollként szintetikus Lom-MT-II-t (Schoofs és mtsai., 

1990b) és Pss-PT-t (Matsumoto és mtsai., 1992a) használtunk. 
 

VI/2/3. Az agy-SOG boncolása, szövet kivonás (extrakció) és előtisztítások 

A mintagyűjtéshez ugyanazokat a 2-4 napos M. brassicae hímeket, vagy nőstényeket 

használtunk 50-50 egységekben, melyekből a CA-CC komplexeket eltávolítottuk (lsd. V/2/3. 

pont; azaz párhuzamosan gyűjtöttük a kétféle szövetet). Az agy-SOG-kat az 300 µl jégen tartott 

homogenizáló elegyet (MeOH:víz:ecetsav; 100:10:1) tartalmazó Eppendorf csövekbe tettük.  

A szöveteket tartalmazó egységeket homogenizáltuk, majd szonikáltuk. Ezt követően 

háromszori centrifugálás (11000 rpm) következett, úgy, hogy az üledéket kétszer 200-200 µl 

homogenizáló eleggyel átmostuk, kevertük, a felülúszót összegyűjtöttük. A mintákat ezt 

követően Speed-Vac-on beszárítottuk. A nyers kivonatokat is alávetettük bioteszteknek, mely 

pozitív eredményeket követően folytattuk a tisztítást.  A beszárított extraktumokhoz ezt 

követően 600 µl 0,1%-os TFA-t adtunk, majd a mintát MILLEX® PVDF (0,45 µm X 13 mm) 



1. rész                                                                                    VI. MIOAKTIV NEUROPEPTIDEK 

 - 51 -

szűrőn átszűrtük. A Speed-Vac-on történő bekoncentrálást követően HPLC frakcionálással 

folytattuk a tisztítást. 
 

VI/2/4. HPLC elválasztás és tisztítás 

Az elválasztáshoz a már fent említett kétpumpás, manuális injektálású, Beckman HPLC 

rendszert használtunk UV/látható detektorral (System Gold 166). Egy Bioszeparációs Technika 

(BST) gyártású Nucleosil-5 RP-C18 oszlopon végeztük az elválasztást az V/2/4. pontban leírtak 

szerint. A futtatás körülményei a 9. ábrán láthatók. A percenként gyűjtött egy ml-es frakciókat 

automatikusan szedtük le, melyeket beszárítottunk majd csótány Ringerben felvettünk és 

biológiai hatásukat B. craniifer utóbél preparátumán vizsgáltuk.  

 

VI/2/5. Szerkezet-meghatározás 

A biotesztek során aktívnak (MT vagy MIP) bizonyuló mintákat az V/2/5. pontban 

leírtaknak megfelelően szerkezet-meghatározásnak vetettük alá. 
 

VI/3. Eredmények 
 

VI/3/1. Alkalmazott in vitro bioteszt a mioaktivitás vizsgálatára 

Először alkalmaztuk a B. craniifer óriáscsótány utóbél preparátumot in vitro 

mioaktivitás nyomonkövetésére. A beállítás során megállapítottuk, hogy a Lom-MT-II, 

valamint a Pss-PT szintetikus neuropeptidek 10-9 M, ill. 10-8 M koncentrációtartományban még 

aktívak, tehát megbízható módon alkalmas a teszt sorozatvizsgálatra ill. bármilyen biológiailag 

aktív, a spontán izomműködésre ható biológiai minta vagy szintetikus anyag stb. (farmakológiai 

jellegű)  rutinvizsgálatára. 
 

VI/3/2. Mioaktív neuropeptidek frakcionálása, biológiai hatásaik és szerkezetük 

A nőstényekből és a hímekből külön-külön készített extraktumokat egy lépcsőben RP-

HPLC-n frakcionáltuk és a beszárított frakciókat biotesztnek vetettük alá. A 9. ábrán bemutatott 

kromatogramon látható jelölések alapján, hat MT, továbbá három MIP hatású frakciót 

találtunk. A 10. a. ábrán a 19. percben gyűjtött minta serkentő, míg a 10. b. ábrán a 24. percben 

gyűjtött minta gátló hatása látható (Fónagy és mtsai., 2002). 

Az elvégzett MALDI-ToF MS szerkezet-meghatározások számos ismert és azonosítható 

„molekulaionok” meglétére engedett következtetni, de sok új is felbukkant, ami megakadályozta 

az egyértelmű „ujjlenyomatszerű” detektálást és teljes összeolvasást és az alábbiakat tudtunk 

megállapítani: 
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9. ábra: A M. brassicae agy-SOG komplex kivonatának RP-HPLC kromatogramja. 
UV-detekció 214 nm. BST Nucleosil 5 RP-C18 oszlopon (A=víz; B=60% AcNi 0,11%TFA; 30-100%B 36 perc 
alatt; 1ml/perc) Az aktív régiókat jelöltem. A + a serkentő hatású frakciókat míg a – pedig a gátló hatású 
frakciókat jelöli.  

 
10. ábra: Mioaktivitás bioassay. A B. craniifer csótány utóbelének in situ bemutatása, majd a 
kamrában történő elhelyezkedése a preparálást követően. 
Az a. ábrán a 8. ábra „19” frakciójának serkentő hatása (tónus, frekvencia és amplitúdó), míg a b. ábrán a 
„24” frakció erős gátló hatása látható. 
 
Serkentő hatású minták: 

Mab-PT (β-PBAN): SLAYVQKVFENVEFVPRLamid   molekula tömeg: 2141,99 

(vö: IV/3/2. Eredmények) 

/Arg7/Korazonin H+: pQTFQYSRGWTNamid                 molekula tömeg: 1369,62 

Gátló hatású minta: 

(Mas)-Mab-FLRFamid-I H+: pQDVVHSFLRFamid       molekula tömeg: 1229,64 
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Jelen keretek között további munkákra és megismétlésre megfelelő anyagi eszközök nem 

álltak rendelkezésre, de reményeink szerint –igaz jelentős késéssel– 2006 év végéig egy újabb 

együttműködés keretében a fagyasztott minták újbóli MALDI-ToF MS vizsgálatokra nyílik 

lehetőség és jelentősen bővülhet, valamint pontosabbá válhat a lista. 

 

VI/4. Megvitatás 

 

A legklasszikusabbnak számító in vitro rovar biotesztet –a madeira csótányban és az 

amerikai csótány utóbelének spontán aktivitásának befolyásolásához– mioaktív neuropeptidek 

izolálásához fejlesztették ki, amint ezt Holman és mtsai. (1991) később összefoglalták. Ennek 

segítségével sikerült a meghatározni korábban a proktolint (Starratt és Brown, 1975) is. Ezt 

később továbbfejlesztették több más zsigeri izomzatra, mint pl. szívcsőre (Konopińská és mtsai., 

1986) vagy petevezetőre (Paemen és mtsai., 1991). Ezek a farmakológiai jellegű rovartesztek 

igen fontosak, mert alapjait képezik az élettani és hormon-hatásmechanizmus vizsgálatoknak ill. 

szintetikus analógok (agonisták és antagonisták stb.) fejlesztésében. A B. craniifer óriáscsó-

tányon beállított bioteszt nagyon hatékonynak és hasznosnak bizonyult és mindenképpen bővíti 

a vizsgálati lehetőségeinket. Megjegyezendő, hogy megkíséreltem, hogy magából a káposzta 

bagolylepke valamelyik zsigeri izomszövetéből készítsek preparátumot (pl. ötödik stádiumú 

lárva beléből is), de még az imágó legígéretesebbnek tűnő petefészek/ petevezető szövete sem 

volt megfelelő mérésre alkalmas izolált szerv készítésére (természetesen lepke Ringer 

alkalmazásával lsd. V/2/3.) a mi eszközeinkkel és főleg a szövetek rendkívüli lágyságából 

adódóan, ezért végig a heterológ mioaktivitás biotesztet használtuk.  

A munkával kapcsolatban kiemelendő, hogy a lepkeféléken belül nagyon kevés 

ismeretünk van a MT/MIP neuropeptidekről. Ismerjük a helikokinin-I, II (Hez-K-I, II) 

molekulákat, de ezek is elsősorban diuretikus aktivitásúak, ami természetesen viscerális 

aktivátor szerepükkel van összefüggésben (Blackburn és mtsai., 1995b). Azonosítottak továbbá 

a dohányszenderből inhibitorokat (Mas-MIP-I, II) (Blackburn és mtsai., 1995a) és FaRP tipusú 

inhibitorokat is (Mas-FLRFamid-I, II, III (Kingan és mtsai., 1996). Ezeken túlmenően a 

peptidomika új tudományos módszerével a viaszmoly, Galleria mellonella, lárvájából a 

közelmúltban szintén azonosították a Hez-K-I, II-t, az (Arg7)-korazonint, egy PK típusú 

(konzervatív C-terminálissal rendelkező) neuropeptidet, valamint Mas-FLRFamid-I, II-t az agy-

SOG komplex nyers kivonatából (Huybrechts és mtsai., 2005). Hasonlóképpen sikerült közel 

egy tucat már ismert neuropeptid tömegét azonosítani ezzel a módszerrel a dohányszender 

hímjeiben és nőstényeiben egyaránt, úgy mint Mas-AKH, FLRFamid-I, II, III, két CAP-ot, 
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három MIP-et, végül korazonint és Mas-AST-t (Audsley és Weaver, 2003). További, hat más 

ismert Lepidoptera peptidet is kimutattak ezekből a mintákból (Audsley és Weaver, 2003). 

Munkánkban ötvöztük a klasszikusnak számító tisztítási majd biológiai aktivitás 

vizsgálatainak lépéseit, valamint a peptidomika adta lehetőségeket még Audsley és Weaver, 

(2003), valamint Huybrechts és mtsai. (2005) által közzé tett eredmények előtt, igaz 

eredményeink publikálást csak a megismétlések utánra tervezzük (Fónagy és mtsai., in prep.). 

Tekintettel arra, hogy Edman-degradáción alapuló aminosav meghatározásra nem volt lehetőség 

ezért –a biológiai hatás és aktivitás révén– célszerűnek látszott a fizikai „meghatározás” 

módszerét alkalmazni tájékozódás és összehasonlítás végett. Eddigi eredményeink is igazolják, 

hogy a legfontosabb ismert neuropeptidek egy körültekintő monitorozással –biológiai és 

szerkezeti szempontból– azonosíthatók és továbbvizsgálva esélyt ad újabbak felfedezésére is. 

Több minta biológiai aktivitása, valamint a reményeink szerint megismételhető MALDI-ToF MS 

mérések segítségével alaposabban feltérképezhetjük a káposzta bagolylepke legfontosabb 

neuropeptidjeinek spektrumát. A várható eredmények segítségével pontosabb képünk alakulhat 

majd ki, a lepkéken belül, egy kártevő faj neuro-endokrinológiájáról. 

A mioaktív peptidek kutatása ill. az ismeretek felhasználása ígéretes lehetne, mint arról 

már esett szó fentebb (V. fejezet) PBAN/PK -FXPRLamid C-terminális végű neuropeptidek 

szintetikus analógjai esetében melyek pleiotropikusak lévén MT hatásúak is lehetnek (Altstein 

és mtsai., 2000; Nachman és mtsai., 1996b). Külön említendő, hogy Konopińská 1997-ben 

mintegy 80 olyan proktolin analóg szintéziséről, szerkezet-hatás vizsgálatának eredményéről 

számolt be egy összegző tanulmányban (in vitro rovar, in vivo patkány toxikológiai vizsgá-

latokat is beleértve), amelyben a pentapeptid szekvenciában 1-5 pozícióban történt csere, vagy 

gyűrűbe zárták, vagy rövidebb-hosszabb peptidláncot kapcsoltak az alapmolekulához. Több 

rovarfajban, farmakológiai értelemben már karakterizálták a proktolinr-t, de azonosítása még 

nem történt meg. Az analógok vizsgálata is inkább elméleti jelentőségű, mert eddig kutikulán 

áthaladó és egyéb értelemben is stabilnak mondható analógot nem sikerült előállítani. 

A K-khoz tartozó molekulák esetében utalni kell a már említett PBAN/PK analógokra. 

Kiemelendő még az inhibitorok közül egy nem peptidtermészetű agonista, a benzetónium klorid 

(Bztc), ami képes az FLRFamid végű MS molekulákat tökéletesen utánozni több független in 

vitro bioteszt rendszerben (Nachman és mtsai., 1996a). A Bztc mérete, funkciós csoportja, 

térszerkezete töltése révén képes az eredeti neuropeptidet agonizálni, ami újabb bizonyíték a 

lehetséges, specifikus (heterológ) hatás eléréséhez és beavatkozáshoz, mesterséges úton.
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2. rész: A FEROMON-BIOSZINTÉZISÉNEK HORMONÁLIS 

IRÁNYÍTOTTSÁGA ÉS A FOLYAMATOT KÍSÉRŐ SEJTTANI 

ESEMÉNYEK BEMUTATÁSA A BOMBYX MORI-BAN, VALAMINT A 

MAMESTRA BRASSICAE-BEN 
 

2. rész Előzmények 

 

Mint azt az IRODALMI ÁTTEKINTÉS megfelelő fejezetében (II/4.B már röviden 

leírtam –elsősorban a lepkék esetében– a sikeres szaporodáshoz elengedhetetlenül szükségesek 

a fajspecifikus szexferomonok ill. elegyeik (Tamaki, 1985). A hím lepkék, a nőstényeket 

segítségükkel lokalizálják és így meghatározó szerepük van ezeknek a specifikus anyagoknak a 

sikeres párzás létrejöttében, azaz a faj fennmaradásában. Érdekes módon a pillangók esetében 

nem tudunk ilyen anyagokról és az elsődleges kommunikáció vizuális (Shorey és mtsai., 1968).  

A terület jelentős irodalmát tekintve Prestwich és Blomquist /eds./, (1987), valamint 

napjainkban Blomquist és Vogt /eds/ (2003) könyveit kell kiemelnem és a legfontosabb 

általánosságokat az alábbiakban összefoglalom, melyet majd követ a közvetlen előzmények 

ismertetése az általam vizsgált két fajban. 

A szexferomonok a nőstényekben található speciális szervben, a potroh 8-9. szegmensénél 

–epidermális, gyakran interszegmentális kitüremkedésként a tojócső előtt– található PG-ben de 

novo szintetizálódnak olyan Fa közti termékekből melyek hossza, kettőskötés helye, 

sztereokémiája már hasonlatos a végtermékkel. Általános esetben (pl. egy acetát típusú 

molekulákban) az acetil-CoA-ból (AcCoA) palmitinsav keletkezik (Fa-szintetáz; FaS) melyet 

két fontos lépcső követ: láncrövidülés (két szénnel rövidül a lánc, mikroszomális β-oxidáció 

révén), ill. telítetlen kötések kialakulása. Ezeket a lépéseket a redukció és acetiláció követi. A 

legtöbb lepke szexferomon alifatikus aldehid, alkohol, acetát, amely 10-18 szénatomos láncot 

alkot és egy vagy több telítetlen kötést tartalmaz, de ismertek feromon funkciójú epoxidok, 

ketonok stb. is. A legtöbb szexferomon tehát különböző izomerek keveréke, illetve ún. fő- és 

alkomponensek meghatározott elegye.  

Még napjainkig is valójában csupán néhány faj feromon-bioszintézisének útját, lépéseit 

tanulmányozták teljes részletességgel, mely ismeretek tekintetében szintén a fenti összefogla-

lókra hivatkozok. Az első szexferomont (bombykol; Δ10,12-hexadekadienoát, pontosabban: E,Z-

10,12-hexadekadién-1-ol, 84%: E,E- hexadekadién-1-ol, 16%) az általunk is egyik modell- 
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fajként használt selyemlepkéből azonosították mintegy félmillió egyed felhasználásával 

(Butenandt és mtsai., 1959). Azóta sok száz faj feromonját azonosították (Arn és mtsai., 1999). 

Az összes izolált feromon túlnyomó többsége továbbra is a lepkékből származik (Ridgway és 

mtsai., 1988).  

Az lepkék esetében a párzás mindig az éjjel/nappal ciklus meghatározott idejében van. 

Ezért a feromonszintézisnek és kibocsátásnak és a hímek percepció képességének is pontos 

időzítése rendkívüli jelentőségű. Számos élettani és környezeti paraméter befolyásolja a 

nőstények feromontermelését és kibocsátását (életkor, esetleges korábbi párzás, napszak, napi 

ritmus, fény és légköri viszonyok). Annak ellenére, hogy a lepkék viszonylag rövid élet-

tartamúak, továbbá érett petékkel bújnak elő, azonban mégsem a párzás és az azonnali „kontroll 

nélküli” szaporodás kerül előtérbe (Cardé és Webster, 1980). Tehát annak érdekében, hogy 

létrejöjjön a periodicitás a szexuális aktivitásban, olyan mechanizmusok működnek a 

nőstényekben melyek a külső tényezőket is figyelembe véve belső szabályozást biztosítanak. 

Riddiford és Williams (1971) javasolták először a csalogató viselkedés (calling) továbbá a 

szexferomontermelésének neuroendokrin kontrollját a pávaszemes lepkékhez tartozó 

Hyalophora cecropia-nál és Antheraea polyphemus-nál. Úgy találták, hogy ezeknél a fajoknál a 

külső információkat (és változásait) az agyi feldolgozást követően a CC-ből hormonkibocsá-

tódás követi. Későbbi eredmények pedig azt mutatták, hogy csalogató nőstény vérnyirokját 

injektálva nem csalogató A. polyphemus nősténybe párzási aktivitás (csalogató viselkedés) 

indukálható (Riddiford, 1974). Sajnos ekkor csak a viselkedést figyelték meg és magát a 

feromontermelést nem mérték. Később igazolódott is, hogy a CC-nak nincsen szerepe a 

csalogató viselkedés szabályozásában (Sasaki és mtsai., 1983) és tudjuk hogy a feromon-

termelés és a csalogató viselkedés függetlenül irányított. Például a H. zea fotofázisban 

feromontermelésre serkenthető, de nem mutat párzási aktivitást (Raina és mtsai., 1991). A M. 

sexta esetében a csalogató viselkedés idegi impulzustól függ, de a mirigy kitolása az utolsó 

potroh ganglion által irányított (Itagaki és Conner, 1986).  

Hollander és Yin (1982) a gyapjaslepke, L. dispar, esetében úgy találták, hogy az ideg-

rendszer elülső része (az agyat is beleértve) szükséges a feromontermeléshez, kibocsátáshoz, ill. 

egy sértetlen idegi kapcsolat fontosabb, mint bármilyen hormonális információ (Hollander és 

Yin, 1985). Azt is bebizonyították, hogy a hasi idegrendszer átvágása az utolsó potroh ganglion 

előtt jelentősen csökkenti a feromontermelést (Tang és mtsai, 1987). A feromontermelés 

biológiájának vizsgálataiban az igazi áttörést mégis az a megállapítás hozta, hogy a termelés a H. 

zea-ban egy peptidtermészetű neuroendokrin faktor befolyása alatt áll (Raina és Klun, 1984). Ez,  
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és későbbi eredmények sora, sokban annak is volt köszönhető, hogy ekkorra sikerült  kifej- 

leszteni szenzitív in vivo biológiai hatásvizsgálatokat, PT aktivitás teszteket. Ennek alapja, hogy 

kikelt nőstényeket a fej és tor között elkötöttek (ligáció) majd az így nyert „izolált” potrohba 

különböző agy és/vagy dúckivonatokat injektáltak. Néhány óra elteltével a PG-ből kivonatot 

készítettek és a feromon-főkomponensének mennyiségét GC-vel meghatározták (Raina és Klun, 

1984). Ezt váltotta fel később a dekapitálás, amit mi is rendszeresen alkalmazunk, in vivo 

biotesztek során. 

A feromonok bioszintézisét, eddigi ismereteink szerint, elsősorban a PK-khoz is tartozó 

jellegzetes FXPRLamid C-terminálissal rendelkező PBAN serkenti és befolyásolja a célszervben. 

Az elsőt a H. zea-ból izolálták (Jaffe és mtsai., 1986a; Raina és mtsai., 1987, 1989), melyet még 

számos követett. Az ismert PBAN-ek 33-34 aminosavból álló peptidek, az  SOG-ban termelőd-

nek és időszakosan ürülnek napszaktól függően a CC-ből, és/vagy a hasi ganglionokból. A 

PT/PBAN neuropeptideket és a peptidkutatáshoz kapcsolódó előzményeket és saját eredmé-

nyeimet bővebben az 1. rész IV. fejezetében tárgyaltam. 

A sokféle feromon (és komponensek keveréke) a szénlánc hosszúságától, telítetlen 

kötéshelyektől és az utóbbiak sztereokémiájától függően szintetizálódik. Azon túlmenően, hogy 

a lepkék túlnyomó többségénél a PT/PBAN közvetlen –a PG-re gyakorolt– hatását feltételezzük, 

kevés ismeretünk van a ténylegesen befolyásolt konkrét bioszintetikus lépésekről. 

A PBAN hatásmechanizmusának kutatásában elért eredmények ismertetése előtt fontos 

felvázolnom, hogy abban az időben –bő tíz évvel ezelőtt– milyen kiindulási eredmények álltak 

rendelkezésre. Tekintettel arra, hogy abban az időben csak közvetett tapasztalataink voltak a 

rovar-neuropeptidek receptorait illetően, így elképzeléseinket a gerinces irodalomra is alapoztuk. 

A rendelkezésre álló természetes szintetikus peptideket ill. az azokból származtatott szintetikus 

analógokat a gerinces farmakológia mintájára sokféle szerkezet-hatásvizsgálatra használták és 

használják értelemszerűen manapság is. Ezek alapján jutottunk olyan ismeretekhez melyek a 

minimális hatékony szekvenciát, esetleges aktív konformációt hivatottak leírni. Ezekhez a 

vizsgálatokhoz is nélkülözhetetlenek a sokat emlegetett biotesztek. 

Alapértelmezés szerint a neurohormonok a sejtekre szinte mindig a specifikus receptorral 

való kapcsolódás után hatnak. A hormon a specifikus receptorhoz kötődik, amely a membrán 

kötött AC (ATP-ből cAMP-t szintetizál) aktiválásához vezet. Ezt követően megnő a cAMP 

szintje a sejtben és ténylegesen a cAMP közvetíti a hormonhatást. A membrán kötött AC 

legalább három egységből áll: a katalitikus proteinből (C-protein), guanin nukleotid-kötő 

regulációs peptidből (Gp) és hormon receptor(ok)ból. A klasszikus jelátadás folyamán a hormon  
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receptorhoz való kötődése után a kötött guanozil-difoszfát (GDP) disszociál a Gp-ről és újabb 

guanozil trifoszfátot (GTP) köt meg. Ez a katalitikusan aktív komplex végzi a cAMP szintézist.  

A Ca++ a ciklikus nukleotidok metabolizmusára és funkciójára hathat a Ca++-kalmodulin 

komplexen (CaM) keresztül, mely utóbbi egy Ca++-függő modulátor fehérje és Ca++-receptor 

egyben. A CaM, a ciklikus nukleotid foszfodieszteráz (pl. hidrolizálja a cAMP-t) és a Ca++ 

függő AC regulátora és így molekuláris kapcsolatot teremt a ciklikus nukleotidok és a Ca++ 

között. A Ca++ sejtben történő felszabadulását (amennyiben nem receptor függő Ca++ csatornán 

keresztül jut be) egyébként egy másik rendszer befolyásolja, az IP3 melyet a PK-C modulál. A 

peptidhormonok biológiai aktivitásukat csak bizonyos ideig őrzik meg, inaktiválásukért 

elsősorban enzimatikus hidrolízis (specifikus endopeptidázok, amino- és karboxipeptidázok) a 

felelősek.  

Az A. velutinana esetében azon túl, hogy az ún. „burza faktor” is úgy tűnik, hogy szerepet 

játszik a feromontermelés serkentésében azt találták, hogy a PBAN más testi szövetre fejti ki 

hatását, aminek következtében a PG felé fokozódik a Fa-szintézishez szükséges alapanyag 

szállítás, így a megnövekedett szubsztrát mennyiség hat serkentőleg a feromon-bioszintézisre 

(Tang és mtsai., 1989). Érdekes módon a H. armigera-nál is azt találta Soroker és Rafaeli 

(1989), hogy a hormon már a de novo Fa-szintézis előtt/elején fejti ki hatását (ez esetben a PG-

ben). A H. zea fajnál is valószínű, hogy a reguláció (mint fentebb láttuk nem egyértelműen 

tisztázott úton) a Fa-szintézis előtt érvényesül és amennyiben a prekurzor(ok) már jelen 

van(nak) akkor a bioszintézis folyamat lezajlik és be is fejeződik (Jurenka és mtsai., 1991b).  

Már a 90-es évek elején is ismertük a részletesebb tanulmányoknak köszönhetően a 

bombykol szintézisének fontosabb mozzanatait (Ando és mtsai., 1988; Arima és mtsai., 1991; 

Ozawa és mtsai., 1993). Ezen eredmények szerint a telítetlen acil redukciója áll hormonális 

kontroll alatt. Martinez és mtsai., (1990) és Ozawa és mtsai. (1995) szerint a S. litura-nál is a 

végső redukció áll hormonális befolyás alatt. Jelzett prekurzorok használatával végzett 

vizsgálatok M. brassicae (Bestmann és mtsai., 1989) és a dudvarágó aranybagoly, Chrysodeixis 

chalcites (Altstein és mtsai., 1989) fajokban viszont azt valószínűsítették, hogy a hormon 

elsősorban a Δ-deszaturáz szintjén fejti ki hatását. Később azonban tisztázódott, hogy a M. 

brassicae-ben a PT/PBAN elsősorban a Fa-szintézis folyamata előtt fejti ki hatását (Jacquin-

Joly és mtsai., 1994).
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VII. A PBAN HATÁSMECHANIZMUSA A B. MORI-BAN 

 

VII/1. Előzmények 

 

A PBAN szerepének, valamint a kapcsolódó részletes jelátadási folyamat pontos feltárása, 

ill. az eseményeket kísérő morfológia vizsgálatok előtt részletesen ismertetem a kiindulási 

alapokat a selyemlepkében. 

Fónagy és mtsai. (1992b) megállapították, hogy a selyemlepkében kizárólag a PG a PBAN 

függő de novo feromon-bioszintézis célszerve. Az in vivo és in vitro PBAN dózis-hatás és idő-

hatás vizsgálatok alapján kidolgozott bioteszt rendszer eredményeinek köszönhetően tudtuk, 

hogy ez a specifikus szerv kitűnő modellként szolgálhat sajátos élettani és biokémiai folyamatok 

további tisztázásban. Az idő-hatás vizsgálatok eredményei egy gyors konverziót sugallnak, 

hiszen néhány perccel a kezelést követően már jelentős bombykol tartalmat mértünk a B. mori-

ban –tehát feltehetően a feromon-bioszintézis végső redukciós lépésére hat serkentőleg a 

hormon–, melyet később Ozawa és mtsai. (1993) farmakológiai eszközökkel be is bizonyítottak. 

A rendelkezésre álló biotesztekben végzett farmakológiai vizsgálatok akkori eredményeit 

az alábbiak szerint foglalhatjuk össze (11. ábra) melyek –a jelen dolgozatban bemutatott– 

munkám alapjait képezték (Fónagy és mtsai., 1992a,b; Ozawa és mtsai., 1993, 1995; Matsumoto 

és mtsai., 1995). 

 

 

 

 
11. ábra: A PBAN feltételezett 
jelátadási mechanizmusa a B. mori 
PG sejtben a különböző farmako-
kemikáliák segítségével végzett in 
vitro vizsgálatok szerint (1995-ös 
állapot). 
A teremlést indukálja, serkenti a Ca 
ionophore (A 23187) és ionomycin, míg a 
folyamatot gátolja a LaCl3, W-7, TFP, 
pNPP és NaF (Fónagy és mtsai., 1992a,b; 
Ozawa és mtsai., 1993, 1995; Matsumoto 
és mtsai., 1995). 
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A Ca ionophore (A 23187) (divalens kationok beáramlását serkenti; Pfeiffer és mtsai., 

1978) és ionomycin in vitro feromontermelést indukált, míg a lantánium ion (La+++; Ca++ 

antagonista, specifikusan helyettesíti a plazmamembrán divalens kationjait; Weiss, 1974) gátló 

hatása volt egyértelműen kimutatható. A ciklikus nukleotidok (cAMP, cGMP vagy dbcAMP) 

beinjektálása a dekapitált B. mori nőstényekbe dózis-függő feromontermelést indukált és a 

cAMP mutatkozott a legaktívabbnak. A farmakokemikáliákkal végzett in vitro vizsgálatok 

viszont egyáltalán nem támasztották ezt alá, azt sugallva, hogy a cAMP-nek bizonyára nincs 

közvetlen szerepe a feromontermelés indukciójában. Hasonlóképpen a MIX (3-izobutil-1-

methilxantin, erős foszfodieszteráz inhibitor; Montague és Cook, 1971) és/vagy a forskolin (7-

O-hemiszukkcinil-7-deacetil, AC stimulátor; Seamon és mtsai., 1981) önmagában szintén nem 

serkentette a mirigyeket feromontermelésre, miközben a MIX képes volt a Bom-PBAN-I hatását 

30-60%-ban fokozni. A MIX és forskolin is képes volt növelni a Ca ionophore hatását. Ezek az 

első komplex úttörő PBAN hatásmechanizmus vizsgálatok eredményei egyértelműsítették a 

külső Ca++ beáramlás szükségességét és a Ca++ PBAN jelátadásában betöltött alapvető szerepét. 

A ciklikus nukleotidok szerepe tehát nem volt bebizonyítható, szemben az H. zea esetével, ahol 

viszont már azt közölték (Rafaeli és Soroker, 1989; Soroker és Rafaeli, 1989; Jurenka és mtsai., 

1991b) és ezért ez volt az általánosan elfogadott elmélet a PBAN jelátadási mechanizmusban 

(Raina, 1993), így felfedezéseink már akkor igen figyelemreméltóak voltak és további 

vizsgálatokat sürgettek. 

További farmakológiai ágensekkel végzett in vitro vizsgálatok igazolták, hogy mivel se 

PK, se pedig IP3 inhibitorok nem akadályozták meg az in vitro bombykol termelést (Matsumoto 

és mtsai., 1995) ezért valószínűleg nem az intracelluláris Ca++ mobilizáció játszik szerepet a 

folyamatban, hanem receptor aktivált Ca++ csatornán keresztüli Ca++ beáramlás lehet a döntő. 

Tekintettel arra, hogy CaM-inhibitorok (trifluoperazin;TFP és W-7; Cheung, 1980) ellenben 

nagyon erős gátlószernek bizonyult ezért gyanítható volt a CaM kulcsszerepe, valamint az általa 

aktiválható foszfoprotein-foszfatáz (2B)/kalcineurin (PP2B/CaN) rendszer részvétele a 

folyamatban (Matsumoto és mtsai., 1995). Ez utóbbi defoszforiláció révén aktiválja az acil-

CoA-reduktázt (ACR), ami, mint tudjuk a bombykol esetében a végső redukciós lépést végzi. 

Erre bizonyíték volt, hogy a kompaktin –egy specifikus 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim-A- 

reduktáz (hasonló az ACR-hez) inhibitor– is gátolta a bombykol szintézisét (Ozawa és mtsai., 

1995; Ozawa és Matsumoto, 1996). A CaM, valamint a CaN tényleges szerepének igazolása a 

jelátadási folyamatban bizonyításra várt, amit alábbi vizsgálatainkkal elvégeztünk.  

A PBAN hatásmechanizmusának kibontakozó kutatása mellett igen csekélynek mondható 

morfológiai megfigyelés és leírás állt rendelkezésre és a feromontermeléssel kapcsolatban, 
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összefüggésében pedig még annyi sem. A lepkék többségénél (főleg Bombycidae, de Noctuidae 

és Sphingidae családokon belül is) egy páros epidermális, interszegmentális „zacskó” (sacculi 

lateralis) a feromon-bioszintézis és kibocsátás jól körülhatárolható szerve (Bjostad és mtsai, 

1987). A kitüremkedés vérnyirok nyomásának köszönhető és összefüggésben van a fentebb már 

említett „csalogató” viselkedéssel (Riddiford és Williams, 1971), míg a visszahúzása 

egyértelműen aktív izommozgásnak köszönhető. Percy-Cunningham és Mac Donald (1987) 

összefoglalójából tudhatjuk meg a legtöbbet a PG morfológiát illetően. A PG sejtek 

hipertrofizálódott, szekréciós módosult kivezetés nélküli sejtek, melyek sok csöves, sima 

endoplazmatikus retikulummal (sER) rendelkeznek (aktív Fa-metabolizmus jellegzetességei), 

valamint sok mikrotestet (microbodies) tartalmaznak (Blum, 1985). Lemezes endokutikula, 

fehérje epikutikula, egy vékony elektrodenz kutikulin és egy külső epikutikula alkotják a 

mirigyet borító kutikulát (Percy és Weatherson, 1974). Az első, B. mori-ra vonatkozó 

megfigyelések szerint a citoplazmában vakuólumok találhatók (Hayashi és Ito, 1933). 

Évtizedekkel később Steinbrecht (1964) hisztokémiailag vizsgálta a vakuolumokat és 

megállapította, hogy ezek nem a bombykolt tartalmazzák, hanem telítetlen zsírokat. Ezt 

követően Waku és Sumitomo (1969) ultrastrukturális vizsgálatokat végeztek és arra a 

következtetésre jutottak, hogy már a kibúvást megelőző negyedik napon zsírszerű anyagok 

találhatók a fejlődő PG sejtjeiben és jellegzetes mielin struktúrát alkotva kapcsolódnak a 

mitokondriumokhoz (Mt). Kézenfekvő tehát, hogy ezek a zsírszerű anyagok vagy lipidcseppek 

(lipid droplet; LD) és a megfigyelt változások szorosan kapcsolódnak a feromonszintézis 

folyamatához és joggal feltételezhettük, hogy mindezek hormonális befolyásoltság alatt is 

állnak. Ezek alapján nyilvánvalóvá vált, hogy szükséges és érdemes morfológiai és kapcsolódó 

funkcionális vizsgálatokat végezni a selyemlepke PG-ben a feromontermeléssel összefüggésben.  

A selyemlepkén végzett kísérleteket a RIKEN Laboratory of Molecular Entomology-ban 

(Wako-shi, Japán) és egyéb japán együttműködő laboratóriumok segítségével végeztem öt 

rövidebb-hosszabb, meghívásos (Japán állami, valamint RIKEN) ösztöndíjas út alatt.  

 
Selyemlepke (Bombyx mori) csalogató nőstény a tenyészedényben 
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VII/2. Anyag és módszer 

 

VII/2/1. Felhasznált rovar/törzs 

B. mori (ShukoxRyuhaku tenyészvonal): A lárvákat (Katakura Kogyo Co. Ltd., Matsumoto, 

Japan) hosszú nappalon (16:8; L:D) neveltük 25°C-on félszintetikus, mesterséges tápon. A 

hímeket és nőstényeket báb állapotban szétválasztottuk és ezt követően külön tartottuk azokat. 

Vizsgálatokhoz és kísérletekhez különböző korú és/vagy (elő)kezelésű rovaranyagra volt 

szükség ezért a kiinduláshoz használt állapotukat, vagy szövetet külön-külön megjelölöm a 

megfelelő alfejezetekben. 

 

VII/2/2. A Bom-CaM izolációja, meghatározása és jellemzése 

a) A PG szövet gyűjtéséhez egy napos szűz nőstényekből távolítottuk el a mirigyet, úgy, 

hogy a tojócsővel együtt levágtuk, majd felnyitottuk, szétterítettük, megtisztítottuk (trimmed) és 

homogenizáló elegybe (50mM Trisz-HCl /pH=7,5/; 5mM MgCl2; 250mM szukróz; 1-1µg/ml 

pepstatin A, leupeptin és aprotinin, valamint 1mM fenil-metil-szulfonil fluorid; PMSF) tettük 

(500-as PG egységekben), jégen. Az üveges homogenizálást követően 103g-n, 4oC-on 

centrifugáltuk 10 percig, majd a felülúszót további egy órán keresztül 105g-n a citoszólikus 

(mely tartalmazza a CaM-ot ) és mikroszóma frakció szétválasztására. 

b) A fenti módon nyert homogenátumot HPLC tisztításnak és frakcionálásnak vetettük 

alá. Először azonban egy Trisz-HCl (pH=7,0) pufferrel egyensúlyba hozott TSK gél-DEAE- 

5PW ioncserélő oszlopon tisztítottuk az 5ml-nyi citoszól egységeket, NaCl-os Trisz-HCl 

eluenssel lemostuk több lépcsőben. Ezt követően egy Senshu-Pak VP-318 HPLC oszlopon 

ammonium-acetát eluenst alkalmazva frakcionáltuk. Az elválasztás körülményei a 12.a. ábra 

alatt találhatók meg. A CaM aktivitásának nyomonkövetésére Kakluchi és Yamazaki (1970) 

által leírt próbát alkalmaztuk mindvégig a tisztítás és elválasztás során.  

c) A Bom-CaM tömegét MALDI-ToF MS-el határoztuk meg. Tekintettel arra, hogy egy 

nagymolekuláról van szó a pontos szekvencia meghatározáshoz szükséges volt az izolált Bom-

CaM emésztésére több enzim által (kimotripszin, endoproteináz Asp-N), valamint kémiai 

bontásra is (BrCN), Gross (1967) módszere szerint. Emellett párhuzamosan, kontrollképpen 

elvégeztük a marha-agy (bovine-brain) CaM emésztését és frakcionálást is. A termékeket RP-

HPLC-vel (Pegasil-300 C8 oszlop) szétválasztottuk, majd ezt követte az aminosav analízis 

(Hitachi, L8500), ill. szekvencia analízis (Applied Biosystems Model 473A) Hewick és mtsai. 

(1981) szerint, végül pedig a részeredményekből a Bom-CaM teljes szekvenciájának 

megállapítása. 
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d) A megállapított szekvencia alapján megerősítésképpen elvégeztük a peptidszintézist 

szolid fázisú Shimadzu PSSM-8-on, FmocTM protokol szerint (Nokihara, 1994). 

 

VII/2/3. A CaN szerepének bizonyítása a PBAN jelátadási folyamatában 

a) Az in vitro PG farmakológiai vizsgálatokat alapvetően a korábban kidolgozott 

módszer szerint végeztük (Fónagy és mtsai., 1992a,b). A frissen kikelt nőstényeket három órán 

belül dekapitáltuk, majd további egy napig a kísérletek megkezdéséig dobozban tartottuk azokat. 

A megfelelően kioperált PG-t 40 µl Grace médiumot, valamint farmakokemikáliát tartalmazó 

Eppendorf csövekbe helyeztük. A farmakokemikáliákat célzottan válogattuk nevezetesen a 

cyclosporin A-t (CsA) (Borel és mtsai., 1977) és az FK 506-ot (Kino és mtsai., 1987a,b) melyek 

specifikus és kitűnő CaN inhibitorok (Kunz és Hall, 1993; Liu, 1993).  

A Grace médiumokat tartalmazó Eppendorf csövekbe megfelelő koncentrációban CsA-t 

/0,5 µl etanol (EtOH):DMSO (1:9) elegyben/ vagy FK 506-t 1 µl DMSO-ban elegyítünk. A 

kezelés során a PG-t 15 percig előkezeltük a megfelelő inhibitorokat tartalmazó Eppendorf 

csövekben, majd ezt követően hozzáadtuk az 5pmol TKYFSPRLamid szintetikus rövid peptidet 

(Matsumoto és mtsai., 1995) vagy Bom-PBAN-I-et. A pozitív kontrollban neuropeptid és 

oldószer, míg a negatív kontrollban csak oldószer volt. A kezelési koncentrációk a 13. a-d. 

ábrán láthatók.További 90 perces inkubáció (25°C) után kivettük a mirigyeket az Eppendorf 

csövekből, leitattuk, majd a már korábban leírtak szerint az n-hexánnal kivont bombykol 

mennyiségét megmértük (Fónagy és mtsai., 1992b). 

b) A CaN részvételét a jelátadási rendszerben SDS-poliakril gél elektroforézis (PAGE) 

általi kimutatással és Western-blot analízissel is szándékoztunk megerősíteni. Az SDS-PAGE 

futtatáshoz (Laemmli, 1970) frissen kelt nőstényekből 10-10 PG-t boncoltunk ki Ringerben a 

szokásos módon, majd 15 µl SDS-PAGE pufferben főztük. Standard marha-agy CaN-t (4300 

egység/mg fehérje) hasonló módon készítettünk elő, majd 12%-os gélt használva megfuttattuk 

és Coomassie kékkel (R-250) megfestettük. 

 A Western-blot (immuno-blot) antigén azonosítást és meghatározást Towbin és mtsai. 

(1979) szerint végeztük el és ez esetben is a standard marha-agy CaN-t használtuk referen-

ciaként ill. a poliklonális nyúl antitestet is ez ellen termeltették. 

c) PG-ből származó sejtmentes mikroszóma frakció készítése és tesztelése igazi áttörést 

jelentett a PBAN jelátadási mechanizmusának, de föleg a bombykol bioszintézis enzimeinek 

kutatásában. A VII/2/2. alfejezetben leírt Bom-CaM izolációja és jellemzése során a PG 

citoszólikus frakciójára volt szükségünk. Az enzimrendszer kutatásához azonban viszont egy 

aktív és működőképes mikroszóma frakciót kellett előállítani, mely szubsztrát és „sejtenergia” 
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hozzáadásával képes bombykolt termelni, ami n-hexánnal szétválasztható és kivonható a vizes 

közegből, majd a szokásos módon megmérhető. A módszer fejlesztését és kialakítását röviden 

összefoglalom, mely csekély számú korábbi, előzetes kísérlet eredményén nyugszik (Wolf és 

Roelofs, 1983, 1986; Ozawa és Matsumoto, 1996): 

A mikroszóma frakció előállításához a korábban leírt módon lepke Ringerben kipreparált 

PG-re volt szükség. Kilencven PG-t 1125 µl-nyi homogenizáló elegyben jégen homogenizáltuk, 

majd kétszer centrifugáltuk (lsd. VII/2/2.). A második centrifugálást követően az üledékkel 

dolgoztunk tovább, oly módon, hogy előbb 225 µl homogenizáló pufferben reszuszpendáltuk 

miközben 22,5 µl 7% CHAPS /3-(kloramidopropil) dimethilammónió)-1-propánszulfonát/ 

„detergenst” adtunk a frakcióhoz. Ezt követően állni hagytuk kb 10-12 órán keresztül 4oC-on, 

majd ismét lecentrifugáltuk (105g). Az így előállított felülúszót (CHAPS Sup.) ezt követően 

fagyasztva tároltuk felhasználásig. 

d) A hosszas kísérletezés eredményeképpen a standardizált CHAPS Sup. bombykol 

termelése a következők szerint történik: A végső mikro-teszt 40 µl-nyi végtérfogatú, ami 50mM 

Trisz-HCl (pH=7,5), 10mM NADPH, 2,5mM ATP és 0,5mM (Ac)CoA tartalmú és végül a mikro 

üvegcsőbe két PG ekvivalensnyi CHAPS Sup.-ot cseppentünk. Farmakológiai vizsgálatainkhoz 

0,5 vagy 1µl CsA, FK 506 (CaN inhibitorok), vagy kompaktin/-sav (ACR inhibitorok) oldatokat 

cseppentettünk. A kompaktin-savat Endo és mtsai. (1976) és Ozawa és mtsai. (1995) módszere 

alapján állítottuk elő. Összekeverés után szobahőmérsékleten tartottuk először, 15 perc múlva 

100 µl n-hexánnal felülrétegezzük, majd lefedjük, végül 10-12 óra múlva megmérjük a 

fentiekben leírt módon a termelődött bombykolt. A kezelési koncentrációk a 14. a,b. és 15. a,b. 

ábrákonn láthatók és az eredményeket statisztikailag is elemeztük. 

 

VII/2/4. A bombykol termelő PG sejtek azonosítása, izolálása és kultúrában tartása 

a) Kísérleteinket ezt megelőzően in vivo (injektálással) vagy in vitro (pl. Eppendorf 

csőben) körülmények között végeztük, ill. a jelátadási rendszer folyamatának tanulmányozására 

a PG-ből előállított citoszól, vagy mikroszóma frakciókat használtuk. A bombykol termelő 

egysejtrétegű hámot egy módosult kutikula borítja. Célunk volt, hogy a tényleges mirigy 

sejteket izoláljuk és kultúrában tartsuk, valamint feromontermelési képességüket PBAN hatására 

minél tovább fenntartsuk. Az élő sejtek izolálásához a kutikulát el kellett távolítani, amire egy 

teljesen egyedülálló módszert fejlesztettünk ki, melynek csak végleges és standardizált 

változatát írom le: 

 A frissen kikelt nőstényeket néhány órán belül dekapitáltuk, majd további egy napig 

dobozokban tároltuk azokat. A potroh végeket 70%-os EtOH-ba merítettük, majd steril 
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eszközökkel, steril lepke Ringerben belboncoltuk a PG-t (Matsumoto és mtsai., 1995). A 

lepedőszerűen szétnyitott szövetet, ezt követően, egy papain tartalmú (1 mg/ml lepke Ringer, 

amit előzőleg L-cysteinnel 10 percig előaktiváltunk, továbbá 0,005% gentamicint is 

tartalmazott) cseppre helyeztük (steril Petri-csészékben). A kis fedett tálkákban levő szövet 

preparátumokat kb. 120-140 percig gyenge mozgatás mellett 32oC-on inkubáltuk. A megfelelő 

idő leteltével (szemészeti csipesz és olló, ill. erre a célra kialakított tű alkalmazásával) 

kettéválasztottuk az ún. belső (vagy alsó, epidermális mirigysejt) és a külső (vagy felső, 

kutikula) réteget. Mindkét réteggel ezt követően további vizsgálatokat (biokémiai, morfológiai) 

végeztünk. 

b) Farmakológiai vizsgálatok keretében dózis-hatás vizsgálatokat végeztünk az ún. belső 

réteg sejtjeivel (kontrollképpen a külső réteget használtuk, valamint egész mirigyet, ill. 

szétterített, megtisztított trimmed PG-t). Ennek keretében megvizsgáltuk a TKYFSPRLamid 

szintetikus rövid peptidet (Matsumoto és mtsai., 1995), valamint az ionomycin és a Ca 

ionophore A23187 hatásait Fónagy és mtsai., (1992a) leírása szerint. A kísérleti médium 

azonban mindvégig a lepke Ringer volt és nem, a korábban használt Grace médium. A kezelési 

koncentrációk a 17. a-c. ábrán láthatók. 

c) Az emésztéssel külön választott belső sejtréteget, (ami inkább tekinthető lazán 

kapcsolódó sejt halmazoknak) élő kultúrában igyekeztünk tartani és számos körülménnyel 

kísérleteztünk. A több napos kultúrában tartáshoz azonban a Grace médium bizonyult a 

legmegfelelőbbnek (28oC-on), dacára a leemésztési folyamatban tapasztalt negatív hatásoknak. 

Az öt napos sejtekből a fenti VII/2/3 c. pontban leírtaknak megfelelően CHAPS Sup.-ot 

készítettünk és bombykol termelő képességét is fentiekkel megegyezően vizsgáltuk. 

 

VII/2/5. A bombykol termelő PG sejtek fluorescensz mikroszkópos vizsgálata, valamint 

jellegzetes sejttani dinamizmusa és a folyamat PBAN általi befolyásoltsága 

a) A szép és igényes (fluorescensz) mikroszkópos vizsgálatokhoz, valamint a LD-k 

megfelelő tanulmányozásához és a PG sejtszintű megismeréséhez (pl. sejtszámláláshoz) az 

előzőekben leírt (lsd. VII/2/4 a.) módon szétválasztottuk a PG feromontermelő sejtrétegét a 

kutikulától. Ehhez frissen kelt, majd dekapitált, egy napos nőstényeket használtunk. A 

szétválasztott réteget többször PBS cseppekben „átmostuk”. Az utolsó alkalommal 2,5-szeresre 

hígított 10%-os formaldehiddel cseréltük le a cseppet a tárgylemezen és így tíz percig fixáltuk a 

szövetet. A fixáló eltávolítása után további három alkalommal átmostuk PBS-el.  

 Az LD-k szelektív, sejten belüli festéséhez ún. Nílus-vöröset használtunk (6 µl telített 

aceton oldat 100 µl PBS csepphez) (Greenspan és mtsai., 1985). A tárgylemezeket ezt követően 
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kb. tíz percig sötétben tartottuk („előhívás”). Végül ismét kétszer átmostuk a festett szövetet, 

majd lefedtük és lezártuk. Az ún. dupla festéshez (sejtmag-festés és LD-festés) még Hoechts 

33342 (1 mg/ml törzsoldat) festéket is adtunk 1/2000 arányban. A sejtszámláláshoz elsősorban 

csak Hoechts festéssel megfestett szövetet használtunk. Sejtszámlálást és a PG szövet sejtszintű 

rajzát számos preparátum felhasználásával készítettük el. 

A fluorescensz mikrószkópiához (és fényképezéshez) egy OLYMPUS® BX-60-as 

mikroszkópot használtunk egy PM-30-as expozíciós egységgel, valamint egy BH-20-RFL-T3 

által gerjesztett fényforrást. A Nílus-vörös (élénk vörös-sárga) és/vagy a Hoechts (élénk kék) 

szín egyidejűleg látható a következő spektrális körülmények között: 330-385 nm sáv inter-

ferencia gerjesztő szűrő, 400 nm-es kettős tükör, valamint 420 nm-es felfogó szűrő kombináció 

esetén (OLYMPUS® WU tubus). A fényképezéshez KODAK Chrome EL-2400 ASA-s filmet 

használtunk. 

b) Az LD-k dinamikus változásain túlmenően (kontroll körülmények között) a PBAN 

szerepének tisztázása is érdekelt bennünket ezért különböző kezelésű ill. állapotú mirigyeket is 

megfigyeltünk. A legfontosabb kérdés továbbá az, volt, hogy vajon a dekapitálás mit 

eredményez. Erre a kérdésre a szokásos módon dekapitált nőstények PG-jét vizsgáltuk a fentiek 

szerint (legalább három napon keresztül). A következő vizsgálatokban dekapitált (36 h és 60 h) 

potrohba klasszikus in vivo módon háromszor egymás után, 4-4 h különbséggel Bom-PBAN-I-et 

(1-1 pmol) injektáltunk, végül az utolsó kezelést követően négy órával preparáltuk és vizsgáltuk 

a PG-t. A kontrollokba csak desztillált vizet injektáltunk. Végezetül olyan mirigyeket is 

vizsgáltunk több időpontban, ahol az egy napos nőstényeknek lehetővé tettük a párosodást 

hasonló korú hímekkel. 

d) A PG sejtekben feltűnő mennyiségű LD-t találtunk előzetes vizsgálataink során és 

feltételeztük –igaz, csekély számú rendelkezésünkre álló szakirodalom alapján–, hogy ezeknek 

minden bizonnyal közük lehet a feromon előanyagaihoz és/vagy köztitermékeikhez. Mivel 

tudtuk, hogy ezek a zsírszerű anyagok, már bábállapotban is kimutathatók ezért érdemesnek 

tartottuk, hogy hosszabb időn keresztül megfigyeljük és leírjuk változásukat. Ezekhez a 

vizsgálatokhoz kelés előtti (1, 2, 3 napos) bábokat használtunk (a kormeghatározást morfológiai 

és elszíneződési bélyegek alapján végeztük; Fónagy és mtsai., 2001), valamint a kelés napján 

(„0” napos) és további négy napon keresztül négy óránként PG szövetmintát vettünk , valamint 

ezzel párhuzamosan azonos korú állatokból bombykol mérést is végeztünk. Tudni kell, hogy a 

bombykol termelés (és annak napi csúcsa is) a fényperiódusra esik ezért mintavételezésre is 

ekkor kerül sor, melynek pontos részletei a 20-24. ábrákon láthatók.  
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Az LD-k tanulmányozásához azonban a könnyebben kivitelezhető módszert, a teljesen 

szétterített (de nem szétválasztott) PG-t használtuk, melyet csak Nílus-vörössel festettük meg. 

Minden időpontban legalább három külön preparátumot készítettünk és minimum 15 külön 

fényképet. Az LD-k számolásához egy 108x74 µm-es keretet használtunk fel, amin belül 

természetesen a cseppek átmérőjét is lemértük.  

 

VII/2/6. A bombykol termelő PG sejtek ultrastruktúrális vizsgálata, jellegzetes dinamikus 

folyamatok feltérképezése és leírása 

a) Az elektronmikroszkópos vizsgálatok előtt hagyományos fénymikroszkópos 

megfigyeléseket is végeztünk gyakorlatilag a fentebb említett módon kipreparált PG-kkel, 

melyeket azonban nem festettünk meg. Vizsgálatainkat a kelést megelőző három nappal kezdtük 

(kormeghatározást lsd. korábban: VII/2/5.d.) és a kelést követő ideig folytattunk. A 

fénymikroszkópos képek nyeréséhez a fenti mikroszkópot (fényképezőgép feltéttel) használtuk 

normál fényforrással, 1000x-es nagyítással. 

b) Az elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz a szövetet alapvetően Waku és Sumitomo 

(1969) szerint készítettük elő főleg kelést megelőző bábokból ill. röviddel a kelést követően. A 

megtisztított és szétterített PG-t PBS-ben, 50 mM-os kakodilát pufferben (pH=7,4; 0,17 M-os 

szukrózt és 5% glutáraldehidet is tartalmazott) fixáltuk fél napon át 4oC-on. Pufferben tovább 

áztattuk, majd utófixáltuk 1 %-os ozmium tetroxidban (1 h), végül EtOH sorozatban dehidráltuk 

a szöveteket. A mintákat Quetol 812-be ágyaztuk. Az ultravékony metszeteket (100 nm) LKB 

ultramikrotómmal készítettük. A rézrácsra helyezést követően telített uranil-acetáttal, majd 

Reynolds-féle ólom citráttal „festettük”(Reynolds, 1963). Megfigyeléseinket és felvételeket 

JEOL 1200EX elektronmikroszkópon végeztük. A sejttani folyamatokat bemutató összefoglaló 

modell rajzokat számos preparátumról készült felvétel segítségével készítettük el.  

 

VII/2/7. A bombykol termelő PG sejtek citoplazmatikus LD-k kémiai elemzése 

a) A PG-kben található nagymennyiségű és dinamikusan változó LD-k további 

vizsgálatában kézenfekvő volt, hogy meghatározzuk a benne található lipid természetű anyagok 

összetételét és ezen keresztül megállapítsuk tényleges szerepüket a folyamatban. A PG mintákat 

általában a fenti, VII/2/5. alfejezetben alkalmazott időkben vettük azért, hogy a várható 

eredmények jól egybeessenek a morfológiai megfigyelésekkel. 

 Először egy megbízható kivonási módot kellett kidolgoznunk. Ezért számos szerves 

oldószert (és időt) és lehetőséget kipróbáltunk (részletesen lsd: Matsumoto és mtsai., 2002), 

melyek hatékonyságát, a szintén fenti (VII/2/5.) alfejezetben ismertetett Nílus-vörös 
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fluorescensz festéssel ellenőriztük. Végül a következő eljárást választottuk: 20 µl acetonba 

helyeztük a PG-t felnyitott, tisztított állapotban tíz percig, majd a szövetet kivéve az üveg 

csövecskében N2 alatt, beszárítottuk a kivonatot. (Megjegyzés: Az analitikai munkához 

általában, arányosan több, legalább 5 db PG-t használtunk az azonos korú állatokból). 

b)  A beszárított mintákat n-hexánban felvettük és a nem-poláros zsírok HPLC-s 

(Shimadzu rendszer) elválasztására egy Senshu-Pak PEGASIL szilika (120-5) oszlopra vittük fel, 

melyet n-hexán:ecetsav (99:1) eleggyel hoztunk egyensúlyba, majd húsz perces lineáris 

gradienssel n-hexán:izopropanol:ecetsav (96:3:1) eluenssel lemostuk (1ml/perc). Az érzékelést 

230 nm-en hagyományos UV-detektorral, valamint egy porlasztásos fényszórásos detektorral is 

(Evaporative Light Scattering Detector /ELSD/; SEDEX 75) párhuzamosan végeztük (45oC; 2 

bar nyomás). Elvégeztük a poláros lipidek futtatását is (természetesen más körülmények között; 

Matsumoto és mtsai., 2002), de tekintettel arra, hogy bebizonyosodott, hogy ez utóbbiak nem 

mutatnak mennyiségi változást a bábból való kikelést megelőző és kelési napok között, szemben 

a nem-poláros zsírokkal, ezért ezekről itt bővebben nem írok. Standardok segítségével, valamint 

még szilika TLC-vel is megállapítottuk, a mennyiségi változást mutató csúcsok egyértelműen a 

LD-kből származó Tg-k, ezért ezek részletes mennyiségi és minőségi vizsgálatát végeztük el a 

továbbiakban. 

c) A nem-poláros zsírokat tartalmazó előtisztított és manuálisan összegyűjtött Tg 

kivonatokat továbbtisztítottuk egy normál fázisú Senshu-C22 oszlopon melyet először egy 

AcNi:EtOH (6:4) eleggyel hoztunk egyensúlyba, melyet egy órás lineáris gradiens futtatás 

követett AcNi:EtOH (2:8) arányt eredményezve (1,5 ml/perc). Az érzékelést hagyományos UV-

detektorral (230 nm), valamint a fent említett ELSD-detektorral (36oC 3,5 bar) is párhuzamosan 

végeztük, hiszen a kromofórral nem rendelkező molekulákat csak ELSD-vel „láthatjuk”. A 

relatív mennyiségi változások nyomonkövetését hét napon keresztül végeztük el a 32. a-c. 

ábrákon feltüntetett időkben és pontosan azonos (0,2 PG ekvivalens) egységeken. Egy adott 

időpontban legalább két független eredmény (futtatás) állt rendelkezésünkre. A 31. ábrán 

láthatók azok a jellegzetes csúcsok, melyeket számokkal és betűkkel láttunk el, majd 

csoportosításukat követően ábrázoltuk az adott csúcsok változásait. 

d) A Tg-k mennyiségi változásának nyomonkövetése után szükségessé vált a HPLC-vel 

szétválasztott rendkívül karakterisztikus csúcsok/frakciók manuális gyűjtése továbbtisztítása, 

majd szerkezeti meghatározása FAB-MS-el, valamint MS-MS-el. A legrészletesebb minőségi 

analízisekhez olyan időben vettünk PG mintát, amikor az előző pontban leírt mennyiségi 

eredmények alapján legnagyobb mennyiségben fordultak elő az egyes komponensek, azaz a 

kelést követően 48 órával (lsd. 32 a-c. ábra). 
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 A kézzel gyűjtött mintákat beszárítottuk, majd n-hexánban ismét felvettük, végezetül 

pedig egy további normál fázisú HPLC tisztításnak vetettük alá. Ehhez ismét a Senshu-Pak 

PEGASIL szilika (120-5) oszlopot használtuk, de n-hexán:etilacetát (98,5:1,5) eluens rendszert 

alkalmazva izokratikus körülmények között (1,5 ml/perc). 

 A FAB-MS ill. MS-MS vizsgálatokat egy JEOL (JMS HX/HX-110A) tandem MS rend-

szeren végeztük. A módszer és beállítások részletes leírásától eltekintek, mely megtalálható 

Matsumoto és mtsai. (2002) közleményében, mely alapvetően Tomer és mtsai. (1983) és Adams 

(1990) közleményein nyugszik. A kiértékelésnél felhasználtuk a rendelkezésünkre álló elméleti 

számított tömegeit a számba jöhető C14-18 telített és telítetlen Fa-knak, mely sokban megköny-

nyítette a csúcsok azonosítását az eredmények rendszerezését az egyébként százas nagyság-

rendű minták esetében. 

 A Tg-ket alkotó Fa-k azonosítása után már csak az volt kérdéses, hogy az egyébként 

mindössze ötféle Fa (lsd. Eredmények), vajon melyik hely(ek)en található (Sn-1,-2 vagy -3), 

valamint főképpen az, hogy az azonosított Δ10,12-hexadekadienoát (5. táblázat), ami a bombykol 

előanyaga, melyik pozíciókban fordul elő. Ennek eldöntéséhez disznó pankreáz L általi 

emésztési eljárást használtunk Brockerhoff (1975) szerint, miután és 25 db. PG-ből HPLC-vel 

tisztított Tg frakciót használtunk. Az eljárás röviden a következő:  

 A mintákat 200µl 1 M-os Trisz-HCl (pH=8,0) pufferben inkubáltuk (1 percig, 40oC-on, 

valamint 0,2% vízmentes CaCl2-ot és 0,01% epesavat tartalmazott) majd (4 percig, 40oC-on 200 

µg L-el (disznó pankreáz 46 egység/mg) hidrolizáltuk. Miután 200 µl EtOH-al és 6 N HCl-el 

leállítottuk a reakciót, a keletkezett hidrolizátumot dietil-éterrel kivontuk, majd FAB-MS 

segítségével monoglicerid (Mg) analízist végeztünk, hogy meghatározzuk az Sn-2-es pozícióban 

levő Fa-t, ugyanis a L csak az Sn-1 és/vagy Sn-3-as pozícióban levő Fa-t képes hidrolizálni. 

 

VII/2/8. A citoplazmatikus LD-k non-destruktív izolálása további vizsgálatok céljából 

 A LD-kben felhalmozott majd dinamikusan változó Tg-k meghatározása után a követ-

kező célunk az volt a citoszólban található, majd LD-khez kapcsolódó –feltehetően hormon 

szenzitív– L-eket tanulmányozhassuk. Ezeknek az ún. LD-khez kapcsolódó fehérjéknek (LD 

Associated Protein (LDAP) szerepét és működését ismerjük a gerincesekben (pl. zsírszövet; 

Egan és mtsai., 1992) kevésbé a rovarokban is (pl. zsírtest; Ryan és van der Horst, 2000), de a 

PG-ben ill. a feromontermeléssel kapcsolatban teljesen új volt felvetésünk és semmilyen 

irodalmi előzmény nem állt rendelkezésre. A hipotézisünk szerint ugyanis a LDAP-k között 

keresendők azok, melyek specifikusan, –igaz közvetve, a L-ek dokkolása és aktiválása révén– 

de felelősek azért, hogy a LD-k Tg készletéből a „raktározott” feromon előanyagot 
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felszabadítsák és így szabad Fa-ként rendelkezésre álljanak a végső redukciós lépéshez, hogy a 

selyem-lepkében ismert bombykol szintézis befejeződhessen. 

 A fehérjék izolálásához és vizsgálatához ismét egy sajátos új módszert kellett kifejlesz-

teni, mely biztosítja, hogy a végső vizsgálatokhoz megfelelő minta álljon rendelkezésre. A 

megoldásunk alapjait orvos-biokémiai előzmények biztosították (Sato és mtsai., 2002), melyet 

továbbfejlesztettünk és PG szövet kezelésére alkalmassá tettünk. A kidolgozott módszer röviden 

az alábbiakban foglalható össze: 

 A szövet feldolgozásához és kivonáshoz ismét két napos szűz nőstények PG-jét hasz-

náltuk fel, ugyanis ekkor található a legtöbb és legnagyobb LD a sejtjeikben (lsd. Eredmények). 

A PG-ket 35-40 egységekben preparáltuk ki a szokásos módon lepke Ringerben majd 

Eppendorf csövekbe tettük és 500 μl Trisz-szukróz puffert (10 mM Trisz; 250 mM szukróz és 

proteáz inhibitorok; pH=7,5) adtunk hozzá. Ezt követően egy kézi, műanyag homogenizálóval 

homogenizáltuk a szövet darabokat, majd röviden centrifugáltuk. Az üledéket ismét homo-

genizáltuk és a felülúszókat összegyűjtöttük. A tökéletesebb kivonás érdekében egy harmadik 

immáron üveges-teflon homogenizálást (további 500 μl pufferben) is elvégeztünk biztosítva, 

hogy lehetőleg valamennyi LD-t viszonylag kíméletesen kivonjunk. Cukor gradiens ultracentri-

fugáláshoz az összegyűjtött mintát további 2ml Trisz-Na oldattal (10 mM Trisz 150 mM NaCl 

és proteáz inhibitorok; pH=7.5,). A csöveket kilendülő rotorba (SW 60Ti) helyeztük, majd 

ultracentrifugáltuk egy Beckman L70K ultracentrifugában (60 percig, 50,000 rpm, 4oC-on). 

Végül egy ún. „zsír-réteg” (fat cake) keletkezett. Ezt egyébként Nílus-vörös festéssel is 

ellenőriztük. 

A zsír-réteg hatékony eltávolítása érdekében a csövet lefagyasztottuk és ezt követően 

leszeleteltük és használatig eltettük a kivonatot. Az SDS-PAGE előtt (Laemmli, 1970) a szukrózt 

eltávolítottuk Millipore YM-3 filter egység segítségével. A mintát hagyományos SDS-PAGE-nak 

(14%-os gél) vetettük alá. Ezt követően Coomassie kékkel (R-250) és ezüstfestéssel is festettük a 

géleket. Hellman és mtsai. (1995) módszere nyomán a csíkokat kivágtuk, enzimatikusan 

emésztettük a proteineket, majd RP-HPLC-n frakcionáltuk azokat, melyeket végül rutin MS és 

peptid szekvenálás követett.  

 

VII/2/9. Az Lf-ek és LTP-k részleges elválasztása és tisztítása az általuk szállított zsírszerű 

anyagokkal összefüggésben 

 A LD-k dinamikus változásával kapcsolatban egy további nyitott kérdés az volt, hogy 

vajon, hogyan és mi módon, ill. milyen zsírszerű anyagok jutnak be a PG-kbe (vérnyirokból) és  
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azok hogyan építik fel az általunk már ismertté vált Tg-ket. A rovarokban a High-Density Lf-ek  

(HDLf) és a Low-Density Lf-ek (LDLf) a legfontosabbak, valamint a sejthártyán a Dg-k 

átjuttatásában a lipid-transzfer részeknek (Lipid Transfer Particle; LTP) van nagy szerepük 

(Shapiro és mtsai., 1988; Ryan és van der Horst, 2000). Célul tűztük ki, hogy a vérnyirokban 

található Lf-eket ill. a Dg-k átadásában szerepet játszó LTP-ket kivonjuk és analizáljuk a 

hozzájuk kapcsolódó lipidek kémiai szerkezetét. Így remélhettük, hogy kiegészíthetjük 

ismereteinket az LD-k dinamikus változásait illetően nemcsak a mirigysejtben, hanem építő-

elemeinek eredetét tekintve is. 

 Kísérleteinkhez ebben az esetben vérnyirok mintákat gyűjtöttünk és dolgoztunk fel a 

kelés előtt három ill. egy nappal, valamint frissen kikelt nőstényekből és két napos nőstényekből, 

továbbá dekapitált nőstényekből is. Egy-egy mintához 20-20 báb vagy nőstény egybegyűjtött 

vérnyirokját használtuk fel. A vérnyirkot egy jeges szerin proteázt tartalmazó PBS (pH=6,5) 

pufferbe gyűjtöttük (néhány kristály fenil-thioureával). 

A mintavételezést követően centrifugálás és két lépcsős KBr gradiens ultracentrifugálás 

következett elsősorban Tsuchida és mtsai. (1997, 1998) nyomán csekély módosításokkal. 

Munkánkhoz Beckman Ti 70 rotort használtunk a Beckman Optima L70K ultracentrifugához (4 

óra, 4oC, 50,000 rpm). Az első ultracentrifugálást követően a sárga csíkokat azonosítottunk: a 

bábok esetében a felsők az Lf-ek míg az LTP-k lentebb láthatók. Az imágókban az Lf-ek 

kettéválnak, azaz legfelül a LDLf, lentebb a HDLf látható, míg alul található az LTP (bár igen 

gyengén látszik a karotinoidok hiányában). A Hamilton fecskendővel óvatosan eltávolított 

rétegeket ismét centrifugáljuk (16 óra, 4oC, 50,000 rpm). A keletkezett csíkokat korábbi 

irodalmak alapján azonosítottuk (Tsuchida és mtsai., 1997, 1998). 

Az ultacentrifugálást követően még további sávokra választódtak szét a proteinek. Ezt 

követően minden frakcióból 500 μl-nyi mintát távolítottunk el (2-3 ekvivalens) melyet Millipore 

YM-30 filter segítségével sótalanítottunk. Ekkor ellenőrzésként hagyományos SDS-PAGE–t 

(14%) is végeztünk és az eredményeket összevetettük Tsuchida és mtsai. közleményeivel (1997, 

1998). Végül a koncentrátumot 500 μl-re kiegészítettük, kémcsőbe átpipettáztuk, majd végül 2,5 

ml Folchs reagenst (kloroform:MeOH; 2:1) adtunk hozzá, majd kiráztuk a zsírokat. A kettévált 

rendszerben alúl voltak a zsírszerű anyagok, amit Pasteur pipettával kiszívtunk. A kb. 2,5 ml-

nyi kivonatot N2 áram alatt beszárítottuk. Végül a mintákat 500 μl n-hexánban felvettük és a 

korábbi VII/2/7. pontban részletesen leírtak szerint szétválasztottuk (HPLC) és azonosítottuk 

(FAB-MS, MS/MS) a Dg-ket, pontosabban a Fa-kat. 
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VII/3. Eredmények 

 

VII/3/1. A Bom-CaM izolációja, meghatározása és jellemzése 

a) A Bom-CaM fehérjét a PG kivonat citoszólikus frakciójából tisztítottuk több lépcsőn 

keresztül. Először ion-cserélő oszlopon, majd RP-HPLC-vel végeztük az elválasztást és mintegy 

200 pmol-nyi anyagmennyiségű csúcsot izoláltunk 25,9 percnél (12. a. ábra). MALDI-ToF 

MS segítségével pedig megállapítottuk, hogy a Bom-CaM mért tömege 16,701 kD (12. b. ábra), 

mely eredmény jó egyezést mutatott más CaM molekulákkal is. 

 
12. ábra: A Bom-CaM végső RP-HPLC tisztítás kromatogramja és MALDI-ToF MS tömege.  
a: UV-detekció 225 nm. Senshu-Pak VP-318 oszlopon (A=10% AcNi B=50% AcNi 20 mM ammónium acetát 
pH=7,0; 0-100%B 40 perc alatt; 1ml/perc). A piros nyíl a CaM frakciót jelöli. b: A Bom-CaM mért tömege. A 
számított (M+H)+ 16711,8 volt. 
 
b) A Bom-CaM aminosav szekvencia meghatározáshoz kimotropszinnel, valamint 

endoproteináz segítségével (Asp-N) több egységre emésztettük a nagy molekulát, ill. BrCN-al 

ún. kémiai bontást is végeztünk. A termékeket külön-külön RP-HPLC-val szétválasztottuk. 

Kontrollként ugyanezt a folyamatot végigvittük marha-agy CaM proteinnel is.  

Az analízis során sikerült megállapítani, hogy az N-terminális aminosav ténylegesen egy 

blokkolt N-acetil-Ala, mely szintén hasonlít más ismert CaM molekulákhoz, valamint azt, hogy 

a C-terminális vég nem amidált. Leszögeztük, hogy egy 148 aminosavból álló molekuláról 

van szó, aminek a tényleges (számított) molekula tömege: 16,7118 kD. A részegységek 

tömegeinek, valamint azok szekvencia analíziseit követően a rendelkezésre álló mozaikok 

segítségével a következő aminosav sorrendet állapítottuk meg: 
 

Bom-CaM: Ac-ADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDDTITTKELGTVMRSLGQNPTEA-  

      ELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNG- 

      FISAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVTMMTSK-OH 
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c) Végezetül, az ismertté vált eredmények ill. a szekvencia alapján elvégeztük a Bom-

CaM protein szintézisét és az így nyert molekulát ellenőrzésképpen az elválasztás során használt 

RP-HPLC Senshu-Pak VP-318 oszlopon megfuttattuk, ill. biológiai aktivitás tesztet is 

elvégeztük vele. Az ellenőrzések igazolták valamennyi eredményünket.  

 

VII/3/2. A CaN szerepének bizonyítása a PBAN jelátadási folyamatában 

a) A Bom-CaM izolálását és azonosítását követően az in vitro farmakológiai kísérleteink, 

valamint a sejtmentes mikroszóma frakcióval végzett munkák a CaN szerepének egyértelmű 

bizonyítását tűzték ki célul a PBAN jelátadási folyamatában. A munka során az alábbi számos 

részeredményt nyertünk, mely felvetett hipotézisünket támasztották alá.  

 Mind a CsA, mind pedig az FK 506 –melyek specifikus inhibitorai a CaN-nek– 

határozott dózis-hatás gátlást (telítődési görbe) mutatott az in vitro izolált PG 

vizsgálatokban, amikor TKYFSPRLamid (13. a .és c. ábrák), vagy Bom-PBAN-I (13. b és d. 

ábrák) neuropeptiddel együtt inkubáltuk. A legmagasabb koncentrációban (1250 µM) 

gyakorlatilag 100%-os gátlást sikerült elérni, továbbá az ED50 mindkét farmakokemikáliánál 

azonos (1,25 µM). 
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13. ábra: A CsA (a. és c. ábrák), valamint az FK 506 (b. és d. ábrák) in vitro feromonszintézis 
gátló hatása TKY(FSPRLamid) szintetikus peptid vagy Bom-PBAN jelenlétében.  
A PG-ket 40 µl Grace médiumban inkubáltuk a jelöléseknek megfelelő inhibítor kombinációban és koncen-
trációban. A +TKY vagy +PBAN (sávos oszlop) a pozitív kontrollt jelöli (5-5 pmol) amelyhez csak EtOH: 
DMSO-t (a. c. kezelések) vagy csak DMSO-t adtunk (b. d. kezelések). A – kontroll nem tartalmazott peptidet. 
A számított átlagok legalább 9 független minta eredményéből származnak, a vékony vonalak a + SD-t jelölik. 
 

b) A CaN részvételét a jelátadási rendszerben még további vizsgálatokkal is megerő-

sítettük, nevezetesen SDS-PAGE hagyományos gélelektroforézis rendszer alkalmazásával 

standard marha-agy CaN (PP2B)-val párhuzamosan futtatva, valamint Western blot 

segítségével. Amint az a 14. ábrán látható a standard (autentikus) CaN A és B alegysége jól 

elkülönül (61 és 19,7 kD), a PG-ből készített mintából is tisztán azonosítható a poliklonális nyúl 

antitesttel a 19,7 kD tömegű egység. Az SDS-PAGE eljárással azonban mindkét alegység (A és 

B) tisztán látható, ami egyszerű SDS előkezeléssel került kivonásra a PG-ből. 
 

 
 
 
 
 
14. ábra: Western blot (bal oldalt), valamint SDS-
PAGE analízise (jobb oldalt) a PG CaN  
ill. autentikus marha-agy CaN (PP2B) kivonatnak 
poliklonális nyúl antitesttel.  
A marha-agy CaN ellen termeltetett antitestek 
keresztreaktivitást mutatnak a 19,7 kD tömegű csíkkal a 
PG-ben, melyek egyébként együtt vándorolnak a PG-ből 
származó CaN-el az SDS-PAGE során. 
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c) Figyelemreméltó metodikai részeredmény –melyek rendkívül jól szolgálják a 

bombykol termelés folyamatának vizsgálatát–, hogy korábbi módszereket továbbfejlesztve és 

befejezve, sikerült teljesen kidolgozni egy működőképes, sejtmentes ún. CHAPS Sup. 

mikroszóma teszt rendszert, melynek leggyakrabban használt standardizált körülményeit a 

VII/2/3. alfejezet b.) pontjában ismertettem részletesen (Fónagy és mtsai., 1999). Jelen 

vizsgálatainkban, a kontrollhoz képest ugyanannyi bombykolt termel egy-egy teszt 

összeállítás (170+15 ng bombykol/PG ekvivalens), mind CsA, mind pedig FK 506 jelenlétében 

(15. a,b. ábrák) mely bizonyítja, hogy az eljárás során a citoszólikus frakcióba elválasztásra 

kerülnek a PBAN jelátadási mechanizmusban egyébként nélkülözhetetlen elemek.  

 
15. ábra: A PG ekvivalensek bombykol termelőképessége CHAPS Sup. mikroszóma frakcióban 
CsA (a. ábra) ill. FK 506 (b. ábra) jelenlétében.  
Az elegy (40 µl végtérfogat) Trisz-HCl (pH=7,5), 10mM NADPH, 2,5mM ATP és 0,5mM (Ac)CoA tartalmú 
és két PG ekvivalensnyi CHAPS Sup.-ot adunk hozzá és a tesztelendő farmakokemikáliát, míg a kontrollhoz 
csak EtOH:DMSO-t (a.) vagy csak DMSO-t (b.). Az eredmények átlagai három független mérésen alapulnak 
melyeket vagy duplikátban vagy triplikátban végeztünk, a vékony vonalak az + SD-t jelölik. Az eredmények 
nem különböznek szignifikánsan (P< 0,05). 
 

d) A fenti mikroszóma CHAPS Sup. rendszert használtuk egy másik farmakológiai 

vizsgálati sorozathoz, amely az ACR enzim kulcsfontosságú szerepét volt hivatott igazolni más 

körülmények között. Feltételeztük ugyanis, hogyha a kompaktin/-sav képes volt in vitro gátolni 

a bombykol termelést (a végső redukciós lépés gátlásával) valamilyen PT/PBAN jelenlétében, 

akkor minden bizonnyal, a mikroszóma CHAPS Sup. rendszerben is kifejti gátló hatását annak 

ellenére, hogy „energiával”(NADPH, ATP) és „szubsztráttal” (AcCoA) ellátjuk. Mint ahogy ez a 

16. a. és b. ábrákon látszik, mind a kompaktin, mind pedig a kompaktin-sav szignifikánsan 

képes volt gátolni a bombykol termelését. (Megjegyzés: Ez a gátló hatás sokkal szembetűnőbb 

akkor, amikor a termelődési folyamatot 2-2 órás intervallumokban követjük nyomon, ugyanis a 

16. ábrán már egy kumulatív termelés eredménye látható 10-12 órával az inkubáció megkezdése 

után. A rövidebb periódusokban mért résztermelést nem ábrázoltam). 
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16. ábra: A PG ekvivalensek bombykol termelőképessége CHAPS Sup. mikroszóma frakcióban 
kompaktin (a. ábra) ill. kompaktin-sav (b. ábra) jelenlétében. (A részleteket lsd. a 15. ábránál).  
A kontrollokhoz DMSO-t (a.) ill. DMSO+NaOH-t (b.) adtunk. Az eredmények átlagai három független 
mérésen alapulnak melyeket vagy duplikátban vagy triplikátban végeztünk, a vékony vonalak az + SD-t 
jelölik. Az eredmények szignifikánsan eltérnek ott ahol más betüjelet alkalmaztunk (P< 0,05). 
 

VII/3/3. A bombykol termelő PG sejtek azonosítása, izolálása és kultúrában tartása 

a) A rutinná vált az in vivo, in vitro vizsgálatok, valamint sejtmentes kivonatok 

használata a bombykol termelésének ill. a PBAN jelátadási rendszer folyamatának 

tanulmányozására ezért következő célunk az volt, hogy a tényleges epidermális eredetű mirigy 

sejteket elkülönítsük, sejtkultúrában tartsuk különböző vizsgálatok céljából.  

 A PG ún. belső (alsó, epidermális mirigysejtek) rétegét, valamint a külső (vagy felső, 

kutikula) rétegét egy sikeres emésztési folyamattal és eljárással rutinszerűen tudtuk 

szétválasztani, melynek részletes leírását az VII/2/4. a. alfejezet adja meg (Fónagy és mtsai., 

2000). Számos emésztő enzim került kipróbálásra (pl. kollagenáz, diszpáz, pankreatin stb.), 

továbbá jónéhány egyéb lepke in vitro kísérletekhez javasolt Ringer rendszer is (valamint a 

Grace médium), de számunkra továbbra is a Matsumoto és mtsai. (1995) által használt 

bizonyult a legjobbnak. A papainos emésztés a rétegek közötti emésztésre nyújt megoldást, de 

nem emészti az azonos sejt-sejt közötti kapcsolatot, ami viszont fontos előny lehet a sejtek 

integritásának és életben maradásának biztosításában. 

b) Farmakológiai vizsgálatokat végeztünk a belső sejtréteggel, valamint kontrollként a 

külső módosult kutikulával, ill. a korábban is rendszeresen használt in vitro PG egész miriggyel 

és a szétterített miriggyel. A dózis-hatás vizsgálatok eredményei a TKYFSPRLamid 

szintetikus peptiddel, valamint az ionomycin és Ca ionophore (divalens kationok beáramlást 

serkentők) ágensekkel a várakozásnak megfelelően, a korábban in vitro kísérleteknél 

tapasztalt leghatékonyabb dózisokkal egyezett meg (17. a-c. ábrák). A kutikula réteg 

semmilyen termelést nem mutatott. 



2. rész                                                  VII. A PBAN HATÁSMECHANIZMUSA B. MORI-BAN  

 - 77 -

 

 

 

 
 
17. ábra: A TKY(FSPRLamid) szintetikus peptid (a. ábra), valamint ionomycin (b. ábra) és Ca 
ionophore (c. ábra) kezelések hatásai a különböző módon preparált PG-re. 
Az ún. „belső sejtréteget”papainos emésztéssel nyertük. Minden esetben 40 µl Grace médiumot használtunk, 
amelybe a megadott koncentrációban volt jelen a vizsgálandó ágens. A számtott átlagok legalább 9 független 
minta eredményéből származnak, a vékony vonalak az + SD-t jelölik. 
 

c) Célul tűztük ki azt is, hogy a leemésztett laza szerkezetű sejtréteget minél tovább 

életben tartsuk steril körülmények között. A hosszabb tartáshoz a Grace médium bizonyult 

legjobbnak (28oC). A leemésztett feromontermelő mirigysejtekből a már korábban (VII/2/3. c.) 

leírtaknak megfelelően CHAPS Sup.-ot is készítettünk. Megvizsgáltuk a mikroszóma frakciók 

bombykol termelő képességét és megállapítottuk, hogy mind a leemésztett mind pedig az öt 

napig kultúrában tartott sejtek megtartják bombykol termelő képességüket, igaz 

csökkentett mértékben (az előbbi esetben kb. 30%-os, míg utóbbi 50%-os csökkenést 

tapasztaltunk). 
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VII/3/4. A bombykol termelő PG sejtek fluorescensz mikroszkópos vizsgálata, valamint 

jellegzetes sejttani dinamizmusa és a folyamat PBAN általi befolyásoltsága  

a) A mikroszkópos vizsgálatok esetében is szakítottunk a hagyományokkal, mert nem 

csak hagyományos fénymikroszkópos és elektronmikroszkópos megfigyeléseket végeztünk (lsd. 

lentebb), hanem legelőször is azt a tényt, hogy változó mennyiségű és nagyságú LD-kre 

lettünk figyelmesek, mindenképpen alaposabban és célzott eszközökkel kívántuk tanulmá-

nyozni. Ezért bizonyult a Nílus-vörös festés alkalmazása egy rendkívül hatékony, egyben 

viszonylag könnyebben kivitelezhető módszernek. Ehhez kapcsolódóan a Hoechts sejtmagfestés, 

valamint ezen két festés egyidejű alkalmazása egy speciális rovarszövet vizsgálatához 

újdonságnak számított. A festési módokat azonban még kiegészítettük az emésztési 

(szétválasztási) eljárással, így egyedülálló megfigyelésekhez, valamint impozáns képekhez 

jutottunk. 

 

 

 
 
 
 
18. ábra: A megtisztított és szétterített egész PG.  
A könnyebb orientációt segíti az a számozott vágási sorrend ahogy a PG- levágjuk a potrohvégnél, majd 
további 2 metszéssel átvágjuk és finoman szétterítjük. A rajz elsősorban Hoechst 33342 sejtmag festés 
segítségével készült. Számított sejtsűrűség 15+3 sejt/0,01mm2. 
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Az első fontos általános megfigyelések összegzését a 18. ábrán láthatjuk. A prepa-

rátumok segítségével azt is megállapítottuk, hogy a sejtek átmérője 25-35 µm és 15+3 

sejt/0,01 mm2 a sejtsűrűség és egy igen homogén, szorosan egymás mellett elhelyezkedő 

sejtállományról van szó. A nagy sejtmagot számos dinamikusan változó LD veszi körül.    

A sejtek életképességét (elsősorban az emésztéses szétválasztás után) ellenőriztük Calcein 

(fluorescensz) vitális festéssel, ahol a sejtek 80-90%-a élő volt. Vizsgáltuk azt is Acridine 

orange-al, hogy a vizsgált periódusban, már nincsen sejtproliferáció, hanem a sejtek 

funkcionális dinamizmusa miatt változnak.  

b) A PBAN szerepének tisztázására a LD-k változásában volt az egyik legfontosabb 

feladat. A színes táblán (19. ábra) számos kezelés és többféle korú PG-ből készült preparátum 

képe látható. A 19. a. képen két nappal kelés előtti állapot látszik, amikor az LD-k száma 

kevés és kicsinyek(<5 µm). Egy nappal a kelés előtt ez már változik (19. b. kép dupla 

festéssel) és (19. c. kép, csak Hoechst 33342 festés), míg a kelés idejére (egybeesik a napi 

fényperiódus kezdetével) méretük és számuk nagy lesz (4-10 µm) (19. d. kép). A 19. e. 

képen –a fényperiódus középidejében (i.e. 1:6 korú)– az LD-k ismét kicsik lesznek és 

számuk is csökken, a sötétebb árnyak a sejtmagok. Az 19. f. képen egy azonos fázisban levő 

(2:6 korú), de egy nappal idősebb preparátum látható dupla festéssel. A 19. g. képen egy három 

napos dekapitált nőstény PG-je látható óriás méretű cseppekkel (12-14 µm), míg a 

következő képen (19. h.) háromszor in vivo Bom-PBAN-I-el kezelt dekapitált nőstény PG 

szövete látható sok apró LD-vel. A 19. j. és k. képeken egy egynapos pároztatott nőstény, ill. 

egy egynapos dekapitált nőstény PG-je látható, ahol a hasonlóság szembetűnő, mivel mindkét 

esetben már felfüggesztődött a bombykol termelődés. 

c) A PG–ben talált feltűnő mennyiségű, méretében változó LD arra sarkallt bennünket, 

hogy a folyamatot részleteiben is megvizsgáljuk. A hat napon keresztül (a kelést követően napi 

négy időpontban) folytatott vizsgálat eredményeit, valamint a kapcsolódó bombykol méréseket a 

20-24. ábrákon foglalom össze. A könnyebb összehasonlítás végett egy ábrán (21-24. ábrák) a 

kelést követő napok azonos időpontjai láthatók (pl. 0:0, 1:0; azaz kelési nap 0. óra, első nap 0. 

óra stb.). Az ábrákról jól leolvasható, hogy az LD-k mérete és száma legnagyobb a kelést 

követő első és második napon, mégpedig a fényperiódus elején, amit később nagyon magas 

bombykol termelés is követ. A kelést követő harmadik napon már tompul majd a negyedik 

napra az említett dinamikus fluktuáció erősen lecseng, mely eredményeket már külön nem 

mutatok be. A megfigyeléseket és méréseket Fónagy és mtsai. (2001) részletesen leírták és 

közölték. 
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19. ábra: PG sejtek fluorescensz mikroszkópos képei. (Részleteket lsd. a VII/3/4. b) pont alatt). 
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20. ábra: Az LD-k számának és méretének változása adott területen.(Részleteket lsd. a 24. ábránál). 
A diagramon a kelés előtt két nappal, valamint kelés előtti napon vett nőstény bábokból származó minták 
eredményei láthatók. Tájékoztatásképpen a bombykol/PG mennyisége az adott időben is látható 

 
21. ábra: Az LD-k számának és méretének változása adott területen.(Részleteket lsd. a 24. ábránál). 
A diagramon a keléstől (azaz 0. nap 0. óra) további három napon keresztül vett mintákból (1. nap 0. óra stb.) 
származó eredmények láthatók. Tájékoztatásképpen a bombykol/PG mennyisége az adott időben látható (Bb 
sor: 30 perccel a fotofázis előtt; Ba: 60 perccel a fényperiódus kezdete után). 
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22. ábra: Az LD-k számának és méretének változása adott területen.(Részleteket lsd. a 24. ábránál). 
A diagramon a kelés napjától (azaz 0. nap 4. óra) további három napon keresztül vett mintákból (1. nap 4. óra 
stb.) származó eredmények láthatók. Tájékoztatásképpen a bombykol/ PG mennyisége az adott időben látható. 

 
23. ábra: Az LD-k számának és méretének változása adott területen (Részleteket lsd. a 24. ábránál). 
A diagramon a kelés napjától (azaz 0. nap 8. óra) további három napon keresztül vett mintákból(1. nap 8. óra 
stb.) származó eredmények láthatók. Tájékoztatásképpen a bombykol/ PG mennyisége az adott időben látható. 
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24. ábra: Az LD-k számának és méretének változása adott területen. 
A diagramon a kelés napjától (azaz 0. nap 12. óra) további három napon keresztül vett mintákból (1. nap 12. 
óra stb.) származó eredmények láthatók. A vizsgált terület valamennyi ábrán (20-24) azonos (108 µm x 74 
µm). A számlálást 15-15 külön felvétel alapján történt, melyet átlag és szórás számítása követett. Az eredmé-
nyek igen homogének voltak, a szórás mindig 15% alatti volt, ezért a jobb áttekinthetőség kedvéért a diagra-
mokon külön jelölésre nem kerültek. Tájékoztatásképpen a bombykol/ PG mennyisége az adott időben látható. 
 
 

VII/3/5. A bombykol termelő PG sejtek ultrastruktúrális vizsgálata, jellegzetes dinamikus 

folyamatok feltérképezése és leírása 
 

a) A hagyományos fénymikroszkópos vizsgálatok során vizsgálatainkat a kelést 

megelőző három nappal kezdtük és a kelést követő ideig folytattunk és a jellegzetes LD 

fejlődési folyamatot a 25. a-d. fényképeken követhetjük nyomon. Három nappal a kelést 

megelőzően csupán a sejtek körvonalai látszódtak a módosult kutikula alatt, de LD-k 

egyáltalán nem. A következő napon már kivehetők a csepp kezdemények, de nagyon kis 

átmérőjűek (<5 µm), míg a kelést megelőző napon már jelentős mértékben nőtt méretük és 

számuk, ami a kelésig még fokozódott (átmérő: 4-10 µm). A sejthártya alig kivehető már 

ekkor az LD-k takarásának köszönhetően. 
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25. ábra: Az LD-k fejlődési folyamatának nyomonkövetése fénymikroszkóppal PG 
preparátumok segítségével. 
Az a. képen három nappal kelés előtt állapot látható a sejtek körvonalaival. A b. képen két nappal a 
kelés előtti állapotban már kivehetők csepp kezdemények. A c. képen kelés előtt nap, míg a d. képen  
a kelést követő állapot látszik. A méret skála 10 µm.  

 
b) A fény és fluoreszcens mikroszkópos megfigyelések után kézenfekvő volt, hogy a 

folyamatot alaposabban tanulmányozzuk elektronmikroszkóp segítségével. Már két nappal a 

kelést megelőzően a bazális lamina (BL) alatt kialakuló betűrődéseket (BI) lehet látni (26. a. 

ábra), míg az apikális oldalon jól kivehetők a mikrovillusok (Mv) (26. b. ábra). Igen sok apró 

vezikulum (V) látható ekkor a citoplazmában főleg az Mt-k környékén, vagy szinte velük 

fuzionáltan, továbbá bot alakú Mt-k lamellált ciszternákkal (26. c. ábra). Szabad riboszómák is 

jól láthatók ekkor és utána is folyamatosan (26. d. ábra). Jól kirajzolódnak továbbá az apikális 

oldalon hosszú ciszternákkal övezett sER-k, amik a következő napokban azonban már alig 

kivehetők (26. b. ábra). 
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26. ábra: A PG sejtek bemutatása 
elektronmikroszkópos képek 
segítségével két nappal a kelés előtt. 
Az a. képen az alaphártyán (BL) 
betűrődések látszanak (BI). A b képen a 
kutikula (Cu) alatti mikrovillusok (Mv) 
láthatók. A c. képen számos vezikula (V) 
rajzolódik ki, továbbá lamellált 
ciszternákkal mitokondriumok (Mt). A d. 
képen a nyílhegyek a szabad 
riboszómákat jelölik. A méret skálák 1 
µm-t jelölnek, kivéve a d. képen ahol 
0,25 µm-t. 
 
 
 
 

 

 A kelést megelőző napon a bazális laminához kapcsolódó BI-k erősen megnagyob- 

bodnak (27. a. ábra) és behatolnak a sejt citoplazmájába, melyek szerepe fontos lehet. A 

betüremkedések mellett különböző méretű gömb alakú struktúrák kezdenek felszaporodni (27. 

a-d. ábrák). Ezek eleinte kevésbé elektrodenzek, de fokozatosan azzá válnak. A kelés napján 

ezek a struktúrák viszont már igen elektrodenzek (S) és méretük, jellegük alapján ezek már 

„érett” LD-k (28. a,b. ábrák). A 29. (a-c.) ábrán sematikusan ábrázoltuk a LD-k feltételezett 

kialakulásának folyamatát a PG sejtben (Yokoyama és mtsai., 2003). 

 
 

27. ábra: A PG sejtek bemutatása elektronmikroszkópos képek segítségével kelés előtt egy nappal. 
Az a. képen a bazális plazmamembránból szabálytalan alakú betűrődések (BI) látszanak. A b. és c. ábrákon a 
betűrődések mentén gömb alakú struktúrák láthatók, melyek elektrodenzek (S). A d. képen látható, hogy a 
nagy gömbökön az elektrodenz anyag a szélekre szorul. A méret skálák 1 µm-t jelölnek. 
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28. ábra: A PG sejtek bemutatása elektronmikroszkópos képek segítségével a kelést követően. 
Az a. képen az erősen elektrodenz gömb alakú struktúrák láthatók (S). A b. képen kevésbé elektrodenz 
struktúrák is láthatók, ellenben a környező citoszól erősen elektrodenz. A méret skálák 1 µm-t jelölnek 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
29. ábra: A PG-sejtban zajló dinamizmus sematikus 
ábrázolása a mikroszkópos képek alapján, azaz az LD-k 
kialakulása és fejlődése a kelést követő ideig.  
Az a. ábra két nappal a kelés előtti állapotot mutatja, ahol jól 
megfigyelhető, hogy az alacsony elektrodenzitású V-k fuzionálnak 
az Mt-kkel (Fu). A b. képen különböző méretű (fejlődési állapotú) 
elektrodenzzé és egyre nagyobbá váló gömb struktúrák láthatók 
(S1-S4). A c. ábra  már a kelés utáni állapotot mutatja S5 és S6 
nagyobb méretű képletekkel. 
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VII/3/6. A bombykol termelő PG sejtek citoplazmatikus LD-k kémiai elemzése  

a) Az LD-k kémiai elemzését megelőzte itt is egy eljárás kidolgozása, melynek révén 

megbízhatóan –mennyiségi és minőségi értelemben is– kivontuk a vizsgálandó zsírszerű 

anyagokat a PG sejtekből. Végül az acetonos kivonás mellett döntöttünk, mint azt a VII/2/7. 

alfejezetben részletesebben leírtam. 

b) A kivonási eljárás eredményeképpen kapott extraktumból a továbbiakban a nem-

poláros zsírok elemzésére összpontosítottunk. Ennek köszönhetően nyertük azokat az elsődleges 

frakciókat, melyeket továbbtisztítottunk (30. ábra). Esetünkben kizárólag a Tg-ket vizsgáltuk 

tovább, ugyanis láthatóan ezek mutattak mennyiségi változást pl. a bábállapot és a kelést 

követően ill. később napszakosan is. A  TLC rutin ellenőrzések is ezt igazolták. A futtatásokhoz 

az n-hexán:etilacetát (9:1) elegy bizonyult a legjobbnak. 

 

 

 

 

 

 

30. ábra: PG-ből készült acetonos kivonat nem-poláros 
zsírjainak normál fázisú HPLC-n történő szétválasztása 
Senshu-Pak PEGASIL szilika oszlopon. 
UV-detekció 230 nm (kelés előtt két nappal, egy nappal, valamint 
keléskor). (A= n-hexán:ecetsav; 99:1 és B= n-hexán:izopropanol 
ecetsav; 96:3:1; 0-100% B 20 perc alatt; 1 ml/perc). A Dg-k 
mindig azonos mennyiségben voltak kimutathatók, míg a Tg-k 
jelentősen nőttek.  

 

 

 

 

 

 

 

 

c) A Tg-ket tartalmazó előtisztított frakciókat hét napon keresztül vizsgáltuk a kelési 

naptól kezdve azonban naponta kétszer, hogy a fény, valamint fluorescensz mikroszkóppal 

végzett vizsgálataink eredményét relatív mennyiségi Tg vizsgálatokkal is összevethessük. A 31. 

a. és b. ábrákon két fontos időpontban kapott jellegzetes kromatogramot ábrázoltunk, amit az 
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ELSD-detektor segítségével regisztráltunk (mV). Jól látszik, hogy a de. 10 órakor ill. du. 18 

órakor vett minták között lényeges mennyiségi eltérés van az egyes komponensek között. 

A csúcsokat számokkal és ehhez kapcsolódó betű, vagy csak betű kódokkal láttuk el és három 

fő csoportra osztottuk azokat. Valamennyi időpontban több párhuzamos futtatást (min. kettő) 

végeztünk, majd a három különböző csoport eredményeit kiértékeltük, amit a 32. a-c. ábrákon 

ábrázoltuk. Ezekről az eredményekről is megállapítható, hogy fluktuációjuk összhangban 

van a fluorescensz mikroszkóp segítségével meghatározott LD méret és mennyiségi ered-

ményekkel (20-24. ábrák). Az is megállapítható továbbá, hogy a kelést követő harmadik naptól 

ingadozásuk csökken, tompul. 

 

 
 

31. ábra: Az előtisztított Tg mintákat tartalmazó frakciók RP-HPLC-vel Senshu-C22  
oszlopon végzett elválasztás kromatogramja ELSD-detekció alapján. 
a. ábra keléskor, b. ábra kelés után 8 órával vett minta kromatogramja. (A= AcN:EtOH; 6:4; 
B=AcNi:EtOH; 2:8; 0-100% B 60 perc alatt; 1,5ml/perc). A fő csúcsokat 1-6-ig (szürke szín), míg a 
mellékcsúcsok 1a-6a-ig (fekete szín) jelöli. A szám nélküli egyéb csúcsokat a-c jelöli. 
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32. ábra: A 31. ábrán bemutatott és 
azonosított csúcsok magassági fluktuációja 
RP-HPLC kromatogramok alapján, ELSD-
detektor segítségével. 
A mintavételi időpontok kelés előtt két nappal, kelés 
előtt egy nappal, valamint keléskor (0:0) és nyolc 
órával később (0:8) továbbá azt követően öt napon 
keresztül voltak, azonos időpontokban Az a. ábrán 
1-5-ig csúcsok, a b. ábrán 1a-4a mellékcsúcsok, míg 
a c. ábrán az 5a, 6a mellékcsúcsok és a-c egyéb 
csúcsok láthatók. Egy-egy pont felvételezése leg-
alább két független futtatás eredményéből származik. 
Az adat 0,2 PG ekvivalensnyire vonatkozik. 

 

 

 

 

 

 

d) A jellegzetes Tg csoportok mennyiségi változását követően elvégeztük valamennyi 

frakció minőségi analízisét. A csúcsok kézi gyűjtését követően még egy HPLC tisztításnak 

vetettük alá azokat (lsd.:VII/2/7. d.). A számított ill. mért molekula tömegek alapján az 5. 

táblázaton bemutatott Tg összetételt határoztuk meg. Megállapítottuk továbbá, hogy összesen 

ötféle Fa található 16 különböző kombinációban a Tg-kben (Matsumoto és mtsai., 2002): 

Δ11-hexadecenoát, Δ10,12-hexadekadienoát, Δ9-oktadecenoát, Δ9,12-oktadekadienoát és 

Δ9,12,15-oktadekatrienoát. 

 Az eredményekből feltétlenül kiemelendő, hogy a jelentős fluktuációt mutató csúcsok 

esetében (elsősorban 1-5 főcsúcsok; 32. a ábra) mindig kimutatható volt a Δ10,12-

hexadekadienoát, ami a bombykol előanyaga. Fontos továbbá, hogy az 1a-4a mellékcscsúcsok 

között (32. b. ábra) is megtaláljuk vagy a Δ10,12-hexadekadienoátot, vagy pedig előanyagát 

(köztiterméket) a Δ11-hexadecenoátot. A harmadik csoport (32. c. ábra) csúcsai között ugyan 

szintén felfedezhetünk bizonyos fluktuációt, de arra is fény derült, hogy az a, b, c, csúcsok nem 

Tg természetű zsírok. 
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5. táblázat: Az LD-kből kivont és azonosított Tg-k szerkezete, melyeket RP-HPLC-vel valamint 
normál fázisú HPLC-vel tisztítottunk. (Csúcsok azonosítását lsd. 31. ábrán). 
A meghatározások FAB-MS-el, valamint MS-MS-el történtek. A Fa-k poziciója enzimatikus lipolizist követő 
került meghatározásra. C16:1=Δ11-hexadecenoát, C16:2=Δ10,12-hexadekadienoát, C18:1=Δ9-oktadecenoát, 
C18:2=Δ9,12-oktadekadienoát és C18:3=Δ9,12,15-oktadekatrienoát. 
 

 Végezetül amint az az 5. táblázatban is látszik enzimatikus hidrorízis segítségével  

(disznó pankreáz) meghatároztuk, hogy az azonosított Δ10,12-hexadekadienoát melyik 

pozícióban található. Megállapítottuk, hogy az elsősorban az Sn-1 és/vagy 3-as helyen 

található, praktikusan biztosítva a könnyű hozzáférhetőséget a specifikus L számára. Az 

Sn-2-es helyen pedig gyakran találtunk C18- as telítetlen Fa-t. 
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VII/3/7. A citoplazmatikus LD-k non-destruktív izolálása további vizsgálatok céljából 

 A LD-k non-destruktív izolálása azért vált szükségessé, hogy a hozzájuk kapcsolódó 

LDAP-k és/vagy ún. (feltehetően) hormon szenzitív L-ek izolálásához és azonosításához 

biztosítsuk a kiindulási anyagot. A módszernek csak orvos-biológiai előzményei voltak, tehát a 

VII/2/8. pontban leírt Anyag és módszer alfejezet jelentős része, ténylegesen ide kapcsolódó 

eredmény is egyben.  

A több lépcsős kivonási eljárás, homogenizálásokat és kétszeres ultracentrifugálást 

igényelt. Az ún. zsír-réteg szeparálása fagyasztás, majd metszés útján pedig metodikailag 

teljesen új eljárás volt tekintettel a rendelkezésre álló kevés kiindulási biológiai mintára. Az 

eredeti módszer patkányokra és azok zsírszövetének feldolgozására volt ugyanis alkalmas (Sato 

és mtsai., 2002). A LD-k ellenőrzését pedig a már jól bevált Nílus-vörös festési eljárással 

végeztük fluorescensz mikroszkóppal (33. ábra). 

 

 

 

 

33. ábra: Nílus-vörös festéssel és fluorescensz 
mikroszkóppal megvizsgált LD-k (szuszpenzió). 
Az LD-ket ún non-destruktív eljárással vontunk ki. 

 

 

 

Az LD-k izolálását követően, azért, hogy a kapcsolódó LDAP proteineket 

azonosíthassuk hagyományos SDS-PAGE elválasztásnak vetettük alá. A 34. ábrán Coomassie 

kékkel, valamint ezüstfestéssel festett gélek láthatók. Az LD-k felületéről kivont proteineket a 

gélből ezek után kivágtuk, majd enzimatikusan emésztettük, HPLC-vel frakcionáltuk, melyet 

MS meghatározás és peptid szekvenálás követett. Az így nyert elsődleges eredmények alapján 

sikerült néhány enzim és/vagy protein azonosítása:  
 

B.mori-aktin, arginin-kináz, anti-kimotripszin-II, gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz. 
 

A bemutatott előzetes eredmények biztatóak (Fónagy és mtsai., 2005) és mindenképpen 

lehetőséget kínálnak arra, hogy ezzel a módszerrel LDAP-ket kivonjuk, valamint specifikus L-

ek azonosítása is megtörténhessen a későbbiekben. 
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34. ábra: SDS-PAGE (14%) elválasztása az LD-khez kapcsolódó és azok felületéről 
leválasztott proteineknek (LDAP).  
Molekulatömeg standardként (MW) BIO-RAD készítmény szolgált. Az így szétválasztott proteinek 
kerültek kivágásra, majd további feldolgozásra, analízisre. 

 

 

VII/3/8. Az Lf-ek és LTP-k részleges elválasztása és tisztítása az általuk szállított zsírszerű 

anyagokkal összefüggésben 

 A vérnyirokban keringő LDLf-ek és a HDLf-ek, valamint LTP-k kivonását illetően 

alkalmazott módszerek (Tsuchida és mtsai., 1997, 1998) rendelkezésre álltak és azok 

hatékonyságát és sikerességét hagyományos SDS-PAGE eljárással ellenőrizhettük. A 35. ábrán 

kelés előtti egy napos bábokból vett vérnyirok minta Lf és LTP mintázata látszik, mely 

megfelelő egyezést mutatott a korábbi közleményekkel. A tájékozódást követően elvégeztük a 

kivonatból a zsírok kinyerését, kirázással Folchs reagens segítségével.  

 A kísérletekhez kelést megelőző napokban majd keléskor, utána, valamint dekapitálást 

követően is vettünk mintákat és igyekeztünk összevetni azokat. Az előzetes eredmények azt 

mutatták, hogy a kivont Dg-k az Fa-k különféle keverékeit tartalmazzák: 
 

Δ9-oktadecenoát > hexadekanoát >> oktadekanoát > Δ9,12-oktadekadienoát >> nyomnyi 

hexadecenoát és Δ9,12,15-oktadekatrienoát (Fónagy és mtsai., 2005). 
 

Az azonosított Fa-k jórészt megtalálhatók a korábban analizált LD-k Tg alkotóelemei 

között (Lsd. VII/3/6.). A bombykol előanyagának számító Δ10,12-hexadekadienoátot azonban  
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nem sikerült egyáltalán azonosítani ill. ennek előanyagát Δ11-hexadecenoátot sem, ami 

megerősítette azt, hogy az kizárólag a PG-kben de novo szintetizálódik, míg a Tg-k további 

alkotórészeit (egyéb Fa-k) ellenben a táplálékból származtathatjuk és amelyek a vérnyirok áram 

segítségével jutnak el a célszervig, majd felvételre kerülnek. 

 

 

 

 

 

35. ábra: SDS-PAGE (14%) elválasztása a 
vérnyirokból tisztított Lf-eknek és LTP-knek.  
A minták egy nappal a kelés előtti nőstényekből 
származtak. A mintázat megfelelt a várakozásnak 
(Tsuchida és mtsai., 1997, 1998). Ezt követően került 
sor a Dg-k kivonására, elválasztására és analízisére.  
 

 

 

 

 

 

 

VII/4. Megvitatás 

 

A CÉLKITŰZÉSEK-ben felvázoltam, hogy a PBAN hatásmechanizmusának, jelátadási 

rendszerének részletes feltárására vállalkozunk a selyemlepke (B. mori) PG-ben, a feromon-

szintézis és azt kísérő sejttani eseményeinek folyamatában a legkorszerűbb eszközök 

igénybevételével, a vizsgálati módszerek széles spektrumának alkalmazásával.  

Az egy évtizedes kutatómunka –a japán kutatókkal karöltve– egy teljesen egyedülálló 

igen részletes modell kidolgozását tette lehetővé (36. ábra). Ennek a modellnek a kidolgo-

zásához az Előzményekben vázolt korábbi ismeretek biztosították az alapot (Fónagy és mtsai., 

1992a,b; Ozawa és mtsai., 1993,1995; Matsumoto és mtsai. 1995). A más fajokból újabban 

ismertté vált részeredmények ismertetése mellett (és előtt) először a 36. ábra bemutatására és 

rövid értelmezésre vállalkozom. 

 

 



2. rész                                                  VII. A PBAN HATÁSMECHANIZMUSA B. MORI-BAN  

 - 94 -

 

 
 

36. ábra: A PBAN hatásmechanismusa és jelátadási folyamata (             ), valamint a bombykol 
bioszintézise (             ) a B. mori PG sejtjeiben. (Részletes magyarázatot lsd. a szövegben). 

 

A vérnyirokban (halvány türkizkék) keringő PBAN a Gp kapcsolt receptorhoz történő 

kötődést követően külső Ca++ áramlik be a megnyíló Ca++csatornán keresztül. (Bom)-CaM-

komplex keletkezik, ami indukálja a CaN  (PP2B) enzimrendszert, serkentve a bombykol 

bioszintézisében kulcsszerepet játszó ACR-t (B. mori-PG-FAR). A végső redukciós lépésen 

túlmenően a PBAN aktiválja a (hormon szenzitív) TgL-eket melyeket a LD-khez (nagy 

narancssárga körök) kapcsolódó proteinek (LDAP) kötnek le (a jelátadási folyamatot kék nyilak 

jelölik az ábrán). A lipolízis eredményeképpen, a napi szinten dinamikusan változó cseppekből 

szabaddá válnak a Tg-kben „tárolt” Fa-előanyagok, melyek a sejtek citoszóljában (halvány 

sárga háttér) FaS által AcCoA-ból, továbbá Mt-kben (halványzöld, csöves-vezikuláris szerkezetű 

organellum) zajló folyamatos Fa-szintézis (Acil-CoA-szintetáz: ACS), majd telítetlen kötések 

(bifunkcionális deszaturáz: Desat.1) kialakulását követően keletkeznek. Ez utóbbi reakciók már 

valószínűleg az acil-CoA-kötőfehérjék (Acyl-CoA Binding Protein; ACBP) által a sER-hez 

(sárga lamellák) történő szállítás után következnek be. Az acil-transzferáz (Acyl-transferase; 
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AT) a Fa-vá alakítást végzi el. A Tg-k a „fajspecifikus” Fa-n (Δ10,12-hexadekadienoát) kívül a 

vérnyirok Lf-jei által szállított, táplálékból származó, majd LTP-k segítségével a sejtbe juttatott 

Dg-kből épülnek fel. Az LD-kből szabaddá váló specifikus Fa a mikroszómákhoz (kis ovális 

szürke testek) kapcsolódó ACS segítségével konvertálódik, ill. a közti terméket végül az aktivált 

ACR alkohollá redukálja. A bombykol végezetül a sejt Mv-ken (fogazott szerkezet), valamint 

kutikulán (világos barna sáv) a mirigy felszínére jut, és onnan a légtérbe (az Fa-k, ill. de novo 

bombykol szintézis folyamatát lila nyilak jelölik). 

A folyamatot kicsit részletesebben érdemes áttekinteni egyéb fajokból nyert 

részeredmények tükrében, ugyanis, mint korábban hangsúlyoztam ilyen átfogó (farmakológiai, 

biokémiai, molekuláris biológiai, valamint morfológiai) tanulmányozásra egyetlen más faj 

esetében sem került még sor, ami a feromontermelést illeti. 

A bombykol termelés folyamat áttekintése szempontjából először is komoly áttörést 

jelentett, hogy Hull és mtsai. (2004) több éves megfeszített munkának köszönhetően sikeresen 

klónozták és jellemezték a Bom-PBANr-t. Ez a 46 kD molekula tömegű Gp kapcsolt receptor 

csak a PG-ben fejeződik ki, és specifikusan reagál a PBAN-re oly módon, hogy az extracel-

luláris Ca++ beáramlását képes serkenteni dózis-függő mértékben. Konfokális mikroszkópos 

vizsgálatok azt is megerősítették, hogy a PBAN ténylegesen a receptor intenalizációját segítik 

elő, mégpedig oly módon, hogy a receptor 67 aminosavból álló hosszabb C-terminálisa játszik 

ebben döntő szerepet (Hull és mtsai., 2005). A Hez-PBANr és Bom-PBABr központi része 

között 82%-os az azonosság, de különbözik az N-terminális végük, ill. ennél lényegesen 

nagyobb mértékben az említett sokkal hosszabb C-terminális miatt. Az egész jelátadási rendszer 

közötti különbségség egyik kulcsának tekintjük ezt a jelentős eltérést, ugyanis Hull és mtsai. 

(2005) ezért felvetették, hogy a Bom-PBANr egy klatrin-függő kináz jelátadást indukál (ami 

szintén Ca++ függő) és nem is a Gp-kapcsolt kináz rendszer a kulcs (lsd. még VIII. fejezet). 

A receptorral történő kapcsolódást követően megindul a Ca++ nagymennyiségű 

beáramlása, melynek nélkülözhetetlen szerepét számos vizsgálat állította és erősítette meg 

(Fónagy és mtsai., 1992a; Ozawa és mtsai., 1993,1995). Az eredmények receptor-aktivált Ca++ 

csatorna szerepét hangsúlyozzák a B. mori-ban, szemben a feszültség-függő Ca++ csatornáéval a 

H. zea-ban. A B. mori-ban tapasztaltakkal hasonló következtetésre jutottunk a S. litura esetében 

(Fónagy és mtsai. 1992a,b; Ozawa és mtsai., 1995) is, ill. ezt állapították meg a kukoricamoly, 

Ostrinia nubilalis-ban is (Ma és Roelofs, 1995) a miénkhez egyébként nagyon hasonló 

kísérletek elvégzése után. 

A Bom-CaM izolálása a citoszólikus frakcióból megerősítette feltevésünket abban, hogy 

a PBAN jelátadási mechanizmusban döntő és nélkülözhetetlen szerepe van ennek a Ca++ kötő 
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modulációs proteinnek (Iwanaga és mtsai., 1998), ugyanis farmakokemikáliák segítségével ez 

részben már bizonyítást is nyert (Matsumoto és mtsai., 1995). Az azonosított Bom-CaM 

szerkezete teljesen megegyezik a D. melanogaster-ből molekuláris biológiai eszközökkel 

meghatározott és előrejelzett CaM-mal (Smith és mtsai., 1987). Ott is, mint a B. mori zsírtestből 

izolált CaM esetében is (Bodnaryk és Morishima, 1984) hiányzik az ε-trimetillizin. Ami az 

alapvető szerkezetet illeti mindössze 6 aminosavban tér el a marha-agy CaM- tól (Watterson és 

mtsai., 1980) és azon belül is a 99. ill. 147. helyen található F ill. S. aminosavak viszont a 

gerinctelenek általános sajátsága (Takagi és mtsai., 1980; Toda és mtsai., 1981). Természetesen 

a Bom-CaM esetében is jól beazonosítható az a négy Ca++ kötő domén rész, ami jellegzetes 

háromdimenziós „hurok” szerkezetet alkot (Babu és mtsai., 1985). Mindezek alapján 

megállapítható, hogy egy igen fontos, de konzervatív struktúrát sikerült azonosítanunk és 

modellünkbe illesztenünk. 

A PBAN jelátadási folyamatának vizsgálatában döntő fontosságú volt a CaN szerepének 

egyértelmű tisztázása (Fónagy és mtsai., 1999). Ismert, hogy egyes jelátadási eseményekben 

elsősorban ennek van szerepe és pl. nem az IP3 rendszer által közvetített kaszkádnak (Cohen, 

1989). Egyes általános klasszikusnak számító foszfatáz inhibítorokkal ugyan sikerült a 

TKYFSPRLamid PT hatását gátolni az izolált in vitro PG biotesztben (Matsumoto és mtsai., 

1995), de sokkal hitelesebb következtetésekre juthattunk specifikus CaN inhibitorok használata 

segítségével. A CsA és az FK 506 a gyógyászatban kitűnően bevált specifikus CaN inhibitorok 

(Kunz és Hall, 1993; Liu, 1993), ezért az ágensek segítségével nyert eredményeknek 

köszönhetően a CaN szerepe egyértelművé vált. Külön megerősítette eredményeinket az, hogy 

sikerült egy továbbfejlesztett újszerű eljárással működőképes, selyemlepke PG-ből származó, 

mikroszóma frakciót nyerni. Ezek segítségével is bebizonyosodott, hogy a citoszól frakcióban 

találhatók a jelátadási mechanizmusban nélkülözhetetlen CaM, valamint ehhez kapcsolódóan a 

CaN, ill. a mikroszóma frakcióban a de novo bombykol szintézishez szükséges apparátus. A 

CaN (PP2B) jelenlétét egyébként SDS-PAGE, valamint Western-blot kimutatási eljárással is 

igazoltuk. Ez utóbbiak segítségével nyilvánvalóvá vált, hogy marha-agy CaN-hez hasonlóan a 

PG sejtekben is található egy A katalitikus, specifikus alegység és egy B konzervatív alegység 

(Klee és mtsai., 1985, 1987). Ezt hamarosan megerősítették Yoshiga és mtsai. (2002) 

eredményei, mely szerint egy 495 aminosavból álló katalitikus CaN-A alegységet és egy 170 

aminosavból álló CaN-B cDNS alegységet klónoztak. Az előbbi mintegy 85%-os azonosságot 

mutat a D. melanogaster CaN-A-val (Guerini, és mtsai., 1992), ill. 82%-ot az emberivel. A 

CaN-A egységen jól azonosítható az CaN-B kapcsolódó, CaM-kapcsolódó, valamint 

autoinhibítor-domén, a CaN-B egységen viszont a négy Ca++ kötő rész. Különösen figyelem-
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reméltó az a megállapítás, hogy a gének már lárvakorban is expresszálódtak, a PG-ben viszont a 

kelést megelőző harmadik naptól (báb korban) lesz egyre intenzívebb a génkifejeződés, ami a 

kelést követően is jól kimutatható és nyomonkövethető. A 36. ábrán bemutatott modellünk 

szerint tehát a CaN nemcsak abban játszik szerepet, hogy defoszforiláció révén stimulálja a 

kulcsfontosságú ACR-t (részletesebben lsd. lentebb), hanem abban is, hogy aktiválja a TgL-eket. 

Ezért is említjük ezeket „hormon szenzitív” L-eknek, jóllehet ismereteink, még csak igen 

korlátozottak az LDAP és/vagy kapcsolódó TgL-ek tekintetében. Egyet azonban tudunk, hogy a 

PBAN, vagy bármilyen FXPRLamid végű neuropeptid biztosan befolyásolja a TgL-eket, 

valamint azt, hogy az LD-k felületéhez kötődjenek és aktiválódjanak stb. Feltevéseinket 

azonban elsősorban gerinces analógiákra alapozzuk (Egan és mtsai., 1992; Syu és Saltiel, 1999; 

Clifford és mtsai., 2000) ill. a zsírmobilizációt illetően átfogó ismereteink a rovar zsírtestre 

vonatkoznak, ahol ellenben az AKH neuropeptidek játszanak kulcsszerepet (Shapiro és mtsai., 

1988; Ryan és van der Horst, 2000). Mint tudjuk a lipolízis tekintetében az AKH jelátviteli 

rendszere –amint azt korábban a II/4.C alfejezetben leírtam– a cAMP szint megemelkedésével 

működik és serkenti/aktiválja a PK-kon keresztül a TgL-eket (Gäde és Auerswald, 2003). A 

folyamatban –azaz, jelen esetben az LD-k dinamizmusában– még sok megválaszolatlan 

kérdéssel állunk szembe.  

A jelátviteli rendszer áttekintése után pedig áttérek a de novo bombykol szintézis 

lépéseire ill. „kitérőire”. A folyamat kulcslépéseit a 36. ábrán lila nyilak jelölik. Kutatásaink 

megkezdésekor is ismert volt, hogy a bombykol –hasonlóan más lepkefajokhoz (Bjostad és 

mtsai., 1987)– AcCoA-ból kiindulva zsír-acil intermedieren keresztül (palmitát) szintetizálódik 

FaS által. Ezt követően Fa-vá (palmitinsavvá) alakul az ACS enzim segítségével (Mt-kben). 

Más fajoknál ekkor következik be a láncrövidülés (vagy hosszabbodás a szintézis folytatásával 

ténylegesen), viszont a résztvevő enzimekről pontosabb ismereteink meglepő módon még a mai 

napig nincsenek a rovarokat illetően. Általában az a nézet uralkodik, hogy a rovar sejtek 

rendelkeznek azzal a képességgel, hogy hosszabb Fa-kból rövidebbet csináljanak (Stanley-

Samuelson és mtsai., 1988). Hashimoto (1996) szerint ez egy részleges β-oxidáció, ami a 

peroxiszómákhoz köthető. 

A következő fontos mozzanat a fajspecifikus telítetlen kötések létrehozása (Z10, majd 

Z12 kettőskötések) esetünkben egy bifunkcionális Bom-Desat1 által (Moto és mtsai., 2004). 

Fontos megemlíteni, hogy a bombykol bioszintézis folyamatát részletesen feltáró vizsgálatok és 

résztvevő enzimek azonosítása, majd klónozása során először két nagyon hasonló (98%-ban) 

Desat1 és -2 meglétét feltételezték és írták le (Yoshiga és mtsai., 2000). Ezeket 61%-ban pl. 

hasonlónak találták a T. ni-ben leírttal (Knipple és mtsai, 1998). A T. ni-ben később sikeresen 
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klónozták a Δ9-Desat enzimet is (Liu és mtsai., 1999). Más fajokban egyébként –annak ellenére, 

hogy közismert, hogy létezik még Δ5, Δ10, továbbá Δ14 kettős kötés is a fajspecifikus feromon 

elegyekben– a Desat enzimek szintén kevéssé ismertek (Blomquist és Vogt, 2003). Jeong és 

mtsai. (2003) voltak még sikeresek a H. assulta esetében, ugyanis ott ugyan hét Desat-ot 

izoláltak a PG-ből, de ténylegesen csak kettő, a Δ9–és egy Δ11-Desat fejeződik ki és arányuk jól 

tükrözi az elegyben előforduló komponensek arányát. B. mori esetében később megállapították, 

hogy az egymást követő deszaturációt ténylegesen csak egy enzim, a Desat1 végzi, mert a de 

novo bombykol bioszintézis során ez expresszálódik és válik aktívvá és ezért is jelölik 

bifunkcionálisként (Moto és mtsai., 2004). Egyébként ez el is fogadható és értelmezhető, mert 

itt egy fő komponensen végbemenő egymás utáni reakcióról van szó. Ez utóbbi reakciók már 

valószínűleg az ACBP-k által a sima felszínű sER membránjaihoz történő szállítás után 

következnek be. 

Az Bom-ACBP izolálása és karakterizálása a selyemlepke PG citoszólikus frakciójából 

szintén fontos részeredmény volt a modell kidolgozása során (Matsumoto és mtsai., 2001. Megj: 

Az izolálási munkafolyamatba egyébként résztvettem melyek gyakorlatilag párhuzamosan 

zajlottak a Bom-CaM karakterizálásával, de a közlemény szerzői listájáról lemaradtam, ezért 

etikai okból, természetesen dolgozatomban azt külön nem is tárgyalom saját munkám részeként). 

Az ACBP-kről általában tudjuk, hogy acil-CoA-t képes kivonni foszfatidilkolin membránokból 

és specifikusan megkötni („szállítani”) és β oxidációhoz vagy glicerolipidek építéséhez juttatni 

(Rasmussen és mtsai., 1994). Mint a 36. ábrán látható több helyen is szerepet tulajdonítunk az 

ACBP-knek. Az LD-k Tg tartalmának felépítésében különösen döntő jelentőségűek, hiszen akár 

a sejtmembránon keresztül felvett Dg-k (vagy Mg), vagy a de novo szintetizált Δ10,12-

hexadekadienoát előanyag citoszólikus szállításában nélkülözhetetlenek. Fónagy és mtsai. 

(2001) által részletesen leírt LD-k kialakulásával és dinamizmusával kapcsolatos az a felfedezés 

is, hogy a PG-ből izolált Bom-ACBP expressziója egybeesik azok keletkezésével, tehát a kelést 

megelőző két napban jelenik meg, majd ezt követően fokozódik.  

A LD-k szerepének vizsgálata, annak neurohormonális irányítottsága, valamint a 

cseppek tartalmának analízise a feromontermeléssel kapcsolatban teljesen új összefüggéseket 

tárt fel. Először is „feltérképeztük” és azonosítottuk a bombykolt termelő sejteket, 

szétválasztottuk a kutikulától, továbbá még élő kultúrában is tudtuk azokat tartani (Fónagy és 

mtsai., 2000). Az eredmény azért is különösen fontos, mert ugyan eddig több rovar in vitro 

bioteszt módszert honosítottak meg és használnak rutinszerűen, mint a CA mirigyet JH termelés 

(Stay és mtsai., 1994), PTG-t ekdizon, (Bollenbacher és mtsai.,1983), Malpighi-edényt folyadék 

kiválasztás, ionegyensúly (Coast és mtsai., 1990), viscerális izmokat mioaktivitás (lsd: VI. 
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fejezet) tanulmányozására stb., vagy zsírtest sejteket alkalmaztak metabolikus folyamatok és 

neuropeptidek vizsgálatához (Keeley és mtsai., 1991), de ún. hormonszenzitív élő 

„sejtszuszpenziót” alig (pl.: zsírtest: Asher és mtsai., 1984; PTG: Asahina és mtsai., 1994). A 

fluorescensz mikroszkópi vizsgálatok segítségével új megállapításokat tettünk, ami ráirányította 

a figyelmet arra, hogy az eddig néhány fajban leírt neutrális zsírokat tartalmazó LD-k (Percy és 

Weatherston, 1974) amelyek száma kelés után növekedett is (Lalanne-Cassou és mtsai., 1977), 

mindenképpen valamilyen raktározó funkcióval is rendelkeznek. A T. ni esetében figyeltek fel 

arra, hogy ezek a cseppek már a kelést megelőzően gyarapszanak, igaz méretben nem (Jefferson 

és Rubin, 1973). A PG sejtek ultramikroszkópos tanulmányozása (Yokoyama és mtsai., 2003), 

pedig segítettek abban, hogy sejtorganellumok szintjén követhessük nyomon a sejt kelés előtti, 

alatti, valamint utáni változásait és főképpen a LD-k kialakulását, amit a 29. ábrán külön be is 

mutattunk. A számos Mt külső membránja biztosítja a felületet az ACS enzim részére (Aas, 

1971). Különösen fontos volt a jelentős mennyiségű sER megfigyelése, aminek a membrán 

rendszeréhez, mint tudjuk, pedig az acil-CoA Desat1 kötődik. A feromontermeléssel, ill. a 

folyamat neuroendokrin irányításával összefüggésben egyébként mindössze két mikroszkópos 

vizsgálatról tudunk, nevezetesen a H. zea-ban (Raina és mtsai., 2000), valamint O. nubilalis-ban 

(Ma és Roelofs, 2002). O. nubilalis-ban egyébként próbaképpen mi is végeztünk Nílus-vörössel 

LD festéseket és fluorescensz mikroszkópos megfigyeléseket (a B. mori-ban alkalmazott 

módszer szerint) és megállapítható volt a nagymennyiségű, de igen kisméretű LD-k jelenléte, 

mely támogatja a B. mori-ban tapasztaltakat. Ismeretes, hogy közlemények alapján az O. 

nubilalis-ban a B. mori-hoz hasonlatos a jelátadási rendszer és ott is a végső redukciós lépés áll 

PBAN kontroll alatt (Ma és Roelofs, 1995) 

A LD-k tartalmának analízise eredményeképpen megállapítottuk, hogy a Tg-ket kizáró-

lag ötféle Fa építi fel és azon belül is a legnagyobb fluktuációt mutató Tg féleségek között 

mindig megtaláljuk a Δ10,12-hexadekadienoátot, a bombykol előanyagát, mégpedig döntően az 

Sn-1 és/vagy Sn-3 pozícióban. Ehhez hasonló eredményt mutatott ki Foster (2001) Epipyhas 

postvittana-ban is. H. virscens-ben végzett vizsgálatok is kimutatták, hogy jelentős mennyiségű 

olyan zsír-acil (Z11-16-acil) található a CoA-észterekben, ill. a Tg-ben, amely a fő feromon 

komponens (Z11-hexadecenal) előanyaga (Foster, 2005). Az előanyag azonban feromon-

termelés csúcsával egyidőben található a legnagyobb mennyiségben, ugyanis feltehetően az 

utolsó lépésért felelős enzim (oxidáció az aldehid képzéséhez) nem képes a felhalmozott 

anyagot feldolgozni, hiszen mint korábban említettem a Heliotis fajoknál a PBAN az Fa-

szintézis előtt fejti ki hatását és azt serkenti. Mint azt vizsgálatainkból láthattuk a B. mori 

esetében viszont a PBAN az előanyagok felszabadulását az LD-kből, valamint a végső redukciós 
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lépést is serkenti, tehát a bombykol termelés maximumánál a tartalékok jelentősen lecsökkennek. 

Korábban elsősorban jelöléses vizsgálatokat végeztek a közti termékeket és sorsukat illetően. 

Az A. velutinana esetében azt állapították meg, hogy nem történik át- ill. beépülés a 

tartalékokból (Bjostad és Roelofs, 1986), ellenben a M. sexta-nál egyértelmű összefüggést 

találtak (Fang és mtsai., 1995). Valamennyi fent említett vizsgálatra jellemző azonban, hogy 

kizárólag analitikailag közelítették meg a kérdést és pl. morfológiai, vagy más egyéb módszert 

nem használtak, ami alól egyedül a korábban említett Ma és Roelofs (2002) által közölt munka 

kivétel részben, O. nubilalis-ban. 

Végezetül egy további megközelítés szerint a sejtmentes bombykol termelést a CHAP 

Sup. frakcióval oly módon meg tudtuk oldani, hogy a citoszólt különválasztva –amiben a 

jelátadás és bizonyos szállítási funkciókkal rendelkező proteinek találhatók (CaM, CaN és 

ACBP)– a mikroszómákhoz (membránokhoz) kötött enzimekkel végeztettük el szubsztrát és 

energia hozzáadásával (Fónagy és mtsai., 1999, 2000). Ez az eljárás volt egyébként 

segítségünkre abban, hogy korábbi feltevést igazolhattunk –mely szerint a végső redukciós 

lépést az ACR végzi–, ugyanis a reduktáz specifikus gátlószere a kompaktin/-sav a CHAP Sup.-

ban is hatékonyan gátolta a bombykol szintézist, nem csak az in vitro PG tesztek során (Ozawa 

és mtsai., 1995; Ozawa és Matsumoto, 1996). A folyamat végső lépésének tárgyalásánál tudni 

kell azt, hogy a közelmúltban sikerült a PG specifikus Bom-ACR (B. mori-PG-FAR) izolálása, 

klónozása és funkcionális expresszálása (Moto és mtsai., 2003) is. 

A fentiek figyelembevételével megállapíthatjuk, hogy egy igen komplex, sokféle 

vizsgálati módszert felölelő egy évtizedes összehangolt kutatómunka eredményeképpen 

sikerült egy egyedülálló modellt alkotni a bombykol termelést, valamint a folyamat PBAN 

általi irányítását illetően a selyemlepkében.  

 

VIII. A PBAN HATÁSMECHANIZMUSA A M. BRASSICAE-BEN 

 

VIII/1. Előzmények 

  

A káposzta bagolylepkében folyó szexferomon termelődésről és annak élettanáról 

lényegesen kevesebb ismeret állt rendelkezésünkre, mint a selyemlepke esetében, a részletesebb 

vizsgálatok megkezdése előtt. Azon felül, hogy közismert volt a feromon pontos összetétele 

(Attygalle és mtsai., 1987), mindössze két vizsgálat szól arról, hogy a PT/PBAN neuropeptid 

vajon melyik szintetikus lépést befolyásolja, amit kizárólag egyetlen vizsgálat előz meg, ami 

ténylegesen néhány potenciális intermedier feltárását írja le (Bestmann és mtsai., 1987). Ez  
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utóbbi közlemény azonban csak arra hagyatkozik, hogy a kivonatban talált alkoholokat csekély 

szubsztrát specificitással egy eszteráz alakítja a végső acetáttá (Z11-16OAc). Ebből arra 

következtettek, hogy bizonyára ez a lépés nem áll közvetlen PT/PBAN kontroll alatt. Egy 

következő vizsgálat felvetette, hogy nem a Fa-szintézis, hanem inkább a Δ-deszaturáz az 

irányítás alatt álló kulcsenzim (Bestmann és mtsai., 1989). Ez utóbbi következtetést cáfolták 

meg Jacquin-Joly és mtsai. (1994), akik megállapították, hogy az Fa-szintézis kezdete áll 

hormonális kontroll alatt. Ez a kísérlet sor egyben azt is állította, hogy PT/PBAN neuropeptid 

humorális úton a célszerv sejtjeire hat, nincs szükség egyéb közvetlen idegi stimulusokra és in 

vitro körülmények között a PG igen megbízhatóan használható. Ez számunkra jó kiindulási 

alapot jelentett. 

 A Heliothis fajokból rendelkezésre álló akkori ismeretek a PBAN közvetlen hatásáról, a 

stimulust követő beáramló Ca++ fontosságáról, valamint a cAMP bizonyított szerepéről szóltak 

(Soroker és Rafaeli, 1989; Rafaeli és Soroker, 1989; Rafaeli és mtsai., 1990; Jurenka és mtsai., 

1991b), ill. saját tapasztalatainkat is alapul véve (lsd. IV. fejezet) célszerűnek láttuk, hogy 

részletesebb PBAN jelátadási vizsgálatokat folytassunk farmakokemikáliák segítségével a M. 

brassicae-ben. Ezzel párhuzamosan szaporodtak ismereteink a B. mori-ban, ahol pedig igen 

csak megdőlni látszott a konvenció a klasszikusnak vélt neuropeptid jelátadási folyamatot 

illetően (Fónagy és mtsai., 1992a; Ozawa és mtsai., 1993, 1995), melyet viszont részletes 

vizsgálatok követtek (lsd: VII. fejezet). Ezek tükrében döntöttünk úgy, hogy a lehetőségekhez 

képest számos kísérletet elvégzünk a M. brassicae PG-vel in vivo és in vitro körülmények 

között. Sok szempontból, hasonlatosnak véltük kísérleti objektumunkat a Heliothis fajokhoz.  

 A káposzta bagolylepke PG-jében történő PT/PBAN neuropeptid jelátadására vonatkozó 

kísérleteket az MTA Növényvédelmi Kutatóintézetében végeztem, egyes minták mérését 

azonban hazai ill. nemzetközi együttműködés keretében (MAKA, JFNo: 93/356) oldottam meg. 

 

VIII/2. Anyag és módszer 

 

VIII/2/1. Felhasznált rovar/törzs 

M. brassicae: A tenyésztésre vonatkozó leírást lsd. IV/2/1. pontban. A bábok szexálását itt is 

elvégeztük és az in vivo, valamint in vitro biotesztekre minden esetben szűz, majd a kelést 

követő napon dekapitált és ismert korú nőstényeket használtunk. 
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VIII/2/2. A cAMP szerepének in vivo vizsgálata a PBAN jelátadási folyamatában  

a) Az in vivo vizsgálatokat alapvetően a már IV/2/2. pontban leírtak szerint rutinszerűen 

folytattuk. Először elvégeztünk a mi körülményeink között egy PT hatású (FXPRLamid 

neuropeptid dózis-hatás, majd ezt követően egy idő-hatás vizsgálatot. Minden esetben vizet 

(negatív kontroll), valamint különböző mennyiségű (1, 5, 10, 20 ng) szintetikus Hez-PBAN-t 

injektáltunk a dekapitált nőstény potrohába. Az idő-hatás vizsgálathoz pedig később az 

optimális mennyiséget választottuk (azaz 10-20 ng). A PG-ket az inkubáció letelte után 

levágtuk és n-hexánban kivontuk a mérendő feromon-főkomponenst (Z11-16OAc), melyet 

korábban leírt módon (Jacquin-Joly és mtsai., 1994) szerint Hewlett-Packard 5890 GC-n 

mértünk meg. A kezeléseket legalább kétszer elvégeztük, alkalmanként három ismétlésben 

(azaz, három nőstényen). 

b) A feromon-főkomponens mellett elvégeztük a cAMP mennyiségének mérését, ami 

ténylegesen a kísérletek fő feladata volt (lsd. VIII/2/4. pontot is). A cAMP szint változását az 

Amersham “Cyclic AMP (3H) assay system” módszerrel és Amersham kit segítségével 

vizsgáltuk. Metodikailag a legnagyobb nehézséget a kis mennyiség és relatíve kis ingadozás 

nyomonkövetése jelentette, de végeredményben sikerült kidolgozni az egész folyamatot célunk 

megvalósításához. Röviden ez azt jelentette, hogy egy-egy mintához (méréshez) 10-10 PG-t 

használtunk fel (legalább két ismétlésben) és a használati utasításnak megfelelően 1ml EtOH-

ban azonnal jégen homogenizáltuk, majd szonikáltuk a szöveteket, végül kettéosztottuk azokat. 

Öt-10 perces állást követően centrifugáltuk a mintákat és a felülúszót finoman eltávolítottuk, 

majd -50oC-on tároltuk mérésig. A mérésekhez a mintákat N2 alatt beszárítottuk, ezt követően a 

méréseket a protokoll szerint pontosan végrehajtottuk. A mérésekhez természetesen –szintén az 

előírásnak megfelelően– kalibrációs görbét készítettünk, hogy eredményeinket értékelhessük. 

Valamennyi ún. „C”-szintű izotópos munkát –a tényleges méréseket– az egykori Kertészeti 

Egyetemen (Biokémiai tanszéken, Analitikai laboratórium, valamint a Központi 

Laboratóriumban) végeztük el. A méréshez Beckman szcintillációs számlálót használtunk, 

valamint Packard ULTIMA-Gold folyadék szcintillációs koktélt. 

 

VIII/2/3. A cAMP szerepének in vitro vizsgálata a PBAN jelátadási folyamatában 

Az in vitro PG inkubációs vizsgálatok sokkal több részkísérlet felállítását kívánták meg. 

Természetesen először itt is elvégeztük a dózis-hatás és idő-hatás vizsgálatokat, amit több 

farmakológiai jellegű vizsgálat követett az előzőek eredményei alapján. A kísérletekhez a 

dekapitált nőstényekből származó PG-ket 40 µl Grace médiumot tartalmazó Eppendorf 

csövekbe helyeztük, melyek tartalmazták a Hez-PBAN-t és/vagy farmakokemikáliákat. A 
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különböző inkubációkat követően értelemszerűen (rövid inkubációknál nem) elvégeztük a 

feromon-főkomponens ill. a cAMP szintjének méréseit a VIII/2/2. pontban leírtak szerint. A 

kezeléseket legalább kétszer elvégeztük alkalmanként három ismétlésben. 

a) Az alapvető Hez-PBAN dózis-hatás vizsgálatához a korábban is alkalmazott mennyi-

ségeket és módon használtunk. Az idő-hatás vizsgálatok esetében szintén 10 vagy 20 ng-nyit 

használtunk. A cAMP méréseket megelőzendően többféle célzott farmakokemikáliát használ-

tunk korábbi tapasztalatok alapján, így a Ca ionophore és ionomycin (serkentik a divalens 

kationok beáramlását), valamint forskolin (AC aktivátor) hatásait in vitro körülmények között. 

Vizsgáltuk a La+++ (LaCl3), valamint hasonlóképpen a TFP (hatékony CaM inhibitor) gátlását is 

PT/PBAN –esetünkben Hez-PBAN jelenlétében–. A vizsgálatok módszerét tekintve általában 

korábban leírtak szerint jártunk el (Fónagy és mtsai., 1992b).  

b) A jelátadási folyamat vizsgálatához is –azaz a cAMP szintjének méréséhez– a fent 

nevezett célzott hatású farmakokemikáliát használtunk és a feromon-főkomponens mérések 

eredményeihez viszonyítva állítottuk be. Először is megvizsgáltuk a Ca ionophore és ionomycin, 

valamint forskolin hatásait elsősorban rövid inkubációs időket alkalmazva (kezelések részleteit 

lsd. 39. és 40. ábrákon. Végezetül vizsgáltuk a LaCl3 gátló hatását Hez-PBAN jelenlétében 

szintén rövid inkubációs időt alkalmazva (2,5-3 perc), ugyanis kontroll körülmények között 

ekkor tapasztaltuk a legmagasabb cAMP szintet (38. ábra). Hasonlóképpen vizsgáltuk továbbá a 

TFP gátlását is több koncentrációban. 

 

VIII/3. Eredmények 
 

VIII/3/1. A cAMP szerepének in vivo vizsgálata a PBAN jelátadási folyamatában  

a) In vivo körülmények között megállapítottuk, hogy egyértelmű dózis-hatás 

mutatható ki az injektálást követően, de a 10 ill. 20 ng-os kezelések esetében szignifikáns 

különbség nem mutatkozott a feromon-főkomponenst illetően (128+35 ng ill. 143+29ng), 

tehát maximum közeli válasz váltható így ki. Az idő-hatás vizsgálatok esetében a maximális 

mennyiséget egy óra elteltével mértük (37. ábra). 

b) A cAMP mennyiségi változását és időbeni lefutását a feromon-főkomponens mérések 

alapján főleg 20 ng-os kezelést követően vizsgáltuk egy órán keresztül. A 37. ábrán jól látható, 

hogy a Hez-PBAN injektálást követően a 15. percben érte el a maximumot a cAMP szintje, 

míg egy másik kisebb csúcs a 40. perc környékén detektálható. Ezzel párhuzamosan viszont 

a feromontemelés maximuma a 60. perc körülre esik folyamatos növekedés eredményeképpen.  
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37. ábra: A cAMP és Z11-16OAc-tartalom változása in vivo Hez-PBAN kezelést követően.  
A számított átlagok legalább 3 független minta eredményéből származnak, a vékony vonalak a + SD-t jelölik. 
(Megj: A feromontartalom esetében a jobb áttekinthetőség kedvéért a szórások nincsenek feltüntetve) 

 

VIII/3/2. A cAMP szerepének in vitro vizsgálata a PBAN jelátadási folyamatában 

a) A szintetikus Hez-PBAN-nel elvégzett in vitro dózis-hatás, valamint idő-hatás 

vizsgálatok alapvetően az optimális körülmények megállapítását célozták, hogy a jelátadás 

folyamatát farmakokemikáliákkal vizsgálva, lehető leghatékonyabban elvégezzük. 

Körülményeink között a dekapitált nőstényekből eltávolított PG-k in vitro kisérletekben (60 

perces inkubációt követően) a 20 ng-os kezelésre válaszoltak maximális 

feromontermeléssel (65+21 ng). Az időbeni lefutást tekintve egy órán túl nem volt már 

változás (38. ábra). 

 
38. ábra: A cAMP és Z11-16OAc-tartalom változása in vitro Hez-PBAN kezelést követően. 
A számított átlagok legalább 3 független minta eredményéből származnak, a vékony vonalak a + SD-t jelölik. 
(Megj: A feromontartalom esetében a jobb áttekinthetőség kedvéért a szórások nincsenek feltüntetve). 
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 A farmakokemikáliákkal végzett kísérletek esetében a legfontosabb eredmények, hogy 

mind a Ca ionophore, mind pedig az ionomycin a leghatékonyabbnak bizonyuló dózisban 

(300 µM, ill. 60 µM) a kontrollhoz képest (20 ng Hez-PBAN kezelés) közel 60%-os 

feromon-termelést tapasztaltunk, míg a forskolin (0,1mM) esetében még nagyobbat 

(+70%). A LaCl3, valamint a TFP (1mM) a Hez-PBAN-el (20 ng) együtt inkubálva 

ellenben jelentősen gátolta a feromontermelést, az előbbi több mint 50%-os, míg az utóbbi 

mintegy 80%-ot gátlást eredményezve.  

b) A legfigyelemreméltóbb eredményeket ismét a cAMP mérések során kaptuk. Ezekben 

a kísérletekben is a 20 ng-os Hez-PBAN kezeléseket alkalmaztuk és egy órán keresztül többször 

vettünk mintát. Amint az a 38. ábráról jól leolvasható a sűrű mintavételezésnek köszönhetően a 

cAMP szintje a 2-3 percnél volt a legmagasabb, amit két kisebb csúcs követett a 10. majd 

25. perc környékén.  

 A kezeléseket követően a mintákat a fenti tapasztalatok miatt 2,5-3 perc után gyűjtöttük 

és a 39. ábrán a Ca ionophore-ral, ionomycin-nel, valamint forskolin-nal történő kezelések 

eredményei láthatók, Hez-PBAN-t alkalmazva kontrollként különböző koncentrációkban. A 

gátlás hatékonyságát (Hez-PBAN és LaCl3, valamint TFP-vel történő együttes inkubáció) a 

jelátvivő rendszert tekintve pedig a 40. ábrán mutatom be. Az eredmények egyértelműen jól 

alátámasztják a feromon-főkomponens mennyiségének mért adatait, melyeket egyébként 60 

perces inkubációt követve mértünk (legfontosabbakat lsd. fentebb az a). pontnál).  

 
39. ábra: A cAMP-tartalom változása in vitro Hez-PBAN-nel Ca ionophore-ral, ionomycin-nel, 
valamint forskolin-nal történő kezeléseket követően (2,5-3 perces inkubáció). 
Minden esetben 40 µl Grace médiumot használtunk amelyben a megadott koncentrációban volt jelen a 
vizsgálandó ágens. A számított átlagok legalább 6 független minta eredményéből származnak, a vékony 
vonalak a + SD-t jelölik. 
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40. ábra: A cAMP-tartalom változása in vitro Hez-PBAN-nel (fekete oszlop), valamint LaCl3-dal 
ill. TFA-val és Hez-PBAN-el együtt történő kezeléseket követően (2,5-3 perces inkubáció). 
Minden esetben 40 µl Grace médiumot használtunk amelyben a megadott koncentrációban volt jelen a 
vizsgálandó ágens. A számított átlagok legalább 6 független minta eredményéből származnak, a vékony 
vonalak a + SD-t jelölik. 
  

VIII/4. Megvitatás 

 

 A M. brassicae feromontermelésének hormonális irányítottságának vizsgálatánál 

kiindulásként felhasználtuk azokat az előzményeket, amelyek elsősorban a Heliothis fajokra 

vonatkoztak (Soroker és Rafaeli, 1989; Jurenka és mtsai., 1991b), valamint Bestmann és mtsai. 

(1989) és Jacquin-Joly és mtsai. (1994) addig közöltek a káposzta bagolylepkére. Tekintettel 

arra, hogy bizonyosnak tűnt, hogy vagy a Δ-deszaturáz szintjén (Bestmann és mtsai. 1989) vagy 

még valószínűbb, hogy a Fa-szintézis előtt fejti ki hatását a PT/PBAN a M. brassicae PG-ben, 

ezért indokolt volt a cAMP szerepének célzott vizsgálata farmakokemikáliákkal közvetve, ill. 

cAMP mérésén keresztül közvetlenül. Feltételeztük ugyanis, hogy ezeknél a fajoknál a cAMP 

jelátviteli rendszer segítségével indukálódnak PK-k, melyek a Fa-szintézis enzimkészletét (FaS) 

aktiválja. A fent említett irodalmakat áttanulmányozva, arra is figyelmesek lettünk, hogy a 

vizsgálatok elsősorban végtermék, vagy szubsztrát beépülés eredményei alapján következtettek 

a cAMP szerepére, de konkrét mérési adat igen kevés állt rendelkzésünkre. Mint utólag 

kikövetkeztettük, mivel igen nehéz volt kiviteleznünk a cAMP méréseket (mely mérési 

lehetőség sajnos a kísérletek során a teljes befejezés előtt meg is szünt) a szerénynek mondható 

korábbi eredmények hátterében ez állhatott. Figyelemre méltó ebből a szempontból, hogy 

Jurenka (1996) áttekintő tanulmányában is részletesebb cAMP szint méréseket sürgetett, melyet 

mi kisérleti fajunkon többé-kevésbé megvalósítottunk, hogy feltevéseinket igazoljuk. 
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 A vizsgálataink eredménye alapján bemutatok egy modell rajzot a PBAN 

hatásmechanizmusára és a feromon-bioszintézisre M. brassicae-ben (41. ábra). A javasolt 

modell, egyébként nagymértékben megegyezik Rafaeli (2002) összefoglalójában –általában 

Heliothis fajokon végzett kísérletek alapján– közöltekkel és rajzoltakkal, viszont ennek egy 

korábbi, egyszerűsített verzióját már hamarabb bemutattam és ismertettem saját eredményeim 

alapján (Fónagy, 1999). (Igen sajnálatos, hogy forrás és lehetőség hiányában a vizsgálatokat 

nem tudtuk befejezni és jelentősebb lapban közölni).  

 

 
  
41. ábra: A PBAN hatásmechanismusa és feltételezett jelátadási folyamata (             ), a Z11-16O 
Ac bioszintézise (             ) a M. brassicae PG sejtjeiben. (Részletes magyarázatot lsd. a szövegben). 

 

A fenti nehézségek ellenére a Ca++ ionok beáramlásának jelentőségét a jelátviteli 

rendszerben a M. brassicae esetében is sikerült egyértelműen bizonyítanunk azzal, hogy az in 

vitro Ca ionophore, valamint ionomycin kezelések feromon-bioszintézist serkentették. A 

divalens kationok beáramlását megakadályozó LaCl3 viszont, a várakozásnak megfelelően, 

hatékonyan gátolt. A jelátadási mechanizmusban szerepe van továbbá a CaM-nak, mert az in 

vitro vizsgálatokban eredményesen gátolt a TFP. Ez esetben azonban valószínűleg nemcsak a  
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külső beáramló Ca++ionok, hanem a belső rezervoárokból, az IP3 jelátadó rendszernek 

köszönhetően további Ca++ ionok szabadulnak fel, melyek együttesen serkentik a CaM-hoz 

kötődve a membrán kötött AC-t (a jelátadási folyamatot kék nyilak jelölik az ábrán). 

Megállapítottuk, hogy a cAMP szintje is jelentősen megnőtt a Ca ionophore és 

ionomycin kezelések hatására, tehát a csatornák megnyílása, valamint ennek köszönhetően a 

membrán kötött AC aktiválódása bizonyítást nyert. A szintetikus Hez-PBAN-nel, ill. LaCl3-dal, 

valamint TFP-vel történő együttes kezelést követően nemcsak a feromon-bioszintézis maradt el, 

hanem a cAMP emelkedése. Érdekes továbbá, hogy a cAMP szintjének megemelkedése a 

legszembetűnőbb az in vitro kezelést követő néhány percben. In vivo kísérletek esetében egy 

természetes késést tapasztaltunk, hiszen az injektált PT/PBAN neuropeptidnek a vérnyirok 

áramon keresztül el kell jutnia a célszervig. 

Az AC meghatározó szerepe, valamint a keletkező cAMP-nek jelentősége egyértelművé 

vált a forskolin inkubációkat követően. Ekkor ugyanis nemcsak feromontermelést tapasztaltunk, 

hanem jelentős cAMP szint emelkedést is. Emlékeztetésül megjegyzem, hogy a forskolin 

egyáltalán nem serkentette a B. mori-ban a feromontermelést (Fónagy és mtsai. 1992a), 

valamint teljesen hatástalanoknak bizonyultak specifikus PK inhibitorok is (Matsumoto és 

mtsai., 1995). Ezek közül hatástalannak bizonyultak egyes inhibitorok –igaz magas koncent-

rációban– H. armigera-ban (Soroker és Rafaeli, 1995), ill. H. zea-ban és H. virescens-ben 

(Jurenka, 1996), míg bizonyos más PK inhibitorok ellenben hatékonyak voltak Heliothis 

fajokban, amint arra Rafaeli (2002) összefoglalójában is rámutatott.  

 A PK enzimek a feromon-bioszintézis folyamatának kezdeti szakaszában játszhatnak 

döntő szerepet (a de novo feromon-bioszintézis folyamatát lila nyilak jelölik). Mint ismeretes a 

Fa-szintézist a magasabb rendűeknél ténylegesen egyetlen polipeptid láncba szerveződött enzim 

együttes végzi. Természetesen a PG-kben is a PK-k ezt a bizonyos enzim sort (FaS) aktiválják, 

aholis az első lépés során az AcCoA karboxiláz az AcCoA-t malonil-CoA-vá karboxilálja, ami 

egy irreverzibilis reakció. A lánchosszabodás a 16 szénatomos palmitátig tart. Más esetben úgy 

vélik, hogy a Fa-szintézis kezdeti lépésének beindítása az AcCoA-karboxiláz stimulációja a 

foszfoprotein-foszfatáz rendszeren keresztül valósul meg –mint ahogy az emlős sejtekben 

kimutatták– defoszforiláció révén (Hardie, 1989; Kim és mtsai., 1989). Elképzelhető tehát, hogy 

valójában a szexferomon-bioszintézis PBAN általi kulcslépéseinek irányításában és a 

jelátadási mechanizmusában két fő típus van, amit kísérleteinkkel is bizonyítottunk –azaz 

cAMP általi (pl. Heliothis, Mamestra fajok) vagy anélküli (pl. Bombyx, Ostrinia fajok)–, 

ellenben abban nincs eltérés, hogy egyeseknél foszfatázokat stimulál, másoknál PK-kat, ugyanis  
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elképzelhető, hogy csak foszfatázok játszanak szerepet (Jurenka, 1996; Rafaeli, 2002). Ez alatt 

az értendő, hogy ahol a FaS áll hormonális irányítás alatt ott az első enzimet, az AcCoA-

karboxilázt defosz-forilálja, ahol pedig a végső redukciós lépés áll hormonális kontroll alatt ott 

az ACR-t aktiválja defoszforilációval. Ezekre a kérdésekre azonban csak úgy kaphatnánk 

kielégítő válaszokat, hogyha a szexferomon bioszintézis mozzanatait irányító enzimeket 

lényegesen jobban ismernénk, valamint olyan vizsgálatokat végeznénk (köztitermék analízis, 

morfológia stb.), ami hasonló felfogású és volumenű munka lenne mint amilyet a 

selyemlepkében bemutattam. 

 A jelátadás folyamatát vizsgálva időnként előfordult, hogy egyes kísérletek kevésbé 

sikerültek, vagy túl nagy szórást tapasztaltunk szemben a vártnál vagy csupán a B. mori-val 

végzett munkákkal összehasonlítva gondoltuk ezt. Ezért mindenképpen fontosnak tartom 

megjegyezni, hogy kísérleteink lezárását követően közölték Iglesias és mtsai. (1998), hogy arra 

a következtetésre jutottak, hogy mind a S. litura-ban mind pedig a M. brassicae-ben a humorális 

irányítás mellet szükséges az ép hasi ideg is és az utolsó hasi dúc. Érdekes módon korábban 

Jacquin-Joly és mtsai. (1994) ennek ellenkezőjét állították és kísérleteink során ezt vettük alapul. 

Ezek a következtetések azonban többféleképpen is értékelhetők, hiszen lehet, hogy a PG az 

autonóm módon működik és működtethető, mint célszerv, ellenben a PBAN kétféle úton juthat 

el: gyorsabban (a vérnyirokon keresztül) vagy lassabban (idegen szállítódva és célszerv 

közelében ürülve), tehát szorosan véve a serkenthetőségnek nem feltétele az intakt környezet. 

Több szerző is állítja –mely nézőponthoz én is csatlakozom–, hogy a kísérleti körülményeknek, 

a boncolásnak, in vitro beállításoknak mindenképpen meghatározó szerepük van és bizony néha 

kockázatos kissé eltérő kísérleteket összehasonlítani, mert standardizált körülményeket és jó 

reprodukálhatóságot elsősorban legalább egy laboron belül (egy fajon) célszerű megvalósítani. 

Még ilyen körülmények között is bizony születhetnek értékelhetetlen és érthetetlen eredmények, 

melyeket több ismétléssel ki lehet szűrni, és óvakodni kell a téves következtetésektől. 
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IX. KITEKINTÉS 

Az első –mint utóbb kiderült igen általánosan előforduló– rovar-neuropeptidet, a 

proktolint (Starratt és Brown, 1975) hamarosan követett az első „igazi” rovar specifikus 

hormoncsoport felfedezése, a lipid háztartásért és energia felhasználásért felelős AKH-é (Stone 

és mtsai., 1976). Mint azt az IRODALMI ÁTTEKINTÉS fejezetben összefoglaltam robbanás-

szerűen követték egymást az izolációs és szerkezet-meghatározások és nyomban megkezdődtek 

az általánosabb (pl: proktolin) (Konopińská és mtsai., 1986) majd specifikusabb neuropeptidek 

mint pl. az AKH, a PK-típusú, a TMOF, vagy az AST-k különböző szintetikus analógjainak/ 

mimetikumoknak racionális (az ismert és biológiailag aktív neuropeptid térszerkezetét 

optimálisan követő) tervezése, szintetizálása és sorozatvizsgálata, amint azt Gäde és 

Goldsworthy (2003) nemrég összefoglalták és ezt a –gyakorlat szempontjából igen fontos– 

témát a közelmútban két rövidebb tanulmányomban én is feldolgoztam (Fónagy, 2006b,c). 

Alapkövetelmény, hogy az aminosav szekvencia meghatározásán túl szintetikus peptidek/ 

szakaszok segítségével kivizsgálandó az aktív régió, ill. az aktivitáshoz szükséges minimális 

szekvencia, lehetőség szerint in vivo és in vitro tesztekben is. Napjainkban a feltételezett 

háromdimenziós térszerkezet megállapítására is bőven van már lehetőség, ami szintén segíti a 

hatékony molekulatervezést. Szükséges azonban, hogy a gyakorlati célú mimetikumok hő- és 

fénystabilak legyenek, a kutikulán és/vagy a bél hámsejtjein akadálytalanul átjuthassanak, 

endopeptidázokkal szemben ellenállóak legyenek (vagy az aktivitást nem befolyásoló 

„védelemmel” legyenek ellátva, vagy pedig ne alapvetően peptid természetű molekula legyen, 

hanem ún. pszeudopeptid). Ezeket a gyakorlati célú kutatásokat a megfelelő fejezetek 

Megvitatásaiban röviden ismertettem is.  

Használatos egy másik szélesebb körű új fogalom is az ún. „drugable”kifejezés, ami 

ugyan a gyógyszertanból származik, de estünkben rovarok ellen felhasználható olyan 

számítógépes szimulációval tervezett virtuális molekulát jelent, melyek elektrosztatikusan és 

alakilag megfelelő, továbbá nem oldhatatlan óriásmolekula, vagy illékony kismolekula, a 

szervezetben jól felszívódik és várhatóan nem toxikus. Megemlítendő, hogy a modern 

inszekticid kutatásnak az ún. természetes eredetű biológiailag aktív anyagok közvetlen (klf. 

növényi kivonatok, vírusok, baktériumok élettani, toxikológiai hatásai célszervezeteken), ill. 

közvetett (hatékonynak talált vegyületek, komponensek mimetikumainak, analógjainak 

tervezése, előállítása) vizsgálata már külön tudományterület (Ujváry, 2006). Ezek az anyagok 

nem peptidtermészetűek, ellenben endokrin hatásuk lehet, ezért szerepük és jelentőségük 

semmiképp sem elhanyagolható.  

         A rovar-neuropeptidek és az általuk irányított folyamatok ismerete újfajta megközelítést tett és 
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tesz lehetővé mind a biológiai megismerés, mind pedig ezen folyamatok lehetséges befolyáso-

lásának területén. A peptidek jellemzésén és a szerkezet-hatás vizsgálatokon keresztül a mole-

kuláris genetika, prekurzorok azonosítása, bioszintézis, receptorok és a neuroepetidek kapcsoló-

dása, majd a degradáció területeire hatolhatunk be. Ezen módszerek „összegyúrása” –a biológiai 

hatásvizsgálatoktól a molekuláris biológiáig– kivételes lehetőségeket nyújtanak arra, hogy a jö-

vőben hatékony, könnyen kezelhető, specifikus védekezést dolgozzunk ki a rovarkártevők ellen. 

Mint tudjuk a peptidek közvetlen alkalmazásának sok akadálya van, de ezen molekulákba 

rejtett információ szinte korlátlan lehetőséget nyújt a rovarfiziológiai megismerés és a 

specifikus kontroll területén, amit azt Menn és mtsai. (1991) által szerkesztett korai, ilyen irányú 

könyv is tárgyalt. Az alább vázolt perspektívák általánosnak tekinthetők a rovar 

neuroendokrinológia területén: 

- A neurohormonok szintézisének területén számos beavatkozási pont van. A peptid érését 

specifikus enzimek irányítják. A gén expresszió, ill. a specifikus enzimek gátlásával a hormon 

szintézis akadályozható meg. 

- A peptidek kiürülését releasing faktorok (peptidek, aminok stb.) befolyásolhatják, melyek 

preszinaptikusan a peptiderg neuron idegvégződésein hathatnak. Szintetikus vegyületek, melyek 

hatással vannak hormonkiürülésre komoly szerepet játszhatnak a későbbiekben. 

- A neuropeptid receptorok –főleg miután egyre több kerül meghatározásra– szintén támadási 

területet jelenthetnek. A receptor kötődési próbák fejlesztésével (melynek alapfeltételei, hogy 

minél több hormont és annak pontos célszervét, célsejtjét ismerjünk) remény nyílik olyan 

szintetikus peptidek vizsgálatára, melyek elvezethetnek a receptor-szintű antagonistához, 

agonistához. A szerkezet-hatás vizsgálatok nyújtják a legtöbb információt a célzott mimetikum 

fejlesztéshez. Ezek a módszerek a gerinces farmakológiában mindennaposak, és a 

gyógyszertervezés/-kutatás alapjait képezik. 

- A fiziológiai válasz kiváltásában olyan „inszekticid” hatás is elképzelhető, mely a másodlagos 

hírvivő rendszer bekapcsolása (nem receptor szintű hamis hormonhatás) útján valósul meg. 

- A neuropeptidek degradációjában résztvevő enzimek, azaz az aminopeptidázok működésének 

gátlása hiperstimulációt eredményezhet, mely mindenképpen viselekedési és/ vagy 

homeosztatikus egyensúlybomláshoz vezet.  

Kutatásaimmal és az eredmények ismertetésével példát szerettem volna nyújtani arra 

vonatkozólag is, hogy a rovarbiokémiai és rovarélettani ismeretek mennyire nélkülözhetetlenek 

a későbbi, környezetkímélő, növényvédelmi indíttatású kémiai és/vagy biotechnológiai úton 

történő beavatkozásokhoz. A mindenkori, valamint későbbi gyakorlat tehát semmiképpen 

sem nélkülözheti az alapkutatás segítségével megszerzett ismereteket és tudást.
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AC Adenilát-cikláz 
ACBP Acil-CoA kötő fehérje 
AcCoA acetil koenzim-A 
AcNi Acetonitril 
ACR Acil-CoA-reduktáz 
ACS Acil-CoA-szintetáz 
-ADH Antidiuretikus hormon (vagy hatás) 
-AKH Adipokinetikus hormon (vagy hatás) 
AMP Adenozin-monofoszfát 
-AST Allatosztatikus hormon (vagy hatás) 
AT Acil-transzferáz 
-AT Allatotropikus hormon (vagy hatás) 
AUFS Elnyelés egysége a teljes skálán 
-AVP Arginin-vasopresszin hormon 
 
BBC-NBA Fej-láb ciklizáláson alapuló antagonista 
BI Bazális betűrődés 
BL Bazális lamina 
Bztc Benzetónium klorid 
 
CA Corpus allatum 
CaM Ca++-kalmodulin komplex 
cAMP ciklikus adenozin-monofoszfát 
CaN Kalcineurin/Foszfopriotein-foszfatáz(2B) 
-CAH Szívfrekvenciát fokozó hormon 
-CAP Szívműködést fokozó peptid 
Cbe 2-karboránecetsav 
CC Corpus cardiacum 
-CCK Gasztrin-kolecisztokinin 
cDNS Klónozott dezoxiribonukleinsav  
cGMP ciklikus guanozil-monofoszfát 
CHAPS Sup. 3-(kloramidopropil-dimethilammónió)-1-propánszulfonát felülúszó 
CoA Koenzim-A 
CRF Kortikotropin-kibocsátási faktor 
CsA Cyclosporin-A (CaN inhibítor) 
dbcAMP dibutiril ciklikus adenozin-monofoszfát 
Dg Diglicerid 
-DH Diapauza hormon 
DMSO Dimethilszulfoxil 
-DP Diuretikus peptid (vagy hatás) 
 
-EDNH Tojásfejlődést serkentő hormont 
-EH Eklóziós hormon 
ELISA Enzim kapcsolt immunabszorpciós próba 
ELSD Porlasztásos fényszórásos detektor 
-ETH Vedlést beindító hormon 
EtOH Ethanol 
 
Fa Zsírsav 
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FaS Zsírsav-szintetáz 
FAB-MS Gyors atom bombázásos tömegspekrometria 
FaRP FMRF-típusú (végződésű) peptid 
FLC Foszfolipáz-C 
FLRFamidok Phe-Leu-Arg-Phe-amid 
FK 506 Immunszuppresszív molekula kódja (CaN inhibítor) 
Fmoc Fast moc (peptid szintézis eljárás) 
FMRFamid Phe-Met-Arg-Phe-amid 
FXPRLamid Phe-(X=Thr;Val;Ser)-Pro-Arg-Leu-amid (C-terminális) 
 
GC Gázkromatográfia 
GlPh Glikogén-foszforiláz 
GMP Guanozil-monofoszfát 
Gp Guanozil-trifoszfát függő/kapcsolt protein 
GTP Guanozil-trifoszfát 
 
HDLf Magas fajsúlyú lipoforin 
HFBA Heptafluorvajsav 
HGH Hipoglikémikus hormon 
HPLC Magasnyomású folyadékkromatográfia 
-HoTH Hipotrehalozémikus hormon (vagy hatás) 
-HrTH Hipertrehalozémikus hormon (vagy hatás) 
-ITP Víz/ion visszaszívásért felelős peptid 
 
JH Juvenilhormon 
JHE Juvenilhormon-észteráz 
 
-K Kinin peptid 
 
L Lipáz 
Lf Lipoforin 
LD Lipidcsepp 
LDAP Lipidcsepphez kapcsolódó fehérje 
LDLf Alacsony fajsúlyú lipoforin 
L:D Fény:sötét 
LTP Lipid-transzfer rész 
 
MALDI-ToF MS Mátrixközvetített lézerdeszorpciós repülésidő tömegspekrometria 
MeOH Methanol 
Mg Monoglicerid 
-MIP Mioinhibitor peptid (vagy hatás) 
MIX 3-isobutil-1-methilxanthin 
-MK Miokinin peptid 
-MRCH Melanizációt és vörös pigmentációt serkentő hormon 
MS Tömegspektrometria 
-MS Mioszuppresszív hormon (vagy hatás) 
Mt Mitokondrium 
-MT Miotropikus hormon (vagy hatás) 
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Mv Mikrovillus 
Ns Neuroszekréciós sejt 
NCC Corpus cardiacum ideg 
 
-OEH Ovárium ekdiszteroidogenikus hormon 
-OMP Ováriumérési peptid 
-OSH Oosztatikus (antigonadotropikus) hormon 
 
-PBAN Feromon bioszintézist serkentő hormon 
PBS Foszfát pufferolt sóoldat 
PG Feromonmirigy  
PhK Foszforiláz-kináz 
PK Protein-kináz 
-PK Pirokinin peptid 
PMSF Fenil-metil-szulfonil fluorid 
PP(2B) Foszfopriotein-foszfatáz(2B)/kalcineurin 
PSO Periszimpatetikus szerv 
-PT Feromonotropikus hormon (vagy hatás) 
PTG Előtori mirigy 
PTH Feniltiohiodantoin 
-PTSP Prothoracikosztatikus hormon 
-PTTH Prothoracikotropikus hormon 
 
r Receptor 
Rh Relatív páratartalom 
RP Reverz/fordított fázisú 
-RPCH Vörös pigmentációt serkentő hormon 
 
S Elektrodenz struktúrák (vezikulumok) 
SDS-PAGE Nátrium-dodecil-szulfát poliakril gélelektroforézis 
sER Sima endoplazmatikus retikulum 
-SK Szulfakinin peptid 
SOG Garatalatti dúc 
SPE Szilárd fázisú kivonás 
 
TBS Tris Buffered Saline 
TE Tesztikuláris ekdiziotropin 
TFA Trifluórecetsav 
TFP Trifluoperazin 
Tg Triglicerid 
TgL Triglicerid-lipáz 
-TK Tahikinin peptid 
TKY(FSPRL)amid Szintetikus rövid FXPRLamid peptid 
TLC Vékonyréteg kromatográfia 
-TMOF Tripszin mennyiségét befolyásoló faktor 
 
UV Ultraibolya 
 
V Vezikulum 
 
Megjegyzés: Egybetűs aminosav kódokat lsd. a 11. oldalon.
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Rovar fajlista és a nevekhez tartozó -a dolgozatban (esetenként) használt- rövidítések: 
 
Acd Acheta domesticus 
Agi Agrotis ipsilon 
Anp Antheraea polyphemus 
Arv Argyrotaenia velutinana 
 
Blc Blaberus craniifer 
Bom Bombyx mori 
 
Cav Calliphora vomitoria 
Chc Chrysodeixis chalcites 
 
Dip Diploptera punctata 
Drm Drosophila melanogaster 
 
Gam Galleria mellonella 
 
Hea Heliocoverpa armigera 
Hep Heliothis peltigera 
Hes Heliothis assulta 
Hev Heliothis virescens 
Hez Helicoverpa zea 
Hyc Hyalophora cecropia 
 
Lem Leucophaea maderae 
Lom Locusta migratoria 
Lyd Lymantria dispar 
 
Mab Mamestra brassicae 
Mas Manduca sexta 
 
Neb Neobellieria bullata 
 
Osn Ostrinia nubilalis 
 
Pas Pachnodea sinuata 
Pea Periplaneta americana 
Pss Pseudaletia separata 
Psu Pseudaletia unipuncta 
 
Rhp Rhodnius prolixus 
 
Scd Scarabeus deludens 
Scg Schistocerca gregaria 
Spl Spodoptera litura 
 
Trn Trichoplusia ni 
 
Vac Vanessa cardui 


