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I. BEVEZETES

I. BEVEZETES

Az egy- és tobbsejtl ¢l6szervezetek egységes belsd egyensuly, —a homeosztazis— megte-
remtésére €s annak megdrzésére torekszenek. Két, szorosan egymasra €piil6 rendszer, az idegi-
¢s endokrin-rendszer folyamatos kdlcsonhatasdnak eredménye és valamennyi szerepldje egylitt
¢s kiilon-kiilon is felelds, azért a harmoniaért, ami minden soksejtii 4llati szervezet, igy a
rovarok sajatja is. A rovarok valamennyi életfunkcidjanak és homeosztazisdnak hatterében is az
idegi kontroll, ill. az ehhez kapcsol6dé (neuro)-hormonok/peptidek allnak.

A rovar-neuropeptid kutatas 0j korszakba 1épett, amikor immaron tobb mint 30 éve
izolaltak és szekvenaltak az elsd rovar-neuropeptidet, a proktolint (Starratt és Brown, 1975).
Mostani tudasunk és mikro-analitikai elvéalasztas technikai ismereteink, —elsdsorban magas-
nyomasu folyadékkromatografias (HPLC)—, valamint tdmegspektrometrias (MS), tovabba
immunanalitikai, ijabban pedig molekularis bioldgiai eszkoztarunk lehetdségeivel szinte
megmosolyogni valo, hogy 125 kg, amerikai csotany (Periplaneta americana) nyersanyagbo6l
kiindulva, 180 ng tiszta proktolint —ezt, az egyébként a rovarokban igen altalanosan eléforduld
pentapeptidet— sikeriilt kivonni. Az elvalasztas nyomonkovetésének sikeressége, a hormon
biologiai hatdsanak, pontosabban a csotany utébél spontan izommiikodést serkentd
képességének volt kdszonhetd. A klasszikus hagyomanyokat kovetd rovar-neuropeptid kivonas,
tisztitas, elvalasztas, majd szerkezet meghatdrozas folyamataban még napjainkban is jelentds
szerepik van az in vivo és/vagy in vitro rovar-bioteszt (bioassay) rendszereknek (Miller, 1980).
Sok esetben mar elégséges csupan 1-10-50 allatbdl (ideg)szdvetmintat venni, majd néhany-
1épcsds eljarast (pl. kapillaris HPLC) kdvetden, a mintdk matrixkozvetitett 1ézerdeszorpcids
repiilésiidd tomegspektrometrias (MALDI-ToF MS) vizsgalat alapjan mintegy ujjlenyomat-
szerlien le- és Osszeolvashatok a valoszintsithetd peptidszerkezetek. Ez a megkdzelités
voltaképpen mar a peptidomika (kis proteinek vizsgalata) 1) tudomanyaga, ami egy gyorsteszt
jellegli tdjékozodast biztosit (Verhaert és mtsai., 2001). Igaz, a biologiai aktivitasra a megfeleld
teljes bizonyossagot tovabbra is a szintetikus valtozat(ok) dézis-hatas vizsgélatai jelentik.

Ismereteink a rovar-neuropeptidek primer strukturajat, szintézisiiket, kibocsatodasukat,
receptorhoz torténd kotddésiiket, €s foleg szerkezet-hatas és hatdasmechanizmusukat illetéen
dramai mértékben néttek az elmult tiz esztendében. A rovar-neuroendokrinolégia fejlddésének
kdszonhetden —€s ezzel egy iddben— viszont még fokozottabba valt az igény az 11j ismeretekre
alapozott kornyezetkimélébb ndvényvédelmi modszerek kifejlesztésére, majd alkalmazésara,

ami egyre tobb laboratoriumot késztet a rovarélettan teriiletén ismereteik 0sszegzésére a
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kartevok minél hatékonyabb lekiizdése érdekében. A cél azonban sohasem a teljes megsem-
misités, hanem sokkal inkabb faj vagy csoport specifikus szabédlyozas, mely azonban csak akkor
valosithatdé meg, ha a rovarélettan, -endokrinologia, -biokémia, valamint -6koldgia legtijabb
eredményeit felhasznaljuk. Miutan a neuropeptidek kulcsfontossagu életfolyamatokat
iranyitanak a rovarok ¢életében ezért ezek a specifikus anyagok, pontosabban természetes
¢és/vagy szintetikus analdgjaik, mimetikumaik, agonistaik vagy antagonistaik igéretes jeloltként
johetnek szdba a modern névényvédelmi stratégidk kidolgozasaban is.

A rovar-neuropeptidek szerkezetének, részletes hatdsmechanizmuséanak, ¢lettani hata-
sainak, valamint az 0sszefliggések minél pontosabb megismerése elengedhetetleniil sziikséges
mind az alap mind pedig az alkalmazott kutatasok teriiletén, melyek megszerzése megfeleld és
megbizhatd biotesztek nélkiil elképzelhetetlen. Modell rendszerek haszndlata alapvetd bioldgiai
¢s orvos-bioldgiai torténések tanulmanyozasara hossza multra tekintenek vissza, de foleg emlds
szervezetekre korlatozodtak. Ujabban, megfeleld kisérleti modelleket mar a gerinctelenek, ill. a
nem emlds gerincesek korében is keresnek (Scharrer, 1987). Megn6tt az érdeklodés az
alacsonyabb rendiiek irdnydba, a viszonylagos egyszeriiségbdl, konnyebb hozzaférhetdségbdl és
alkalmazhat6sagbol adodoan. A vizsgélatok eredményei feltiing strukturalis és élettani
parhuzamokra mutatnak ra, akar a két allattorzs, az izeltlabtiak (koztiik a rovarok), valamint a
gerincesek kozott. Ezek az analdgiak vonatkozhatnak mind a molekularis, sejt, vagy akar
szervezeti szintekre. A széles alapokon nyugvo dsszehasonlité tanulmanyok 6si bioldgiai
torvényszeriiségekre hivjak fel a figyelmet, és gyakran olyan szabalyszerliségekre mutatnak ra
melyeket csupan eml6sokon vizsgalva, aligha fedezhetnénk fel. A rovar-biotesztek (élettant,
biokémiai) segitségével tanulmanyozhatjuk ¢s megérthetjiik, hogy egyes részek kiilon-kiilon

hogyan alkotjak meg a mitk6do, harmonikus egészet.

crer

ill. meghatarozasat irom le kaposzta bagolylepkébdl (Mamestra brassicae; Noctuidae,
Lepidoptera), valamint kapcsolddé hatasvizsgalatokat rovar-biotesztek alkalmazasaval (1. rész),
masrészrol a selyemlepke (Bombyx mori; Bombycidae, Lepidoptera) feromonszintézisének
folyamatat és sejttani eseményeit bemutato egyediilalloan részletes €s kidolgozott modelljét

ismertetem ¢€s kissé rovidebben, hasonlot, a M. brassicae-ben (2. rész).
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II. IRODALMI ATTEKINTES
II/1. A rovarok neuroendokrin rendszere

Az egységes belsO egyensuly, —a homeosztazis— megteremtésére €s annak megorzésére
tekinthetd az adott €l6lény legmegfeleldbb valaszdnak a kornyezeti adottsagokra vagy kihi-
vasokra is (Downer és Laufer, 1983). Két, szorosan egymasra épiilé rendszer, az idegi- és
endokrin-rendszer folyamatos kdlcsonhatasdnak eredménye és valamennyi szerepldje egyiitt és
kiilon-kiilon is felelds, azért a harmdniaért, ami minden soksejtii allati szervezet, igy a rovarok
sajatja is. A rovarok valamennyi ¢életfunkcidjanak és homeosztazisanak hatterében is az idegi
kontroll, ill. az ehhez kapcsolddo (neuro)hormonok allnak, melyek fiziologiai folyamatok
Osszességét, mint példaul a szaporodast, ndvekedést, fejlddést, izommozgasokat, vizhaztartast,
lipidek, szénhidratok, fehérjék és specialis rovarhormonok mint a szeszkviterpén szerkezetti
juvenilhormonok, (JH) (Williams, 1956) ¢és a szteroid tipust ekdizonok (Butenandt és Karlson,

1954) anyagcseré¢jét befolyasoljak (Fonagy, 2006a) (1. abra).
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1. abra: A (neuro)hormonok altal iranyitott legfontosabb életfolyamatok a rovarokban.

(Cook és Holman, /1985/ nyoman kiegészitve és modositva)
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Kopec a XX. sz. elején gyapjaslepke (Lymantria dispar) hernydin végzett agy roncsolasos
kisérletei alapjan a rovarok metamorfozisaért és periodikusan bekovetkezd vedléséért egy ,,agyi
faktort™ tett feleléssé (Kopec, 1917; 1922). A 30-as évektdl viszont, klasszikusnak szamito
rovar-endokrinoldgiai vizsgalatok eredményei alapjan (extirpacio, szerv és szovet betiltetések,
ligacio, vérnyirok transzfuizio stb.) mar hormonokhoz kotottek szamos rovarélettani folyamatot,
eseményt (Wigglesworth, 1934; Fraenkel, 1935). Wigglesworth vérszivo poloskan (Rhodnius
prolixus) végzett Gttdré munkassadgaval megindul a feltételezett hormonok, keletkezési helyének,
majd dinamizmusuknak leirdsa, mint pl. metamorfozis ,,gatlasaért” felelds, a Corpus allatum
(CA) mirigyben termelddd JH-ké (Wigglesworth, 1935).

Az idegi eredetli neuropeptideket a neuronok, bizonyos neuroszekrécios sejtek (Ns)
termelik. Ez utébbiak rendelkeznek az idegsejt dsszes jellemzd morfologiai és funkcionalis
sajatossagaval, de mirigysejtek modjara neurohormonokat szintetizalnak. E neuronok szerepét
az endokrin rendszerrel valé kommunikacioban Ernst Scharrer (1928) vetette fel, amikor
felfedezte egy csontos halban (Phoxinus laevis) azokat a sejteket, melyek a hipotalamo-
hipofizealis rendszer részeit alkotjak. A rovar-neuroendokrinoldgia hajnalat, sejttani értelemben,
1937-re tessziik, amikor Berta Scharrer madeira csétanyokban (Leucophaea maderae) el6szor

irt le mirigyfunkcioju idegsejteket (Scharrer, 1937).
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(PT )bé| aorta

eliilsé lebeny  hatsé lebeny VeNnas rendszer

2. abra: A rovarok (bal oldalon) és gerincesek (jobb oldalon) neuroendokrin rendszere.
Az 6sszehasonlitd sematikus abran lathatok a legfontosabb neuroszekrécios sejtcsoportok (regula-
cios peptideket termelnek), neurohemalis szervek (neuropeptideket tarolnak, kibocsatanak), valamint
a hozzajuk szorosan kapcsolodo nem idegi eredetii endokrin mirigyek (hormonokat termelnek).
(Strand, /1999/ nyoman kiegészitve és modositva)
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A vazlatos rajzon lathato (2. abra), hogy az agyi neuroszekrécios kozpontok (és/vagy
garatalatti duc /Suboesophageal ganglion; SOG/), —amelyekben az aktiv anyagok keletkeznek—
elsddleges nélkiilozhetetlen részét képezik a szervrendszernek, melyek feltlinéen hasonldak
mind szerkezet, mind funkci6 terén a rovarokban és a gerincesekben. A rendszer masodik része
az agyon kiviil elhelyezkedd neurohemalis régid, ahol a neuroszekrétum tarolodik, majd
kibocsatodik. A Ns idegrostja végignyulik a kdzponti idegrendszeren, de a sejtre jellemzd
helyen athatol a vér(nyirok)-agy gaton, igy a szekrétum a neurohemalis teriileten a test-
folyadékba firiil. Jol koriilhatarolt rész esetén neurohemalis szervrdl beszéliink (pl. Corpus
cardiacum /CC/, periszimpatetikus szervek /PSO/; 1. abra). A harmadik eleme, egy nem idegi
eredetl, belsd elvalasztast mirigy, mely tobbnyire szorosan kapcsolodik az el6z6hoz (pl. CA,
elétori mirigy /Prothoracic gland; PTG/). Szamos jol koriilhatarolt endokrin sejt(csoport)
talalhato a rovarok kozépbéli hamsejtje kozott, fo funkcidjuk az emésztéssel, felszivassal,
valamint izommozgasokkal hozhatok 6sszefiiggésbe. Eddig foleg lepkék hernydiban talaltak un.
epitrachealis mirigysejteket (a légcsovek 1égzonyilasai kdzelében) és szekrétumaik a vedlésnél
jatszanak szerepet. Megemlitendd, hogy pl. egyes kétszarnyu larvak esetében a CA-CC és PTG
egy un. gylirti miriggy¢ alakul.

A két nagy allattorzs kozotti neuroendokrin hasonldsag a kovetkezoképpen mutathaté be:
A rovarok eliils6 agyaban taldlhato paros Ns-ek a gerincesekben talalhato hipotalamusz Nis-
ekkel analogok. Az idegrostok belépnek a rovarok legfontosabb neurohemalis szervébe —a CC—
be-, mely a gerinces agyalapi mirigy hats6 lebenyének ,,felel meg”. A vérnyirokba
(haemolymph) kés6bb nemcsak a tarolt anyagok jutnak el, hanem a CC sajat ,,mirigysejtjeiben”
termeltek is. Tovabbi idegrost kdtegek pedig belépnek a CA-ba, amely egy jellegzetesen rovar-
endokrin mirigy, a gerinces agyalapi mirigy eliils6 lebenyével hozhatd parhuzamba. A rovarok
esetében —ez az un. kétlépcsos iranyitasi rendszer— két esetben figyelheté meg a maga teljes-
ségében: a CA-ban termelddo JH-k, ill. a PTG-ben termel6do vedlési hormon, az ekdizon
esetében, ugyanis szintézisiiket az agyi neuroszekrécios kdzpontokban termel6dé —majd CC-ben
tarolodo— regulacids peptidek befolyasoljak (2. abra). A gerincesekhez hasonléan a rovarokban
is sok (vagy még tobb is!) a neuropeptid, de ezek tobbnyire kozvetleniil (egy 1épcsdben) fejtik ki

hatasukat.

I1/2. A neuropeptidek szintézise, kibocsatodasa

A neuropeptidek keletkezési helyeirdl —a funkcionalis egységek bemutatasa révén— mar

crer

szamban Ns-ek, de sokat azonositottak az SOG-ban, ganglionokban, s6t PSO-kban is. Az
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immuncitokémia, az in situ hibridizacid lehetdséget biztositanak az adott peptidek keletkezési
helyének/helyeinek pontos feltérképezésére, és az eredmények révén napjainkra szinte konyv-
tarnyi irodalommal biiszkélkedhetnek (Néssel, 1996; 2002). Arra is fény deriilt, hogy tobb
esetben, egyetlen sejt(csoport) tobbféle, akar jelentdsen eltérd szerkezetli neuropeptidet is
termelhet. A dolgozat targyat a neuropeptidek termelddésének pontos lokalizacioja, valamint
kapcsolodé immuncitokémiai vizsgélatok nem képezik, igy errél bdvebben nem irok.

Az Ns dendrikus elagazasa a ganglionok neuropiljében van, amelyben a szoma is talalhato
Az itt szintetizalt peptidek proteinekkel koriilvett granulumokban vandorolnak az idegrostokban
5-20 mm/h sebességgel, amig el nem érik az axon végzddést vagy megfeleld tiriilési helyet, ami
finom eladgazasokat alkot és vezikulumokkal teli. Ezeken az un. szinaptoidokon keresztiil a
kibocsatas exocitdzissal torténik a vérnyirokba. A membran eredeti méretét mikropinocitdzissal
nyeri vissza, biztositva ezzel, hogy minimalis extracellularis folyadék jusson be a sejtbe. A
kibocsatasi aktivitast (ill. gatlas/serkentés) a Ns dendrikus eldgazasan kapcsolodo mas ideg-
sejtek szinapszisai befolyasoljak.

A peptidhormonok oligopeptidek (~10-20 aminosav) vagy kis fehérjemolekulak lehetnek
(0,50-40 kD molsuly kozott). Bioszintézisiikrdl tudjuk, hogy egy-egy neurohormon egy gén
termékének csak egy részét képezi és a prekurzor molekula poszt-transzkripcionalisan, enzi-
matikusan feldarabolddik, modosul. Legegyszeriibb esetben, a pre-prohormont egy szignal
peptid és az aktiv neuropeptid alkotja, mint a vedlés egyes mozzanatait befolydsolo ekl6zids
hormon (Eclosion hormone; EH) esetében. Van, amikor egy nagyobb protein molekula végiil
csak egyetlen kisebb aktiv peptidet, tovabba szadmos strukturalisan ,,k6zombds” fragmentumot
eredményez, mint példaul a lipid haztartasért felelds adipokinetikus hormonok (Adipokinetic
hormone; AKH) szintézisénél. Maskor, pl. egy csotanyfaj (Diploptera punctata) esetében 13,
részben kiilonb6zd, a C4 mikodését gatld allatosztatikus molekulat (4/latostatin; AST)
azonositottak. Végezetiil pl. a selyemlepkében (B. mori) esetében a diapauzaért felelés hormon
(Diapause hormone; DH), valamint az eldbbihez részben hasonl6 feromon-bioszintézist
serkentd hormon (Pheromone Biosynthesis Activating Neuropeptide; PBAN) egyetlen
prekurzorbol szarmazik, bar funkcidjuk térben és idében jol elkiiloniil.

A neuroszekrétumok hormonként (vérnyirokba iiriilnek és mivel vizben oldddnak,
konnyen eljutnak a célszervig/-sejtig és tavol fejti ki hatasukat), egyesek neuromoduléatorként
(lokalis kibocsatas/hatas) vagy neurotranszmitterként (szinapszis) is mitkddhetnek. Tébbek
kozott, pl. jelentds neuromodulator funkci6 a proktolinrél is bebizonyosodott az id6k folyaman.
Ennek forditottja is igaz, egyes biogén aminok (szerotonin, oktopamin) hormonként is kifejt-

hetik hatasukat.
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I1/3. A neuropeptidek csoportositasa, nevezéktana

Az elmult b6 tiz évben targyi tudasunk gyarapodasaval jelentésen szaporodtak isme-
reteink, ezért batrabban és megalapozottabban vallalkozhatok korszerii csoportosi-
tasukra és bemutatasukra részben tobb osszefoglalo reviziojaval, valamint sajat korabbi
(Fonagy, 1994) és tijjabb eredményeim segitségével. Roviden bemutatom, hogy milyen
szempontok alapjan csoportositjuk, osztalyozzuk a mar ismert neuropeptideket, valamint azokat,
melyeket pl. molekuléris bioldgiai eszkozokkel eldre jeleznek, valdszintisitenek. Alapvetden
funkcio szerint osztalyozzuk arovar-neuropeptideket, ami sok esetben szerkezeti hasonlosagot is
jelent, de nem sziikségképpen. A kozelmultban megjelent tanulmanyom alapjan (Fonagy,
2005) a kovetkez6 felosztas ajanlhaté, mely szerint a négy f6 csoport a kovetkezo:
Novekedéssel és fejlodéssel (A), valamint Szaporodassal (B) kapcsolatos neuropeptidek
(Géade és Hoffmann, 2005; De Loof és mtsai., 2001); Metabolizmust és homeosztazist (C)
(Géde, 2004), ill. Izommozgasokat (D) befolyasolé neuropeptidek (Schoofs és mtsai., 1994).
Az alpontokban és az 1. tabldzaton bemutatott peptidek természetesen csak a legfontosabbak,
bévebb tajékozodast tovabbi még nagyobb Osszefoglalok biztositanak (Holman és mtsai., 1990;
Géde és mtsai., 1997; Gade, 1997).

Egy-egy azonositott neuropeptid, néha t6bb megvizsgalt funkcio tekintetében is aktivnak
bizonyul, tehat pleiotropikus. Ez a kovetkez6bdl fakadhat: egyrészrél, egyes hasonlo szerkezetli/
végzodési (Isd. lentebb) neuropeptidek, mint tudjuk, térben és idében elkiiloniilnek (pl. DH és
PBAN), de tobbféle (homolog /azonos fajbol/ vagy heteroldg /més fajbdl szarmazod/) biotesztben
hatdsosnak bizonyulnak, masrészrdl pl. a spontan izommozgasra hat6 rovar Kininek (K) aktivan
befolyasoljak az emésztdrendszer visceralis izomsejtjeit (emésztési folyamat) és a Malpighi-
edények mozgasat (kivalasztasi folyamat) is. Az eredmények akkor a legmeg-nyugtatobbak, ha
sikeriil az adott peptid izolacidja, azonositasa (majd szintézise), keletkezési helyének, transz-
portjanak feltardsa, a célszerven dozis-hatas, végezetiil hatdismechanizmus vizsgalata (pl.
posztembrionalis fejlédés, lipidhaztartas, feromon-bioszintézis, stb. endokrinologidja mar sok
részletét tekintve ismert).

A 80-as évek végére sziikségessé valt az ismert neuropeptidek csoportositasa és nevezék-
tandnak kialakitasa. Ez utobbi tekintetében Raina és Gide (1988) altal javasolt rendszer terjedt
el, ami all a rovar fajnév kezddbetiiib6l ahonnan izoldltédk és egy funkcid, vagy szerkezeti utalés
roviditésbol: Lom-AKH, (és kiegészitd sorszambol: Lom-AKH-I, I, II]), Bom-PBAN, Lom-TK
stb. (Lom: Locusta migratoria; Bom: Bombyx mori; /4jabban hasznalatos Locmi vagy Bommo

stb. Otbetls eldtag is/ AKH: Adipokinetic hormone; TK. Tachykinin).
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I1/4. A f6 neuropeptid csoportok bemutatasa, egyes peptidek hatasmechanizmusanak

rovid attekintése

A rovar-neuropeptidek receptorait s hatdsmechanizmusat tekintve még mintegy 10-12
éve is foleg kdzvetett és sok szempontbol hidnyos ismereteink voltak, mint azt az MTA
Kandidatusi dolgozatomban is megfogalmaztam ¢€s leirtam (Fonagy, 1994). Azota mind
eszkozeit, mind pedig szemléletét tekintve jelentOs valtozasok torténtek, és az eredmények sem
maradnak el. Az utdbbi idokben, a szerkezet-hatas in vivo €s in vitro rovar biotesztekhez
kapcsolodo vizsgalatoknak koszonhetden mar nem csak farmakologiai értelemben rendelkeziink
ismeretekkel a célszervekben talalhatd receptorokrol (), hanem a molekuléris biologia
térhoditasa miatt az alabbi, élettani szempontbol is fontos receptorokat azonositottak, izolaltak
¢s irtak mar le (a legfonto-sabbak kozlési sorrendben): ecetmuslica (Drosophila melanogaster)
TKr (Tachykinin-like peptide) (Li és mtsai., 1991); dohdnyszender (Manduca sexta) DPr
(Diuretic peptide) (Reagan, 1994); ecetmuslica ASTr (Birgiil és mtsai., 1999), valamennyit Gn.
reverz fiziologiai megkoze-litéssel. Igazi attérést, az elsé valodi rovar neuropeptid-receptor, az
AKHr klonozésa jelentette szintén ecetmuslicabol és selyemlepkébdl (Staubli és mtsai., 2002).
Kiilon emlitend6 a kukorica bagolylepke (Helicoverpa/Heliothis/ zea), H. zea-PBANr (Choi €s
mtsai., 2003) és a B. mori-PBANTr (Hull és mtsai., 2004), ugyanis strukturalisan és
funkcionalisan is kiilonbéznek (lasd lentebb; a két fajban eltéré a PBAN jelatadasa/signal
transduction/ és hatdsmechanizmusa) annak ellenére, hogy a két fajban talalhato6 PBAN C-
termindlis aktiv szekvencidja (FXPRLamid, X=T;V;S) azonos ¢és a két molekula kozott is

nagyfokl azonossag van.

A csoportositasnak megfelelden altalanossagban bemutatom a legismertebb rovar-
neuropeptideket, (Isd. 1. tablazatot is), de a dolgozat téméjanak megfeleléen a PBAN, AKH ill.
egyes mioaktiv peptidekre vonatkozoé részleteket az 1. rész megfeleld fejezeteinek El6zménye-
iben ismertetem, mig az jdonsagokat az 1. rész Eredmények ¢s Megvitatas kiilon fejezetei-
ben tdrgyalom. Roviden attekintem tovabba az egyes rovar-neuropeptidek hatasmechanizmusat
a f0 csoportok bemutatdsa sordn, de tekintettel arra, hogy a PBAN jelatadasi folyamata, valamint
eltéré hatasmechanizmusa, két vizsgalt fajban, a B. mori-ban és M. brassicae-ben az értekezés
nagyobbik részét alkotjak, igy a teriiletet a 2. rész El6zmények fejezeteiben ill. a 2. rész

Eredmények, valamint Megvitatas megfeleld fejezeteiben ismertetem.
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Neuropeptid

Elsddleges hatas

Szerkezet

Bom-PTTH (monomer)

Ekdizon bioszintézist
serkenti az elGtori
mirigyben

GNIQVENQAIPDPPCTCKYKKEIEDLGENSVPRFIETRN-
CNKTQQPTCRPPYICK ESLYSITILKRRETKSQESLEIPN-
ELKYRWVAESHPVSVACLCTRDYQLRYNNN

A lanc:Bombyxin-II Glikogén, trehal6z csokken GIVDECCLRPCSVDVLLSYC
A lanc: Human inzulin Vércukor szint csokken GIVEQCCTSICSLYOQLENYCN
Mas-AT JH szintézis serkentése GFKNVEMMTARGFamid
Mas-AST JH szintézis gatlasa pPQVRFRQCYFNPISCF
Dip-AST-1=Pea-AST-1 JH szintézis gatlasa LYDFGLamid

Dip-AST-2=Pea-AST-2

JH szintézis gatlasa

AYSYVSEYKRLPVYNFGLamid

Mas-EH

Novekedés és fejlodés

Vedlés részfolyamatait, a
potroh motoros neuronjait
serkenti

NPAIATGYDPMEICIENCAQCKKMLGAWFEG-
PLCAESCIKFKGKLIPECEDFASIAPFLNKL

Bom-MRCH-I(=PBAN-I)

Melanin képzddést serkenti

LSEDMPATPADQEMYQPDPEEMESRTRYFSPRLamid

Lom-neuroparsin

Antidiuretikus hatasa a

NPISRSCEGANCVVDLTRCEYGDVTDFFGRKVCAKGPGDKC-

Bom-DH Embrionalis diapauzat TDMKDESDRGAHSERGALCFGPRLamid
indukal
Lom-OMP Pete fejlodést serkenti YYEAPPDGRHLLLQPAPAAPAVAPA(A/S)PASWPH-
(kétféle izoform) QQRRQALDEFAAAAAAAADAQFQDEEEDGGRRV
Aea-OEH Ovarium ekdizon termelését QPTNVLEIRCKLYSGPAVQNTGECVHGAELNPCGKLSCLKGVG-
;§ serkenti DKCGESTAGIIMSGKCASGLMCCGGQCVGCKNGICDHRLCPPRL
] Lyd-TE Herék ekdizon termelést ISDFDEYEPLNDADNNEVLDF
a serkenti
S Aea-TMOF Tripszin aktivitast gatolja YDPAPPPPPP
2 Neb-kolloosztatin Pete szikbeépiilését gatolja SIVPLGLPVPIGPIVVGPR
Hez-PBAN Feromon szintézist serkenti LSDDMPATPADQEMYRQDPEQIDSRTKYFSPRLamid
Lom-AKH-I Lipid mobilizaciot serkenti pOQLNFTPNWGTamid
E Mas-AKH Lipid mobilizacidt serkenti pQLTFTSSWGamid
33 Pea-CAH-I Szivfrekvencia fokozo pQVNFSPNWamid
§ Hez-HrTH Trehaloz szintet fokozo pQLTFSSGWGNamid
g Mas-DP-1 Folyadék kivalasztast RMPSLSIDLPMSVLRQKLSLEKERKVHALRAAANRNFLNDIamid
= serkenti
R Patkany-CRF ACTH termelést serkenti EEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEIlamid
N Lom-AVP-DP Folyadék kivalasztast CLITNCPRGamid
g serkenti
iS CLITNCPRGamid
sy Gerinces-AVP Veér-agy gat permeabilitdst
-% serkenti CYFONCPRGamid
o
=

végbélben GGPYELHGKCGVGMDCRCGLCSGCSLHNLQCFFFEGGLPSSC

(Pea)-Proktolin Altaldnos izomserkent RYLPT

Mas-CAP Szivmiikddést serkenti pQLYAFPAVamid

Lom-TK-I Visceralis izmokat serkenti GPSGFYGVRamid

Y Emlos Substance P Bél simaizom serkentd stb. RPKPQOQFFGLMamid

2 Lem-MK-I Visceralis izmokat serkenti DPAFNSWGamid

ED Lem-PK Visceralis izmokat serkenti pQTSFTPRLamid

g Lem-SK-I Visceralis izmokat serkenti EQFEDY(SO;H)GHMRFamid

g Gerinces-CCK Bélmozgas és pankredz en- DY(SO;H)MGWMDFamid
o zim szekrécio serkentd

N Lom-MIP Mioinhibitor hatasu AWQDLNAGWamid

Lom-FaRP-1 Mioinhibitor hatasu GQERNFLRFamid

Neb-MS (FaRP) Mioszuppresszin hatast TDVDHVFLRFamid

Puhatestii-FMRF Motoros neuronok gatlasa FMRFamid

1. tdblazat: A legfontosabb és legismertebb rovar-neuropeptidek a dolgozatban vazolt csoportositas alapjan.
A ddlt betiikkel a felette talalhaté hormonnal rokonsagot mutat6 ismert, egyéb allati eredetii neuropeptid keriil bemuta-
tasra. A vastagitott karakterek pedig az azonos aminosavakat, vagy rokon vegyiileteket, ill. hasonl6 végzddéseket
emelik ki. Egybetiis kodok: .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.
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11/4.(A) Novekedéssel és fejlodéssel kapcsolatos neuropeptidek, hatasmechanizmusuk

a). A prothoracikotropikus hormon (Prothoracicotropic hormone; PTTH) tekint vissza —
kozvetve €s kozvetleniil- a legnagyobb multra és érdeklddésre, hiszen a XX. évszazad elején
mar gyanitottak hogy a vedlést és metamorfozist egy ,,agyi faktor” iranyitja, de egészen az
1980-as évek kozepéig kellett varni, amig B. mori fejekbdl sikeriilt izolalni a Bom-PTTH-t
(Ishizaki és mtsai., 1983). A hormon egy nagy molekulasulyt (30kD) és egy kisebb (4kD)
PTTH egységbdl all. Az utobbi egység —nevezik Bombyxinnak is— 0t tovabbi részbdl all (PTTH-
I-V). A 4kD PTTH-II-t tovabb vizsgalva megallapitottak, hogy az, két, in. A és B lancbol all
(diszulfidhidak kotik 6ssze), mely szembetiind azonossagot mutat a gerinces inzulinnal,
kiilondsen az A lanc, ahol a 20 aminosavbol 10 sorrendben is megegyezik. A tényleges
szteroidogén peptid, —amely a PTG endokrin mirigyben a legfontosabb vedlést indukalé hormon,
az ekdizon szintézisét serkenti— a 30kD molekulatomegli PTTH a selyemhernydban. A
Bombyxin —az inzulint6l kissé eltéréen— jelentds mértékben, inkébb a {6 tartalék szénhidratokat
mérsékli. A glikogén-foszforilaz (Glikogene-phosporilase; GIPh) serkentésén keresztiil a
zsirtest glikogén tartalmat, valamint a vérnyirok trehal6z hidrolizisével, a trehalozt is csokkenti
(a rovar vérnyirokban keringd legfontosabb diszaharid). Ismert mar, a fentivel ellentétes hatasu,

prothoracikosztatikus hormon (Prothoracicostatic peptide; PTSP) is.

Kolcszlct‘oI\'
Ekdizon <€——m— Ekdizon bioszintézis -=<—— PKA PKA
X 2o
f %O ATF AMP
Oy P ©
P, = /C;
£ o4 J
FLe Silie : r}
AC

Gp Of g
e

3.4bra: A PTTH hatasmechanizmusa a Manduca ¢s Bombyx lepkefajok PTG sejtjeiben.

A vérnyirokban keringd PTTH Gp kapcsolt receptorhoz kotédve egyrészt megnyitja a Ca’ -csatornékat és a
bearamld Ca’™, masrészt a kapcsolodo foszfolipaz-C-nek (FLC) koszonhetéen az IP; kozremiikodésével
tovabbi Ca’" szabadul fel az endoplazmatikus retikulum rezervoarbol (sziirke lemezes szerkezet). A kialakulo
Ca""-kalmodulin (CaM)-komplex, (valamint kdzvetlen receptor kolcsonhatas miatt is?) aktivalja az AC-t és a
keletkezett cAMP indukalja a protein-kinaz-A-t (PKA). Ezt kdvetden szintetizalodik ill. aktivalodik a
koleszterolbol ekdizont szintetizald enzimkészlet. A végtermék a vérnyirokba tiriil. (Smith /1995/ utin)

PTTH PTTH

-12 -



II. IRODALMI ATTEKINTES

A PTTH hatasmechanizmusa in vitro kisérletek alapjan jol ismert (3. dbra) (Smith, 1995).
Egy klasszikusnak mondhat6 cAMP kozvetitett jelatadési folyamat zajlik le, és a hatdsmec-
hanizmus tekintetében azt is tudni kell, hogy amennyiben a larvalis karakterekért felelés JH
koncentracioja magas az adott szervezetben akkor egyrészt a PTTHr inkompetensnek talaltak,
masrészt pedig maga az ekdizon szintézis folyamata is gatlast szenved (Gu és mtsai., 1997). A
PTTH mennyiségét és kibocsatasat egyik oldalon belsé dramechanizmusok befolyasoljak az Ns-

ekben, a masikon, protedzok bontjak a feleslegben keringd ¢és receptorhoz nem kotott PTTH-t.

b). A rovar CA-ban eddigi ismereteink szerint egyetlen hormon tipus, a JH szintetizalodik,
amelynek tobb formaja ismert. Ez a hormon nemcsak a vedlések sordn a larvalis allapot
fenntartasaért felelds, hanem az imagok esetében a szikanyag szintézis és felhalmozas
(vitellogenesis) hormonadlis irdnyitdsaban jatszik donto szerepet. Ez a sokféle funkcié minden-
képpen feltételezi szintézisének, kibocsatasanak stb. magasabb idegi és/vagy hormonalis
iranyitottsagat.

Az allatoregulacios peptidek (a JH szintézisét serkentik, vagy gatoljak a CA-ban) koziil
ismerjiik az Allatotropinokat (AT) és AST-ket. Az AT-k a JH szintézisét serkenteni a CA-ban.
Eddig a 13 aminosavbol all6 Mas-AT-t (Kataoka és mtsai., 1989) és az ettdl csak N-terminalisan
kissé eltérd a sargaldzszinyogogbo6l (dedes aegypti) szarmazo Aae-AT-t ismerjiik (Veenstra és
Costes, 1999) és mas hormonnal (csaldddal) nem mutatnak lényegi szekvencia azonossagot.
Szintetikus anal6gokkal végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy az in vitro hatasért a C-
termindlis végnek van fontos szerepe. Szamos fajbol izolaltak azéta, a Mas-AT-vel azonos
peptidet, tobb koziiliik pleiotropikus (pl. visceralis izomserkentd hatasu).

A JH szintézis serkentése els6sorban a megnovekedett CoA észterek, acetil- és propionil-
CoA (JH bioszintézishez nélkiilozhetetlenek) igény biztositasan keresztil nyilvanul meg. A
transzaminazok serkentése Ca’ bearamlas, valamint inozitol-trifoszfat (IP;) jelatadasi
rendszeren keresztiil torténik.

Az AST-k olyan peptidek, melyek a JH szintézisét képesek gatolni in vitro (Stay és mtsai.,
1994). Az AST-knek eddig harom 0 szerkezeti tipusa ismert. Az els6 a ,,csotany” (cockroach)
vagy A-tipust, amelynek Y/FXFGL/lamid C-terminalis vége van. Struktaralisan eltérd
szerkezetl oligopeptidek, koztiik legismertebb a 13 féle Dip-AST (dipsztatinok), melyek C-
terminalis végzddése azonos. Mas fajokbol (pl. D. melanogaster, A. aegypti, Calliphora
vomitoria /kopdlégy/, M. sexta) is izolaltak vagy eldre jeleztek A tipusu AST-t, de in vitro JH
bioszintézis gatlasara viszont csak csotanyokban és tiicskokben voltak képesek. Az elsé ASTr-t

is az ecetmuslicabol izolaltak (Birgil és mtsai., 1999) de n. reverz fizioldgiai modszerrel,
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nevezetesen az emlds szomatosztatin/galanin/opioid receptor csaladdal rokonsagot mutato uj
receptorhoz funkcionalis ligandot kellett keresni, melynek kdszonhetden szintén ecetmuslicabol
sikeriilt azonositani egy, az A-tipustt AS7-khez hasonld molekulat, ami viszont elsdsorban
spontan visceralis izom aktivitast gatol. A masodik a ,,tlics6k”™ (cricket), vagy B-tipusu AST, ami
hatdsos JH szintézis inhibitor ebben a fajban, tovabba a vandorsaskéban az utobél és petevezetd
spontan izommozgasat gatolja in vitro, ellenben nem AST hatasu. Tovabbi érdekesség, hogy a
selyemlepkében a PTG PTTH szintézisét gatolja larvakorban. A harmadik ,,lepke” (moth) vagy
C tipusu AST-t a M. sexta-bdl izolaltak és nemrég azonositottak hozza G-protein (Gp) kapcsolt
receptort, az ecetmuslicabol (Kreienkamp és mtsai., 2002). Molekularis bioldgiai eszkozokkel C
tipusu AST-t is izolaltak ecetmuslicabdl, de in vitro JH bioszintézis gatld hatasat csak egyes
lepkékben sikeriilt kimutatni.

A JH-észteraz (Juvenile hormone esterase; JHE) indukal6 faktorok a hormon bomlasat

serkenti a vérnyirokban.

¢). A vedlés részfolyamatait irdnyitd hormonoknak a larvélis, bab és imago vedlés soran fontos
szerepiik van. A vedlést beindité hormon (Ecdysis triggering hormone; ETH), az epitrachealis
mirigy un. Inka sejtjeibdl szarmazik és kdzvetleniil az izmok motorikus programjat serkentik
(pre-ekdizialis viselkedés). Az EH-k pedig a régi kutikula levetését segitik eld sajatos csavaro,
tekergd mozgast eldidézve. Az ismert EH-k igen nagyméretli nem amidalt molekulak, melyek
az agyban torténd szintézis utan a CC-be keriilve meghatarozott idészakaszban tiriilnek a vedlés
elott. A két peptid pozitiv visszacsatolas révén segiti a vedlést. Emlitendé még a Pre-ETH

neuropeptid, ami a fenti folyamatokat megel6zden fejti ki hatasat.

d). A melanizacidt és voros pigmentaciot serkentd peptid (Melanization and reddish colouration
hormone; MRCH) a vedlést kdvetden a melanin képzddését befolyasolja a kutikuldban. Tobb
MRCH format izolaltak a B. mori-bdl €s érdekes modon a Bom-MRCH-I szekvenciaja
megegyezett a Bom-PBAN-I-el (Matsumoto ¢és mtsai., 1990). Az N-terminalis vég bizonyos
hasonlésagot mutat az inzulin tipusti ndvekedési faktor-I1-vel, mig a C-teminalis pentapeptid
szekvencia ez esetben is a Pirokinin (PK) miotropikus alcsaladéval egyezik meg (Isd. lentebb).
Ugy tiinik, hogy a konzervativ C-terminalis pentapeptid (FXPRLamid) sokféle funkcioért

felelOs fajtol, fejlodési szakasztol, szaporodasi allapottol fliggden.

e). A vedlés utan bekovetkezik a vilagos lagy pro-kutikula szklerotizacidja (szilardulas és

sOtétedés), amit a burzikon (Bursicon) polipeptid iranyit (30~50kD). Az agyban termelddik, de a
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tori €s potroh ganglionokbol szabadul fel és a keringés utjan jut el az epidermiszig. A sebek

crer

). A nem megfeleld kdrnyezeti tényezdkre valo reakcid egyik legtipikusabb példéja a diapauza,
azaz a fejlodés vagy szaporodas felfliggesztése vagy sziineteltetése. Ez a régota ismert jelenség
szintén hormonalis befolyasoltsag alatt all. A B. mori embrionalis diapauzajat a petét rakod
néstény SOG-ban termelddd DH iranyitja. Ez a hormon a C-terminalis pentapeptid alapjan
szintén a FXPRLamid-ok tagja. Egyes fajok vandorl6 alakjainak kialakulésa is Osszetett és

hormonalisan iranyitott (befolyasolt) folyamat eredménye.

11/4.(B) Szaporodassal kapcsolatos neuropeptidek, hatismechanizmusuk

A gerincesek esetében a gonadotropinok strukturalisan €s hatdsaikban is viszonylag egysé-
gesek. Ezzel szemben a rovarok szaporoddsa szamos egymadsra €piild mozzanat sorozata, kezd-
ve a nemek meghatarozasatol a peterakasig bezarolag, melyeket humoralis tényezdk, mint a JH-

k, ekdizon és szamos neurohormon iranyit és akar fajspecifikus is lehet (De Loof és mtsai.,2001).

a). A petefészek (ovarium) fejlddést serkenté hormonok koziil az ovariumérési peptid (Ovarian
maturating peptide/parsin; OMP) mig a tojas novekedésére hatdo hormon a tojasfejlodést
serkentd neuropeptid (Egg development neurosecretory hormone; EDNH) vagy ovarium
ekdiszteroidogenikus hormon (Ovarian ecdysteroidogenic hormone; OEH) a legismertebb. Az
OMP nagyméretli, 65 aminosavbdl all6 peptid melyet a vandorsaskabol (Locusta migratoria)
izolaltak eldszor (két izoformja van) és a peptiddel torténd kezelést kvetden koraérett petéket
eredményez. Hasonl6 hatasti az OEH, ami az ovarium ekdizon (sok faj imagdjaban gonadotrop
hatast hormon; 6sztrogén ekvivalens) termelését serkenti a vérszivas utan az 4. aegypti-ben,

ami pozitiv visszacsatolds révén hozzajarul a petefejlodéshez.

b). Eddig egyetlen, a herék mitkddésére hato tesztikularis ekdizotropint (7estis ecdysiotropin,;
TE) izolaltak L. dispar-bdl. A Lyd-TE a PTG ekdizon termelését nem serkentette, csupan a

herékben zajlo ekdizon bioszintézisét.

c). Tobb fajbdl izolaltak nemi miikodést gatld, antigonadotropikus hormont; (Oostatic hormone;
OSH), mint példaul legyekbdl, szinyogokbdl vagy vérszivo poloskakbol. Eddig néhany, a
tripszin mennyiségét befolyasold faktor (7Trypsin modulating oostatic factor; TMOF) valt
ismertté (Bylemans és mtsai., 1994). A tripszin és kimotripszin enzimek aktivitasat gatolja a

bélfal epithélium sejtjeiben, mely kozvetve kihat a vitellogenezisre, tehat a petefejlodésre.
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A TMOF eddigi ismereteink szerint nem klasszikus értelembe vett neuropeptid, mivel
vérszivast kovetden néhany ordval a szunyog petefészek follikularis hamsejtjeiben
szintetizalodik, majd a vérnyirokban szallitddva a kozépbél epithélium sejtjeinek specifikus
receptoraihoz kotédve gatolja a proteazok (féleg tripszin, esetleg kimotripszin) szintézisét/
aktivitasat. Ennek koszonhetoen leall a vér emésztodése, aminosavak felszabadulasa, ami a szik
szintetizalodasara és felhalmozodasara gétldlag hat (visszacsatolas kovetkeztében), tehat megall
ill. befejezddik a petefejlddés. In vivo kezeléseket kovetden, megallapitottak, hogy taplalék
utjan adult szunyogokba juttatva a bél epithélium sejtjein keresztiil a vérnyirokba keriil, képes
kotédni a kozépbél hamsejtjeihez és ledllitja a tripszin bioszintézist, mikdzben megtartja
biologiai aktivitasat. A vizbe juttatva a szinyog larvak is elpusztulnak a TMOF-tdl, ugyanis a
taplalék megemésztéséhez szintén tripszin jellegli enzimre van sziikségiik. Ez esetben azonban
viszonylag nagyobb mennyiségre/ddzisra van sziikség a letalis hatas eléréséhez.

A kollosztatinok, (Colloostatin) a szikfehérje beépiilését gatoljak a petékbe, mint a
huslégybdl (Neobellieria bullata) izolalt peptid esetében talaltak.

d). A szaporodas szempontjabol —elsdsorban a lepkék esetében— nagyon fontosak a
feromonotropikus (P7) neuropeptidek, azon beliil a PBAN-ek. Mind a PBAN-ek keletkezése,
mind pedig a vérnyirokban torténd keringése, végiil pedig a ndstényekben talalhatéd célszervben,
a potroh 8-9 szegmensénél —epidermalis, sok esetben kitiiremkedésként a tojocso eldtt— taldlhato
feromonmirigyben (Pheromone gland; PG) kifejtett hatdsa (feromontermelés indukalasaval) a
rovar endokrinoldgia, élettan és biokémia egyik legérdekesebb és legkutatottabb teriilete. A
rovar feromonok a kémiai kommunikacio egyik kulcselemét jelentik. A feromonok (el nem
agazo, 1-3 telitetlen kotést hordozo, hosszliszénlancu molekuldk aldehid, alkohol vagy acetat
funkcids csoporttal) elsésorban a lepkefajokban ismertek, szigortian fajspecifikusak €s a ndsté-
nyek termelik a PG-ben a himek csalogatdsara (Tamaki, 1985). A feromonok bioszintézisét,
eddigi ismereteink szerint, elsdsorban a PBAN serkenti és befolyésolja a célszervben. Az elsét H.
zea-bol izolaltak (Raina és mtsai., 1989). Az ismert PBAN-ek 33-34 aminosavbol allo peptidek,
az SOG-ban termelddnek és iddszakosan {irlilnek napszaktol fliggden a CC-bdl, és/vagy a hasi
ganglionokbdl. A PT/PBAN neuropeptideket bdvebben az 1. rész IV. fejezetében targyalom.

A feromonok (és Osszetételiik) faji sajatossag, ami tag lehetdséget biztosit arra, hogy
akar monitorozasra, eldrejelzésre, vagy gyéritésre, ill. tényleges utddszdm csokkenésre
hasznaljuk a megfeleld szintetikus feromonkészitményeket. Ebbdl az is kdvetkezik, hogyha
sikeriil célzottan megakadalyozni, vagy befolyasolni a néstények szigorti endokrin irdnyitas

(els6sorban PBAN, valamint JH-k, és ekdizon) alatt all6 feromontermelését, az kedvezo
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eredményre vezethet. Az érdeklédés a PBAN-ek, valamint az FXPRLamid C-terminalis vég
megegyezése révén a vele rokonsagot mutatd PK-k (spontan izommozgast serkentdk) felé
fokozott, ugyanis a biologiai aktivitdshoz mar a C-termindlis pentapeptid is elégséges. A
néstényekbe injektalt szintetikus PBAN-ek vagy PK-k hatékonyak maradnak €s a feromon-
termelés révén jol vizsgalhatok. Az el6zéekbdl kovetkezik, hogy PBAN/PK anal6gok, mime-
tikumok, agonista/antagonista tervezése, eldallitdsa komoly gyakorlati lehetéségekkel kecsegtet.
Choi és mtsai.-nak (2003) sikertiilt azonositania majd teljes hosszaban klénoznia a H. zea
lepke PG-bdl egy un. Gp kapcsolt (G Protein-Coupled receptor; GPCr) PBAN/PKr-t (346
aminosavbol all). Hull és mtsai. (2004) a kozelmtltban a Hez-PBANr-hez képest egy 67 amino-
savval hosszabbat klonoztak a selyemlepke PG-bdl. Mint kimutattak, ez a C-terminalisan
»elhelyezkedd” hosszabb szakasz nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a PBAN-hez torténd kotddés
(aktivalddas) sordn az internalizaci6 folyamataban. A PBAN részletes hatdsmechanizmusarol és

az uj eredményekrdl a 2. részben szamolok be.

I1/4.(C) Metabolizmust és homeosztazist befolyasolé neuropeptidek, hatasmechanizmusuk

Rovarokban az intermedier anyagcsere o szintere egy sajatos szerv, a zsirtest, ami lebe-
nyekbdl, szalagokbdl all és kitdlti csaknem a teljes testiireget. Szerepe van tartaléktdpanyagok
felhalmozasaban lipid/zsir, szénhidrat stb. anyagcserében, valamint a tojasok fejlodése szem-
pontjabdl nélkiilozhetetlen fehérjékben gazdag szikanyagok és egyes fajokban un. diapauza
proteinek bioszintézisében, tovabba részben a méregtelenitésben, kivalasztasban is, végiil pedig
benne fejlédnek a tobbféle funkcidval rendelkezd vérsejtek. Sok azonositott neuropeptid cél-
szerve a zsirtest, mely hormonok az anyagcsere folyamatokat alapvetden befolyasoljak, tovabba

a belso egyensuly fenntartasaban (viz-ion haztartas) kozvetlen szerepet jatszanak (Géde, 2004).

a). Az AKH-k a lipidhaztartasért feleldsek és ez volt a legelso ,,valodi” rovar neuropeptid csalad
(Stone és mtsai., 1976). Ez a hormon elsdsorban a lipid felszabadulast serkenti a zsirtestbdl €s a
raktarozott trigliceridet (7¢) digliceriddé (Dg) bontja, amely a vérnyirokba kertil és abban
szallitodik. Jelentds energiaigényes folyamatok esetében, mint példaul a repiilés (vandorlés,
napszaki aktivités), kulcsfontossagt. A hormonok legfeljeb 10-11 aminosavbdl allnak és sajatos
moddon a CC-ben keletkeznek. Tobb neuropeptid csalad tagjaihoz hasonldan az amin véget
altalaban piroglutamat blokkolja, mig a C-terminalis vége amidalt. Az AKH neuro-peptideket
bdvebben az 1. rész V. fejezetében targyalom.

Az AKHr azonositasa (Staubli és mtsai., 2002) jelentds 10kést adott ennek a kutatasi tertiletnek,

mely azzal a ténnyel is Osszefiiggésben van, hogy az AKH-k pleiotropikusak és a 6 lipid
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mobilizacios hatasuk mellett emelhetik a vérnyirok szénhidrat szintjét a zsirtest glikogén-
foszforilaz (Glycogene phophorilase; Glph) aktivalasaval, csokkenti a zsirsav (fatty acid; Fa)
szintézist az acetat felvétel gatlasan keresztiil, csokkentheti az RNS szintézist, masrészrdl lehet
miotropikus hatésu is. Jelentds izommozgast serkentd hatasa repiilési sebesség, vagy intenzitas
novekedésében nyilvanulhat meg repiild fajoknal, de nem repiiléknél a mozgasi aktivitas no
szintetikus peptid injektalast, vagy topikalis kezelést (acetonitrilben /4cNi/, dimethilszulfoxilban
/DMSO/, methanolban /MeOH)/ stb. oldva) kovetden.

Az AKH egyszerisitett hatdismechanizmusa a 4. dbran lathat6 (Géde és Auerswald, 2003).
A repiiléshez lipidet hasznalo fajok esetében (saskak, lepkék, bogarak) elsé 1épcsében, a
vérnyirokban keringd AKH kotédik a zsirtest sejthartyajan talalhatd6 GPCr-hoz, majd az
adenilat-ciklaz (Adenylate-cyclase; AC) aktivalodasa révén megemelkedik a cAMP. A cAMP,
valamint a felszabadulé belsé Ca" tartalékok és a kiviilrél bearamlé Ca'"a protein-kinazon
(Protein kinase; PK-A) keresztiil aktivalja a Tg-lipazt (TgL). A saskék esetén a keletkezett Dg-k
a sejtbdl kijutva, a vérnyirokban /ipoproteinekhez un. lipoforinokhoz (lipophorin; Lf) kétddve
jut el az izomsejtekig (Shapiro és mtsai., 1988; Ryan és van der Horst, 2000), ahol -oxidaciot
kovetden energia szabadul fel (4. dbra bal oldala). A gerincesekkel ellentétben a Dg-ket,
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4. dbra: Az AKH (hiperlipémikus) hatasmechanizmusa Locusta (bal oldal), ill. az AKH/HrTH
(hipertrehalozémikus) hatdsmechanizmusa Periplaneta (jobb oldal) fajok zsirtest sejtjeiben.

Bal oldal: A kotddé AKH a Gp-kapcsolt receptoron keresztiil és a felszabaduld Ca™ -al egyiitt aktivalja a
membran kotott AC-t. A cAMP aktivalja PKA-t, mely viszont a Dg-k (és Fa-k) keletkezését serkenti a 7gL
altal. A Dg-k a vérnyirokba jutnak és Lf-k szallitjak a célszervig.

Jobb oldal: Az AKH/HrTH hormon a Gp-hez kétddik, mely kozvetleniil nyitja meg a Ca”™ csatornékat,
valamint a kapcsolodo FLC kézremiikddésével IP; keletkezik, mely tovabbi Ca'"-ot szabadit fel a rezervoar-
bol (sziirke lemezes szerkezet). A kiszabadulé Ca' szintén nyitjaa Ca’ csatornakat. Végiil a CaM-komplex-
ek PhK-kat és ezen keresztiil G/Ph-kat stimulalnak és tobb koztiterméken keresztiil glikogénbdl trehaloz
keletkezik, ami a vérnyirokba jut. (Gdde és Auerswald /2003/ utdn)
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valamint hidrokarbonokat, foszfolipideket szallito rovar Lf-ek a szallitasi funkciot kdvetden nem
degradéalodnak, hanem reverzibilisen leadjak, majd felveszik ,,szallitmanyukat”. Egy
gylimolcsbogar (Pachnodea sinuata) zsirtestjében, a lehasitott szabad Fa B-oxidacidjat kovetden
keletkezd acetil-CoA a bearamlo alaninnal prolinna szintetizalodik, mely utobbi kijutva a
vérnyirokba, a célsejtekben energiaforrasként szolgal. Ebbe a szerkezeti csoportba tartoznak
még egyes, a szivmitkddést/frekvenciat fokozo peptidek (Cardioactivating hormone; CAH), bar

hatastanilag a mioaktivitast befolyasolok korébe (Isd. I1/4. D).

b). A vérnyirok szénhidrat (trehal6z) szintjének alakuldsaért a hipertrahalozémikus
(Hypertrehalosemic hormone; HrTH) és hipotrehalozémikus hormonok (Hypotrehalosemic
hormone; HoTH) a feleldsek és szerkezetiik alapjan a fenti peptidekkel rokonok. A repiiléshez
szénhidratot hasznald fajoknal, mint pl. a csétanyoknal, szintén lezajlik az AKH vagy HrTH
hatasara a cAMP szintjének megemelkedése. Ezt kovetden a membran kotott FLC az IP;
keresztiil serkenti a belsé Ca"" tartalékok felszabadulasat mikdzben a GPCr-hez torténd kotodés
utan a kiilsé Ca'" is bearamlik és a foszforilaz-kindzon (Phosphorilase-kinase; PhK) keresztiil,
aktivalodik a GIPh és tobb kozti terméken keresztiil végiil trehal6z keletkezik, ami a
vérnyirokba jut (4. bra jobb oldala) (Gade és Auerswald, 2003).

A korébbi hipoglikémikus hormont/faktort (Hypoglycemic hormone; HGH) —melyet
ujabban ténylegesen mar a HrTH-kkal azonositanak— viszont részleges szekvencia hasonldsagot
mutat az emlds glukagonnal, és a zsirtest glikogén szintjét csokkenti, ugy hogy kézben a

trehal6z szint pedig emelkedik.

crcr

szintén léteznek, amelyeknek pl. a ciklikusan szaporod6 fajok esetében a JH-k és/vagy ekdizon
mellett alapvetd szerepiik lehet a peteérésben. A Lom-AKH-krol masodlagosan kimutattak

protein szintézist gatld képességiiket is.

d). A rovarokban a kivalasztd rendszer a Malpighi-edényekbdl és az (utd)bélbol all. A
diuretikus (Diuretic peptide; DP) és az antidiuretikus hormonok (Neuroparsin) a vizhaztartasért
felelosek, valamint a salakanyag eltdvozasaért €s az ion egyensulyért (Coast, 1998). Ide tartozik
még az Un. viz €s 1on visszaszivasért felelds neuropeptid is (lon transport peptide; ITP). Az
eddig izolalt és azonositott rovar DP-k altalaban 30%-nyi hasonldsdgot mutatnak a gerinces
Kortikotropin-kibocsatasi faktorral (Corticotropin-releasing factor; CRF) ezért gyakran CRF
tipusu DP-nek is nevezik ezeket a viszonylag nagyméretli peptideket. Jelentdsen kisebb a

gerinces Arginin-vasopresszin (4 VP) csaladdal nagyfoku egyezést mutatdé Lom-AVP DP. Ezek a
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felfedezések is jol mutatjak, hogy sok —a belsé egyensulyért felelés neuropeptid molekula— mar
a torzsfejlodés korai szakaszaban kialakult és fennmaradt. A fentieken tilmenden a kiilonb6z6
K-k (Isd. lentebb) is rendelkeznek diuretikus aktivitassal.

CRF-DP a cAMP jeléatadasi rendszeren keresztiil fokozza a hligyanyag elvalasztast, mig a
K-k —més receptorhoz kotédve—a Ca™ bearamlas serkentése révén fokozzak az elvalasztast. Az
utobbi szinergista hatdsa oly modon is kifejezddhet, hogy az izomsejtek serkentése révén az

edények tubulusainak tekergé—csavardé mozgasat is fokozza.

11/4.(D) Izommozgasokat befolyasolé neuropeptidek, hatasmechanizmusuk

A nem vaz, hanem zsigeri izmok (pl. visceralis bél izomzat, petevezetd izomzata, sziv-
izomzat, vagy Malpighi-edények korkords és hosszanti izomzata stb.) jelentds részben sajat
miogén aktivitassal rendelkeznek. Mozgasukat tovabba iranyithatjak az idegrendszerbdl ill.
egyes idegducokbdl kifutd idegek, tovabba szamos un. miotropikus (serkentd) €s mioinhibitor
(gatlo) neuropeptid. Ezek a mioaktiv peptidek a kézponti idegrendszerben, vagy kdrnyéki
ducokban szintetizalodnak és vagy a vérnyirok kozvetitésével vagy akar kozvetleniil az ideg-
rostokon vandorolva jutnak el a célszervig (Schoofs €s mtsai., 1994). A csoportot részletesen a
VI/1. Elé6zmények fejezetben mutatom be.

A miotropikus (MT) csalad a legkevésbé egységes, ami a szerkezetet illeti, ellenben a
legismertebbek és a legtobbet kutatottak. Legfontosabb feladatuk a kiilonb6zd zsigeri és/vagy
mozgasért felelds izmokra gyakorolt (valamilyen serkentd) hatasuk. Ezeken tilmenden szamos
tovabbi ¢élettani aktivitassal rendelkeznek, de az elsé leirt hatasuk alapjan soroljak ide.

Legismertebb tagja a proktolin, az elsé meghatarozott rovar-neuropeptid, amit a P.
americana egész testkivonatbdl izolaltak (Starratt és Brown, 1975). A MT-k tobbi tagjat csak jo
tiz évvel az els6 hormon azonositasa utan kezdték felfedezni. A legtobb ilyen peptidet a madeira
csotanybol (L. maderae) azonositottak, mint pl. a leukokinineket, leukopirokinineket, leuko-
szulfakinineket; vagy késobb a vandorsaskabol (L. migratoria) (lokusztamiotropinok, lokuszta-
kininek, lokusztapirokinin, lokusztatachikininek, lokusztaszulfakininek, stb.) (Schoofs és mtsai.,
1994).

A mioinhibitor csaldd neuropeptidjei (MIP), amint azt neviik is sugallja elsésorban
valamilyen zsigeri izommozgast gatld hatassal rendelkeznek. A MIP csalddon beliil van egy
jelentds un. FMRF-tipusu (végzddésii) peptid alcsoport (Phe-Met-Arg-Phe) (FMRF Related
Peptides; FaRP) ¢s mas néven olykor mioszupresszineknek (MS) is nevezik (Orchard és mtsai.,

2001).
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III. CELKITUZESEK

Az értekezés —a rovar-endokrinoldgian beliil- a neuropeptidek kutatasdban €s

hatdasmechanizmus vizsgalatok vilagabol két {6 teriiletet olel fel:

1. rész (IV, V, VI fejezetek): Tobb csoportba tartozo, kiilonféle neuropeptidek tisztitasa,
izolalasa és meghatarozasa kaposzta bagolylepkébdl (M. brassicae), valamint kapcsolodo
hatasvizsgalatok, legfontosabb biolodgiai jellemzdinek leirasa, klasszikus eszkozok felhasz-
nalasaval.(i.e: ,,Tobbfélét” egybdl megkozelités). Altalanossagban, egyébként létezik ,,aktivitas-
(adott szerkezetli peptid 1éte valosziniisithetd) peptid kutatas (Fonagy, 1994).

A feladat megvaldsitasa magaba foglal egyes bioteszt modszerek kidolgozasat vagy
tovabbfejlesztését, olyan szempontbol is, hogy késobb mas fajra ill. hatdsok vizsgalatara is
lehetdleg alkalmasak legyenek. Lipid €s trehal6z, valamint mioaktivitas tesztek hasznalata

heterolog (maés faj) ill. homoldg (azonos faj) rendszerekben.

2. rész (VII, VIII fejezetek): A PT pontosabban a PBAN neuropeptidek hatdsmechanizmusanak
részletes feltarasa a PG-ben, a feromonszintézis folyamatanak €s sejttani eseményeinek
Osszehasonlitasa selyemlepkében (B. mori) és kaposzta bagolylepkében (M. brassicae) a
legkorszerlibb eszkozok igénybevételével, a vizsgalati modszerek széles spektrumanak
alkalmazasaval. (i.e: ,, Egyfélét” tobbol megkozelités).

Cél volt, hogy a korabbi eredményeket kiindulasként felhasznalva részletesen feltarjuk a
PBAN hatasmechanizmusat, jelatadési rendszerét elsdsorban a selyemlepkében, valamint a
kaposzta bagolylepkében és ezért az alabbi megkozelitéseket valasztottuk:

- A folyamatban résztvevd enzimeket hagyomdnyos izolacidés modszerekkel ill. kozvetett
vizsgalati eszkozokkel meghatarozni és jellemezni;

- Farmakologiai agensek felhasznalasaval feltarni a jelatadas 1épéseit;

- Fény-, fluoreszcens- €s elektronmikroszkopia lehetdségeinek felhasznalasaval (klf.
vizualizacids metodikék) morfoldgiai megfigyelésekkel is ,,végigkdvetni” a feromon-
bioszintézisét;

- A prekurzorok és kozti termékek vizsgalata és azok kompartmentalizacioja;

- A PBAN sejtszintli hatasmechanizmusanak, a feromon-bioszintézis egyes 1épéseinek
figyelembevételével a folyamat modellszerii kidolgozasa a fenti vizsgélatok, valamint egyéb

vizsgalati eredményeinek segitségével.
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1. vész: KULONFELE NEUROPEPTIDEK TISZTITASA, IZOLALASA,
MEGHATAROZASA MAMESTRA BRASSICAE-BOL, VALAMINT
KAPCSOLODO HATASVIZSGALATOK

IV. FEROMONOTROPIKUS NEUROPEPTIDEK
IV/1. El6zmények

A rovarok szexualis kommunikaciojaban, ill. a sikeres parzas 1étrejottében a fajspecifikus
szexferomonoknak jelentds szerepiik van és a lepkék rendjén beliil igen elterjedtek (Tamaki,
1985). Az 1990-es évek elején is mar tobb szaz lepkefaj feromonja ismert volt (Arn és mtsai.,
1992), koztiikk a mezdgazdasagilag is jelentds kartevoé, a M. brassicae-¢é is (Z11-160Ac:
160Ac: Z9-160Ac; 90:10:1; Attygalle és mtsai, 1987).

Tekintettel arra, hogy a rovarok kozotti szexualis kommunikacioé névényvédelmi célokbol
torténd megzavardsara csak szintetikus feromonkészitmények alltak akkor (és még napjainkban
is foleg) rendelkezésre (klif. szexferomon csapdak) kézenfekvonek tiint és feladatul tiiztiik ki
olyan kutatasok folytatasat, ami —lehetéleg, maganak a feromontermelésének megzavarasa

révén— ujabb, kornyezetbarat, specifikus novényvédelmi perspektivakat nyit. A tavlati célt

crer

crcr

végezzik el M. brassicae-bol. A feromontermelés hormonalis irdnyitottsdgarol és a folyamat
részleteire vonatkoz6 kutatasok eredményeirdl —ugyanebben a fajban— a 2. rész VIII.
fejezetében irok.

Az els6 PT peptid elsddleges szerkezetét 20 ezer H. zea felhasznalasaval hatdroztak meg
(Jaffe és mtsai., 1986a; Raina ¢és mtsai., 1987, 1989, ez utobbi a tényleges végeredmény
kozlése). A peptidet Raina és Géade (1988) nyoman Hez-PBAN-nek nevezzik. A B. mori-bol
Kitamura ¢és mtsai. izolaltak a szintén 33 aminosavbol allo Bom-PBAN-I-et (1989), ill. a 34
aminosavbol all6 Bom-PBAN-1I-t (1990) (ez utoébbi egy R-aminosavval hosszabb az N-
terminalis végen). A Bom-PBAN-I larvakorban a vedlés utani melanizacio €s voros pigmentacio
folyamatat serkenté hormonként mitkodik (pigmentacids biotesztben; Matsumoto és mtsai.,
1990), igy ezt a hormont Bom-MRCH-nek is nevezhetjiik. Késébb Masler és mtsai. (1994)
izolaltak és azonositottak a 33 tagu Lyd-PBAN-t. A PBAN peptidek C-terminalis végei szek-
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vencia homolégiat mutatnak az inzulin jellegli ndvekedési faktor II-vel (Kitamura és mtsai.,
1989). Ezen feliil L. maderae-bdl, valamint L. migratoria-bdl izolalt MT hatdsu PK tipusu
peptidek C-terminalis végeivel is azonosak (egy aminosav kivételével) (Holman és mtsai, 1990)
¢s hasonlatossag talalhato a B. mori-bol izolalt DH is (Imai és mtsai., 1991). Sajat vizsgalatok is
bdségesen alatdmasztjak a PBAN/PK neuropeptidek pleiotropikus hatasait (Fonagy €és mtsai.,
1992¢, Matsumoto és mtsai., 1992b). Attorést jelentett a PBAN neuropeptid strukturat,
bioszintézist stb. illetden, hogy sikeriilt a Hez-PBAN molekularis klonozasa (Davis és mtsai.,
1992) is. A szekvenciat megszakitja egy intron a 14. aminosavnal. Erdekes modon a tényleges
Hez-PBAN el6tt talalhato egy 8 aminosavbol allo, mig utdna pedig egy 10 aminosavbol allo
peptid szekvencia. Mindhdrom peptid C-termindlis pentapeptid vége azonos. A révidebb
peptidek akar fliggetlen (pl. MT hatast, azaz, ez esetben peterakasi) folyamatokat is befolya-
solhatnak (Davis és mtsai., 1992). Matsumoto és mtsai. (1992b) pedig elészor azonositottak egy
18 aminosavbol allo6 PT-t a rizsragd bagolylepke (Pseudaletia separata) 1arvakbol (Pss-PT).

A lepkék imagoiban az agy €s az SOG a metamorfdzis soran egybeolvad €s egységes
struktirat alkot. Ezért kordbban ,,agyi faktornak™ nevezték a feromontermelést serkentd anyagot
(Raina és Klun, 1984), de ma mar tudjuk, hogy a termelés ténylegesen az SOG-ban torténik. Az
els6 megbizhat6 eredményeket immuncitokémiai eszkozokkel értek el. A Hez-PBAN ellen
termeltetett szérum segitségével H. zea ndstényekben az SOG hasoldali kozépvonalan talaltak
aktivan jel6l6do sejtcsoportokat. Hasonlo 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-terminalis végei
kozotti hasonlosag —FXPRLamid— ténye mindenképpen fontos (pleiotropikus hatés). Ez
megerdsiti azt a kozlést is mely szerint a M. brassicae-ben a feromontermelést minden
bizonnyal egy ,,agyi faktor” iranyitja (Bestmann és mtsai. 1989; Jacquin-Joly és mtsai. 1994).
eldzménynek voltak tekinthetok.

A hormon mennyiségére korabban csak a kivont anyag fej-ekvivalens ardnyaiban tudtak
kovetkeztetni, és ezek alapjan ugy talaltdk, hogy 1/8 fej-ekvivalens mennyiség mar képes
feromontermelést indukalni (Raina és mtsai., 1987). Szintetikus Hez-PBAN, ill. Bom-PBAN
segitségével ezek az eredmények H. zea-ban 0,5-1 pmol-nak (Raina és mtsai., 1991), mig B
mori-ban 0,13-0,5 pmol-nak (Kitamura és mtsai., 1989) adodtak in vivo koriilmények kozott.
Tovabbi pontositast immuncitokémiai és Enzim kapcsolt immunabszorpcids proba (Enzyme
Linked Immunoadsorbent Assay; ELISA); modszerek kombindacioja tett lehetove, igy a

himekben 5 pmol-nak, néstényekben 4,5 pmol-nak adodott a hormon a vandor bagolylepke, H.
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peltigera-ban (Gazit és mtsai., 1992). Tovabbi vizsgalatok soran H. zea-ban 0,1-0,2 pmol
mennyiséget mutattak ki a CC-CA komplexben (Kingan és mtsai., 1992). Jelentdés mennyiséget
talaltak a hasduclancban a fotoperidodus ideje alatt (azaz egyfajta tarolasrol van sz6?) az
egyébként sotétben aktiv H. zea-ban (Teal és mtsai., 1989), mig a tor-, potroh-, termindlis
potroh-ganglionban nem volt kimutathat6 mennyiség. Egy masik vizsgalatsor a gyapottok
bagolylepkében (H. armigera) pedig azt tarta fel, hogy a sotét fazisban jelentdsen tobb PBAN
talalhato a CC-ben és a tor-ganglionban, mig a fotdperiodus alatt a terminalis potroh-
ganglionban van nagyobb mennyiség (Rafaeli és mtsai., 1991).

A fenti, némileg ellentmondésos eredmények alapjan feltételezhetd, hogy tobbféle
irdnyitasi tipussal allunk szemben. A PBAN SOG-ban torténd termelddését, CC-ban valo
tarolddasat majd a vérnyirokba torténd periodikus kiiiriilését feltételezték eredetileg, mégpedig a
PBAN a CC-ben-ban vald eléfordulasa, majd in vivo tesztekkel bebizonyitott fluktuacioja a
termelddés, kiiiriilés, keringés alapjan. A feltételezések ellenére a vérnyirok nem mutatott P7T
hatast a H. zea-ban (Raina ¢és mtsai., 1991) de ezek az ,.,eredmények” metodikai elégtelenségbdl
is adodhatnak. Jurenka és mtsai. (1991a) viszont kimutattdk a vérnyirok PT aktivitast egy
sodromoly faj, Argyrotaenia velutinana néstényeiben. Ez utdbbi fajban az iranyitas
mechanizmusa azonban az atlagosnal is bonyolultabbnak tlinik, mert itt a hormon eldszor a
bursa copulatrix-ra hat, mely egy Un. ,,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 koztes
(medidlo) szerepét hangsulyoztak a PBAN kiltiriilésben (Cusson és McNeil, 1989). A V-betiis
aranybagoly (Trichoplusia ni) esetében pedig azt allitottdk, hogy nem all agyi/neurohormonalis
kontroll alatt a feromontermelés (Tang és mtsai., 1989). A H. zea-ban és egy mdsik vandor
bagolylepkefajban (H. virescens) alternativ utat javasoltak a hormonkiiiriilésre, nevezetesen,
hogy a hormon a hasduclancon szallitdédik az utolsé potroh ganglionig, mely idegi impulzusok
segitségével stimulalja a mirigyet (Teal és mtsai., 1989). Ezt a hipotézist az is erdsiti, hogy a
mirigyet behal6zo axondlis nyulvanyokat és azokban neuroszekrécios jellegii granulumokat is
talaltak (Christensen és mtsai., 1991). A pontos hatdshely kérdése a H. zea esetében —a
fentiekben leirtak ellenére— valtozatlanul eldontésre var, hiszen egyes eredmények szerint a
mirigy serkenthetd Hez-PBAN altal oly modon, ha atvagjak a hasduclancot, vagy eltavolitjak az
utols6 termindlis gangliont (Raina és mtsai., 1991). Christensen és mtsai. (1991) az ellent-
mondasok tisztazasara felvetették, hogy kétiranyu kontroll alatt 4ll a PG. Azon til, hogy
axonalis nytlvanyok halézzak be az utolsé potroh ganglion feldl, a mirigy rendelkezik PBAN

receptorokkal is.
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Két fajon, a H. armigera-ban és H. zea-ban peptideloszlasi vizsgalatokat is végeztek
napszaktol fliggden (Rafaeli és mtsai., 1993). Ezek az eredmények korabbi feltevéseket
erdsitettek meg, nevezetesen, hogy a PBAN folyamatosan szintetizalodik az agy-SOG komplex
részben, €s a fényperiddus alatt ott akkumulalodik. A sotét idészak kozeledtével a CC-be
szallitodik, és ezért csokken a szintézis helyén a hormon mennyisége. A sététben folytatodik a
hormon szintézise, ellenben folyamatosan iiriil a CC felé¢. Minekutdn az agy-SOG régioban
mindig (kortol, napszaktol fliggetleniil) tekintélyes mennyiségii hormon talalhato és a PG is
folyamatosan stimulalhato, igy feltehetd, hogy a kontroll mechanizmus kulcsmozzanata a
periodikus hormonkibocsatas (akar hasduclancba, akar kdzvetleniil a vérnyirokba). Ezen utobbi
mechanizmusok pedig kornyezeti hatdsokra (pl. fény/sotét) 1épnek miitkodésbe. A szabalyozas
tovabbi bonyolultsagara hivjak fel a figyelmet azok a H. zea-bol szarmazo6 eredmények, melyek
egy endogén feromon-szupresszios faktor (kb. 6 kD peptid) jelenlétét igazoltak (Teal és mtsai.,
1990). Ez a faktor a PBAN kibocsatast vagy hatasat befolyasolhatja.

Korabban emlitésre keriilt, hogy a H. peltigera himekben is jelentés mennyiségti PBAN
volt (Gazit és mtsai., 1992) de nem tisztazott a funkcidja. Lehet, hogy ,,him szexferomon”
termelést serkent, mert egy vizsgalat szerint pl. a H. virescens himek termelnek ilyen anyagot
(Teal és Tumlinson, 1989). Ez utdbbi példa is érzékelteti, hogy egyetlen hormon is tobbféle
funkciot lathat el fejlédési allapottol, nemtdl stb. fiiggéen (Matsumoto és mtsai., 1990).

A kutatasok folyaman szamos in vitro biotesztet is végeztek, melyek a PG-t, pontosabban
a feromontermelést a testtdl izoladlva, médiumban vizsgaltdk hormon (vagy egyéb anyag/ok/,
farmakokemikaliak) jelenlétében. Ilyen vizsgalatok segitségével bizonyitottak, hogy a PBAN
elsésorban kozvetleniil 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 tropusi lapibagolyban (Spodoptera
litura) (Fonagy és mtsai., 1992b) stb.

Fot6: Nagy Z. Laszlo

Kaposzta bagolylepke (Mamestra brassicae) néstény a tapnovényen
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IV/2. Anyag és modszer

IV/2/1. Felhasznalt rovarok/torzsek

M. brassicae: A rovarokat (sajat gylijtés) az MTA NKI Julia majori telephelyén kiilon tenyésztd
szobéaban neveltiik (23+1°C~ 55% Rh., 18:6 L.D) félszintetikus tapon (Nagy, 1970) . A babokat
szexalast kovetden kiilon valasztva keltettiik, majd 10%-0s mézes vizzel itattuk az imagokat. A
PT bioteszthez a vizsgélatot megeldzden 24 6rdval dekapitaltuk a ndstényeket ezzel biztositva
PT neuropeptid ,,mentességet” és ezen keresztiil a feromontermelés felfiiggesztését. Sok esetben
a levagott fejeket hasznaltuk fel az agy-SOG szovet mintagytiijtéshez (Isd. IV/2/3.).

H. virescens: A rovarokat a Center for Medical, Agricultural and Veterinary Entomology,
USDA-ARS, Gainesville (Florida, U.S.A.) allathazaban tenyésztették (25+2°C, ~65% Rh. 12:12
L:D). A babok szexalasat kovetden a himeket eltavolitottak, majd a kibujast kdvetden a

ndstényeket 5%-os cukros vizzel itattak.

IV/2/2. Alkalmazott in vivo biotesztek a PT aktivitas vizsgalatira

Az alkalmazott biotesztek a szekvencialisan ¢és szisztematikusan tisztitott bioldgiai mintak
PT aktivitasanak nyomonkdvetését szolgaltak eloszor M. brassicae, majd H. virscens
ndstényekben vizsgalva. A beszaritott vizsgalando tisztitott mintat 10ul vizben feloldva
injektaltuk az el6készitett tesztallat potrohaba, majd megfeleld id6 elteltével (M. brassicae, 1,5
ora; H. virescens,| ora) levagtuk a PG-t (tojocsOvel) és n- hexanban kivontuk a feromont, majd
mennyiségileg meghataroztuk. Ezen keresztiil a kezelés ill. a kivont anyag bioldgiai aktivitasa
értékelhetd. Minden esetben vizet (negativ kontroll) ill. szintetikus Hez-PBAN-t (pozitiv
kontroll; Sng/allat) is injektaltunk.

A feromontermelés serkentését vagy annak elmaradasat —azaz kivonatok biologiai
aktivitasat— a M. brassicae esetében el6szor egy gyors eljarassal is sikeriilt tesztelni. A
vékonyréteg kromatografias (Thin Layer Chromatography; TLC) modszerrel mar harom
ndstény dsszevont PG extraktumabol (50ul n-hexdnban) jol értékelhetden kimutathato a
feromontermelés. A TLC lapokat az alapvonalra torténd felcseppentést kdvetden
diklormetan:toluol (5:2) elegyben futtattuk, kénsavban oldott vanillinnal lefujtuk, majd és
100°C-on hevitettiik, vagy telitett jodg6zben lathatova tettiik. Ezt kovetden az eldhivott TLC
lapokat beolvastuk (scanner-rel) és igy tarolhatokka is valtak az eredmények (5. abra). A
feromon-fékomponens (Z11-160Ac) standard segitségével értékelhetd és ,,mérhetd” volt a
feromontermelés valtozasa. Megéallapitottuk, hogy ez a mdédszer nagyon alkalmas a sorozat-

vizsgélatra, miel6tt a munkaigényes €s nem utolsdsorban igen draga gézkromatografias (GC)
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meghatarozas modszerét hasznalnank az el6tisztitott mintak/frakciok biologiai aktivitasanak
nyomonkdvetésére. A modszer validalasara ill. a tisztitas késébbi fazisdban hagyomanyos GC
mérést is végeztiink Hewlett-Packard 5890 miiszeren (MTA NKI Julia major) korabbi leiras
alapjan (Jacquin-Joly és mtsai., 1994).

A H. virscens nostényeket egy egyiittmiikodés keret¢ben (MAKA, JFNo: 93/356)
hasznaltuk a tisztitott mintak bioldgiai hatékonysaganak vizsgalatara ugyanis az U.S.A
tertiletére €16 M. brassicae nem vihetd be. A PT/PK-k kozismert kereszt-reaktivitdsara
alapozottan (Fonagy és mtsai., 1992¢) azonban a H. virscens is megfelelonek bizonyult, mert a
Magyarorszagon biologiai aktivitast mutatd valamennyi minta aktivnak mutatkozott a masik
tesztallatban is. A sziiz néstényeket 2-3 napos korukban meghosszabbitott fotofazisban
hasznaltuk a tesztekhez, ugyanis ekkor szervezetiikbdl (vérnyirok) kitiriilnek a P7 neuro-
peptidek, ezért nem termelnek feromont sem (fokomponens: Z11-16:Ald). Az in vivo kezelést
kovetden a PG-t levagtuk, kiilon-kiilon n-hexdnban kivontuk a feromont, majd GC automatikus
sorozat mérésre elokészitettiik. A méréshez szintén Hewlett-Packard 5890 GC-t hasznéltunk és

korabban leirtaknak megfelelden mértiik és értékeltiik az eredményeket (Teal és mtsai., 1993).

IV/2/3. Agy-SOG komplex boncolasa, szovet kivonas (extrakcio) és eldtisztitasok

Osszesen mintegy 3200 imag6 (1-3 napos) néstény agy-SOG komplexet boncoltunk ki és
szazas egységekben polipropilén centrifuga csdbe (jégen) 1M-os ecetsavba (5ml) gytijtottik. Az
idegszoveteket tartalmazo egységeket homogenizaltuk, majd szonikaltuk. Ezt kovetéen
haromszori centrifugalas (5000 rpm) kovetkezett, az tiledéket pedig még kétszer 2ml ill. 1,5 ml
1M-os ecetsavval atmostuk, a feliiliszokat egybegytijtve.

Az dsszegyljtott feliilliszot szilard fazisu kivonasnak (Solid phase extraction; SPE)
vetettiik ald. Ehhez Baker WP Carboxyl Acid kation cseréld toltetet hasznaltunk, melyet el6szor
3-4 ml AcNi majd 6 ml 10%-nyi AcNi-t tartalmaz6 1M-os ecetsavval kondicionaltunk. Ezt
kovetden felontottiik a feliiliszot a kis oszlopra. Az atfolyd anyag Osszegytjtése utan (1.
csoport) aktiv lemosassal (50ml 10%-nyi AcNi-t tartalmazd 1M-os ecetsav) Gjabb frakciot
szediink (2. csoport), végiil pedig ugyanazon folyadék fazissal (eluens) —ami emelkedd
mennyiségii NaCl-ot (0,25-1M) tartalmazott— szintén mostuk (tobb alcsoportot tartalmazo 3.
csoport). Valamennyi frakciot 0,1%-os trifluorecetsavval (7FA) higitottuk, majd kondicionalt
Cis-as Sep-Pak toltetre vittiik fel. A lemosast 0,1% TFA-as vizzel kezdtiik, majd felvaltottuk
0,1%-0s TFA-s 50%-0s AcNi-rel. A frakciok felfogasat kovetve a mintakat liofilizaloval

szaritottuk, majd in vivo M. brassicae biotesztnek vetettiik ala (IV/2/2. pont).

_27 -



l. rész IV. FEROMONOTROPIKUS NEUROPEPTIDEK

Az elsddleges tisztitast kovetden elvégzett PT aktivitas biotesztek eredményeit kovetden, a
tovabbiakban csak az 1-es és 2-es csoport tovabbtisztitdsa mellett dontottiink. A kdvetkezd
1épcsdben szolid reverz fazist Baker WP Butyl C,tdltetet hasznaltunk, melyet el6szor 0,1%-0s
TFA-s AcNi-el, majd 0,1%-0s TFA-s vizzel kondicionaltunk. A tisztitando6 frakcidkat azonos
térfogatt 0,1%-o0s TFA-val higitottuk, majd felvittiik az eldkészitett oszlopra. Az oszlopot
emelked6 0,1% TFA-s (5-10-20-40-60-100)%-o0s AcNi-el lemostuk, valamennyi frakciot kiilon
gyljtve (melyek elnevezése 1.05; 1.10; ill. 2.05; 2.10 stb.). A frakciokat beszaritottuk, majd
ujabb in vivo M. brassicae biotesztnek vetettiik ala (IV/2/2. pont).

IV/2/4. HPLC elvélasztas €s tisztitas

A homoldg biotesztek alapjan minddssze 4 frakcio kertilt kivalasztasra melyet HPLC
elvalasztasnak és tovabbtisztitasnak vetettiink ald. Az els6 oszlop esetében kétpumpas, manualis
injektalasa, Beckman HPLC rendszert hasznaltunk UV/1athat6 detektorral (System Gold 166),
mig a kovetkez6 kettonél Waters (Model 510) rendszert, mig az utolsénal egy specialis LDC
Biochrome négypumpas komplett HPLC egységet.

Az elsé elvalasztas soran forditott fazisu (Reverse phase; RP) Vidac C;(300A porus)
oszlopot hasznaltunk (viz/4cNi/0,1%-0s TFA tartalmu elticios gradiens). Megvizsgaltuk a
frakciok biologiai aktivitasat €s ez alapjan a tovabbtisztitas céljara a legaktivabbakat
kivélasztottuk, az egybeesoket egyesitettiik, majd bekoncentralds utan ismét frakcionaltuk
ugyanazon az oszlopon, ez esetben 0,1%-os heptafluorvajsav /HFBA/ tartalmu viz/AcNi elucios
gradienssel. A legaktivabb frakciok tovabbtisztitasara harom tovabbi oszlopot hasznaltunk: RP-
Vidac Cs, Syn. Chrom., Narrow bore C;s oszlopokon viz/AcNi /TFA tartalmu/ elucios normal és
in. inverz gradiens alkalmazasaval RP-Altech Adsorbosphere phenyl (80A porus) oszlopot
hasznaltunk az eredeti modszer moédositasaval (Teal és Nachman, 1994). Az elvalasztas rész-
letes koriilményei a 6. (a-d) abra megfelelé kromatogramjai alatt talalhatok meg. A frakciokat

kétpercenként gyljtottiik automatikusan ill. a két utolsé oszlopndl mar manualisan.

IV/2/5. Szerkezet-meghatarozas

A végso tisztitast megeldzoen (Isd. el6zd pont) tajékozodasképpen az aktivnak bizonyulod
frakcidt gyors atom bombézas tomegspektrometrids (Fast Atom Bombardment; FAB-MS)
vizsgalatnak vetettiik ald. Tekintettel arra, hogy a minta nem bizonyult kellden tisztanak ezért
szlikséges volt egy utolso tisztitasi eljarasra. Az aktiv frakciodt ezt kovetden MS-el még egyszer
megvizsgaltuk, végiil pedig standard Edman-degradacios modszerrel meghataroztuk az

aminosav sorrendet.
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IV/2/6. Kompetitiv ELISA vizsgéalatok

Tekintettel arra, hogy nem sikeriilt szerkezet meghatarozast végezni a Narrow bore Cs
oszlopon torténd tisztitast kovetden néhany, szintén aktivnak mutatkozo frakcion, igy azokkal
legalabb a feltételezhetd C-terminalis végiikre vonatkozo hasonlosag miatt —tajékozodas-
képpen— egy un. kompetitiv ELISA tesztet végeztiink el.

Az ELISA tesztek roviden a kovetkezdkben foglalhatok dssze. Szintetikus PBAN-Keyhole
limpet hemocyanin complexet hasznaltunk antiszérum termelésre (immunizalas). Kétszaz pl 0,1
M Na,COs-ot vagy 0,1 M Na,CO3 0,4 pmol tartalmt Hez-PBAN-t adtunk a valyukhoz és a
talcakat 8°C-on tartottuk egy éjszakan at. Ezt kovetden a talcakat haromszor atoblitettiik Tween-
t tartalmazo foszfat puffer sboldatban (Phosphate buffered saline; PBS) (0,15M NaCl 50 mM
Na,HPOy4; pH=7,25; 0,05% Tween-20). Minden valyut feltoltottiink 200 pl-nyi blokkoloval
mely 1% zselatint tartalmazott majd 35°C-on 1,5 6ran at inkubaltuk PBS-Tween mosas el6tt. A
higitott antitesteket (1:1000 PBS-ben) Hez-PBAN-nel (0,03-0,30 pmol) vagy a HPLC tisztitott
frakciokkal inkubaltuk (kb. egy agy-SOG ekvivalens) 1 6ran at 26°C-on gyenge razassal.
Inkubéciot kovetden az antitest keveréket hozzaadtuk a valytkhoz majd ismét ¢jszakai
inkubacio kovetkezett 8°C-on. Végiil az ELISA talcakat PBS-Tween-el mostuk és 200 pl alkali-
foszfatazzal konjugalt goat anti-rabbit IgGs (1:2000 steril PBS-ben) keriilt hozzdaddsra minden
valyahoz. A talcakat tovabbi 1,5 6ran at 35°C-on inkubaltuk, majd haromszor mostuk PBS-
Tween-ben. Szazdtven pl 1,0 mg/ml p-nitrofenil-foszfat- diethanolamin puffert adtunk a
valyukhoz és végiil a talcakat egy 6ran at szobahémérsékleten tartottuk. A reakcio leallitasa utan

a valyukat 405 nm-en olvastuk le ELISA olvaséval.

IV/3. Eredmények

IV/3/1. Alkalmazott in vivo biotesztek a PT aktivitas vizsgalatira

Uj eredményként konyvelhet6 el és a gyakorlatban igen hasznosnak bizonyult a M.
brassicae-ben kidolgozott PT aktivitas bioteszt (gyorsteszt), amelynek segitségével TLC
lapon torténo futtatas majd vizualizacioval jol értékelhetden teszteltiik a Klf. tisztitott
frakciok biolégiai aktivitasat. Ezzel a modszerrel kivaltottuk a koltséges és munkaigényes
GC-vel torténd feromon-fokomponens (Z11-160Ac) vizsgalatat (Isd: Anyag és Médszer,
IV/2/2.). Egy jellegzetes sorozatvizsgalat (TLC lapon) kontrasztositott képe az 5. dbran lathato.
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5. abra: A hormontartalmu tisztitott mintdk P7 hatasanak vizsgalata 7LC lapokon.

A PG-ben termel6dott feromon mennyiségét (azaz a tisztitott minta bioldgiai aktivitasat) a felvitt 5-7 pl-nyi
Z11-160Ac standard (M. brassicae feromon fékomponense) alapjan hataroztuk meg. A sorszamozasbol
latszik, hogy az egyik vizsgalt frakcid sorozat 10., de elsdsorban 11. szdma mintdja egyértelmi bioldgiai
aktivitassal rendelkezik. A futtatd elegy: diklormetan:toluol; 5:2 volt

IV/3/2. A Mab-PT izolacidja és meghatarozasa

Az agy-SOG komplexbdl a tisztitas és izolalas soran tobb PT aktivitdssal rendelkezd
frakciot is sikertiilt talalni, de a tobblépcsds tisztitasi folyamat és a korlatozott mennyiségben
rendelkezésre all6 extraktum miatt végiil csak egyetlen neuropeptidet izoldltunk ill. tovabbi
hasonl¢ 1étére kovetkeztettiink a kompetitiv ELISA segitségével (Isd. IV/3/3.).

A Baker WP Carboxyl Acid SPE tolteten torténd tisztitast kovetden harom f6 csoportba
kiilonitettiik a kivonatokat, de biologiai hatasat tekintve az 1. csoport (els6 atfolyas) volt a
legaktivabb. Ezért tovabb tisztitds szempontjabol ez volt a legigéretesebb. Az 1. és a 2.
csoportot Baker WP Butyl C, oszlopon tisztitottuk emelkedd AcNi koncentraciot alkalmazva a
lemosas sordn (5-100% AcNi). Az szamozas alapjan az 1.20; 1.40; 1.60 ill. a 2:40-es frakciok
bizonyultak aktivnak. A tovabbi tisztitas részletei azonban mar csak az ,,1.40”-es mintan keriil
bemutatasra.

Az ,,1.40”-es mintakat egyesités utan, bekoncentraltuk, majd alavetettiik az els6 HPLC
tisztitdsnak. A Vidac Cs-es oszlopon TFA ionpar-képz6 alkalmazasa esetén a jeldlésnek
megfelelden tovabbi harom bioldgiailag aktiv régiot (A, 70-76 perc;B, 76-82 perc;C, 82-88
perc) talaltunk (6. a. abra). Az ,,A” frakciot tovabbtisztitva ugyanezen az oszlopon, de HFBA
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ionpar-képzo hasznalataval egy kimagasldan aktiv frakcidt nyertiink (A39;78-79 perc; 6. b.
abra).

Az ,,A39” mintat ezt kdvetden egy Vidac Cs-as oszlopon tisztitottuk 7FA-t hasznalva (és a
tovabbiakban is). Mint azt a 6. c. abran jeldltem a ,,25-267-os frakcio volt aktiv (52. perc).
Végiil a Syn. Chrom. Cs-as oszlopon futatott mintaban a ,,16” frakcid bizonyult aktivnak (54.

perc; 6.d. abra).
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0.1 AUFS
0.05AUFS

6. abra: M. brassicae PT peptid RP-HPLC tisztitasi és izolalasi folyamat kromatogramjai.
UV-detekci6:225 nm a. és b. kromatogramon. a: Vidac C, oszlop (A=5% AcNi; B=60% AcNi 0,1%TFA; 0-
100%B 120 perc alatt; Iml/perc). b: Az A régio tovabbtisztitasa Vidac C, oszlopon (A=5% AcNi; B=60%
AcNi 0,1%HFBA; 0-100%B 120 perc alatt; Iml/perc). UV-detekcié: 210 nm c. és d kromatogramon. c: A
»39” frakcio tovabbtisztitasa Vidac Cg oszlopon (A=15% AcNi; B=35% AcNi 0,1%TFA; 0-100%B 120 perc
alatt; 1ml/perc). d: ,,25-26” frakcid tisztitdsa Syn. Chrom. Narrow bore C;s oszlopon (A=15% AcNi; B=35%
AcNi 0,1%TFA; 0-100%B 120 perc alatt; 0,3ml/perc).

A 6. d. ébra ,,16” frakciojat MS analizisnek vetettiik ald, de sajndlatos médon szamos
szennyezOdés nem tette lehetdvé a tiszta tomeg spektrum leolvasasat, ami egy végso tisztitast
tett sziikségessé (tovabbi jelentds anyagveszteséget okozva). Ezért valasztottuk az un. ,,inverz
gradiens” alkalmazasat, melynek eredményeképpen tiszta frakciot nyertiink, ami alkalmas volt

FAB-MS analizisre, de a pontos aminosav analizishez nem volt mar elegend6 az anyag.
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7. dbra: Az inverz gradiens segitségével véglegesen tisztitott Mab-PT FAB-MS-el torténd meghatarozasa.
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A peptid molekulaion tomegét 2137,6 m/z- nek (FAB-MS) allapitottuk meg, ahol
egyetlen tiszta cstics adodott a spektrumon.(7. dbra). A fenti FAB-MS eredményt is figyelembe
véve Edman-degradacioval probaltuk meghatarozni az 4j PT peptid szekvencidjat. A javasolt

szekvencia a kovetkezo (a dolt betiis aminosavak bizonytalansagot jelolnek):
Mab-PT: SLAYVQKVFENVEFVPRLamid. (v6.: VI/3/2. Eredmények).

A javasolt aminosav sorrendre azonban a kapott molekulatomeg és mas hasonld

szekvenciak alapjan is kovetkeztettiink.

IV/3/3. Tovabbi Mab-PT-k kimutatasa kompetitiv ELISA-val

A fent bemutatott 18 aminosavbol allo Mab-PT-n kiviil még tovabbi biologiailag
aktivnak mutatkozo frakciokban ELISA-val is kimutattunk PT peptideket, ami egyértel-
mien arra utalt, hogy volt(ak) benne olyan neuropeptid(ek) melynek C-terminalis vége
FXPRLamid.

Pozitiv eredményt kaptunk a Baker WP Butyl C, aktiv frakciokkal (1.20; 1.40; 1.60 ill.
2:40), tovabba az ,,1.40”-es tovabbtisztitasabol szarmazo és aktivnak bizonyuld A, B és C
frakciokkal. Ezen alapjan valamennyi vizsgalt frakcioban talaltunk olyan peptidet, amelyik a
jellegzetes PK tipusu C-termindlis pentapeptiddel rendelkezik, ami egyben kozvetett bizonyiték

a Mab-PT &ltalunk javasolt C-terminalis végére is.

IV/4. Megvitatas

A 18 tagl PT hatast peptidek korében a meghatarozas bejelentése (Fonagy és mtsai.,
1996), majd a kés6bbi kozlés idejében is (Fonagy €s mtsai., 1998) ez volt az elsé (és ez a mai
napig érvényes érdekes modon!), ténylegesen adultbol szarmazd, valddi izolacion és tisztitason
alapul6 neuropeptid azonositas. Korabban minddssze a P. separata larvakbol izolalt 18 tag
Pss-PT volt ismert (Matsumoto és mtsai., 1992a), mely szintén hordozza a jol ismert
FXPRLamid C-terminalis pentapeptidet és melynek koszonhetden tobb bioteszt rendszerben is
aktivnak bizonyult, tehat pleiotropikus. Teljes PBAN-ek tekintetében pedig csak Hez-PBAN
(Raina és mtsai., 1989), Bom-PBAN I-1I, (Kitamua ¢és mtsai., 1989, 1990) és a Lyd-PBAN
(Masler és mtsai., 1994) voltak ismertek és klasszikus kivonasi és tisztitasi eljarassal egyébként
az6ta sem hataroztak meg jabbat. Molekularis bioldégiai modszereken alapuld vizsgalatok

alapjan mindossze a B. mori-ban (Sato €s mtsai., 1993) és a H. zea-ban (Ma €s mtsai., 1994)
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ismertiik a PBAN, valamint kapcsolodo peptideket kodolo teljes prekurzor protein génjének
valoszintisithetd szerkezeteit, melyekre altalanosan elmondhato, hogy egy a-, B-, PBAN-,
valamint y-peptidszakasz egységbdl all. Az a-szakasz 7 aminosavbdl all, a B-szakasz a 18
aminosavbol all6 egység, a PBAN 33-34 aminosavbol, mig a y-szakasz 8 aminosavbol épiil fel
(2. tablazat). Klonozassal €s eldrejelzéssel azota ismertté valtak a H. assulta (keleti dohany-
moly), M. brassicae, Agrotis ypsilon (ypszilon bagolylepke), S. litura és Plutella xylostella
(kaposztamoly) fajok fent nevezett teljes gén szakaszai, igy szekvencidjuk is, melyeket a
szerzOkkel egylitt a 2. tablazaton mutatok be dsszehasonlitas végett.

Megallapithato, hogy a Hez-PBAN ¢és a Bom-PBAN-I tényleges aminosav szekvenciaja és
a klonozas alapjan talalt szekvencia kozott nincs kiilonbség. A 18 tagt un. -szakaszok esetében
ilyen jellegli 6sszehasonlitdsra azonban nincsen lehetdség, mert vagy hagyoményos kivonas és
aminosav szekvenalasi eredmények allnak rendelkezésre (P. separata), vagy molekularis
biologiai eszkdzzel eldrejelzett javasolt aminosav szekvencidra vonatkozo adatunk van (Isd. 2.
tablazat). Ez aldl egyediil a M. brassicae a kivétel, ugyanis mindkét moédon ,,meghatarozott”
szekvenciat ismerjiik, de harom pozicidoban azonban eltérés mutatkozik, de ebbdl két helyen
azonban, esetlinkben, az Edman-meghatarozas mast mutatott ki és csak egy helyen van
tényleges bizonytalansag. Sajnalatos, hogy a tobbi tisztitott peptid frakcid vizsgalatat/
meghatarozasat nem tudtuk elvégezni pedig az Eredmények alapjan (IV/3/3.) ELISA-val
egyértelmiien kimutattuk, hogy tovabbi FXPRLamid végli neuropeptideket vontunk ki, melyek
kozil egyik-masik bizonyéra a fent bemutatott hosszu gén szakasz termékei lehetnek, de az is
valoszinlsithetd, hogy a pleiotropikus hatas révén esetleg primer médon inkabb MT peptidek.
Ezek 1étére tovabbi bizonyiték a VI. fejezetben bemutatott eredmények.

A fentiek alapjan és a kozismert kereszthatas miatt, megallapithatd, hogy sok rovar, —vagy
esetlinkben példaul a lepkeféléken beliil- hordoz homoldg gént mely tobb, révidebb-hosszabb
C-terimalisan azonos, de funkcidjaban mégis eltéré neuropeptidet kdédol. Szemben a magasabb
rendiiekkel jonéhany neuropeptid keletkezik akar egyetlen SOG Ns-ben jelentdsebb valtoztatas
nélkiil a poszt-transzlacios folyamatban, de hatasuk térben (him és néstény kozotti kiilonbség)
¢s iddben (pl. larvakori vagy iméago) elkiiloniil és ezért még az is valdszinii, hogy receptoraik
igen hasonloak. A szabalyozas tehat akar kiilonboz6 ,,0sztalyozas”, ,,csomagolas” és
,»ceélbajuttatas” révén is befolyasolodik.

Az eredmények fényében érdemes kitekinteni a gyakorlati alkalmazhat6sag iranyaba és

ennek koszonhetden a feromon-bioszintézisbe torténd beavatkozas reményében a két leg-

-34 -



ueldefe sezouop] mas euAANZS PayIsnUIZso[eA/Paz[ala10[a Xapwm os[a) q
TeSSEZOR)LT[BAUT PUALIOS ARSOUIIIE OTI2)10) HOPOUE SOATIRTIOAS ] U2 SEJYZST) §2 SLTOATR] OU2)I0) [0Q)IA0ZS XIPUN 0S[a] &
Toral yepudadeynad sqermun)- 5 pran THIVA Ze Yarapjeey] poyse)sea v apndadoman nsndny g 04 ¥ dezepqe) 7

IV. FEROMONOTROPIKUS NEUROPEPTIDEK

1. rész

(§007) o0 52 32T

PR TIISANIL -

pijaIsollc g

(7007 “Tesyu 52 se1sas[ PTETIASANINL SIpAO] S =
(866T) < esym 52 Ajor-tmboaef PORTIISININL FDOISSLIG T m olo
(666T) “Tespu 52 sppodng PORTIISININL /- uofisdi " ES:
(66T) TEs) 53 107]) PR TIISININL pImSs [ 5=
(FGGT) TespU 52 ey PUETIISANIALL ~ Doz [ =

(TGGT) " Tesyu 52 oueme™] LR TIISISIL - Loui g

(s007) oog 52 22T LU TIISILOVIVATIHILI AAAIIY IOS I T pjeoid d
(TOOT) “mesyur 53 se1S9[3] PUETIISAUILISAIO AdATIR THOAQY ALY INAAY'T sipdoni g M
(86GT) “tesyu s3 Ajop-tmboef PUETIISA LIS AIOAAALLUNIOAY ALY ANAAY T BUISSDAG ] e
(66GT) " Tesju 52 spaprodn g PR TII S I LISAOAdAIIAINAO AV LY ALAAY'T wopisdi -
(PGGT) “Tespu 53 Ja[sey[ PR TIISA U INISAOAIA LT N TOAVILLY JNAAV'T pdsip "] 2
(6S6T) “Tes) 53 eInuue)rs PR TIASL LIS ANAAII IO ANAO AV ALY dINAHS T Low g =
(S66T) “esjuu 82 107 P TIASA LIS AOIdIOTANIO AV ALY INAAS T DYNSSL "L &

(6SG6T) sy 53 eumeyy PR TALSI LTS AIOAJAOIAINIO AV ALV IINAAS T naz [f

(s007) oo 53 32 LT TIALATASOOOTAAVN 4 ppjes0dx g

(700T) “wsnu sa se1safs] P TIALIANANAANTAAAY TS 4 SHDIOTI K
(ZG6T) “Tes)ur s3 o)oums)ey P TIILAAANTANIOORS T 4 viindos =
(8661) “"TESIUI $3 ASLUO P T IATLANTIA O ALYTS 4 aIISSDAG T\ M %
(S66T) * Tesym 52 Ko g-umboef PO T LA \NALNIAAAYTS 9 BDI5ED4q J 2 _m
(666T) “Tesyu sa spppodngg PO TIITIANNTINCIAAASTS 4 uojisdi m =
(S66T) “es)u 83 107 P T LAANANAAS IAARYTS ¢ Dymssy H m

(F6GT) “Tespu 53 ey P T LIANANAAS IAAAYTS ¢ nez 'L

(£66T) “Tesy 53 0jeg PR TIAAA TSHHLOITIVAST ¢ Lo g

(s007) oo 52 22 P TIIT AT © pJ1e3s0dx g
(700T) “Tesyu 2 sersa[sy LU TILLATN P SHpAOR 'S ok
(866T) “esym 52 Ajop-tmbaef e T ALATN P FDOISELLG P m e
{(666T) “Tesyu 53 sppodng PUUETIITATA P uojisdi m _m
(86GT) “Tesyur 53 To1]) MU LLALN © pImsse g 5 =
(FGGT) * TeSRU 53 eJy[ PIUCTIJLATN P paz [ a =

(TG6T) s 52 oueme™] PYLLLLLEL % O 0 Lo g

-35-



l. rész IV. FEROMONOTROPIKUS NEUROPEPTIDEK

ismertebb kutatési irany a PBAN peptidomimetikus antagonistak, ill. a PBAN pszeudopeptid
analdgok tervezése €s tesztelése. Az elsd megkozelités és annak szélesebb korli kidolgozasa a
Substance P gerinces neuropeptid analdgidja alapjan késziilt (Gilon és mtsai, 1991). A rovar
PBAN/PK csoportra Altstein és mtsai. (2000) dolgoztak ki eljarast. A peptidlanc meghatarozott
szakaszanak ,,gylriibe zarasan” vagy ,,fej-1ab” ciklizalasan alapulé médszer (Backbone cyclic
neuropeptide-based antagonist; BBC-NBA) roviden az alabbi Iépcsoket jelenti:

1). A kivant funkciod (ez esetben feromon-bioszintézis) irdnyitasaért felelés neuropeptid
azonositasa; 2). A peptiden belill a legrovidebb szakasz behatarolasa, amely a kivant hatasért
felelds (lehetdleg a természetes peptid dozistartomanyaban); 3). Az el6z6 eredmény alapjan egy
,»vezér” antagonista felfedezése/eldallitasa; 4). Egy potencialis BBC antagonista eldéllitasa,
amely nem agonista hatasu; 5). Az antagonista hatasért felelds struktara pontos meghatarozasa;
6). Egy inszekticid prototipus eldallitasa (szintézis, formazas, kiprobalasra alkalmas stb.) amely
kis molekulastulyu, metabolikusan stabil, kutikulan és/vagy bélen atjut, szelektiv hatasu,
valamint nem utolsésorban koltségkiméld. Ez utobbi elvarasoknak azonban csak olyan
molekula szerkezetek tudnak megfelelni, amelyek térszerkezete nem rugalmas/flexibilis, hanem
erdsen kotott és ezaltal stabil, amit eddig a BBC modszerrel értek el legeredményesebben (Gilon
¢és mtsai., 1991).

A masik megkozelités, a PBAN pszeudopeptid analog kifejlesztése Nachman és mtsai.
(1996b.) nevéhez fizédik. Az alapkoncepci6 szerint olyan védelemmel kell ellatni a szintetikus
aktiv peptidszekvenciat, amelyik megkonnyiti a polaros molekula atjutasat az apolaros kutikula
lipid matrixon, valamint ellenall a bél és vérnyirok peptidazainak. Példaként emlitendd az az
eljaras, amikor kiindulasként az FTPRLamid C-terminalis aktiv szekvencidban a fenilalanin
fenil gytirtijét egy hidrofob karboranil "(2-karboranecetsav; Che) taggal helyettesitették
l1étrehozva a Che-TPRLamid molekulat (Nachman és mtsai., 1996b), amely a célallatba
injektalva még az eredeti PBAN molekulanal is hatdsosabbnak bizonyult. Tovabbi amfifilikus
analog esetében a hidrocinnamil-TPRLamid szuperagonista hatast mutatott, mig a 9-fluorén-
acetil-FTPRLamid és a 1-pirénbutiril-FTPRLamid pedig 20 o6ran keresztiil aktiv volt, ugy, hogy
a topikalis kezelést kovetden a molekulak kitlinden atjutott a hidrofob kutikuldn (Teal és
Nachman, 1997). Egy tovabbi fejlesztéssel, a kornyezet terhelése szempontjabol az amfifilikus
analogoknal még jobb megoldast talaltak, kiilonb6z6 Fa-k (a révidebbek hatékonyabban
atjutnak a kutikulan), valamint kolin-sav beépitésével a peptid lancba (Nachman és mtsai.,

2001).
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V. ADIPOKINETIKUS NEUROPEPTIDEK

V/1. El6zmények

Az els6 eredmények arra vonatkozolag, hogy a rovarokban foly6 belsd anyagcsere
eseményel, nevezetesen a szénhidrat mobilizacio a csotanyban (Steele, 1961) ill. a zsirok
lebontéasa tobb saska fajban hormonadlis irdnyitottsag alatt allnak (Beenakkers, 1969; Mayer és
Candy, 1969) mar a mult szdzad hatvanas éveiben nyilvanvalova valtak. A CC-bol készitett
nyers kivonat hatasait vizsgalva in vitro Gin. glukagon hatésara jellemz6 elvaltozast
eredményezett a csotanyban, hiszen jelentdsen megemelkedett a vérnyirok trehaloz szintje, mely
alapjan HrTH ,.faktornak” is nevezték. Az egyiptomi vandorsaska, Schistocerca gregaria,
valamint L. migratoria saskdkban a mirigy kivonat viszont a lipid szintjét emelte meg a
vérnyirokban jelent6sen injektalast kovetden ezért itt adipokinetikus ,,faktornak™ nyilvanitottak.
Ezt kovette 1976-ban Stone és mtsai. altal 3000 CC feldolgozéasaval hagyomanyos elvalasztasi
technikakon alapul6 izolacids munkéja, melynek eredményeképpen azonositottak egy
dekapeptidet —az els6 metabolikus neuropeptidet—, amit késébb Lom-AKH-I-nek neveztek el. A
peptid szerkezete (1. tablazat) jelentds azonossagot mutat a korabban egy rakfajbol (Pandalus
borealis) 1zolalt voros pigmentaciot serkentd neuroepeptiddel (Red pigment-concentrating
hormone; RPCH) ezért a késdbb azonositott metabolizmusért felelds neuropeptideket
egylittesen AKH/RPCH csaladnak is nevezik, bar hatasuk eltérd.

A CC az altaldban az agy mogott talalhatd €s az aggyal harom par idegrost koti dssze.
Tobbnyire az aorta falan vagy kézelében paros kiemelkedésként, vagy dudorként talalhato.
Kiilonlegessége, hogy a benne talalhato peptidek miatt kicsit opalos kék szine van, ami mindig
segit a lokalizalasban. Az AKH/RPCH hormonok a CC un. ,,mirigy”’-lebenyében, azaz sejtjeiben
termelddnek és 200-600 nm-es elektrodenz granulumokban mutathatok ki. Szamos AKH
hormon génje is ismert, tovabba a prekurzorok ¢€s a szintézis utvonala is feltart (O’ Shea és
Rayne, 1992; Rayne és O’Shea, 1994). Minden AKH prekirzorhoz 6nallé mRNS tartozik igy pl.
a vandorsaska (L. migratoria) harom azonositott AKH-hez (I-1I-11I) pl. harom pre-pro-AKH. A
szignal peptidet a megfeleld AKH szekvencia ill. az amidalashoz sziikséges G-aminosav koveti,
végiil pedig az un. AKH kapcsolt peptid (AKH-Precursor related peptide) zarja, melynek
funkcidja azonban ismeretlen. A sejtekbdl torténd kitiriilés serkentését a vandorsaskaban pl. 7K
tipusu peptidekkel azonositjak (Néssel és mtsai., 1995) mig masok az oktopamin, valamint a

cAMP szerepét tartjak fontosnak (Pannabecker és Orchard, 1986). Az utdbbiakkal lehet
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Osszefiiggésben az a megallapitas, hogy a CC-t beidegzé NCC-II (Nervi corporis cardiaci-11)
elektromos ingerlése AKH kibocsatashoz vezet (Orchard és Loghton, 1981). Radioimmunoassay
segitségével a vandorsaska Lom-AKH-I mennyiségének 15-szO6rdsét mutattak ki Stperces
repiilést kovetden, de vérnyirokban potencialisan el6forduld dsszmennyiség még mindig
jelentdsen kevesebb, mint a CC-bdl izolalhato. Diederen €s mtsai. (1992) kimutattak, hogy a
folyamatos szintézis jelentds tartalékokat eredményez a CC-ben és érdekes modon a ,,frissebb”
AKH keriil kibocsatasra, mig a kordbbiak csak raktarozédnak. Az AKH-ek bontasat pl. a
dohanyszender (M. sexta) a vérnyirokban eldszor egy endopeptidaz végzi, tekintettel arra, hogy
mindkét vége ,,védett” (blokkolt). A hasitast kdvetden inaktiv fragmentumok keletkeznek (Fox
¢s Reynolds, 1991). A hormon fél-¢letidejét fajoktol fiiggden néhany perctdl kb. egy oéraban
allapitottak meg. Kiilonbozo €letiddt allapitottak meg a harom Lom-AKH-re is, bar az tovabbra
is tisztazatlan, hogy egy peptidaz hogyan képes eltérd sebességgel bontani a neuropeptideket,
ami inkabb tobb peptidazra utal (Oudejans és mtsai., 1996).

Napjainkban mar 6tven koriili a feltart szerkezetli AKH/RPCH neuropeptid, melyek koziil
sok esetben, kozel rokon fajoknal, mar kordbbrol ismert szekvenciaji AKH keriilt azonositasra
(Géde, 1997; Géde és mtsai, 1997). A kilencvenes évek folyaman korszeriibb, csak néhany
1épcsos tisztitast/elvalasztast, kevesebb nyersanyagot igényld izolacios eljarasok kertiltek
kidolgozasra, melyet szekvencialis Edman-degradéacion alapulo szerkezet meghatarozas, vagy
Ujabban csak MALDI-ToF MS vizsgalatok kdvetnek. Az eredmények azt mutatjak, hogy amig a
Pab-RPCH alland¢ szerkezettel rendelkezik tobb rak fajban, addig a rovarokban széles
variabilitast mutat. Az AKH/RPCH peptidek tagjai 8-10(11) aminosavbdl allnak €s piroglutamat
zarja le az N-terminalis végen, mig a masik oldalon amidalt. Mindig tartalmaznak aromas
aminosavat oly modon, hogy a 4-es pozicidban foleg F vagy esetleg Y talalhaté és W pedig a 8-
as pozicidban. A 8. és 9. helyen el6forduldo W és G révén egy nem toltott aminosav helyezkedik
el, de pl. egyes Kétszarnytiakbol, mint az ecetmuslicabol D-aminosavat azonositottak a Drm-
HrTH 7. helyén, vagy a skarabeusz bogar (Scarabaeus deludens) CC kivonatabol azonositott
Scd-CC-I-ben. Szerkezet hatas tanulmanyok azt igazoltak, hogy az aktivitashoz a 4-es és 8-as
pozicioban talalhatd aromas aminosavaknak, tovabba a mindig azonos C- és N-terminalis
végeknek van dontd szerepiik.

A metabolikus hormonok szerepének ¢és az altaluk iranyitott fontos €lettani folyamatoknak
koszonhetden sok kutatast végeztek a szintetikus azonositott AKH/RPCH neuropeptidekkel ill.
analogokkal (agonistakkal és/vagy antagonistakkal) (Lee és mtsai., 1996,1997, 2000). Ezek

eredményeképpen ismerjiik sokféle hatasukat, mint a lipid vagy szénhidrat mobilizacio,
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a GIPh aktivacigja és Fa-szintézis gatlasa stb. (Gade, 1997; Gide és mtsai, 1997). Az elmult
kozel hasz évben az AKHr-re vonatkozé ismeretek csak kozvetett, farmakologiai in vitro
kisérletekkel nyertek, aminek kdszonhetden magéanak a neuropeptid csoportnak igen jol
ismerjik a zsirtest sejtjeiben (célszerv/-sejt) a hatdsmechanizmusat (Isd. I1/4. (C) alfejezet.)
Szamos ismerethez jutottak a kutatok a neuropeptidek feltételezett masodlagos szerkezetét
illetden —igy attételesen a receptorokra is— spektroszkopiai médszereknek (cirkularis dikroizmus,
mag-magneses rezonancia), valamint ezen eredmények matematikai modellezésének
koszonhetden, (Cusinato €s mtsai., 1998; Nair €s mtsai., 2001). Specifikus kotddési
vizsgalatokat végeztek jelolt endogén AKH-el dohanyszenderben és farmakologiai értelemben
igy jellemezték eldszor az AKHr proteint (Ziegler €s mtsai., 1995). Ez utobbi alapjan
kifejlesztett kompetitiv receptor kdtddési proba segitségével allapitottak azt is meg, hogy a
hatashoz nem elégséges egy aktiv vaz vagy szakasz (ami sok neuropeptidnél elégséges pl.
PT/PBAN, PK vagy AT esetében), hanem az egész molekula konformacidja sziikséges, ami csak
megfelel6 aminosavak megfeleld elhelyezkedésével érhetd el (pl. 1sd. aminosavak a 4- és 8-as
pozicidkban) (Ziegler és mtsai., 1998).

Az ecetmuslicabdl és a selyemlepkébdl izolaltak eldszor ugynevezett reverz fizioldgiai
modszerrel AKHr-et(Staubli és mtsai., 2002) és megallapitottak, hogy az receptor hasonlit a
gerincesek gonadotropin felszabaditdé hormon receptorhoz, ami tagja az allatvilagban
altalanosan eléfordulé membran kapcsolt Gp receptorok csaladjanak.

Metabolikus neuropeptidek tekintetében kutatdsainkat megeldzden szamos 6sszefoglald
Osszegezte a kiilonboz6 rovar rendekben talalt AKH/RPCH neuropeptidekre vonatkozo
ismereteket, mind kiemelve ezek fontossagat és az ismeretek alkalmazasanak elvi és gyakorlati
lehetdségeit (Géde, 1990; Géde, 1997; Gédde és mtsai, 1997). A lepkék rendjén beliil azonban
csak nagyon kevés ismerettel rendelkeztiink és ezért is tartottuk kiilondsen indokoltnak, hogy

egy kartevo fajrol probaljunk meg tovabbi ismereteket szerezni.

V/2. Anyag és modszer

V/2/1. Felhasznalt rovarok/torzsek
M. brassicae: A tenyésztésre vonatkozo leirast Isd. IV/2/1. pontban. A babok szexalasat itt is
elvégeztiik, azért, hogy a mintavételre, valamint metabolikus (lipid, szénhidrat) biotesztekre

minden esetben intakt €és ismert kort1 imagokat (kiilon himeket és ndstényeket) hasznaljunk.
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L. migratoria: A rovarokat a University of Cape Town (Rondebosch, D¢l-Afrika) Zoology
Department allathdzaban tenyésztették (30+2°C ~40% Rh. 12:12 L:D) fiivon és kiegészit6kén

zabpelyhen. A lipid mobiliz4cios biotesztekhez ivarérett 3-4 hetes him allatokat hasznaltunk.

V/2/2. Alkalmazott in vivo biotesztek a metabolikus aktivitas vizsgalatara

Az alkalmazott biotesztek a szekvencidlisan és szisztematikusan tisztitott biologiai mintak
metabolikus aktivitasdnak nyomonkdvetését szolgaltak elészor M. brassicae, valamint L.
migratoria imagokban.

Az AKH/RPCH neuropeptidek (vagy analdégok) jelentds novekedést/csokkenést
okozhatnak az injektalast kovetd 60-90 percben a lipid, valamint glikogén/trehal6z haztartasban,
ami a vérnyirokbol jol kimutathatd. A negativ kontrollhoz vizet, mig a pozitiv kontrollhoz Lom-
AKH nyers kivonat egységeket (standard mennyiségli aliquot) hasznaltunk a feltételezett
keresztreaktivitas miatt, valamint Mas-AKH-t (25 pmol/allat) is. A potrohba tortént injektalast
(10l vizsgalando6 minta, 10-15 fej /CC/ ekvivalensnyi) kdvetden, az inkubacids ido elteltével,
BLAUBRAND® 1 pl-es mikrokapillarissal mintat vettiink a vérnyirokbol és az alabbi méréseket
végeztiik el eleinte kiilon-kiilon, majd egy mintabol egyszerre két paramétert is mértiink
parhuzamosan. Egy-egy tesztsorozatot tobbszor megismételtiink és egy-egy mintat legkevesebb
harom allaton (de tobbszor akar 6-8 allaton is) vizsgaltunk egyszerre (egy csoportot alkottak).
Ilyen bioteszteket kaposzta bagolylepkében még korabban nem végeztek, ezért a koriilményeit,
valamint a normal alapértékeket is meg kellett hatarozni.

a) Lipidtartalom meghatarozas Holwerda és mtsai. (1977) nyoman: A vérnyirokbdl cc.
kénsavval (300 ul; melegités 100°C-on, majd hiités) eldallitott mintakat foszfovanillin reagens
hozzaadéasaval (3 ml; 30 perces sotét el6hivas) spektrofotometriasan mértiik, 536 nm-en (A
kalibracios gorbét koleszterolbol készitjiik) (Zollner és Kirsch, 1962).

b) Trehaloztartalom meghatarozas Holwerda és mtsai. (1977) nyomén: A vérnyirokbdl cc.
kénsavval (150 pl) készitjiik el és anthron reagens hozzaadasaval (3 ml, melegités 100°C-on
majd jeges fiirdd és 30 perces sotét elohivas) hataroztuk meg spektrofotométerrel, 585 nm-en.
(A kalibracios gorbe D(+) trehal6zbol készitendd) (Holwerda €és mtsai., 1977).

c) Kombinalt meghatarozés: A mikrokapillarissal mintat vettiink a fentiek szerint az
injektalast kovetden kb. 75-80 perc mulva. A vérnyirok cseppet 300ul cc. kénsavba kevertiik,
majd kettéosztottuk. A lipidtartalom méréshez 150 pl kénsavval kiegészitettiikk a mintat, majd
ezt kovetden kiilon-kiilon a fentiek szerint eljarva meghataroztuk a koncentraciokat (az
eredményeket természetesen kettdvel szorozni kellett). Az eredményeket a, b, c-ben Student féle

t-probaval, (p=0,95) értékeltiik.
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d) Lipidtartalom meghatarozas L. migratoria-ban: A L. migratoria himeket egy egylitt-
miikodés keretében (DAK-1/00) haszndltuk a tisztitott mintadk bioldgiai hatékonysaganak
vizsgélatara ugyanis a Dél-Afrikai Koztarsasag teriiletére €16 M. brassicae nem vihetd be. A
tesztelés az eldzetes eredmények megerdsitését szolgaltak, elsésorban a feltételezett kereszt-
reaktivitas miatt (forditott irdnyban is). A L. migratoria egyébként a leggyakrabban hasznalt faj
a lipidhaztartéas valtozasainak vizsgalatara.

A vizsgalandé minta beinjektalasa elétt (10 pl) —a fenti modszerrel szemben— elébb 1ul
vérnyirok mintat kell venni. Az allatokat, ezt kovetden, kiilon-kiilon tartottuk és az inkubacios
id6 elteltével a megfeleld allatokbol ismét 1ul-nyi mintat vettiink. A lipidtartalom meghata-

rozasat a fentiek szerint elvégeztiik. Az adatokat paros z-teszttel, (p=0,99) értékeltiik.

V/2/3. A CC(CA) komplex boncolasa, szovet kivonas (extrakcio) és eltisztitdsok

A metabolikus neuropeptidek termelddésének (tilnyomo tobbségben), valamint tarolo-
dasanak és kibocsatasanak helye a CC. Ezért ilyen hatasti neuropeptidek kivondsara ez a
legalkalmasabb. A mintagytijtéshez 2-4 napos himeket, vagy néstényeket hasznaltunk 50-50
egységekben, 6sszesen mintegy 2000 egyedet. A fejeket levagva, majd letisztitva Matsumoto és
mtsai. (1995) altal leirt lepke Ringerbe (35mM NaCl, 36mM KCl, 12mM CaCl,, 16mM MgCl,,
274mM gliik6z és SmM Trisz-HCL; pH=7,5) tlztiik le, mely lehet6vé tette a kivant CC szdvet
(mirigy) feltarasat a hati oldalrél, majd kiemelését. A CC-ket a 300 pul jégen tartott homoge-
nizalo elegyet (80%-0s MeOH) tartalmaz6 Eppendorf csdvekbe tettiik.

A szoveteket tartalmazo egységeket homogenizaltuk, majd szonikaltuk. Ezt kdvetden
haromszori centrifugaléas (11000 rpm) kovetkezett, gy, hogy az iiledéket kétszer 200-200 pl
homogenizal6 eleggyel atmostuk, kevertiik, a feliiluszot 6sszegyljtottiik. A mintakat ezt
kovetden Speed-Vac-on beszéritottuk. A nyers kivonatokat is alavetettiik bioteszteknek, mely
pozitiv eredményeket kdvetden folytattuk a tisztitast.

A beszaritott kivonatokhoz ezt kovetden 600 pul 0,1%-o0s TFA-t adtunk, majd a mintat
MILLEX® PVDF (0,45 pm X 13 mm) sziir6n atsziirtiik. A Speed-Vac-on torténé koncentralast
kovetéen HPLC frakcionaléssal folytattuk.

V/2/4. HPLC elvélasztas ¢és tisztitas

Az elvélasztashoz a mar korabban emlitett kétpumpéas, manualis injektalasa, Beckman
HPLC rendszert hasznaltunk UV/lathat6 detektorral (System Gold 166). Egy Bioszeparacios
Technika (BST, Budapest) gyartasti Nucleosil 5 RP-C;s oszlopon végeztiik az elvalasztast Gade
(1985) nyoman. Viz/AcNi/ 0,11%-0sTFA tartalmu eliicios gradiens alkalmaztunk, mig a futtatas
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egyéb koriilményei a 8. dbran lathatok. A percenként gylijtott 1 ml-es frakcidkat automatikusan
szedtiik le, melyeket beszéritottunk, majd vizben felvettiink és bioldgiai hatdsukat vizsgaltuk. A

futtatas kontrolljaként L. migratoria CC-bdl késziilt extraktumot (Lom-AKH) hasznaltunk.

V/2/5. Szerkezet-meghatarozas
A frakcionalas soran aktivnak bizonyulé mintat MALDI-ToF MS szerkezet-
meghatarozasnak vetettiik ala (Proteomics Research Group, University of Miinster,

Neémetorszag).

V/3. Eredmények

V/3/1. Alkalmazott in vivo biotesztek a metabolikus aktivitas vizsgéalatara

Leszogezhetd, hogy a M. brassicae-re atdolgozott bioteszt(ek), mely(ek) a metabolikus
valtozasok nyomonkovetésére hivatottak korabban leirt médszer (Holwerda és mtsai., 1977)
alapjan megfelelének bizonyultak. A kifejlesztett kombinalt bioteszt eseté¢ben hangsulyozando,
hogy ennek a metodikanak az a Iényege, hogy egyetlen allatbdl nyerhetiink tobbféle —a
homeosztazis allapotot jellemz6— adatot a vételezett vérnyirok megfeleld, tobbiranyu
vizsgalataval (lipid és trehaldztartalom valtozas is meghatarozhat6). Maga a modszer, kisebb
modositasokkal més rovarokra is alkalmazhato, sziikség szerint.

Méréseink alapjan megallapitottuk, a lipidtartalom —azaz a Dg— 55+10pg/ul koriil
mozog, mig a trehaloz kontroll értéke 40+10 pg/pl a vérnyirokban. A kontrollokban

tapasztalt eltérések az egyedek koraval ill. nemével magyardzhatok.

V/3/2. A Mab/(Mas)-AKH neuropeptid izolacioja és meghatarozasa

A n6stényekbdl és a himekbdl kiilon-kiilon készitett kivonatokat egy 1épcsdben RP-
HPLC-n szétvalasztottuk és a frakcidkat biotesznek vetettiik ala. A 8. dbran lathato, hogy
talaltunk egy AKH jellegii neuropeptidet, ugyanis retencios ideje jol egyezik a Mas-4AKH-el
(az elsd, Lepidoptera-bodl, pontosabban a M. sexta-bol szarmazo és azonositott AKH-el, Ziegler
¢s mtsai., 1985). A frakciot eldszor a M. brassicae homolog biotesztben vizsgaltuk €s igen
aktivnak mutatkozott (3. tablazat). Ezt a felfedezést alatdmasztjak azok az eredmények is,
amelyeket un. heterolog bioteszt rendszerben kaptunk, azaz a kérdéses rész (azaz frakcio/k)
bioldgiai aktivitast mutatott a L. migratoria lipid mobilizacios tesztben is (4. tdblazat) (Fonagy

¢és mtsai., 2002).
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8. abra: A M. brassicae CC-CA kivonatanak RP-HPLC kromatogramja.
UV-detekeio 214 nm. BST Nucleosil 5 RP-C,g oszlopon (A=viz; B=60% AcNi 0,11%TFA; 30-100%B 36 perc
alatt; 1ml/perc) Az aktiv régiot O- val jeldltem. A piros nyil a Mas-AKH retencios helyét jeloli.

A kozelmultban végzett MALDI-ToF MS szerkezet meghatarozasok is (azonos ,,molekula
ionok” detektaldsa révén) igazoltik feltevésiinket, hogy a M. brassicae-bol izolalt AKH
bizonyara megegyezik a Mas-AKH-el, mely szerkezet azonos néhany mas lepkefajbol
izolaltéval is. A molekula ion (Mas-AKH Na") témegét MALDI-ToF MS mérés alapjan
1030,47 D-nak allapitottuk meg ¢s igy feltételezett szerkezete pedig:

(Mas)-Mab-AKH: pQLTFTSSWGamid

A CC-bol készitett kivonatok frakcidit a szénhidrat (trehaldz) mobilizacios tesztben is
megvizsgaltuk HrTH vagy HoTH hatast keresve, de egyértelmii és kdvetkezetes hatast vagy
eredményt nem sikeriilt kimutatni az alkalmazott pozitiv kontrollhoz képest, igy a tovabbi

kutatast ebbe az irdnyba nem folytattuk.
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V/4. Megvitatas

Mint azt korabbi nagyobb Osszefoglalokbol ismert volt az AKH/RPCH neuropeptideket
széles korben kutattak (Gade, 1990; Gade, 1997; Gade és mtsai, 1997). Erdekes modon azonban
a lepkék rendjén beliil még csak néhany eredményes izolaciorol volt tudomésunk. Egységesen
eléforduld kilenctaghh Mas-AKH-t a dohdnyszenderben (Ziegler és mtsai., 1985), a kukorica
bagolylepkében (H. zea) (Jaffe és mtsai., 1986b) vagy a selyemlepkében (B. mori) (Ishibashi és
mtsai., 1992) ill. kés6bb, a bogancslepkében (Vanessa cardui) (Kollisch és mtsai., 1999) is
megtalaltak. Ez utobbi fajban azonban azonositottak egy jelentdsen eltérd szerkezetli —Vac-
AKH- neuropeptidet is (Kollisch és mtsai., 2000). A kukorica bagolylepkébdl kivontak egy
masik metabolikus peptidet (Hez-HrTH), ami inkébb a vérnyirok trehaloz szintjét emelte
elsédlegesen (Jaffe és mtsai., 1986b). Mind a Mas-AKH-hez mind pedig a Hez-HrTH-hez
hasonl6 vagy azonos peptidet (fizikai mddszerrel megvizsgalva) talaltak két tovabbi lepkefajban
(Hippoteon eson €s Imbrasia cytherea) habar pontos szerkezet meghatarozasra nem is keriilt sor
(Liebrich és Gide, 1995).

A fenti eredményeket —hogy ugyanis a M. brassicae-bol izolalt AKH egyezik a M. sexta-
bol kivontéval— minddssze egy tény vonhatja kétségbe, nevezetesen az, hogy pozitiv
kontrollként alkalmazott Mas-AKH a homoldg biotesztekben altaldban gyengébb aktivitast
mutatott (magasabb ddzisban is), mint a kivonat vagy tisztitott neuropeptid. Ezért felmeriilhet a
kérdés, hogy esetleg a konforméacio kialakitdsban fontos szerepet jatszo (pl. 4. vagy 8.
pozicidban taladlhaté aminosav mégis eltérd lehet, amit viszont a piroglutamat deblokkolas utan
csak Edman-degradacioval lehetne meghatarozni. A kapott molekulatémeg azonban ellentmond
ennek a feltételezett eltérésnek. Ezt a bizonytalansagot eleddig azonban nem sikeriilt még
tisztaznunk.

A gyakorlat szempontjabdl kiemelt fontossagu lenne ennek a teriiletnek a kutatasa, mert a
rovarok —jelen esetben egyes mezdgazdasagi kartevok— elleni célzott beavatkozdsnak egy vonzo
terlilete lehetne a metabolizmusra (ezen keresztiil energiaforrasra, felhasznalasra ) gyakorolt
hatés is. Ezeket célozzék azok a gyakorlati alkalmazas igényével sziiletett és sziiletd szintetikus
AKH-k, ahol vagy a C- (Lee ¢és mtsai., 1996) vagy az N-terminalis (Lee és mtsai., 1997) végét
modositottak, de egyetlen aminosav cserével (Ziegler és mtsai., 1998), vagy matematikai
modellezés segitségével (Lee és mtsai., 2000) is probaltak még optimalisabb és hatékonyabb
mimetikumot eldallitani. Ezek az eredmények azonban elenyészdek ahhoz képest, hogy milyen

potencialis teriilet lehetne ez mind az elmélet mind pedig a gyakorlat szamara.

- 46 -



1. 1ész VI. MIOAKTIV NEUROPEPTIDEK

A tudomanyos eredményeken kiviil ijdonsagnak szamit az, hogy sikeriilt kidolgozni egy
kombindlt biotesztet, amit nem csak klasszikus élettani vizsgalatokhoz lehet alkalmazni, hanem
késébbiekben akar hormonanaldg, mimetikumok vagy ismeretlen eredetii szennyezddést
tartalmazé kornyezeti minta (pl. vizminta, vagy talajkivonat) élettani hatasanak elemzésére is
hasznalhato, ami ily médon esetleg ,,stressz”” helyzetet eredményez, vagy annal még sulyosabb

kovetkezménnyel jarhat a rovarban (Székécs és mtsai., 2004).

VI. MIOAKTIV NEUROPEPTIDEK

VI/1. El6zmények

A mioaktiv peptidek, melyek nem a vaz, hanem a jelentds részben sajat miogén aktivi-
tassal rendelkez6 zsigeri izmok (pl. visceralis bél izomzat, petevezetd izomzata, szivizomzat,
vagy Malpighi-edények korkoros €s hosszanti izomzata stb.) mozgasait befolyasoljak. Kicsit
részletesebb bemutatasukra itt keriil sor és egyben a jelenleg altalanosan elfogadott csopor-
tositasukat is vazolom. A csoport két legfontosabb csalddja a miotropikus ill. mioinhibitor

hatast neuropeptideket foglalja magaba.

Miotropinok (MT):

a). A proktolint és a szivmiikodést serkentd peptideket (CAP) kiilonalloknak szokas tekinteni. A
Pea-proktolin pentapeptid volt az elsé azonositott rovar neuropeptid (Starratt és Brown, 1975)
¢s igen altalanosan el6fordul. Késdbb neuromodulator funkcioja is bebizonyosodott. A CAP
neuropeptideken beliil szokds még a korazoninokat elkiiloniteni. Megjegyezendo, hogy a CAP

peptidekre szintén az AKH-k N-terminalis végzddése jellemzo.

b). A K-ken beliil 7K-k szintén tobbfunkcids peptideket takarnak. A gerincesek korébdl jol
ismert Substance P-vel mutatnak rokonsagot (Chang és mtsai., 1971). Ahhoz hasonl6 C-
terminalis pentapeptid szekvencidval rendelkeznek (FX;GX>Ramid), ami sziikséges a MT
aktivitdshoz. A gerincesek ¢€s gerinctelenek korébdl egyarant ismert 7K-k jol mutatjak konzer-
vativ élettani szerepiiket (Schoofs és mtsai, 1990a). Az eddig azonositott 7K-k kiilonféle
simaizmok 0sszehuzddasaért, vérnyomas befolyasolasaért, valamint idegi és bél hormonhatas

rrrrr

rovarokban jol analogizalhato a gerincesekben tapasztaltakkal. A Lom-TK-k 30%-o0s, ill. 40%-0s
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szekvencia-homologiat mutatnak az emlds, valamint kétéltt és hal 7K-kkal (az Gn. physaelimin
peptid csoport tagjaival).

A miokininek (MK) ugyancsak kicsik, 6-13 aminosavbdl allok. A C-terminalis pentapeptid
igen konzervativ régiod (FX;X>YRamid). 1de tartozik pl. az achetakinin, leukokinin.

A PK-k C-termindlis végét a mar ismert FXPRLamid szerkezet jellemzi (Holman és mtsai.,
1986a). Szerkezet-hatas vizsgalatok megallapitottak, hogy a MT hatasért elsdsorban a
konzervativ C-terminalis pentapeptid aminosav szekvenciaja, valamint e szakasz B-I tipust
konformacidja a felelds (Nachman €s mtsai., 1986a; Nachman €és mtsai., 1991). Ehhez a
szerkezeti csoport tartoznak a mar kordbban emlitett DH, PBAN/PT-k, vagy az MRCH is.

A szulfakininek (SK) a gerincesekbdl mar ismert gasztrin-kolecisztokinin (Gastrin-
cholecystokinin; CCK) peptidekhez tartoznak, tekintettel arra, hogy jelentds szekvencia és
pozicionalis homoldgiat mutatnak a human gasztrin Il-vel (gyomornedv elvalasztast, simaizom
0sszehuzodast serkent), a CCK-8(vagy -12)-vel (pankreaz enzim szekrécioért, tovabba bizonyos
kitiriilési/kitiritési folyamatokért felelds) €s a coruleinnel (hatasa hasonlit a CCK-hez).
Jellegzetes Y(SO;H)GHMRFamid C-termindlis hexamerrel rendelkeznek. Nem csak szerke-
zetlikben, hanem funkcionalisan is hasonlitanak a gerinces peptidekhez. Az els6t kdvetden
néhany fajbol sikeriilt izolalasuk (Nachman és mtsai. 1986b), de egyes esetekben csupan
molekuléris biologiai eszk6zok segitségével kovetkeztetnek jelenlétiikre (Nichols €s mtsai.,
1988). Egy huslégy fajbol (N. bullata) egyszerre kivont és azonositott két neuropeptid (Neb-SK-
1,-11) példaul magasfokta homoldgiat mutat a vele kdzeli rokonsdgban allo ecetmuslicabol
elorejelzett szekvenciaval (Fonagy €s mtsai., 1992d). Az SK-nak egy masik jellegzetes
szerkezeti sajatsdga van a korabbi MT peptidekkel szemben, nevezetesen, hogy a C-terminalis
végtdl szamitva az 6tds pozicidban nem talalhato F, viszont a C-terminalis vég egy masik —nem
MT- peptidekkel, nevezetesen az FMRFamid-okkal mutat hasonlatossagot (Isd. még lentebb).

A periviscerokininek a PSO-kbol, a ventralis idegrendszer mellett talalhato képletekbol

szabadulnak fel (1. 4bra).

¢). Léteznek a him jarulékos mirigyet serkentd hormonok, valamint a petefészket, petevezetot

serkentd hormonok ténylegesen a szaporodasi folyamatokban jatszanak fontos szerepet.
Mioinhibitorok (MIP):
a). Az FMRFamid-ok az egyik legszélesebb korben kutatott gerinctelen hormonok. Annak

ellenére, hogy az ,,alap” FMRFamid (¢és ennek L analogja az FLRFamid) peptid el6fordulasat
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csak puhatestiickben tudtak kimutatni (Price és Greenberg, 1977), ilyen végzddési (€s
értelemszertien hosszabb) peptidet egyre tobb allatcsoportbdl €s rovarbol sikertilt izolalni, ill.
immuncitokémiai eszkozokkel jelenlétiikre kovetkeztetni. Erdekes modon azonban egy multi-
funkcionalis peptideket takar és az ,,0sszetartozast” elsdsorban a tipikus végzddés biztositja. Az
FMRFamid a puhatestiickben pl. szivmiikodést gyorsité peptid. Erdemes megemliteni, hogyha a
természetesen eléforduld emlds opioid Met-enkefalin-Arg-Phe peptidet amidaljak akkor képes
kivéltani az eredeti FMRFamid hatast. Az FMRFamid-dal kapcsolatos (FaRP) peptidek a
gerincesekben endogén opioid antagonistaként miikodnek.

Rovarokbol el6szor a leukomioszupresszin (Lem-MS) peptidet izolaltdk a L. maderae-bol,
mely szintén ide tartozik és az utobél spontan 6sszehtizoédasat gatolta (Holman és mtsai., 1986b).
Erdekes modon az FMRFamid Snmagéban nem mutat ilyen hatast. A S. gregaria-bol és a L.
migratoria-bol is izolaltak MS-t (ez utdbbi kettd szerkezete azonos!).

A dohanyszenderbdl azonositott Mas-FLRFamid peptid szinaptikus modulatorként hat a
hati-hosszanti izomban a repiilés folyaman (Kingan és mtsai., 1990). A huslégybdl izolalt és
meghatarozott Neb-MS volt az elsd ilyen tipust gastrointesztinalis peptid a teljes atalakulassal
fejlodo rovarok koziil (Fonagy €s mtsai., 1992¢).

Molekularis biologiai modszerekkel egy egész sor FMRFamid végzodésti peptid jelenlé-
tére lehet kovetkeztetni az ecetmuslicaban, mely feltételezett szekvenciakat FMRF cDNS-el és
oligonukleotid probakkal azonositottak izolalt gén konyvtarbol. Ezekbdl egyet sikertilt izolalni
¢s Ujraszintetizalni (Nambu €s mtsai., 1988). Néha egy-egy fajbol 6-10 ilyen végzddést
molekulat is sikertilt azonositani, pontosabban jelenlétére kovetkeztetni, de élettani szerepiik
igazolasa nehezebb, és szinte minden esetben megkérddjelezhetd, vajon tényleg ennyiféle aktiv

molekulaval allunk-e szembe?

b). Az egyéb MIP-ek azonban a fentiektdl eltérd szerkezettel rendelkeznek, mint pl. a Lom-MIP,
ami egy AGWamid C-terminalis véggel rendelkezik és érdekes modon inkébb a Lom-AKH-II-

hoz all kozel.

VI1/2. Anyag és modszer

V1/2/1. Felhasznalt rovarok/torzsek

M. brassicae: A tenyésztésre vonatkozo leirast 1sd. IV/2/1. pontban.

Blaberus craniifer (chilei ériascsétany). A torzsallomanyt a Budapest Allatkert Rovarhazabél

szereztiik be. Imagokat és larvakat egylitt tartottuk (30+2°C; ~50% Rh.; 12:12, L:D), vizzel és
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¢lelemmel (kutyatap granulatum 6rélt mogyorodval, friss répa, alma €s idény gyiimolcsok) ad

libitum ellattuk.

V1/2/2. Alkalmazott in vitro bioteszt a mioaktivitas vizsgalatara

A B. craniifer hasznalatara modositott bioteszt a szekvencidlisan €s szisztematikusan
tisztitott bioldgiai mintdk mioaktivitdsdnak nyomonkovetését szolgaltak egy heteroldog (mas
fajban) rendszerben.

A csétanytenyészetbdl kivalasztott him allatot narkotizaltuk, majd felbontottuk. Az utobél
veégbél szakaszanak izomgylirijébol alapvetden Cook és Holman (1978) munkdja szerint izolalt
szervi preparatumot készitettliink. A preparatumot egy 5 ml-es csotany Ringert (Wright féle
sooldat; Holman és mtsai., 1991) tartalmaz6 kamraba felfliggesztettiik, melyet érzékeny
transzducerhez (Leuveni Katolikus Egyetem /Belgium/ elektronikai mithelyében egyedileg
gyartottak) rogzitettiink. Az utobbit potenciometrias rekorderhez (Radelkis) illesztettiik,
melynek segitségével a miogramok rogzithetdk, tehat értékelhetdk voltak.

A rutin sorozatvizsgalatot Schoofs (1988), valamint Fonagy (1994) nyoman
részletesebben leirtak alapjan végeztiik. Egy-egy beszaritott mintat (tisztitottsagi foktol fiiggden
10-50 fej ekvivalensnyit tartalmazott) 1 ml csotany Ringerben oldottunk fel, majd hozzaadtuk a
tesztkamrahoz. Az amplitido, a tonus €s a frekvenciavaltozast legalabb 1 percig vizsgaltuk,
majd a kamrat tobbszdr atoblitettiik €s a spontan, normal izommiikodés helyreallasa utan ijabb
mintat adtunk a kamrahoz. Pozitiv kontrollként szintetikus Lom-MT-1I-t (Schoofs és mtsai.,

1990b) és Pss-PT-t (Matsumoto és mtsai., 1992a) hasznaltunk.

V1/2/3. Az agy-SOG boncolasa, szovet kivonas (extrakcio) és elbtisztitasok

A mintagyiijtéshez ugyanazokat a 2-4 napos M. brassicae himeket, vagy ndstényeket
hasznaltunk 50-50 egységekben, melyekbdl a CA-CC komplexeket eltdvolitottuk (Isd. V/2/3.
pont; azaz parhuzamosan gyujtottik a kétféle szovetet). Az agy-SOG-kat az 300 pl jégen tartott
homogenizal6 elegyet (MeOH:viz:ecetsav; 100:10:1) tartalmazd Eppendorf csdvekbe tettiik.

A szoveteket tartalmazo egységeket homogenizaltuk, majd szonikaltuk. Ezt kvetden
haromszori centrifugaléds (11000 rpm) kovetkezett, gy, hogy az iiledéket kétszer 200-200 pl
homogenizald eleggyel atmostuk, kevertiik, a feliiliszot 6sszegytijtottiik. A mintakat ezt
kovetden Speed-Vac-on beszaritottuk. A nyers kivonatokat is alavetettiik bioteszteknek, mely
pozitiv eredményeket kdvetden folytattuk a tisztitdst. A beszaritott extraktumokhoz ezt

kévetden 600 pl 0,1%-os TFA-t adtunk, majd a mintat MILLEX® PVDF (0,45 um X 13 mm)
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szlirén atsziirtiik. A Speed-Vac-on torténd bekoncentralast kovetéen HPLC frakcionaléssal

folytattuk a tisztitast.

V1/2/4. HPLC elvélasztas és tisztitas

Az elvélasztashoz a mar fent emlitett kétpumpds, manualis injektalast, Beckman HPLC
rendszert hasznaltunk UV/lathat6 detektorral (System Gold 166). Egy Bioszepardcios Technika
(BST) gyartasu Nucleosil-5 RP-Cig oszlopon végeztiik az elvalasztast az V/2/4. pontban leirtak
szerint. A futtatds koriilményei a 9. dbran lathatok. A percenként gyilijtott egy ml-es frakcidkat
automatikusan szedtiik le, melyeket beszaritottunk majd csoétany Ringerben felvettiink és

bioldgiai hatasukat B. craniifer utobél preparatuman vizsgaltuk.

V1/2/5. Szerkezet-meghatarozas
A biotesztek sordn aktivnak (MT vagy MIP) bizonyul6 mintdkat az V/2/5. pontban

leirtaknak megfelelden szerkezet-meghatarozasnak vetettiik ala.
V1/3. Eredmények

V1/3/1. Alkalmazott in vitro bioteszt a mioaktivitas vizsgalatara

Elészor alkalmaztuk a B. craniifer 6riascsotany utobél preparatumot in vitro
mioaktivitds nyomonkovetésére. A beallitds soran megallapitottuk, hogy a Lom-MT-I1,
valamint a Pss-PT szintetikus neuropeptidek 10 M, ill. 10™® M koncentraciotartomanyban még
aktivak, tehat megbizhato modon alkalmas a teszt sorozatvizsgalatra ill. barmilyen bioldgiailag
aktiv, a spontan izommiikddésre hato bioldgiai minta vagy szintetikus anyag stb. (farmakologiai

jellegli) rutinvizsgalatara.

V1/3/2. Mioaktiv neuropeptidek frakcionéldsa, bioldgiai hatasaik és szerkezetiik

A néstényekbdl és a himekbdl kiilon-kiilon készitett extraktumokat egy 1épcsében RP-
HPLC-n frakcionaltuk és a beszaritott frakciokat biotesztnek vetettiik ald. A 9. dbran bemutatott
kromatogramon lathat6 jelolések alapjan, hat MT, tovabba harom MIP hatasu frakciot
talaltunk. A 10. a. abran a 19. percben gy(ijtott minta serkentd, mig a 10. b. dbran a 24. percben
gyljtott minta gatlo hatasa lathat6 (Fonagy €s mtsai., 2002).

Az elvégzett MALDI-ToF MS szerkezet-meghatarozasok szamos ismert s azonosithato
»molekulaionok™ meglétére engedett kovetkeztetni, de sok 1j is felbukkant, ami megakadalyozta
az egyértelmil ,,ujjlenyomatszerii” detektalast €s teljes 0sszeolvasast és az alabbiakat tudtunk

megallapitani:
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9. dbra: A M. brassicae agy-SOG komplex kivonatdnak RP-HPLC kromatogramja.

UV-detekcio 214 nm. BST Nucleosil 5 RP-Cg oszlopon (A=viz; B=60% AcNi 0,11%TFA; 30-100%B 36 perc
alatt; 1ml/perc) Az aktiv régiokat jeldltem. A + a serkentd hatdsu frakciokat mig a — pedig a gatlo hatast
frakciokat jeloli.
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10. abra: Mioaktivitas bioassay. A B. craniifer csdtany utdbelének in situ bemutatasa, majd a
kamraban torténd elhelyezkedése a preparalast kovetden.

Az a. dbréan a 8. abra ,,19” frakciojanak serkentd hatdsa (tonus, frekvencia és amplitudo), mig a b. dbran a
,,24” frakcio er6s gatld hatasa lathato.

Serkentd hatasu mintak:

Mab-PT (f-PBAN): SLAYVQKVFENVEFVPRLamid molekula tomeg: 2141,99
(vo: IV/3/2. Eredmények)

|Arg’/Korazonin H': pQTFQYSRGWTNamid molekula tomeg: 1369,62
(Gatlo hatdsu minta:

(Mas)-Mab-FLRFamid-I H: pQDVVHSFLRFamid  molekula tomeg: 1229,64
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Jelen keretek k6zott tovabbi munkdkra és megismétlésre megfeleld anyagi eszk6zok nem
alltak rendelkezésre, de reményeink szerint —igaz jelentds késéssel— 2006 év végéig egy ujabb
egylittmiikddés keretében a fagyasztott mintak Gjboli MALDI-ToF MS vizsgalatokra nyilik

lehetdség €s jelentésen boviilhet, valamint pontosabba valhat a lista.

V1/4. Megvitatas

A legklasszikusabbnak szamité in vitro rovar biotesztet —a madeira csotanyban és az
amerikai csotany utobelének spontan aktivitasanak befolyasolasdhoz— mioaktiv neuropeptidek
1zolalasahoz fejlesztették ki, amint ezt Holman és mtsai. (1991) késdbb 0sszefoglaltak. Ennek
segitségével sikeriilt a meghatarozni kordbban a proktolint (Starratt és Brown, 1975) is. Ezt
késébb tovabbfejlesztették tobb mas zsigeri izomzatra, mint pl. szivesére (Konopinska és mtsai.,
1986) vagy petevezetore (Paemen és mtsai., 1991). Ezek a farmakoldgiai jellegii rovartesztek
igen fontosak, mert alapjait képezik az ¢€lettani €s hormon-hatdsmechanizmus vizsgalatoknak ill.
szintetikus analdgok (agonistadk és antagonistak stb.) fejlesztésében. A B. craniifer dridscso-
tanyon beallitott bioteszt nagyon hatékonynak és hasznosnak bizonyult és mindenképpen boviti
a vizsgalati lehetdségeinket. Megjegyezendd, hogy megkiséreltem, hogy magéabol a kaposzta
bagolylepke valamelyik zsigeri izomszdvetébol készitsek preparatumot (pl. 6todik stadiumu
larva belébdl is), de még az imago legigéretesebbnek tiing petefészek/ petevezetd szovete sem
volt megfeleld mérésre alkalmas izolalt szerv készitésére (természetesen lepke Ringer
alkalmazasaval 1sd. V/2/3.) a mi eszkozeinkkel és foleg a szovetek rendkiviili lagysagabol
adddoan, ezért végig a heterolog mioaktivitas biotesztet hasznaltuk.

A munkéval kapcsolatban kiemelendd, hogy a lepkeféléken beliil nagyon kevés
ismeretiink van a MT/MIP neuropeptidekrdl. Ismerjiik a helikokinin-1, Il (Hez-K-1, II)
molekulakat, de ezek is elsdsorban diuretikus aktivitastiak, ami természetesen visceralis
aktivator szereplikkel van 0sszefiiggésben (Blackburn és mtsai., 1995b). Azonositottak tovabba
a dohanyszenderbdl inhibitorokat (Mas-MIP-1, II) (Blackburn és mtsai., 1995a) és FaRP tipust
inhibitorokat is (Mas-FLRFamid-I, 11, III (Kingan és mtsai., 1996). Ezeken tilmenden a
peptidomika 01j tudomanyos modszerével a viaszmoly, Galleria mellonella, 1arvajabol a
kozelmultban szintén azonositottak a Hez-K-1I, II-t, az (4rg’)-korazonint, egy PK tipust
(konzervativ C-terminalissal rendelkezd) neuropeptidet, valamint Mas-FLRFamid-1, II-t az agy-
SOG komplex nyers kivonatabol (Huybrechts és mtsai., 2005). Hasonloképpen sikeriilt kdzel
egy tucat mar ismert neuropeptid tomegét azonositani ezzel a mdodszerrel a dohanyszender

himjeiben és ndstényeiben egyarant, ugy mint Mas-AKH, FLRFamid-I, 11, 111, két CAP-ot,
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harom MIP-et, végiil korazonint és Mas-AST-t (Audsley és Weaver, 2003). Tovabbi, hat mas
ismert Lepidoptera peptidet is kimutattak ezekbdl a mintakbol (Audsley és Weaver, 2003).

Munkankban 6tvoztiik a klasszikusnak szamito tisztitasi majd biologiai aktivitas
vizsgalatainak 1épéseit, valamint a peptidomika adta lehetdéségeket még Audsley és Weaver,
(2003), valamint Huybrechts és mtsai. (2005) altal kozz¢ tett eredmények elott, igaz
eredményeink publikaldst csak a megismétlések utanra tervezziik (Fénagy €és mtsai., in prep.).
Tekintettel arra, hogy Edman-degradécion alapulé aminosav meghatarozasra nem volt lehetdség
ezért —a biologiai hatas és aktivitds révén— célszerlinek latszott a fizikai ,,meghatarozas”
mddszerét alkalmazni tdjékozodas és dsszehasonlitas végett. Eddigi eredményeink is igazoljak,
hogy a legfontosabb ismert neuropeptidek egy koriiltekinté monitorozassal —bioldgiai és
szerkezeti szempontbol— azonosithatdk és tovabbvizsgalva esélyt ad ujabbak felfedezésére is.
Tobb minta biologiai aktivitasa, valamint a reményeink szerint megismételhetd MALDI-ToF MS
mérések segitségével alaposabban feltérképezhetjiik a kaposzta bagolylepke legfontosabb
neuropeptidjeinek spektrumat. A varhato eredmények segitségével pontosabb képiink alakulhat
majd ki, a lepkéken beliil, egy kartevd faj neuro-endokrinoldgiajarol.

A mioaktiv peptidek kutatdsa ill. az ismeretek felhasznalasa igéretes lehetne, mint arrél
mar esett sz6 fentebb (V. fejezet) PBAN/PK -FXPRLamid C-terminalis végi neuropeptidek
szintetikus analogjai esetében melyek pleiotropikusak 1évén MT hatastak is lehetnek (Altstein
¢s mtsai., 2000; Nachman €s mtsai., 1996b). Kiilén emlitendd, hogy Konopinska 1997-ben
mintegy 80 olyan proktolin analog szintézisérol, szerkezet-hatds vizsgalatanak eredményérdl
szamolt be egy 0sszegzd tanulmanyban (in vitro rovar, in vivo patkany toxikologiai vizsga-
latokat is beleértve), amelyben a pentapeptid szekvencidban 1-5 pozicidban tortént csere, vagy
gylriibe zartak, vagy rovidebb-hosszabb peptidlancot kapcsoltak az alapmolekulahoz. Tobb
rovarfajban, farmakologiai értelemben mar karakterizaltdk a proktolinr-t, de azonositasa még
nem tortént meg. Az analdgok vizsgalata is inkabb elméleti jelentéségili, mert eddig kutikulan
athalado6 és egyéb értelemben is stabilnak mondhat6 analdégot nem sikertilt eloallitani.

A K-khoz tartoz6 molekuldk esetében utalni kell a mar emlitett PBAN/PK analogokra.
Kiemelendd még az inhibitorok koziil egy nem peptidtermészetii agonista, a benzetonium klorid
(Bztc), ami képes az FLRFamid végti MS molekulakat tokéletesen utdnozni tobb fiiggetlen in
vitro bioteszt rendszerben (Nachman és mtsai., 1996a). A Bztc mérete, funkcios csoportja,
térszerkezete toltése révén képes az eredeti neuropeptidet agonizalni, ami Gjabb bizonyiték a

lehetséges, specifikus (heterolog) hatas eléréséhez és beavatkozashoz, mesterséges tton.
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2. rész: A FEROMON-BIOSZINTEZISENEK HORMONALIS
IRANYITOTTSAGA ES A FOLYAMATOT KISERO SEJTTANI
ESEMENYEK BEMUTATASA A BOMBYX MORI-BAN, VALAMINT A
MAMESTRA BRASSICAE-BEN

2. rész Elozmények

Mint azt az IRODALMI ATTEKINTES megfelelé fejezetében (II/4.B mar réviden
leirtam —elsdsorban a lepkék esetében— a sikeres szaporodashoz elengedhetetlentil sziikségesek
a fajspecifikus szexferomonok ill. elegyeik (Tamaki, 1985). A him lepkék, a néstényeket
segitségiikkel lokalizaljak és igy meghatarozé szerepiik van ezeknek a specifikus anyagoknak a
sikeres parzas létrejottében, azaz a faj fennmaradasaban. Erdekes modon a pillangdk esetében
nem tudunk ilyen anyagokrol és az elsédleges kommunikécid vizudlis (Shorey €és mtsai., 1968).

A teriilet jelentds irodalmat tekintve Prestwich és Blomquist /eds./, (1987), valamint
napjainkban Blomquist és Vogt /eds/ (2003) konyveit kell kiemelnem ¢és a legfontosabb
altalanossagokat az alabbiakban 0sszefoglalom, melyet majd kdvet a kdzvetlen elézmények
ismertetése az altalam vizsgalt két fajban.

A szexferomonok a ndstényekben talalhatéd specialis szervben, a potroh 8-9. szegmensénél
—epidermalis, gyakran interszegmentalis kitiiremkedésként a tojocsé elétt— talalhaté PG-ben de
novo szintetizalédnak olyan Fa kozti termékekbdl melyek hossza, kettdskotés helye,
sztereokémiaja mar hasonlatos a végtermékkel. Altalanos esetben (pl. egy acetat tipust
molekulakban) az acetil-CoA4-bol (AcCoA) palmitinsav keletkezik (Fa-szintetdz; FaS) melyet
két fontos 1épcsd kovet: lancrovidiilés (két szénnel rovidiil a lanc, mikroszomalis B-oxidacid
révén), ill. telitetlen kotések kialakuldsa. Ezeket a 1épéseket a redukcio és acetilacio koveti. A
legtobb lepke szexferomon alifatikus aldehid, alkohol, acetéat, amely 10-18 szénatomos lancot
alkot és egy vagy tobb telitetlen kotést tartalmaz, de ismertek feromon funkcidju epoxidok,
ketonok stb. is. A legtobb szexferomon tehat kiilonb6z6 izomerek keveréke, illetve Gn. f6- és
alkomponensek meghatarozott elegye.

M¢ég napjainkig is valdjaban csupan néhany faj feromon-bioszintézisének tjat, 1épéseit
tanulmanyoztak teljes részletességgel, mely ismeretek tekintetében szintén a fenti 6sszefogla-
l6kra hivatkozok. Az elsd szexferomont (bombykol; Alo’lz—hexadekadienoait, pontosabban: E,Z-

10,12-hexadekadién-1-ol, 84%: E,E- hexadekadién-1-ol, 16%) az éltalunk is egyik modell-
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fajként hasznalt selyemlepkébdl azonositottak mintegy félmillié egyed felhasznalasaval
(Butenandt és mtsai., 1959). Az6ta sok szaz faj feromonjat azonositottdk (Arn és mtsai., 1999).
Az 6sszes izolalt feromon tulnyomo tobbsége tovabbra is a lepkékbdl szdrmazik (Ridgway és
mtsai., 1988).

Az lepkék esetében a parzas mindig az éjjel/nappal ciklus meghatarozott idejében van.
Ezért a feromonszintézisnek és kibocsatasnak és a himek percepcid képességének is pontos
1ddzitése rendkiviili jelentdségli. Szamos élettani és kornyezeti paraméter befolyéasolja a
ndstények feromontermelését és kibocsatasat (életkor, esetleges korabbi parzas, napszak, napi
ritmus, fény és 1égkori viszonyok). Annak ellenére, hogy a lepkék viszonylag rovid élet-
tartamuak, tovabba érett petékkel bujnak eld, azonban mégsem a parzas €s az azonnali ,,kontroll
nélkiili” szaporodas kertil elétérbe (Cardé és Webster, 1980). Tehat annak érdekében, hogy
1étrej6jjOn a periodicitas a szexudlis aktivitasban, olyan mechanizmusok miikddnek a
néstényekben melyek a kiils6é tényezoket is figyelembe véve belsé szabalyozast biztositanak.

Riddiford és Williams (1971) javasoltak el6szor a csalogato viselkedés (calling) tovabba a
szexferomontermelésének neuroendokrin kontrolljat a pavaszemes lepkékhez tartozé
Hyalophora cecropia-nal és Antheraea polyphemus-nal. Ugy talaltak, hogy ezeknél a fajoknal a
kiils6 informéaciokat (€s valtozasait) az agyi feldolgozast kovetden a CC-bdl hormonkibocsa-
todas koveti. Késobbi eredmények pedig azt mutattak, hogy csalogatd ndstény vérnyirokjat
injektalva nem csalogat6 4. polyphemus ndsténybe parzasi aktivitds (csalogato viselkedés)
indukalhato (Riddiford, 1974). Sajnos ekkor csak a viselkedést figyelték meg és magat a
feromontermelést nem mérték. Késébb igazolodott is, hogy a CC-nak nincsen szerepe a
csalogato viselkedés szabalyozéasaban (Sasaki és mtsai., 1983) és tudjuk hogy a feromon-
termelés és a csalogatd viselkedés fliggetleniil irdnyitott. Példaul a H. zea fotofazisban
feromontermelésre serkenthetd, de nem mutat parzasi aktivitast (Raina és mtsai., 1991). A M.
sexta esetében a csalogato viselkedés idegi impulzustdl fiigg, de a mirigy kitolasa az utols6
potroh ganglion altal iranyitott (Itagaki €s Conner, 1986).

Hollander és Yin (1982) a gyapjaslepke, L. dispar, esetében ugy talaltak, hogy az ideg-
rendszer eliils6 része (az agyat is beleértve) sziikséges a feromontermeléshez, kibocsatashoz, ill.
egy sértetlen idegi kapcsolat fontosabb, mint barmilyen hormonalis informacié (Hollander és
Yin, 1985). Azt is bebizonyitottak, hogy a hasi idegrendszer atvagésa az utolsé potroh ganglion
elott jelentdsen csokkenti a feromontermelést (Tang €s mtsai, 1987). A feromontermelés

crer

zea-ban egy peptidtermészetii neuroendokrin faktor befolyasa alatt 4ll (Raina és Klun, 1984). Ez,
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¢és késdbbi eredmények sora, sokban annak is volt kdszonhetd, hogy ekkorra sikeriilt kifej-
leszteni szenzitiv in vivo bioldgiai hatdsvizsgalatokat, PT aktivitas teszteket. Ennek alapja, hogy
kikelt ndstényeket a fej és tor kozott elkotottek (/igacio) majd az igy nyert ,,izolalt” potrohba
kiilonboz6 agy és/vagy dickivonatokat injektaltak. Néhany ora elteltével a PG-bol kivonatot
készitettek és a feromon-fokomponensének mennyiségét GC-vel meghataroztak (Raina és Klun,
1984). Ezt valtotta fel késdbb a dekapitalds, amit mi is rendszeresen alkalmazunk, in vivo
biotesztek soran.

A feromonok bioszintézisét, eddigi ismereteink szerint, elsdsorban a PK-khoz is tartozd
jellegzetes FXPRLamid C-terminalissal rendelkez6 PBAN serkenti és befolyasolja a célszervben.
Az elsdt a H. zea-bol izolaltak (Jaffe és mtsai., 1986a; Raina és mtsai., 1987, 1989), melyet még
szamos kovetett. Az ismert PBAN-ek 33-34 aminosavbdl all6 peptidek, az SOG-ban termeldd-
nek és id6szakosan iiriilnek napszaktol fiiggéen a CC-bdl, és/vagy a hasi ganglionokbol. A
PT/PBAN neuropeptideket és a peptidkutatashoz kapcsolodo elézményeket és sajat eredmé-
nyeimet bovebben az 1. rész IV. fejezetében targyaltam.

A sokféle feromon (és komponensek keveréke) a szénlanc hosszsagatol, telitetlen
a lepkék tulnyomo tobbségénél a PT/PBAN kozvetlen —a PG-re gyakorolt— hatasat feltételezziik,
kevés ismeretiink van a ténylegesen befolyasolt konkrét bioszintetikus 1épésekrol.

A PBAN hatdsmechanizmusanak kutatasaban elért eredmények ismertetése elétt fontos
felvazolnom, hogy abban az iddben —bd tiz évvel ezel6tt— milyen kiindulasi eredmények alltak
rendelkezésre. Tekintettel arra, hogy abban az idoben csak kozvetett tapasztalataink voltak a
rovar-neuropeptidek receptorait illetden, igy elképzeléseinket a gerinces irodalomra is alapoztuk.
A rendelkezésre 4ll6 természetes szintetikus peptideket ill. az azokbdl szarmaztatott szintetikus
analogokat a gerinces farmakoldgia mintajara sokféle szerkezet-hatasvizsgalatra hasznaltak és
hasznaljak értelemszeriien manapsag is. Ezek alapjan jutottunk olyan ismeretekhez melyek a
minimalis hatékony szekvenciat, esetleges aktiv konforméacidt hivatottak leirni. Ezekhez a
vizsgalatokhoz is nélkiilozhetetlenek a sokat emlegetett biotesztek.

Alapértelmezés szerint a neurohormonok a sejtekre szinte mindig a specifikus receptorral
val6 kapcsolodas utan hatnak. A hormon a specifikus receptorhoz kotddik, amely a membran
kotott AC (ATP-bol cAMP-t szintetizal) aktivalasahoz vezet. Ezt kovetden megné a cAMP
szintje a sejtben és ténylegesen a cAMP kozvetiti a hormonhatast. A membran kotott AC
legaldbb harom egységbdl all: a katalitikus proteinbdl (C-protein), guanin nukleotid-kotd

regulacios peptidbol (Gp) és hormon receptor(ok)bol. A klasszikus jelatadas folyaman a hormon
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receptorhoz vald kdtddése utan a kotott guanozil-difosztat (GDP) disszocial a Gp-r6l és tjabb
guanozil trifoszfatot (GTP) kot meg. Ez a katalitikusan aktiv komplex végzi a cAMP szintézist.
A Ca™" a ciklikus nukleotidok metabolizmuséra és funkci6jara hathat a Ca”™ -kalmodulin
komplexen (CaM) keresztiil, mely utobbi egy Ca™ -fiiggd modulator fehérje és Ca' -receptor
egyben. A CaM, a ciklikus nukleotid foszfodieszteraz (pl. hidrolizalja a cAMP-t) ésa Ca'™"
fliggd AC regulatora és igy molekuldris kapcsolatot teremt a ciklikus nukleotidok és a Ca”™
kozott. A Ca™ sejtben torténd felszabaduldsat (amennyiben nem receptor fiiggé Ca’ csatorndn
keresztiil jut be) egyébként egy masik rendszer befolyasolja, az IP; melyet a PK-C modulal. A
peptidhormonok bioldgiai aktivitdsukat csak bizonyos ideig 6rzik meg, inaktivalasukért
elsdsorban enzimatikus hidrolizis (specifikus endopeptidazok, amino- és karboxipeptidazok) a
feleldsek.

Az A. velutinana esetében azon til, hogy az un. ,,burza faktor” is tigy tlinik, hogy szerepet
jatszik a feromontermelés serkentésében azt talaltak, hogy a PBAN mas testi szovetre fejti ki
hatasat, aminek kovetkeztében a PG felé fokozodik a Fa-szintézishez sziikséges alapanyag
szallitas, igy a megnovekedett szubsztrat mennyiség hat serkentdleg a feromon-bioszintézisre
(Tang és mtsai., 1989). Erdekes modon a H. armigera-nal is azt talalta Soroker és Rafaeli
(1989), hogy a hormon mar a de novo Fa-szintézis elott/elején fejti ki hatasat (ez esetben a PG-
ben). A H. zea fajnal is valdszinii, hogy a regulacid (mint fentebb lattuk nem egyértelmiien
tisztazott iton) a Fa-szintézis eldtt érvényesiil és amennyiben a prekurzor(ok) mar jelen
van(nak) akkor a bioszintézis folyamat lezajlik és be is fejezddik (Jurenka és mtsai., 1991b).

Mar a 90-es évek elején is ismertiik a részletesebb tanulmanyoknak kdszonhetéen a
bombykol szintézisének fontosabb mozzanatait (Ando és mtsai., 1988; Arima és mtsai., 1991;
Ozawa ¢és mtsai., 1993). Ezen eredmények szerint a telitetlen acil redukcidja all hormonalis
kontroll alatt. Martinez és mtsai., (1990) és Ozawa ¢és mtsai. (1995) szerint a S. litura-nal is a
végsd redukeio all hormonalis befolyas alatt. Jelzett prekurzorok hasznalataval végzett
vizsgalatok M. brassicae (Bestmann €és mtsai., 1989) és a dudvaragd aranybagoly, Chrysodeixis
chalcites (Altstein és mtsai., 1989) fajokban viszont azt valoszinisitették, hogy a hormon
els@sorban a A-deszaturaz szintjén fejti ki hatasat. Késobb azonban tisztazodott, hogy a M.
brassicae-ben a PT/PBAN elsOsorban a Fa-szintézis folyamata eldtt fejti ki hatasat (Jacquin-

Joly és mtsai., 1994).
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VIL. A PBAN HATASMECHANIZMUSA A B. MORI-BAN

VII/1. El6zmények

A PBAN szerepének, valamint a kapcsolodo részletes jelatadasi folyamat pontos feltarésa,
ill. az eseményeket kisérd morfoldgia vizsgalatok eldtt részletesen ismertetem a kiindulasi
alapokat a selyemlepkében.

Fonagy ¢s mtsai. (1992b) megallapitottak, hogy a selyemlepkében kizarolag a PG a PBAN
fliggd de novo feromon-bioszintézis célszerve. Az in vivo és in vitro PBAN ddzis-hatas és ido-
hatas vizsgalatok alapjan kidolgozott bioteszt rendszer eredményeinek kdszonhetden tudtuk,
hogy ez a specifikus szerv kitlind modellként szolgalhat sajatos élettani és biokémiai folyamatok
tovabbi tisztazasban. Az id6-hatds vizsgalatok eredményei egy gyors konverziot sugallnak,
hiszen néhany perccel a kezelést kovetden mar jelentds bombykol tartalmat mértiink a B. mori-
ban —tehat feltehetden a feromon-bioszintézis végso redukcids 1épésére hat serkentdleg a
hormon—, melyet kés6bb Ozawa és mtsai. (1993) farmakologiai eszkozdkkel be is bizonyitottak.

A rendelkezésre 4116 biotesztekben végzett farmakologiai vizsgalatok akkori eredményeit
az alabbiak szerint foglalhatjuk 6ssze (11. dbra) melyek —a jelen dolgozatban bemutatott—
munkam alapjait képezték (Fonagy és mtsai., 1992a,b; Ozawa és mtsai., 1993, 1995; Matsumoto

¢és mtsai., 1995).

11. dbra: A PBAN feltételezett
jelatadasi mechanizmusa a B. mori
PG sejtben a kiilonb6z6 farmako-

=) ‘LCaM e _ Bombykol bioszintézis kemikalidk segitségével végzett in
TEP " o & ;' AcCoA vitro vizsgalatok szerint (1995-0s
' l o | Aallapot).
 adivala? '| RS | A teremlést indukalja, serkenti a Ca
. 1| ionophore (4 23187) és ionomycin, mig a
& ,,,,,,,,,,, »(_ CaN ) | NN scen folyamatot gatolja a LaCl;, W-7, TFP,
l Coandeio PNPP és NaF (Fonagy és mtsai., 1992a,b;
aktivalas |\/\_./\v\/\/\/\/\_ﬂm ‘ Ozawa és mtsai., 1993, 1995; Matsumoto

® ¢és mtsai., 1995).
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A Ca ionophore (4 23187) (divalens kationok bearamlésat serkenti; Pfeiffer és mtsai.,
1978) és ionomycin in vitro feromontermelést indukalt, mig a lantanium ion (La™ ; Ca™"
antagonista, specifikusan helyettesiti a plazmamembran divalens kationjait; Weiss, 1974) gatlo
hatasa volt egyértelmiien kimutathatd. A ciklikus nukleotidok (cAMP, cGMP vagy dbcAMP)
beinjektalasa a dekapitalt B. mori ndstényekbe dozis-fliggd feromontermelést indukalt és a
cAMP mutatkozott a legaktivabbnak. A farmakokemikalidkkal végzett in vitro vizsgalatok
viszont egyaltalan nem tdmasztottak ezt ald, azt sugallva, hogy a cAMP-nek bizonyara nincs
kozvetlen szerepe a feromontermelés indukcidjdban. Hasonloképpen a MIX (3-izobutil-1-
methilxantin, erés foszfodieszteraz inhibitor; Montague és Cook, 1971) és/vagy a forskolin (7-
O-hemiszukkcinil-7-deacetil, AC stimulator; Seamon és mtsai., 1981) 6nmagaban szintén nem
serkentette a mirigyeket feromontermelésre, mikozben a MIX képes volt a Bom-PBAN-I hatasat
30-60%-ban fokozni. A MIX és forskolin is képes volt ndvelni a Ca ionophore hatasat. Ezek az
elsé komplex uttéré PBAN hatasmechanizmus vizsgalatok eredményei egyértelmiisitették a
kiilsé Ca"" bearamlas sziikségességét és a Ca’ PBAN jelatadasaban betoltott alapvetd szerepét.
A ciklikus nukleotidok szerepe tehat nem volt bebizonyithatd, szemben az H. zea esetével, ahol
viszont mar azt kozolték (Rafaeli és Soroker, 1989; Soroker és Rafaeli, 1989; Jurenka és mtsai.,
1991b) és ezért ez volt az altalanosan elfogadott elmélet a PBAN jelatadasi mechanizmusban
(Raina, 1993), igy felfedezéseink mar akkor igen figyelemreméltdak voltak és tovabbi
vizsgalatokat stirgettek.

Tovabbi farmakologiai agensekkel végzett in vitro vizsgalatok igazoltak, hogy mivel se
PK, se pedig IP; inhibitorok nem akadalyoztak meg az in vitro bombykol termelést (Matsumoto
és mtsai., 1995) ezért valdsziniileg nem az intracellularis Ca™ mobilizacio jatszik szerepet a
folyamatban, hanem receptor aktivalt Ca™" csatornan keresztiili Ca” bedramlas lehet a donto.
Tekintettel arra, hogy CaM-inhibitorok (trifluoperazin; TFP és W-7; Cheung, 1980) ellenben
nagyon erds gatlészernek bizonyult ezért gyanithaté volt a CaM kulcsszerepe, valamint az altala
aktivalhat6 foszfoprotein-foszfataz (2B)/kalcineurin (PP2B/CaN) rendszer részvétele a
folyamatban (Matsumoto és mtsai., 1995). Ez utdbbi defoszforilacio révén aktivalja az acil-
CoA-reduktazt (ACR), ami, mint tudjuk a bombykol esetében a végso redukcids 1épést végzi.
Erre bizonyiték volt, hogy a kompaktin —egy specifikus 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim-A-
reduktdz (hasonld az ACR-hez) inhibitor— is gatolta a bombykol szintézisét (Ozawa és mtsai.,
1995; Ozawa és Matsumoto, 1996). A CaM, valamint a CaN tényleges szerepének igazoldsa a
jelatadasi folyamatban bizonyitasra vart, amit alabbi vizsgélatainkkal elvégeztiink.

A PBAN hatasmechanizmusanak kibontakozé kutatdsa mellett igen csekélynek mondhatd

morfologiai megfigyelés €s leirds allt rendelkezésre €s a feromontermeléssel kapcsolatban,
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Osszefiiggésében pedig még annyi sem. A lepkék tobbségénél (foleg Bombycidae, de Noctuidae
¢és Sphingidae csaladokon belill is) egy paros epidermalis, interszegmentalis ,,zacsko” (sacculi
lateralis) a feromon-bioszintézis ¢és kibocsatas jol koriilhatarolhato szerve (Bjostad és mtsai,
1987). A kitliremkedés vérnyirok nyomasanak kdszonhetd és dsszefiiggésben van a fentebb mar
emlitett ,,csalogatd” viselkedéssel (Riddiford és Williams, 1971), mig a visszahtizasa
egyértelmiien aktiv izommozgasnak kdszonhetd. Percy-Cunningham és Mac Donald (1987)
Osszefoglal6jabol tudhatjuk meg a legtdbbet a PG morfoldgiat illetden. A PG sejtek
hipertrofizalodott, szekrécids modosult kivezetés nélkiili sejtek, melyek sok csdves, sima
endoplazmatikus retikulummal (sER) rendelkeznek (aktiv Fa-metabolizmus jellegzetességei),
valamint sok mikrotestet (microbodies) tartalmaznak (Blum, 1985). Lemezes endokutikula,
fehérje epikutikula, egy vékony elektrodenz kutikulin és egy kiilsd epikutikula alkotjak a
mirigyet boritd kutikulat (Percy és Weatherson, 1974). Az elsd, B. mori-ra vonatkoz6
megfigyelések szerint a citoplazmaban vakudélumok taldlhatok (Hayashi és Ito, 1933).
Evtizedekkel késébb Steinbrecht (1964) hisztokémiailag vizsgalta a vakuolumokat és
megallapitotta, hogy ezek nem a hombykolt tartalmazzak, hanem telitetlen zsirokat. Ezt
kovetden Waku és Sumitomo (1969) ultrastrukturalis vizsgalatokat végeztek és arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy mar a kibuvast megel6z6 negyedik napon zsirszerti anyagok
talalhatok a fejlédo PG sejtjeiben €s jellegzetes mielin strukturat alkotva kapcsolodnak a
mitokondriumokhoz (Mf). Kézenfekvd tehat, hogy ezek a zsirszerii anyagok vagy lipidcseppek
(lipid droplet; LD) és a megfigyelt valtozasok szorosan kapcsolddnak a feromonszintézis
folyamatahoz ¢s joggal feltételezhettiik, hogy mindezek hormonalis befolyasoltsag alatt is
allnak. Ezek alapjan nyilvanvalova valt, hogy sziikséges ¢és érdemes morfologiai €s kapcsolddo
funkcionalis vizsgalatokat végezni a selyemlepke PG-ben a feromontermeléssel dsszefiiggésben.
A selyemlepkén végzett kisérleteket a RIKEN Laboratory of Molecular Entomology-ban
(Wako-shi, Japan) és egyéb japan egylittmikodo laboratoriumok segitségével végeztem 6t

rovidebb-hosszabb, meghivasos (Japan allami, valamint RIKEN) 6sztondijas ut alatt.

Foto: Nagy Z. Laszlo

Selyemlepke (Bombyx mori) csalogato ndstény a tenyészedényben
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VII/2. Anyag és modszer

VII/2/1. Felhasznalt rovar/torzs

B. mori (ShukoxRyuhaku tenyészvonal): A larvakat (Katakura Kogyo Co. Ltd., Matsumoto,
Japan) hossza nappalon (16:8; L:D) neveltiik 25°C-on félszintetikus, mesterséges tdpon. A
himeket és ndstényeket bab allapotban szétvalasztottuk és ezt kdvetden kiilon tartottuk azokat.
Vizsgalatokhoz és kisérletekhez kiilonbozo kort és/vagy (el6)kezelésii rovaranyagra volt
szlikség ezért a kiindulashoz hasznalt allapotukat, vagy szdvetet kiilon-kiilon megjel6lom a

megfeleld alfejezetekben.

VI1/2/2. A Bom-CaM izolacidja, meghatarozésa és jellemzése

a) A PG szovet gylijtéséhez egy napos sziliz ndstényekbdl tavolitottuk el a mirigyet, ugy,
hogy a tojocsovel egyiitt levagtuk, majd felnyitottuk, szétteritettiik, megtisztitottuk (trimmed) és
homogenizal6 elegybe (50mM Trisz-HCl1 /pH=7,5/; 5SmM MgCl,; 250mM szukroz; 1-1pg/ml
pepstatin A, leupeptin és aprotinin, valamint 1mM fenil-metil-szulfonil fluorid; PMSF) tettiik
(500-as PG egységekben), jégen. Az iiveges homogenizalast kovetéen 10°g-n, 4°C-on
centrifugaltuk 10 percig, majd a feliiliiszot tovabbi egy 6ran keresztiil 10°g-n a citoszolikus
(mely tartalmazza a CaM-ot ) és mikroszoma frakci6 szétvalasztasara.

b) A fenti modon nyert homogenatumot HPLC tisztitdsnak és frakcionalasnak vetettiik
ala. El6szor azonban egy Trisz-HCI1 (pH=7,0) pufferrel egyenstlyba hozott 7SK gél-DEAE-
SPW ioncseréld oszlopon tisztitottuk az Sml-nyi citoszol egységeket, NaCl-os Trisz-HCI
eluenssel lemostuk tobb 1épcsdben. Ezt kovetden egy Senshu-Pak VP-318 HPLC oszlopon
ammonium-acetat eluenst alkalmazva frakcionaltuk. Az elvalasztas koriilményei a 12.a. dbra
alatt talalhatok meg. A CaM aktivitadsanak nyomonkovetésére Kakluchi és Yamazaki (1970)
altal leirt probat alkalmaztuk mindvégig a tisztitas és elvalasztas soran.

c) A Bom-CaM tomegét MALDI-ToF MS-el hataroztuk meg. Tekintettel arra, hogy egy
nagymolekuldrél van sz6 a pontos szekvencia meghatarozashoz sziikséges volt az izolalt Bom-
CaM emésztésére tobb enzim altal (kimotripszin, endoproteindz Asp-N), valamint kémiai
bontasra is (BrCN), Gross (1967) modszere szerint. Emellett pArhuzamosan, kontrollképpen
elvégeztiik a marha-agy (bovine-brain) CaM emésztését és frakcionalast is. A termékeket RP-
HPLC-vel (Pegasil-300 Csoszlop) szétvalasztottuk, majd ezt kdvette az aminosav analizis
(Hitachi, L8500), ill. szekvencia analizis (Applied Biosystems Model 4734) Hewick és mtsai.
(1981) szerint, végiil pedig a részeredményekbdl a Bom-CaM teljes szekvencidjanak

megallapitasa.
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d) A megallapitott szekvencia alapjan megerdsitésképpen elvégeztiik a peptidszintézist

szolid fazist Shimadzu PSSM-8-on, Fmoc™ protokol szerint (Nokihara, 1994).

VII/2/3. A CaN szerepének bizonyitasa a PBAN jelatadasi folyamataban
a) Az in vitro PG farmakolégiai vizsgalatokat alapvetden a korabban kidolgozott
modszer szerint végeztiik (Fonagy és mtsai., 1992a,b). A frissen kikelt ndstényeket harom 6ran
beliil dekapitaltuk, majd tovabbi egy napig a kisérletek megkezdéséig dobozban tartottuk azokat.
A megfelelden kioperalt PG-t 40 pl Grace médiumot, valamint farmakokemikalit tartalmazo
Eppendorf csovekbe helyeztiik. A farmakokemikalidkat célzottan valogattuk nevezetesen a
cyclosporin A-t (CsA) (Borel és mtsai., 1977) és az FK 506-ot (Kino €s mtsai., 1987a,b) melyek
specifikus és kitliné CaN inhibitorok (Kunz és Hall, 1993; Liu, 1993).

A Grace médiumokat tartalmazd Eppendorf csdvekbe megfeleld koncentracioban CsA-t
/0,5 ul etanol (EtOH):DMSO (1:9) elegyben/ vagy FK 506-t 1 ul DMSO-ban elegyitiink. A
kezelés soran a PG-t 15 percig elokezeltiik a megfeleld inhibitorokat tartalmazo Eppendorf
csOvekben, majd ezt kdovetden hozzaadtuk az Spmol TKYFSPRLamid szintetikus rovid peptidet
(Matsumoto és mtsai., 1995) vagy Bom-PBAN-I-et. A pozitiv kontrollban neuropeptid és
oldoszer, mig a negativ kontrollban csak olddszer volt. A kezelési koncentraciok a 13. a-d.
abran lathatok.Tovabbi 90 perces inkubacid (25°C) utan kivettiik a mirigyeket az Eppendorf
csovekbdl, leitattuk, majd a mar kordbban leirtak szerint az n-hexannal kivont bombykol
mennyiségét megmértiik (Fonagy és mtsai., 1992b).
b) A CaN részvételét a jelatadasi rendszerben SDS-poliakril gél elektroforézis (PAGE)
altali kimutatassal €s Western-blot analizissel is szdndékoztunk megerdsiteni. Az SDS-PAGE
futtatdshoz (Laemmli, 1970) frissen kelt ndstényekbdl 10-10 PG-t boncoltunk ki Ringerben a
szokasos moédon, majd 15 pl SDS-PAGE pufterben foztiik. Standard marha-agy CaN-t (4300
egység/mg fehérje) hasonldo modon készitettiink eld, majd 12%-os gélt hasznalva megfuttattuk
és Coomassie kékkel (R-250) megfestettiik.

A Western-blot (immuno-blot) antigén azonositast és meghatarozast Towbin és mtsai.

(1979) szerint végeztiik el és ez esetben is a standard marha-agy CaN-t hasznéltuk referen-
ciaként ill. a poliklonalis nyul antitestet is ez ellen termeltették.
c) PG-bol szarmazo6 sejtmentes mikroszoma frakcio készitése €s tesztelése igazi attorést
jelentett a PBAN jelatadasi mechanizmusanak, de foleg a hombykol bioszintézis enzimeinek
kutatasaban. A VII/2/2. alfejezetben leirt Bom-CaM izoléciodja és jellemzése soran a PG
citoszolikus frakciojara volt sziikséglink. Az enzimrendszer kutatdsdhoz azonban viszont egy

aktiv és miikodoképes mikroszoma frakciot kellett eldallitani, mely szubsztrat €s ,,sejtenergia”
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hozzaadasaval képes bombykolt termelni, ami n-hexannal szétvalaszthato és kivonhat6 a vizes
kozegbdl, majd a szokasos moédon megmérhetd. A mddszer fejlesztését és kialakitasat roviden
Osszefoglalom, mely csekély szdmu korabbi, eldzetes kisérlet eredményén nyugszik (Wolf és
Roelofs, 1983, 1986; Ozawa ¢s Matsumoto, 1996):

A mikroszéma frakcio eldallitadsahoz a korabban leirt médon lepke Ringerben kipreparalt
PG-re volt sziikség. Kilencven PG-t 1125 pl-nyi homogenizald elegyben jégen homogenizaltuk,
majd kétszer centrifugaltuk (Isd. VII/2/2.). A masodik centrifugalast kovetden az iiledékkel
dolgoztunk tovabb, oly modon, hogy elébb 225 ul homogenizalo pufferben reszuszpendaltuk
mikdzben 22,5 pl 7% CHAPS /3-(kloramidopropil) dimethilammoénid)-1-propanszulfonat/
,.detergenst” adtunk a frakciohoz. Ezt kovetden allni hagytuk kb 10-12 6ran keresztiil 4°C-on,
majd ismét lecentrifugaltuk (10°g). Az igy eléallitott feliilaszot (CHAPS Sup.) ezt kovetSen
fagyasztva taroltuk felhasznalasig.

d) A hosszas kisérletezés eredményeképpen a standardizalt CHAPS Sup. bombykol
termelése a kovetkezOk szerint torténik: A végsé mikro-teszt 40 pl-nyi végtérfogati, ami SOmM
Trisz-HCI1 (pH=7,5), 10mM NADPH, 2,5mM ATP és 0,5mM (Ac)CoA tartalmu €s végiil a mikro
tivegesdbe két PG ekvivalensnyi CHAPS Sup.-ot cseppentiink. Farmakoldgiai vizsgéalatainkhoz
0,5 vagy 1ul Cs4, FK 506 (CaN inhibitorok), vagy kompaktin/-sav (ACR inhibitorok) oldatokat
cseppentettiink. A kompaktin-savat Endo és mtsai. (1976) és Ozawa és mtsai. (1995) mddszere
alapjan allitottuk eld. Osszekeverés utdn szobahémérsékleten tartottuk eldszér, 15 perc milva
100 pl n-hexannal feliilrétegezziik, majd lefed;jiik, végiil 10-12 6éra milva megmérjiik a
fentiekben leirt modon a termelddott bombykolt. A kezelési koncentraciok a 14. a,b. és 15. a,b.

abrakonn lathatok és az eredményeket statisztikailag is elemeztiik.

VI1/2/4. A bombykol termeld PG sejtek azonositasa, izoldlasa és kultiraban tartasa
a) Kisérleteinket ezt megel6zden in vivo (injektalassal) vagy in vitro (pl. Eppendorf
csében) koriilmények kozott végeztiik, ill. a jelatadasi rendszer folyamatanak tanulmanyozasara
a PG-bdl eldallitott citoszol, vagy mikroszoma frakciokat hasznaltuk. A bombykol termeld
egysejtrétegli hdmot egy modosult kutikula boritja. Célunk volt, hogy a tényleges mirigy
sejteket izolaljuk és kulturaban tartsuk, valamint feromontermelési képességiiket PBAN hatasara
minél tovabb fenntartsuk. Az ¢él6 sejtek izolalasahoz a kutikulat el kellett tdvolitani, amire egy
teljesen egyediilallo modszert fejlesztettiink ki, melynek csak végleges és standardizalt
valtozatat irom le:

A frissen kikelt ndstényeket néhany oran beliil dekapitaltuk, majd tovabbi egy napig
dobozokban taroltuk azokat. A potroh végeket 70%-os ErOH-ba meritettiik, majd steril
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eszkozokkel, steril lepke Ringerben belboncoltuk a PG-t (Matsumoto és mtsai., 1995). A
lepeddszeriien szétnyitott szovetet, ezt kdvetden, egy papain tartalma (1 mg/ml lepke Ringer,
amit el6zdleg L-cysteinnel 10 percig eldaktivaltunk, tovabba 0,005% gentamicint is
tartalmazott) cseppre helyeztiik (steril Petri-csészékben). A kis fedett talkakban levd szovet
preparatumokat kb. 120-140 percig gyenge mozgatas mellett 32°C-on inkubaltuk. A megfeleld
1d6 leteltével (szemészeti csipesz €s oll0, ill. erre a célra kialakitott tii alkalmazaséaval)
kettévalasztottuk az Uin. bels6 (vagy also, epidermalis mirigysejt) és a kiils6 (vagy felsd,
kutikula) réteget. Mindkét réteggel ezt kovetden tovabbi vizsgalatokat (biokémiai, morfoldgiai)
végeztiink.

b) Farmakologiai vizsgalatok keretében dozis-hatas vizsgalatokat végeztiink az n. belsd
réteg sejtjeivel (kontrollképpen a kiilsd réteget hasznaltuk, valamint egész mirigyet, ill.
szétteritett, megtisztitott trimmed PG-t). Ennek keretében megvizsgaltuk a TKYFSPRLamid
szintetikus rovid peptidet (Matsumoto €s mtsai., 1995), valamint az ionomycin és a Ca
ionophore A23187 hatasait Fonagy és mtsai., (1992a) leirasa szerint. A kisérleti médium
azonban mindvégig a lepke Ringer volt és nem, a kordbban hasznalt Grace médium. A kezelési
koncentraciok a 17. a-c. dbran lathatok.

c) Az emésztéssel kiilon valasztott belsd sejtréteget, (ami inkabb tekinthetd lazan
kapcsolodo sejt halmazoknak) €16 kultaraban igyekeztiink tartani és szamos koriilménnyel
kisérleteztiink. A tobb napos kultiraban tartashoz azonban a Grace médium bizonyult a
legmegfelelébbnek (28°C-on), dacéra a leemésztési folyamatban tapasztalt negativ hatasoknak.
Az 6t napos sejtekbdl a fenti VII/2/3 c. pontban leirtaknak megfeleléen CHAPS Sup.-ot

készitettlink és bombykol termeld képességét is fentiekkel megegyezden vizsgaltuk.

VI1/2/5. A bombykol termeld PG sejtek fluorescensz mikroszkopos vizsgalata, valamint
jellegzetes sejttani dinamizmusa és a folyamat PBAN altali befolyasoltsaga
a) A szép és igényes (fluorescensz) mikroszkopos vizsgalatokhoz, valamint a LD-k
megfeleld tanulmanyozasahoz és a PG sejtszintli megismeréséhez (pl. sejtszamlalashoz) az
el6zdekben leirt (Isd. VII/2/4 a.) médon szétvalasztottuk a PG feromontermeld sejtrétegét a
kutikulatol. Ehhez frissen kelt, majd dekapitalt, egy napos néstényeket hasznaltunk. A
szétvalasztott réteget tobbszor PBS cseppekben ,,atmostuk”. Az utols6 alkalommal 2,5-szeresre
higitott 10%-o0s formaldehiddel cseréltiik le a cseppet a tdrgylemezen és igy tiz percig fixaltuk a
szovetet. A fixalo eltavolitasa utdn tovabbi harom alkalommal atmostuk PBS-el.

Az LD-k szelektiv, sejten beliili festéséhez un. Nilus-voroset hasznaltunk (6 pl telitett
aceton oldat 100 ul PBS csepphez) (Greenspan ¢és mtsai., 1985). A targylemezeket ezt kvetden
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kb. tiz percig sotétben tartottuk (,,el0hivas™). Végiil ismét kétszer atmostuk a festett szovetet,
majd lefedtiik és lezartuk. Az un. dupla festéshez (sejtmag-festés és LD-festés) még Hoechts
33342 (1 mg/ml torzsoldat) festéket is adtunk 1/2000 aranyban. A sejtszamlalashoz elsésorban
csak Hoechts festéssel megfestett szovetet hasznaltunk. Sejtszamlalést és a PG szovet sejtszintii
rajzat szamos preparatum felhasznalasaval készitettiik el.

A fluorescensz mikroszkopidhoz (és fényképezéshez) egy OLYMPUS™ BX-60-as
mikroszkdopot hasznaltunk egy PM-30-as expozicios egységgel, valamint egy BH-20-RFL-T3
altal gerjesztett fényforrast. A Nilus-vords (€lénk vords-sarga) €s/vagy a Hoechts (élénk kék)
szin egyidejlileg lathat6 a kovetkezo spektralis koriilmények kozott: 330-385 nm sav inter-
ferencia gerjesztd sziird, 400 nm-es kettds tiikkor, valamint 420 nm-es felfogd sziiré kombinacio
esetén (OLYMPUS® WU tubus). A fényképezéshez KODAK Chrome EL-2400 ASA-s filmet
hasznaltunk.

b) Az LD-k dinamikus valtozéasain talmenden (kontroll koriilmények kozott) a PBAN
szerepének tisztazasa is érdekelt benniinket ezért kiilonb6zo kezelést ill. allapott mirigyeket is
megfigyeltiink. A legfontosabb kérdés tovabba az, volt, hogy vajon a dekapitalas mit
eredményez. Erre a kérdésre a szokasos modon dekapitalt ndstények PG-jét vizsgaltuk a fentiek
szerint (legalabb harom napon keresztiil). A kovetkez6 vizsgalatokban dekapitalt (36 h és 60 h)
potrohba klasszikus in vivo médon hdromszor egymas utan, 4-4 h kiilonbséggel Bom-PBAN-1-et
(1-1 pmol) injektaltunk, végiil az utolsé kezelést kovetden négy oraval preparaltuk és vizsgaltuk
a PG-t. A kontrollokba csak desztillalt vizet injektaltunk. Végezetiil olyan mirigyeket is
vizsgaltunk tobb idépontban, ahol az egy napos néstényeknek lehetové tettiik a parosodast
hasonlo6 kort himekkel.

d) A PG sejtekben feltlind mennyiségli LD-t talaltunk el6zetes vizsgélataink soran és
feltételeztiik —igaz, csekély szamu rendelkezésiinkre all6 szakirodalom alapjan—, hogy ezeknek
minden bizonnyal koziik lehet a feromon eldanyagaihoz és/vagy koztitermékeikhez. Mivel
tudtuk, hogy ezek a zsirszeri anyagok, mar baballapotban is kimutathatok ezért érdemesnek
tartottuk, hogy hosszabb idén keresztiil megfigyeljiik és leirjuk valtozasukat. Ezekhez a
vizsgalatokhoz kelés el6tti (1, 2, 3 napos) babokat hasznaltunk (a kormeghatarozast morfologiai
¢s elszinezddési bélyegek alapjan végeztiik; Fonagy €s mtsai., 2001), valamint a kelés napjan
(,,0” napos) €és tovabbi négy napon keresztiil négy oranként PG szdvetmintat vettiink , valamint
ezzel parhuzamosan azonos kort allatokbol bombykol mérést is végeztiink. Tudni kell, hogy a
bombykol termelés (és annak napi csucsa is) a fényperiodusra esik ezért mintavételezésre is

ekkor keriil sor, melynek pontos részletei a 20-24. dbrakon lathatok.
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Az LD-k tanulményozéasahoz azonban a konnyebben kivitelezheté modszert, a teljesen
szétteritett (de nem szétvalasztott) PG-t hasznaltuk, melyet csak Nilus-vorossel festettiik meg.
Minden idépontban legalabb harom kiilon preparatumot készitettiink és minimum 15 kiilén
fényképet. Az LD-k szamolasahoz egy 108x74 um-es keretet hasznaltunk fel, amin beliil

természetesen a cseppek atmérdjét is lemértiik.

VII/2/6. A bombykol termeld PG sejtek ultrastruktaralis vizsgalata, jellegzetes dinamikus
folyamatok feltérképezése és leirdsa

a) Az elektronmikroszkdpos vizsgalatok elétt hagyomanyos fénymikroszkopos
megfigyeléseket is végeztiink gyakorlatilag a fentebb emlitett modon kipreparalt PG-kkel,
melyeket azonban nem festettiink meg. Vizsgalatainkat a kelést megel6z6 harom nappal kezdtiik
(kormeghatarozast Isd. korabban: VII/2/5.d.) és a kelést kovetd ideig folytattunk. A
fénymikroszkopos képek nyeréséhez a fenti mikroszkdopot (fényképezdgép feltéttel) hasznaltuk
normal fényforrassal, 1000x-es nagyitassal.

b) Az elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a szovetet alapvetéen Waku és Sumitomo
(1969) szerint készitettiik eld fleg kelést megeldzé babokbol ill. roviddel a kelést kovetden. A
megtisztitott és szétteritett PG-t PBS-ben, 50 mM-os kakodilat pufferben (pH=7,4; 0,17 M-os
szukrozt és 5% glutaraldehidet is tartalmazott) fixaltuk fél napon at 4°C-on. Pufferben tovabb
aztattuk, majd utofixaltuk 1 %-os ozmium tetroxidban (1 h), végiil EtOH sorozatban dehidraltuk
a szoveteket. A mintakat Quetol 812-be agyaztuk. Az ultravékony metszeteket (100 nm) LKB
ultramikrotommal készitettlik. A rézracsra helyezést kovetden telitett uranil-acetattal, majd
Reynolds-féle 6lom citrattal ,,festettiik”’(Reynolds, 1963). Megfigyeléseinket és felvételeket
JEOL 1200EX elektronmikroszkopon végeztiik. A sejttani folyamatokat bemutatd sszefoglalo

modell rajzokat szdmos preparatumrol késziilt felvétel segitségével készitettiik el.

VII/2/7. A bombykol termeld PG sejtek citoplazmatikus LD-k kémiai elemzése
a) A PG-kben talalhaté nagymennyiségii és dinamikusan valtoz6 LD-k tovabbi
vizsgélataban kézenfekvo volt, hogy meghatarozzuk a benne talalhato lipid természetli anyagok
Osszetételét €s ezen keresztiil megallapitsuk tényleges szerepiiket a folyamatban. A PG mintakat
altalaban a fenti, VII/2/5. alfejezetben alkalmazott idokben vettiik azért, hogy a varhat6
eredmények jol egybeessenek a morfologiai megfigyelésekkel.

El6szor egy megbizhato kivondsi modot kellett kidolgoznunk. Ezért szamos szerves
oldoszert (és id6t) és lehetdséget kiprobaltunk (részletesen 1sd: Matsumoto €s mtsai., 2002),

melyek hatékonysagat, a szintén fenti (VII/2/5.) alfejezetben ismertetett Nilus-voros
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fluorescensz festéssel ellendriztiik. Végiil a kovetkezo eljarast valasztottuk: 20 ul acetonba
helyeztiik a PG-t felnyitott, tisztitott allapotban tiz percig, majd a szdvetet kivéve az iiveg
csOvecskében N alatt, beszaritottuk a kivonatot. (Megjegyzés: Az analitikai munkahoz
altalaban, aranyosan tobb, legalabb 5 db PG-t hasznaltunk az azonos koru allatokbol).

b) A beszaritott mintakat n-hexanban felvettiik és a nem-polaros zsirok HPLC-s
(Shimadzu rendszer) elvalasztasara egy Senshu-Pak PEGASIL szilika (120-5) oszlopra vittiik fel,
melyet n-hexan:ecetsav (99:1) eleggyel hoztunk egyensulyba, majd husz perces linearis
gradienssel n-hexan:izopropanol:ecetsav (96:3:1) eluenssel lemostuk (1ml/perc). Az érzékelést
230 nm-en hagyomanyos UV-detektorral, valamint egy porlasztasos fényszorasos detektorral is
(Evaporative Light Scattering Detector /ELSD/; SEDEX 75) parhuzamosan végeztiik (45°C; 2
bar nyomas). Elvégeztiik a polaros lipidek futtatdsat is (természetesen mas koriilmények kdzott;
Matsumoto és mtsai., 2002), de tekintettel arra, hogy bebizonyosodott, hogy ez utobbiak nem
mutatnak mennyiségi valtozast a babbol valo kikelést megel6zo és kelési napok kozott, szemben
a nem-polaros zsirokkal, ezért ezekrdl itt bovebben nem irok. Standardok segitségével, valamint
még szilika TLC-vel is megallapitottuk, a mennyiségi valtozast mutato csucsok egyértelmiien a
LD-kbdl szarmazo Tg-k, ezért ezek részletes mennyiségi és mindségi vizsgalatat végeztiik el a
tovabbiakban.

c) A nem-polaros zsirokat tartalmazo eldtisztitott €s manualisan 0sszegyljtott 7g
kivonatokat tovabbtisztitottuk egy normal fazist Senshu-C>; oszlopon melyet el6szor egy
AcNi:EtOH (6:4) eleggyel hoztunk egyensulyba, melyet egy 6ras linearis gradiens futtatés
kovetett AcNi: EtOH (2:8) aranyt eredményezve (1,5 ml/perc). Az érzékelést hagyomanyos UV-
detektorral (230 nm), valamint a fent emlitett ELSD-detektorral (36°C 3,5 bar) is pArhuzamosan
végeztiik, hiszen a kromoforral nem rendelkezé molekulékat csak ELSD-vel ,lathatjuk”. A
relativ mennyiségi valtozasok nyomonkdvetését hét napon keresztiil végeztiik el a 32. a-c.
abrakon feltiintetett idokben és pontosan azonos (0,2 PG ekvivalens) egységeken. Egy adott
idopontban legalabb két fiiggetlen eredmény (futtatas) allt rendelkezéstlinkre. A 31. dbran
lathatok azok a jellegzetes csticsok, melyeket szdmokkal és betiikkel lattunk el, majd
csoportositasukat kdvetden abrazoltuk az adott csticsok valtozasait.

d) A Tg-k mennyiségi valtozasanak nyomonkdvetése utan sziikségessé valt a HPLC-vel
szétvalasztott rendkiviil karakterisztikus csticsok/frakciok manudlis gylijtése tovabbtisztitasa,
majd szerkezeti meghatarozasa F'AB-MS-el, valamint MS-MS-el. A legrészletesebb mindségi
analizisekhez olyan id6ben vettiink PG mintat, amikor az el6z0 pontban leirt mennyiségi
eredmények alapjan legnagyobb mennyiségben fordultak el6 az egyes komponensek, azaz a

kelést kovetden 48 oraval (Isd. 32 a-c. 4bra).
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A kézzel gylijtott mintakat beszaritottuk, majd n-hexanban ismét felvettiik, végezetiil
pedig egy tovabbi normal fazisu HPLC tisztitasnak vetettiik ald. Ehhez ismét a Senshu-Pak
PEGASIL szilika (120-5) oszlopot hasznaltuk, de n-hexan:etilacetat (98,5:1,5) eluens rendszert
alkalmazva izokratikus koriilmények kozott (1,5 ml/perc).

A FAB-MS ill. MS-MS vizsgélatokat egy JEOL (JMS HX/HX-110A4) tandem MS rend-
szeren végeztiik. A modszer és bedllitasok részletes leirasatol eltekintek, mely megtalalhat6
Matsumoto és mtsai. (2002) kézleményében, mely alapvetden Tomer és mtsai. (1983) és Adams
(1990) kozleményein nyugszik. A kiértékelésnél felhasznéltuk a rendelkezésiinkre allo elméleti
szamitott tomegeit a szamba johetd C 4.5 telitett €s telitetlen Fa-knak, mely sokban megkony-
nyitette a csucsok azonositasat az eredmények rendszerezését az egyébként szdzas nagysag-
rendli mintak esetében.

A Tg-ket alkotd Fa-k azonositasa utan mar csak az volt kérdéses, hogy az egyébként
mindossze 6tféle Fa (I1sd. Eredmények), vajon melyik hely(ek)en talalhato (Sn-1,-2 vagy -3),
valamint f6képpen az, hogy az azonositott A'*'*-hexadekadienoat (5. tablazat), ami a bombykol
eldanyaga, melyik pozicidokban fordul eld. Ennek eldontéséhez diszno pankreaz L altali
emésztési eljarast hasznaltunk Brockerhoff (1975) szerint, miutan és 25 db. PG-bdl HPLC-vel
tisztitott 7g frakciot hasznaltunk. Az eljaras roviden a kdvetkezo:

A mintakat 200ul 1 M-os Trisz-HC1 (pH=8,0) pufferben inkubaltuk (1 percig, 40°C-on,
valamint 0,2% vizmentes CaCl,-ot és 0,01% epesavat tartalmazott) majd (4 percig, 40°C-on 200
ug L-el (diszn6 pankreaz 46 egység/mg) hidrolizaltuk. Miutan 200 pl EtOH-al és 6 N HCl-el
leallitottuk a reakciot, a keletkezett hidrolizatumot dietil-éterrel kivontuk, majd FAB-MS
segitségével monoglicerid (Mg) analizist végeztiink, hogy meghatarozzuk az Sn-2-es pozicidban

levd Fa-t, ugyanis a L csak az Sn-1 és/vagy Sn-3-as pozicidban levd Fa-t képes hidrolizalni.

VII/2/8. A citoplazmatikus LD-k non-destruktiv izolalasa tovabbi vizsgalatok céljabol

A LD-kben felhalmozott majd dinamikusan valtozo T¢g-k meghatarozasa utan a kovet-
kez6 célunk az volt a citoszélban taladlhat6, majd LD-khez kapcsolodd —feltehetéen hormon
szenzitiv— L-eket tanulmanyozhassuk. Ezeknek az un. LD-khez kapcsolodo fehérjéknek (LD
Associated Protein (LDAP) szerepét €s mikodését ismerjiik a gerincesekben (pl. zsirszovet;
Egan és mtsai., 1992) kevésbé a rovarokban is (pl. zsirtest; Ryan és van der Horst, 2000), de a
PG-ben ill. a feromontermeléssel kapcsolatban teljesen 0j volt felvetésiink és semmilyen
irodalmi el6zmény nem allt rendelkezésre. A hipotézisiink szerint ugyanis a LDAP-k kozott
keresenddk azok, melyek specifikusan, —igaz kozvetve, a L-ek dokkolasa és aktivalasa révén—

de felel6sek azért, hogy a LD-k Tg készletébdl a ,,raktarozott” feromon eléanyagot
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felszabaditsak ¢€s igy szabad Fa-ként rendelkezésre alljanak a végso redukcids 1épéshez, hogy a
selyem-lepkében ismert bombykol szintézis befejezédhessen.

A fehérjék izolalasdhoz és vizsgalatdhoz ismét egy sajatos 01j modszert kellett kifejlesz-
teni, mely biztositja, hogy a végso vizsgalatokhoz megfelelé minta alljon rendelkezésre. A
megoldasunk alapjait orvos-biokémiai el6zmények biztositottak (Sato és mtsai., 2002), melyet
tovabbfejlesztettiink és PG szovet kezelésére alkalmassa tettiink. A kidolgozott modszer roviden
az alabbiakban foglalhat6 6ssze:

A szovet feldolgozasahoz ¢és kivonashoz ismét két napos szliz ndstények PG-jét hasz-
naltuk fel, ugyanis ekkor talalhato a legtobb és legnagyobb LD a sejtjeikben (Isd. Eredmények).
A PG-ket 35-40 egységekben preparaltuk ki a szokdsos modon lepke Ringerben majd
Eppendorf csdvekbe tettiik €s 500 ul Trisz-szukréz puffert (10 mM Trisz; 250 mM szukrédz és
protedz inhibitorok; pH=7,5) adtunk hozza. Ezt kovetden egy kézi, milanyag homogenizaldval
homogenizaltuk a szovet darabokat, majd roviden centrifugaltuk. Az iiledéket ismét homo-
genizaltuk és a feliilluszokat 6sszegyljtottiik. A tokéletesebb kivonas érdekében egy harmadik
immaron iliveges-teflon homogenizalast (tovabbi 500 ul pufferben) is elvégeztiink biztositva,
hogy lehetéleg valamennyi LD-t viszonylag kiméletesen kivonjunk. Cukor gradiens ultracentri-
fugalashoz az 6sszegyiijtott mintat tovabbi 2ml Trisz-Na oldattal (10 mM Trisz 150 mM NacCl
¢s protedz inhibitorok; pH=7.5,). A csoveket kilendiild rotorba (SW 60T7) helyeztiik, majd
ultracentrifugaltuk egy Beckman L70K ultracentrifugaban (60 percig, 50,000 rpm, 4°C-on).
Végiil egy n. ,,zsir-réteg” (fat cake) keletkezett. Ezt egyébként Nilus-voros festéssel is
ellendriztiik.

A zsir-réteg hatékony eltavolitasa érdekében a csovet lefagyasztottuk és ezt kovetden
leszeleteltiik és hasznalatig eltettiik a kivonatot. Az SDS-PAGE eldtt (Laemmli, 1970) a szukrézt
eltavolitottuk Millipore YM-3 filter egység segitségével. A mintat hagyomanyos SDS-PAGE-nak
(14%-o0s gél) vetettiik ala. Ezt kdvetden Coomassie kékkel (R-250) és eziistfestéssel is festettiik a
géleket. Hellman és mtsai. (1995) mddszere nyoman a csikokat kivagtuk, enzimatikusan
emésztettiik a proteineket, majd RP-HPLC-n frakcionaltuk azokat, melyeket végiil rutin MS és

peptid szekvenalas kovetett.

VII/2/9. Az Lf-ek és LTP-k részleges elvalasztasa és tisztitasa az altaluk szallitott zsirszerti
anyagokkal 0sszefiiggésben
A LD-k dinamikus valtozasaval kapcsolatban egy tovabbi nyitott kérdés az volt, hogy

vajon, hogyan és mi modon, ill. milyen zsirszer(i anyagok jutnak be a PG-kbe (vérnyirokbol) és
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azok hogyan épitik fel az altalunk mar ismertté valt Tg-ket. A rovarokban a High-Density Lf-ek
(HDLY) és a Low-Density Lf-ek (LDLY) a legfontosabbak, valamint a sejthartyan a Dg-k
atjuttatadsaban a lipid-transzfer részeknek (Lipid Transfer Particle; LTP) van nagy szerepiik
(Shapiro és mtsai., 1988; Ryan és van der Horst, 2000). Célul tiiztiik ki, hogy a vérnyirokban
talalhatd Lf-eket ill. a Dg-k atadasaban szerepet jatszo LTP-ket kivonjuk €s analizaljuk a
hozzajuk kapcsolodo lipidek kémiai szerkezetét. Igy remélhettiik, hogy kiegészithetjiik
ismereteinket az LD-k dinamikus valtozasait illetden nemcsak a mirigysejtben, hanem épito-
elemeinek eredetét tekintve is.

Kisérleteinkhez ebben az esetben vérnyirok mintakat gylijtottiink és dolgoztunk fel a
kelés elétt harom ill. egy nappal, valamint frissen kikelt ndstényekbdl és két napos ndstényekbdl,
tovabba dekapitalt ndstényekbdl is. Egy-egy mintahoz 20-20 bab vagy néstény egybegytijtott
vérnyirokjat hasznaltuk fel. A vérnyirkot egy jeges szerin protedzt tartalmazo PBS (pH=6,5)
pufferbe gyljtottiik (néhany kristaly fenil-thioureaval).

A mintavételezést kdvetden centrifugalas és két 1épcsdés KBr gradiens ultracentrifugélas
kovetkezett elsésorban Tsuchida és mtsai. (1997, 1998) nyoman csekély modositasokkal.
Munkankhoz Beckman Ti 70 rotort hasznaltunk a Beckman Optima L70K ultracentrifugahoz (4
dra, 4°C, 50,000 rpm). Az els6 ultracentrifugalast kovetden a sarga csikokat azonositottunk: a
babok esetében a fels6k az Lf-ek mig az LTP-k lentebb lathatok. Az imagokban az Lf-ek
kettévalnak, azaz legfeliil a LDLf, lentebb a HDL{ lathato, mig alul talalhat6 az LTP (bar igen
gyengén latszik a karotinoidok hidnyaban). A Hamilton fecskenddvel 6vatosan eltavolitott
rétegeket ismét centrifugaljuk (16 ora, 4°C, 50,000 rpm). A keletkezett csikokat korabbi
irodalmak alapjan azonositottuk (Tsuchida és mtsai., 1997, 1998).

Az ultacentrifugéldst kdvetden még tovabbi savokra valasztodtak szét a proteinek. Ezt
kovetéen minden frakcidbol 500 pl-nyi mintét tdvolitottunk el (2-3 ekvivalens) melyet Millipore
YM-30 filter segitségével sotalanitottunk. Ekkor ellenérzésként hagyoméanyos SDS-PAGE—t
(14%) is végeztiink és az eredményeket dsszevetettiik Tsuchida és mtsai. kozleményeivel (1997,
1998). Végiil a koncentratumot 500 pl-re kiegészitettiik, kémcsobe atpipettaztuk, majd végil 2,5
ml Folchs reagenst (kloroform:MeOH; 2:1) adtunk hozz4a, majd kiraztuk a zsirokat. A kettévalt
rendszerben alul voltak a zsirszerli anyagok, amit Pasteur pipettaval kiszivtunk. A kb. 2,5 ml-
nyi kivonatot N, aram alatt beszaritottuk. Végiil a mintakat 500 pl n-hexanban felvettiik és a
korabbi VII/2/7. pontban részletesen leirtak szerint szétvalasztottuk (HPLC) és azonositottuk
(FAB-MS, MS/MS) a Dg-ket, pontosabban a Fa-kat.
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VI1/3. Eredmények

VII/3/1. A Bom-CaM izolacidja, meghatarozasa ¢€s jellemzése

a) A Bom-CaM fehérjét a PG kivonat citoszolikus frakci6jabol tisztitottuk tobb 1épcson
keresztiil. E16sz0r ion-cseréld oszlopon, majd RP-HPLC-vel végeztiik az elvalasztast €s mintegy
200 pmol-nyi anyagmennyiségii csicsot izolaltunk 25,9 percnél (12. a. dbra). MALDI-ToF
MS segitségével pedig megallapitottuk, hogy a Bom-CaM mért tomege 16,701 kD (12. b. dbra),

mely eredmény j6 egyezést mutatott mas CaM molekulakkal is.
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12. dbra: A Bom-CaM végsé RP-HPLC tisztitas kromatogramja és MALDI-ToF MS tomege.

a: UV-detekcid 225 nm. Senshu-Pak VP-318 oszlopon (A=10% AcNi B=50% AcNi 20 mM ammo&nium acetat
pH=7,0; 0-100%B 40 perc alatt; Iml/perc). A piros nyil a CaM frakciot jeloli. b: A Bom-CaM mért tomege. A
szamitott (M+H)" 16711,8 volt.

b) A Bom-CaM aminosav szekvencia meghatdrozashoz kimotropszinnel, valamint
endoproteindz segitségével (Asp-N) tobb egységre emésztettiik a nagy molekulat, ill. BrCN-al
un. kémiai bontast is végeztiink. A termékeket kiilon-kiilon RP-HPLC-val szétvalasztottuk.
Kontrollként ugyanezt a folyamatot végigvittiik marha-agy CaM proteinnel is.

Az analizis soran sikeriilt megéllapitani, hogy az N-terminélis aminosav ténylegesen egy
blokkolt N-acetil-Ala, mely szintén hasonlit mas ismert CaM molekulakhoz, valamint azt, hogy
a C-terminalis vég nem amidalt. Leszogeztiik, hogy egy 148 aminosavbdl all6 molekulardl
van sz0, aminek a tényleges (szamitott) molekula tomege: 16,7118 kD. A részegységek
tomegeinek, valamint azok szekvencia analiziseit kovetden a rendelkezésre 4116 mozaikok

segitségével a kovetkezd aminosav sorrendet allapitottuk meg:

Bom-CaM: Ac-ADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDDTITTKELGTVMRSLGQNPTEA-
ELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNG-
FISAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVTMMTSK-OH
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c) Végezetiil, az ismertté valt eredmények ill. a szekvencia alapjan elvégeztiik a Bom-
CaM protein szintézisét és az igy nyert molekulat ellendrzésképpen az elvélasztas soran hasznalt
RP-HPLC Senshu-Pak VP-318 oszlopon megfuttattuk, ill. biologiai aktivitas tesztet is

elvégeztiik vele. Az ellendrzések igazoltak valamennyi eredményiinket.

VII/3/2. A CaN szerepének bizonyitasa a PBAN jelatadasi folyamataban

a) A Bom-CaM izolélasat és azonositasat kovetden az in vitro farmakologiai kisérleteink,
valamint a sejtmentes mikroszoma frakcidval végzett munkak a CaN szerepének egyértelmii
bizonyitasat tlizték ki célul a PBAN jelatadasi folyamataban. A munka soran az alabbi szdmos
részeredményt nyertiink, mely felvetett hipotézisiinket tdmasztottak ala.

Mind a CsA, mind pedig az FK 506 —melyek specifikus inhibitorai a CaN-nek—
hatarozott dozis-hatas gatlast (telitédési gorbe) mutatott az in vitro izolalt PG
vizsgalatokban, amikor TKYFSPRLamid (13. a .és c. abrak), vagy Bom-PBAN-I (13. b és d.
abrak) neuropeptiddel egylitt inkubaltuk. A legmagasabb koncentracidoban (1250 uM)
gyakorlatilag 100%-o0s gatlast sikeriilt elérni, tovabba az EDsy mindkét farmakokemikalianal

azonos (1,25 uM).
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13. abra: A CsA (a. és c. abrak), valamint az FK 506 (b. és d. abrak) in vitro feromonszintézis
gatlo hatasa TKY(FSPRLamid) szintetikus peptid vagy Bom-PBAN jelenlétében.

A PG-ket 40 pl Grace médiumban inkubaltuk a jeloléseknek megfeleld inhibitor kombinacidban és koncen-
tracioban. A +7TKY vagy +PBAN (savos oszlop) a pozitiv kontrollt jeldli (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 szamitott atlagok legalabb 9 fiiggetlen minta eredményébdl szarmaznak, a vékony vonalak a + SD-t jelolik.

b) A CaN részvételét a jelatadasi rendszerben még tovabbi vizsgalatokkal is megero-
sitettiik, nevezetesen SDS-PAGE hagyomanyos gélelektroforézis rendszer alkalmazasaval
standard marha-agy CaN (PP2B)-val parhuzamosan futtatva, valamint Western blot
segitségével. Amint az a 14. abran lathat6 a standard (autentikus) CaN 4 és B alegysége jol
elkiilontl (61 és 19,7 kD), a PG-bdl készitett mintabol is tisztan azonosithato a poliklonalis nyul
antitesttel a 19,7 kD tomegli egység. Az SDS-PAGE eljarassal azonban mindkét alegység (4 és

B) tisztan lathato, ami egyszerti SDS el6kezeléssel keriilt kivonasra a PG-bol.

PG PP2B PP2B PG

14. abra: Western blot (bal oldalt), valamint SDS-

" PAGE analizise (jobb oldalt) a PG CaN

39500 = . ~ill. autentikus marha-agy CaN (PP2B) kivonatnak
: - poliklonalis nyul antitesttel.

A marha-agy CaN ellen termeltetett antitestek

keresztreaktivitast mutatnak a 19,7 kD tomegli csikkal a

PG-ben, melyek egyébként egyiitt vandorolnak a PG-bdl

szarmazo6 CaN-el az SDS-PAGE soran.

30700 -

Western blot SDS-PAGE
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c) Figyelemremélté metodikai részeredmény —melyek rendkiviil jol szolgaljak a
bombykol termelés folyamatanak vizsgalatat—, hogy kordbbi mddszereket tovabbfejlesztve és
befejezve, sikeriilt teljesen kidolgozni egy miikodoképes, sejtmentes un. CHAPS Sup.
mikroszoma teszt rendszert, melynek leggyakrabban hasznalt standardizalt koriilményeit a
VI1/2/3. alfejezet b.) pontjaban ismertettem részletesen (Fonagy és mtsai., 1999). Jelen
vizsgalatainkban, a kontrollhoz képest ugyanannyi bombykolt termel egy-egy teszt
osszeallitas (170+15 ng bombykol/PG ekvivalens), mind Cs4, mind pedig FK 506 jelenlétében
(15. a,b. abrék) mely bizonyitja, hogy az eljaras soran a citoszolikus frakcioba elvalasztasra

keriilnek a PBAN jelatadasi mechanizmusban egyébként nélkiilozhetetlen elemek.

300 ¢
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150 |
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15. dbra: A PG ekvivalensek bombykol termeldképessége CHAPS Sup. mikroszéma frakcidban
CsA (a. abra) ill. FK 506 (b. abra) jelenlétében.

Az elegy (40 ul végtérfogat) Trisz-HCI (pH=7,5), 10mM NADPH, 2,5mM ATP és 0,5mM (Ac)CoA tartalmi
és két PG ekvivalensnyi CHAPS Sup.-ot adunk hozza és a tesztelendd farmakokemikaliat, mig a kontrollhoz
csak EtOH:DMSO-t (a.) vagy csak DMSO-t (b.). Az eredmények atlagai harom fiiggetlen mérésen alapulnak
melyeket vagy duplikatban vagy triplikatban végeztiink, a vékony vonalak az + SD-t jelolik. Az eredmények
nem kiilénboznek szignifikansan (P< 0,05).

d) A fenti mikroszéma CHAPS Sup. rendszert hasznéltuk egy masik farmakologiai
vizsgalati sorozathoz, amely az ACR enzim kulcsfontossagu szerepét volt hivatott igazolni mas
koriilmények kozott. Feltételeztiik ugyanis, hogyha a kompaktin/-sav képes volt in vitro gatolni
a bombykol termelést (a végso redukcids 1€pés gatlasaval) valamilyen PT/PBAN jelenlétében,
akkor minden bizonnyal, a mikroszoma CHAPS Sup. rendszerben is kifejti gatld hatdsat annak
ellenére, hogy ,,energiaval”(NADPH, ATP) és ,,szubsztrattal” (A4cCoA) ellatjuk. Mint ahogy ez a
16. a. és b. dbrakon latszik, mind a kompaktin, mind pedig a kompaktin-sav szignifikansan
képes volt gatolni a bombykol termelését. (Megjegyzés: Ez a gétld hatas sokkal szembetlindbb
akkor, amikor a termelddési folyamatot 2-2 6rés intervallumokban kovetjiikk nyomon, ugyanis a
16. dbran mar egy kumulativ termelés eredménye lathat6é 10-12 6raval az inkubacié megkezdése

utan. A rovidebb periodusokban mért résztermelést nem abrazoltam).
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16. dbra: A PG ekvivalensek bombykol termeldképessége CHAPS Sup. mikroszéma frakcidban

kompaktin (a. abra) ill. kompaktin-sav (b. abra) jelenlétében. (A részleteket Isd. a 15. dbranal).
A kontrollokhoz DMSO-t (a.) ill. DMSO+NaOH-t (b.) adtunk. Az eredmények atlagai harom fiiggetlen
mérésen alapulnak melyeket vagy duplikatban vagy triplikatban végeztiink, a vékony vonalak az + SD-t
jelolik. Az eredmények szignifikansan eltérnek ott ahol mas betiijelet alkalmaztunk (P< 0,05).

VII/3/3. A bombykol termeld PG sejtek azonositasa, izolalasa és kultiraban tartasa

a) A rutinna valt az in vivo, in vitro vizsgalatok, valamint sejtmentes kivonatok
hasznalata a hbombykol termelésének ill. a PBAN jelatadasi rendszer folyamatanak
tanulmanyozasara ezért kovetkezd célunk az volt, hogy a tényleges epidermalis eredetli mirigy
sejteket elkiilonitsiik, sejtkulturaban tartsuk kiilonb6z6 vizsgalatok céljabol.

A PG un. belso (also, epidermalis mirigysejtek) rétegét, valamint a kiilsé (vagy felso,
kutikula) rétegét egy sikeres emésztési folyamattal és eljarassal rutinszeriien tudtuk
szétvalasztani, melynek részletes leirasat az VII/2/4. a. alfejezet adja meg (Fénagy és mtsai.,
2000). Szamos emésztd enzim keriilt kiprobalasra (pl. kollagenaz, diszpaz, pankreatin stb.),
tovabba jonéhany egyéb lepke in vitro kisérletekhez javasolt Ringer rendszer is (valamint a
Grace médium), de szdmunkra tovdbbra is a Matsumoto és mtsai. (1995) altal hasznalt
bizonyult a legjobbnak. A papainos emésztés a rétegek kozotti emésztésre nylijt megoldast, de
nem emészti az azonos sejt-sejt kozotti kapcsolatot, ami viszont fontos eldny lehet a sejtek
integritasanak és életben maradasanak biztositasaban.

b) Farmakologiai vizsgalatokat végeztiink a belso sejtréteggel, valamint kontrollként a
kiilsé modosult kutikulaval, ill. a korabban is rendszeresen hasznalt in vitro PG egész miriggyel
¢s a szétteritett miriggyel. A dézis-hatas vizsgalatok eredményei a TKYFSPRLamid
szintetikus peptiddel, valamint az ionomycin és Ca ionophore (divalens kationok bearamlast
serkentdk) agensekkel a varakozasnak megfeleléen, a korabban in vitro Kisérleteknél
tapasztalt leghatékonyabb doézisokkal egyezett meg (17. a-c. abrak). A kutikula réteg

semmilyen termelést nem mutatott.
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17. dbra: A TKY(FSPRLamid) szintetikus peptid (a. abra), valamint ionomycin (b. abra) és Ca
ionophore (c. dbra) kezelések hatasai a kiilonb6z6 modon preparalt PG-re.

Az n. ,belso sejtréteget”papainos emésztéssel nyertiik. Minden esetben 40 pl Grace médiumot hasznéltunk,
amelybe a megadott koncentracidban volt jelen a vizsgalando6 dgens. A szamtott atlagok legalabb 9 fiiggetlen
minta eredményébdl szarmaznak, a vékony vonalak az + SD-t jeldlik.

C) Célul tiiztiik ki azt is, hogy a leemésztett laza szerkezetli sejtréteget minél tovabb
¢letben tartsuk steril koriilmények kozott. A hosszabb tartdshoz a Grace médium bizonyult
legjobbnak (28°C). A leemésztett feromontermeld mirigysejtekbdl a mar korabban (VII/2/3. c.)
leirtaknak megfeleléen CHAPS Sup.-ot is készitettlink. Megvizsgaltuk a mikroszoma frakciok
bombykol termel6 képességét és megallapitottuk, hogy mind a leemésztett mind pedig az ot
napig kultaraban tartott sejtek megtartjak bombykol termel6 képességiiket, igaz
csokkentett mértékben (az eldbbi esetben kb. 30%-o0s, mig utébbi 50%-o0s csokkenést

tapasztaltunk).
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VII/3/4. A bombykol termeld PG sejtek fluorescensz mikroszkopos vizsgalata, valamint
jellegzetes sejttani dinamizmusa és a folyamat PBAN altali befolyasoltsaga

a) A mikroszkopos vizsgalatok esetében is szakitottunk a hagyomanyokkal, mert nem
csak hagyomanyos fénymikroszkopos és elektronmikroszkdpos megfigyeléseket végeztiink (Isd.
lentebb), hanem legeldszor is azt a tényt, hogy valtozé mennyiségii és nagysagu LD-Kre
lettiink figyelmesek, mindenképpen alaposabban és célzott eszkdzokkel kivantuk tanulma-
nyozni. Ezért bizonyult a Nilus-voros festés alkalmazéasa egy rendkiviil hatékony, egyben

viszonylag kdnnyebben kivitelezhetd modszernek. Ehhez kapcsoloddéan a Hoechts sejtmagfestés,

valamint ezen két festés egyidejii alkalmazasa egy specialis rovarszovet vizsgalatahoz

ujdonsagnak szamitott. A festési modokat azonban még kiegészitettiik az emésztési

(szétvalasztasi) eljarassal, igy egyediilalléo megfigyelésekhez, valamint impozéans képekhez
jutottunk.
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18. dbra: A megtisztitott és szétteritett egész PG.

A konnyebb orientaciot segiti az a szamozott vagasi sorrend ahogy a PG- levagjuk a potrohvégnél, majd

tovabbi 2 metszéssel atvagjuk €és finoman szétteritjiikk. A rajz els6sorban Hoechst 33342 sejtmag festés
segitségével késziilt. Szamitott sejtstiriiség 15+3 sejt/0,01mm?.
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Az elso fontos altalanos megfigyelések 0sszegzeését a 18. abran lathatjuk. A prepa-
ratumok segitségével azt is megallapitottuk, hogy a sejtek atmérdje 25-35 pm és 15+3
sejt/0,01 mm? a sejtsiiriiség és egy igen homogén, szorosan egymas mellett elhelyezkedé
sejtallomanyrol van sz6. A nagy sejtmagot szamos dinamikusan valtozo LD veszi koriil.
A sejtek ¢letképességét (elsOsorban az emésztéses szétvalasztas utan) ellendriztiik Calcein
(fluorescensz) vitalis festéssel, ahol a sejtek 80-90%-a €16 volt. Vizsgaltuk azt is Acridine
orange-al, hogy a vizsgalt periddusban, mar nincsen sejtproliferacio, hanem a sejtek
funkcionalis dinamizmusa miatt valtoznak.

b) A PBAN szerepének tisztazasara a LD-k valtozasaban volt az egyik legfontosabb
feladat. A szines tdblan (19. dbra) szamos kezelés €s tobbféle kortt PG-bol késziilt preparatum
képe lathatd. A 19. a. képen két nappal kelés elétti allapot latszik, amikor az LD-k szama
kevés és Kicsinyek(<5 nm). Egy nappal a kelés elott ez mar valtozik (19. b. kép dupla
festéssel) és (19. c. kép, csak Hoechst 33342 festés), mig a kelés idejére (egybeesik a napi
fényperiodus kezdetével) méretiik és szamuk nagy lesz (4-10 pm) (19. d. kép). A 19. e.
képen —a fényperidodus kozépidejében (i.e. 1:6 kort)— az LD-k ismét Kicsik lesznek és
szamuk is csokken, a sotétebb arnyak a sejtmagok. Az 19. f. képen egy azonos fazisban levo
(2:6 koru), de egy nappal iddsebb preparatum lathato dupla festéssel. A 19. g. képen egy harom
napos dekapitalt nostény PG-je lathaté orias méreti cseppekkel (12-14 pm), mig a
kovetkez6 képen (19. h.) haromszor in vivo Bom-PBAN-I-el kezelt dekapitalt néstény PG
szovete lathato sok apro LD-vel. A 19. . és k. képeken egy egynapos paroztatott ndstény, ill.
egy egynapos dekapitalt néstény PG-je lathatd, ahol a hasonlosag szembetlind, mivel mindkét
esetben mar felfliggesztédott a bombykol termelddés.

C) A PG-ben talalt feltind mennyiségii, méretében valtozé LD arra sarkallt benniinket,
hogy a folyamatot részleteiben is megvizsgaljuk. A hat napon keresztiil (a kelést kovetéen napi
négy idépontban) folytatott vizsgalat eredményeit, valamint a kapcsolodd bombykol méréseket a
20-24. abrakon foglalom 6ssze. A konnyebb Osszehasonlitas végett egy abran (21-24. abrék) a
kelést kdvetd napok azonos idOpontjai lathatok (pl. 0:0, 1:0; azaz kelési nap 0. 6ra, elsé nap 0.
oOra stb.). Az abrakrol jol leolvashato, hogy az LD-k mérete és szama legnagyobb a kelést
kovet6 els6 és masodik napon, mégpedig a fényperiodus elején, amit késébb nagyon magas
bombykol termelés is kovet. A kelést kovetd harmadik napon mar tompul majd a negyedik
napra az emlitett dinamikus fluktuacié erésen lecseng, mely eredményeket mar kiilon nem
mutatok be. A megfigyeléseket és méréseket Fonagy és mtsai. (2001) részletesen leirtak és

kozolték.
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20. abra: Az LD-k szamanak és méretének valtozasa adott teriileten.(Részleteket Isd. a 24. dbranal).
A diagramon a kelés el6tt két nappal, valamint kelés eldtti napon vett néstény babokbol szarmazé mintak
eredményei lathatok. Tajékoztatasképpen a bombykol/PG mennyisége az adott idében is lathatd
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1420 4ggp kelés +3 nap

kelés +2 nap

LD-k szdma (108 pm x 74 pm)

2045
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21. abra: Az LD-k szamanak és méretének valtozasa adott teriileten.(Részleteket Isd. a 24. abranal).
A diagramon a kelést6l (azaz 0. nap 0. 6ra) tovabbi harom napon keresztiil vett mintakbol (1. nap 0. ora stb.)
szarmaz6 eredmények lathatok. Tajékoztatasképpen a bombykol/PG mennyisége az adott iddben lathatd (Bb
sor: 30 perccel a fotofazis eldtt; Ba: 60 perccel a fényperiddus kezdete utan).

-81 -



2.1ész VII. A PBAN HATASMECHANIZMUSA B. MORI-BAN

~1 5000
©
4000 &
=]
=
# £
< 3000 £
| 2
_. 45
E .| 2000 @
2
~
x 35 I i 1000
E 30 :
o 2
: 25[ - kelés +3
= eles na
= 5] 1078 P
£ | :
‘T 15 ;
) l 2722 kelés +2 nap
¥ 10| :
(=]
4 s
3 kelés +1 nap
pm 4

22. abra: Az LD-k szamanak ¢és méretének valtozasa adott teriileten.(Részleteket Isd. a 24. dbranal).
A diagramon a kelés napjatol (azaz 0. nap 4. dra) tovabbi harom napon keresztiil vett mintakbol (1. nap 4. ora
stb.) szdrmazo eredmények lathatok. T4jékoztatasképpen a bombykol/ PG mennyisége az adott idoben lathato.
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23. abra: Az LD-k szaménak és méretének valtozasa adott teriileten (Részleteket Isd. a 24. abranal).
A diagramon a kelés napjatol (azaz 0. nap 8. 6ra) tovabbi harom napon keresztiil vett mintakbol(1. nap 8. 6ra
stb.) szarmaz6 eredmények lathatok. Tajékoztatasképpen a bombykol/ PG mennyisége az adott idoben lathato.
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24. dbra: Az LD-k szamanak és méretének valtozasa adott teriileten.

A diagramon a kelés napjatol (azaz 0. nap 12. 6ra) tovabbi hdrom napon keresztiil vett mintdkbol (1. nap 12.
ora stb.) szarmaz6 eredmények lathatok. A vizsgalt teriilet valamennyi dbran (20-24) azonos (108 um x 74
um). A szamlalast 15-15 kiilon felvétel alapjan tortént, melyet atlag és szords szamitasa kdvetett. Az eredmé-
nyek igen homogének voltak, a szoras mindig 15% alatti volt, ezért a jobb attekinthetdség kedvéért a diagra-
mokon kiilon jelolésre nem keriiltek. Tajékoztatasképpen a bombykol/ PG mennyisége az adott idoben lathato.

VII/3/5. A bombykol termeld PG sejtek ultrastruktaralis vizsgalata, jellegzetes dinamikus

folyamatok feltérképezése és leirasa

a) A hagyomanyos fénymikroszkopos vizsgalatok soran vizsgélatainkat a kelést
megeldzé harom nappal kezdtiik és a kelést kovetd ideig folytattunk és a jellegzetes LD
fejlodési folyamatot a 25. a-d. fényképeken kovethetjiik nyomon. Harom nappal a kelést
megel6zéen csupan a sejtek korvonalai latszodtak a modosult kutikula alatt, de LD-k
egyaltalan nem. A kovetkez6 napon mar Kivehetok a csepp kezdemények, de nagyon kis
atmérojiek (<5 pm), mig a kelést megel6z6 napon mar jelentés mértékben nétt méretiik és
szamuk, ami a kelésig még fokozodott (atméré: 4-10 pm). A sejthartya alig kiveheté mar

ekkor az LD-k takarasanak koszonhet6en.
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25. dbra: Az LD-k fejlédési folyamatdnak nyomonkdvetése fénymikroszkoppal PG
preparatumok segitségével.

Az a. képen harom nappal kelés el6tt llapot lathato a sejtek kdrvonalaival. A b. képen két nappal a
kelés el6tti allapotban mar kivehet6k csepp kezdemények. A c. képen kelés el6tt nap, mig a d. képen
a kelést kovetd allapot latszik. A méret skala 10 um.

b) A fény és fluoreszcens mikroszkopos megfigyelések utan kézenfekvd volt, hogy a
folyamatot alaposabban tanulmanyozzuk elektronmikroszkdp segitségével. Mar két nappal a
kelést megeldzden a bazalis lamina (BL) alatt kialakul6 bettirddéseket (B/) lehet latni (26. a.
abra), mig az apikalis oldalon jol kivehet6k a mikrovillusok (Mv) (26. b. abra). Igen sok apréd
vezikulum () lathaté ekkor a citoplazmaban féleg az Mr-k kornyékén, vagy szinte veliik
fuzionaltan, tovabba bot alaka Mz-k lamellalt ciszternakkal (26. c. dbra). Szabad riboszomak is
jol lathatok ekkor €s utdna is folyamatosan (26. d. abra). Jol kirajzolodnak tovabba az apikalis

oldalon hosszu ciszternakkal ovezett sER-k, amik a kovetkezd napokban azonban mar alig

kivehetdk (26. b. ébra).
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26. abra: A PG sejtek bemutatasa
elektronmikroszkopos képek
segitségével két nappal a kelés elott.
Az a. képen az alaphartyan (BL)
betiirédések latszanak (BI). A b képen a
kutikula (Cu) alatti mikrovillusok (Mv)
lathatok. A c. képen szamos vezikula (V)
rajzolodik ki, tovabba lamellalt
ciszternakkal mitokondriumok (Mf). A d.
képen a nyilhegyek a szabad
riboszomakat jelolik. A méret skalak 1
pm-t jelolnek, kivéve a d. képen ahol
0,25 pm-t.

A kelést megel6z6 napon a bazalis laminahoz kapcsolédo BI-k erdsen megnagyob-
bodnak (27. a. dbra) és behatolnak a sejt citoplazmajaba, melyek szerepe fontos lehet. A
betliremkedések mellett kiilonbozé méretli gdmb alaku struktarak kezdenek felszaporodni (27.
a-d. abrék). Ezek eleinte kevésbé elektrodenzek, de fokozatosan azzé valnak. A kelés napjan
ezek a strukturak viszont mar igen elektrodenzek (S) és méretiik, jellegiik alapjan ezek mar
Lerett” LD-k (28. a,b. abréak). A 29. (a-c.) abran sematikusan abrazoltuk a LD-k feltételezett
kialakuldsanak folyamatat a PG sejtben (Yokoyama ¢s mtsai., 2003).

27. abra: A PG sejtek bemutatasa elektronmikroszkopos képek segitségével kelés elott egy nappal.
Az a. képen a bazalis plazmamembranbdl szabalytalan alakt betiir6dések (BI) latszanak. A b. és c. abrakon a
betlirédések mentén gdmb alakt struktarak lathatok, melyek elektrodenzek (S). A d. képen lathato, hogy a
nagy gombokon az elektrodenz anyag a szélekre szorul. A méret skalak 1 pm-t jeldlnek.
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28. abra: A PG sejtek bemutatasa elektronmikroszkdpos képek segitségével a kelést kdvetden.
Az a. képen az erdsen elektrodenz gomb alaku struktirak 1athatok (S). A b. képen kevésbé elektrodenz
struktirak is lathatok, ellenben a kdrnyezo citoszol erésen elektrodenz. A méret skalak 1 um-t jeldlnek

29. dbra: A PG-sejtban zajlé dinamizmus sematikus
abrazolasa a mikroszkopos képek alapjan, azaz az LD-k
kialakulasa ¢€s fejlodése a kelést kdvetd ideig.

Az a. dbra két nappal a kelés el6tti allapotot mutatja, ahol jol
megfigyelhetd, hogy az alacsony elektrodenzitasu V-k fuzionalnak
az Mt-kkel (Fu). A b. képen kiilonbozé méretii (fejlodési allapoti)
elektrodenzzé és egyre nagyobba valo gomb struktirak lathatok
(S1-S4). A c. abra mar a kelés utani allapotot mutatja S5 és S6
nagyobb méretii képletekkel.
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VII/3/6. A bombykol termeld PG sejtek citoplazmatikus LD-k kémiai elemzése

a) Az LD-k kémiai elemzését megeldzte itt is egy eljaras kidolgozasa, melynek révén
megbizhatéan —mennyiségi és mindségi értelemben is— kivontuk a vizsgalandé zsirszeri
anyagokat a PG sejtekbél. Végiil az acetonos kivonas mellett dontdttiink, mint azt a VII/2/7.
alfejezetben részletesebben leirtam.

b) A kivonasi eljaras eredményeképpen kapott extraktumbol a tovabbiakban a nem-
poléros zsirok elemzésére dsszpontositottunk. Ennek kdszonhetéen nyertiik azokat az elsddleges
frakciokat, melyeket tovabbtisztitottunk (30. abra). Esetlinkben kizarélag a Tg-ket vizsgaltuk
tovabb, ugyanis lathatoan ezek mutattak mennyiségi valtozast pl. a baballapot ¢s a kelést
kovetden ill. késobb napszakosan is. A TLC rutin ellendrzések is ezt igazoltak. A futtatasokhoz

az n-hexan:etilacetat (9:1) elegy bizonyult a legjobbnak.

AUFS

Tg

kelés

30. abra: PG-bdl késziilt acetonos kivonat nem-polaros
zsirjainak normal fazisa HPLC-n torténd szétvalasztasa
Senshu-Pak PEGASIL szilika oszlopon.

- L UV-detekceio 230 nm (kelés el6tt két nappal, egy nappal, valamint
i keléskor). (A= n-hexan:ecetsav; 99:1 és B= n-hexan:izopropanol
ecetsav; 96:3:1; 0-100% B 20 perc alatt; 1 ml/perc). A Dg-k
mindig azonos mennyiségben voltak kimutathatok, mig a Tg-k
jelentésen néttek.

5
W

kelés -1 nap

T fmnr ==

kelés -2 nap

perc ! A
0

10 20

c) A Tg-ket tartalmazo eldtisztitott frakcidokat hét napon keresztiil vizsgaltuk a kelési
naptol kezdve azonban naponta kétszer, hogy a fény, valamint fluorescensz mikroszkoppal
végzett vizsgalataink eredményét relativ mennyiségi 7g vizsgalatokkal is 6sszevethessiik. A 31.

a. és b. abrakon két fontos idépontban kapott jellegzetes kromatogramot dbrazoltunk, amit az
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ELSD-detektor segitségével regisztraltunk (mV). Jol latszik, hogy a de. 10 érakor ill. du. 18

orakor vett mintak kozott 1ényeges mennyiségi eltérés van az egyes komponensek kozott.

A cstcsokat szamokkal és ehhez kapcsolddo betli, vagy csak betli kodokkal lattuk el és hdrom

6 csoportra osztottuk azokat. Valamennyi idépontban tobb parhuzamos futtatast (min. kettd)

végeztiink, majd a harom kiilonb6z6 csoport eredményeit kiértékeltiik, amit a 32. a-c. dbrakon

abrazoltuk. Ezekrdl az eredményekrdl is megallapithatd, hogy fluktuaciéjuk 6sszhangban

van a fluorescensz mikroszkop segitségével meghatarozott LD méret és mennyiségi ered-

ményekkel (20-24. abrak). Az is megallapithatd tovabba, hogy a kelést kdvetd harmadik naptol

ingadozasuk csokken, tompul.
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31. abra: Az el6tisztitott 7g mintakat tartalmaz6 frakciok RP-HPLC-vel Senshu-C»;
oszlopon végzett elvalasztas kromatogramja ELSD-detekcid alapjan.

a. abra keléskor, b. abra kelés utan 8 6raval vett minta kromatogramja. (A= AcN:EtOH; 6:4;
B=AcNi:EtOH; 2:8; 0-100% B 60 perc alatt; 1,5ml/perc). A f6 csticsokat 1-6-ig (sziirke szin), mig a
mellékcsiicsok 1a-6a-ig (fekete szin) jeloli. A szam nélkiili egyéb csucsokat a-c jeldli.
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800 :
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2 600
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g
E 400
o
=3
8
2004
| 32. abra: A 31. abran bemutatott és
1] r 7 J st
k2 ket o S azonositott csiicsok magassagi fluktuacioja
—=— s b RP-HPLC kromatogramok alapjan, ELSD-
= 6004 —e— 3a r JO4
£ —— da detektor segitségével.
2 A mintavételi id6pontok kelés el6tt két nappal, kelés
g 0 el6tt egy nappal, valamint keléskor (0:0) és nyolc
£ oréval késébb (0:8) tovabba azt kovetden 6t napon
& 500 keresztiil voltak, azonos iddpontokban Az a. 4bran
8 1-5-ig csticsok, a b. abran 1a-4a mellékcsucsok, mig
- : - | a c. abran az 5a, 6a mellékcsucsok és a-c egyéb
02 k1 00 0:8 110 118 2:0 2:8 3.0 3:8 4:0 4:8 5:0 csucsok lathatok. Egy-egy pont felvételezése leg-
e e — N alabb két fiiggetlen futtatds eredményébdl szarmazik.
=l Az adat 0,2 PG ekvivalensnyire vonatkozik.
£
£
% 400 {
£
" |
‘é 2001
(2] |.
9k-2 k1 0/0 0'8 1.0 178 2.0 2'8 3.0 3'8 4.0 418 5.0
kor
d) A jellegzetes Tg csoportok mennyiségi valtozasat kdvetden elvégeztiikk valamennyi

frakcié mindségi analizisét. A csucsok kézi gylijtését kovetden még egy HPLC tisztitdsnak
vetettiik ala azokat (Isd.:VII/2/7. d.). A szamitott ill. mért molekula tomegek alapjan az 5.
tablazaton bemutatott 7g dsszetételt hatdroztuk meg. Megallapitottuk tovabba, hogy dsszesen
otféle Fa talialhaté 16 kiilonb6z6 kombinacioban a 7g-kben (Matsumoto ¢és mtsai., 2002):
A“-hexadecenoét, Am’lz-hexadekadienoét, Ag-oktadecenoét, A®'*-oktadekadienoat és
A™'*P_oktadekatrienoat.

Az eredményekbdl feltétleniil kiemelendd, hogy a jelentds fluktudciot mutatd csucsok
esetében (elsésorban 1-5 focsucsok; 32. a dbra) mindig kimutathat6 volt a A2
hexadekadienoat, ami a bombykol eléanyaga. Fontos tovabba, hogy az 1a-4a mellékcscstucsok
koz6tt (32. b. abra) is megtalaljuk vagy a A'®'*-hexadekadienoatot, vagy pedig eléanyagat
(koztiterméket) a A''-hexadecenodtot. A harmadik csoport (32. c. 4bra) csucsai kozott ugyan

szintén felfedezhetiink bizonyos fluktuéciot, de arra is fény deriilt, hogy az a, b, ¢, csticsok nem

Tg természetii zsirok.
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(A abra) csics# 1 2 3 4 5
[M+HJ* timeg szamdtott 757 843,7 8257 3277 8557
mert 7056 8437 825.8 27,8 8557
sn-l Cla:2 Cla:2 Clo:2 Cla:d kR
sn-2 Clo:2 C13:2 C1s:1 C1s:1 Cl1s:1
-3 Clo:2 Clo:2 Cla:2 Cla:l cl6:2
(B abra) csnucs# 1ia 2ia 3a 4/a
[M+H]* tomeg sTaInitott 21,7 3407 8517 8537
mert 221.8 2497 8517 853,8
sn-1 Clé:2 Cl8:3 C183 C18:3
sn-2 Cl8:3 Cl8:3 181 C18:1
sn-3 Cla:2 Cla:l Cla:2 Cla:1
Ezfvagy
sn-J Cl18:2 C18:2 Clg:2
sn-2 Cl8:3 C18:2 ClE:1
sn-3 Cl:2 161 Clé:2
(C abra) csics £ 1] Sa fin
[M+H]* thimeg SZATOAbO t 857.8 g81,8 853,8
mert 57,7 8817 8837
sn-J ClE:1 Cl8:3 C1E:2
sn-2 C13:1 ClE:1 C1E:1
-3 1é:1 Cl8:1
Esfvagy
Cl8:2
Cla:2
Cl8:1

LFa” hold kiemelés szerkezetiles és pozicionalisan is igazolt

5. tablazat: Az LD-kbdl kivont és azonositott 7g-k szerkezete, melyeket RP-HPLC-vel valamint
normal fazisa HPLC-vel tisztitottunk. (Csucsok azonositasat Isd. 31. abran).

A meghatdrozasok FAB-MS-el, valamint MS-MS-el torténtek. A Fa-k pozicidja enzimatikus lipolizist kovetd
keriilt meghatarozasra. C16: 1=A! 1—hexadecenoai‘[, Cl 6:2=A10’lz—hexadekadienoét, Cl18: 1=A9—oktadecenoe’1t,
C18:2=A""%-oktadekadienoat és C18:3=A""*""-oktadekatrienoat.

Végezetiil amint az az 5. tdblazatban is latszik enzimatikus hidrorizis segitségével

(diszn6 pankreaz) meghataroztuk, hogy az azonositott A'*'?

-hexadekadienoat melyik
pozicioban talialhato. Megallapitottuk, hogy az elsésorban az Sn-1 és/vagy 3-as helyen
talalhato, praktikusan biztositva a konnyi hozzaférhetoséget a specifikus L szamara. Az

Sn-2-es helyen pedig gyakran talaltunk C,s- as telitetlen Fa-t.
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VII/3/7. A citoplazmatikus LD-k non-destruktiv izolalasa tovabbi vizsgalatok céljabol

A LD-k non-destruktiv izolalasa azért valt sziikségessé, hogy a hozzéjuk kapcsolodo
LDAP-k és/vagy tn. (feltehetéen) hormon szenzitiv L-ek izolalasahoz és azonositasdhoz
biztositsuk a kiindulasi anyagot. A mddszernek csak orvos-bioldgiai elézményei voltak, tehat a
VII/2/8. pontban leirt Anyag és mddszer alfejezet jelentds része, ténylegesen ide kapcsolodod
eredmény is egyben.

A tobb lépcsés kivonasi eljaras, homogenizalasokat és kétszeres ultracentrifugalast
igényelt. Az un. zsir-réteg szeparalasa fagyasztas, majd metszés atjan pedig metodikailag
teljesen uj eljaras volt tekintettel a rendelkezésre allo kevés kiindulési bioldgiai mintara. Az
eredeti mddszer patkanyokra és azok zsirszovetének feldolgozasara volt ugyanis alkalmas (Sato
¢és mtsai., 2002). A LD-k ellendrzését pedig a mar jol bevalt Nilus-voros festési eljarassal

végeztiik fluorescensz mikroszkoppal (33. abra).

33. abra: Nilus-voros festéssel és fluorescensz
mikroszkdppal megvizsgalt LD-k (szuszpenzid).
Az LD-ket un non-destruktiv eljarassal vontunk ki.

Az LD-k izolalasat kdvetden, azért, hogy a kapcsolodd LDAP proteineket
azonosithassuk hagyomanyos SDS-PAGE elvalasztasnak vetettiik ala. A 34. dbran Coomassie
kékkel, valamint eziistfestéssel festett gélek lathatok. Az LD-k feliiletérdl kivont proteineket a
g¢lbdl ezek utdn kivagtuk, majd enzimatikusan emésztettiik, HPLC-vel frakcionaltuk, melyet
MS meghatarozas ¢és peptid szekvenalas kovetett. Az igy nyert elsédleges eredmények alapjan

sikeriilt néhany enzim és/vagy protein azonositasa:
B.mori-aktin, arginin-kinaz, anti-kimotripszin-II, gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz.

A bemutatott eldzetes eredmények biztatéak (Fonagy és mtsai., 2005) és mindenképpen
lehetOséget kinalnak arra, hogy ezzel a modszerrel LDAP-ket kivonjuk, valamint specifikus L-

ek azonositasa is megtorténhessen a késdbbiekben.
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34. dbra: SDS-PAGE (14%) elvalasztasa az LD-khez kapcsolodo és azok feliiletérdl
levalasztott proteineknek (LDAP).

Molekulatomeg standardként (MW) BIO-RAD készitmény szolgalt. Az igy szétvalasztott proteinek
keriiltek kivagasra, majd tovabbi feldolgozasra, analizisre.

VII/3/8. Az Lf-ek és LTP-k részleges elvalasztasa és tisztitasa az altaluk szallitott zsirszerli
anyagokkal Osszefiiggésben

A vérnyirokban keringé LDLf-ek és a HDLf-ek, valamint LTP-k kivonasat illetéen
alkalmazott mddszerek (Tsuchida és mtsai., 1997, 1998) rendelkezésre alltak és azok
hatékonysagat és sikerességét hagyomanyos SDS-PAGE eljaréassal ellendrizhettiik. A 35. dbran
kelés elétti egy napos babokbdl vett vérnyirok minta Lf'és LTP mintazata latszik, mely
megfeleld egyezést mutatott a korabbi kozleményekkel. A tajékozdodast kovetden elvégeztiik a
kivonatbol a zsirok kinyerését, kirazassal Folchs reagens segitségével.

A kisérletekhez kelést megel6z6 napokban majd keléskor, utana, valamint dekapitalast
kovetden is vettiink mintakat és igyekeztiink dsszevetni azokat. Az eldzetes eredmények azt

mutattdk, hogy a Kivont Dg-k az Fa-k kiilonféle keverékeit tartalmazzak:

A’-oktadecenoat > hexadekanoat >> oktadekanoat > A*'*-oktadekadienoat >> nyomnyi

hexadecenoat és A*'*"*-oktadekatrienoat (Fonagy és mtsai., 2005).

Az azonositott Fa-k jorészt megtalalhatok a korabban analizalt LD-k Tg alkotéelemei

kozott (Lsd. VII/3/6.). A bombykol eléanyaganak szamité A'"'?-hexadekadienoatot azonban
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nem sikeriilt egyaltalan azonositani ill. ennek eldanyagat A''-hexadecenoatot sem, ami
megerdésitette azt, hogy az kizarélag a PG-kben de novo szintetizalodik, mig a 7g-k tovabbi
alkotorészeit (egyéb Fa-k) ellenben a taplalékbol szarmaztathatjuk és amelyek a vérnyirok aram

segitségével jutnak el a célszervig, majd felvételre keriilnek.

MW Lf LTP
— o
_ o [ .
2?(,) > g
150 —» —
100 > " e & w ww  35.dbra: SDS-PAGE (14%) elvalasztésa a
75 . - vérnyirokbdl tisztitott Lf~eknek és LTP-knek.
A mintak egy nappal a kelés el6tti ndstényekbol
50 —> - szdrmaztak. A mintazat megfelelt a varakozdsnak
- . (Tsuchida és mtsai., 1997, 1998). Ezt kdvetden keriilt
37 > . sor a Dg-k kivonasara, elvalasztasara és analizisére.
25 P - ok 1
20 > = -
-
VII/4. Megyvitatas

A CELKITUZESEK-ben felvazoltam, hogy a PBAN hatismechanizmusanak, jelatadasi
rendszerének részletes feltarasara vallalkozunk a selyemlepke (B. mori) PG-ben, a feromon-
szintézis €s azt kisér sejttani eseményeinek folyamataban a legkorszeriibb eszk6zok
igénybevételével, a vizsgalati modszerek széles spektrumanak alkalmazasaval.

Az egy évtizedes kutatomunka —a japan kutatokkal kardltve— egy teljesen egyediilallo
igen részletes modell kidolgozasat tette lehetdvé (36. abra). Ennek a modellnek a kidolgo-
z4sédhoz az El6zményekben vazolt korabbi ismeretek biztositottak az alapot (Fonagy és mtsai.,
1992a,b; Ozawa €s mtsai., 1993,1995; Matsumoto és mtsai. 1995). A mas fajokbdl ujabban
ismertté valt részeredmények ismertetése mellett (és el6tt) eldszor a 36. abra bemutatasara és

rovid értelmezésre vallalkozom.
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36. abra: A PBAN hatdsmechanismusa ¢€s jelatadasi folyamata (——), valamint a bombykol
bioszintézise (— ) a B. mori PG sejtjeiben. (Részletes magyarazatot Isd. a szovegben).

A vérnyirokban (halvany tiirkizkék) keringé PBAN a Gp kapcsolt receptorhoz torténd
kotddést kovetden kiilsé Ca' aramlik be a megnyildé Ca™ csatornan keresztiil. (Bom)-CaM-
komplex keletkezik, ami indukalja a CaN (PP2B) enzimrendszert, serkentve a bombykol
bioszintézisében kulcsszerepet jatszé ACR-t (B. mori-PG-FAR). A végso redukcios 1€épésen
tulmenden a PBAN aktivélja a (hormon szenzitiv) TgL-eket melyeket a LD-khez (nagy
narancssarga korok) kapcsolodo proteinek (LDAP) kotnek le (a jelatadasi folyamatot kék nyilak
jeldlik az abran). A lipolizis eredményeképpen, a napi szinten dinamikusan valtozo cseppekbdl
szabadda valnak a Tg-kben ,.tarolt” Fa-eldanyagok, melyek a sejtek citoszoljaban (halvany
sarga hattér) FaS altal AcCoA-bol, tovabba Mt-kben (halvanyzold, csoves-vezikularis szerkezetii

organellum) zajlé folyamatos Fa-szintézis (Acil-CoA-szintetaz: ACS), majd telitetlen kotések
(bifunkcionalis deszaturaz: Desat. 1) kialakulasat kovetden keletkeznek. Ez utobbi reakciok mar
valoszintileg az acil-CoA-kotéfehérjék (Acyl-CoA Binding Protein; ACBP) altal a sER-hez

(sarga lamellak) torténd szallitas utan kovetkeznek be. Az acil-transzferaz (Acyl-transferase;

-94 -



2.1ész VII. A PBAN HATASMECHANIZMUSA B. MORI-BAN

AT) a Fa-va alakitast végzi el. A Tg-k a ,.fajspecifikus” Fa-n (A'"'*-hexadekadienoat) kiviil a
vérnyirok Lf-jei altal szallitott, taplalékbol szarmazd, majd LTP-k segitségével a sejtbe juttatott
Dg-kbdl épiilnek fel. Az LD-kbdl szabadda valo specifikus Fa a mikroszémakhoz (kis ovalis
sziirke testek) kapcsolodo ACS segitségével konvertalodik, ill. a kozti terméket végiil az aktivalt
ACR alkoholla redukalja. A bombykol végezetiil a sejt Mv-ken (fogazott szerkezet), valamint
kutikulan (vildgos barna sav) a mirigy felszinére jut, é¢s onnan a légtérbe (az Fa-k, ill. de novo
bombykol szintézis folyamatat lila nyilak jelolik).

A folyamatot kicsit részletesebben érdemes attekinteni egyéb fajokbol nyert
részeredmények tiikrében, ugyanis, mint korabban hangsulyoztam ilyen atfogd (farmakologiai,
biokémiai, molekuléris biologiai, valamint morfoldgiai) tanulményozasra egyetlen mas faj
esetében sem keriilt még sor, ami a feromontermelést illeti.

A bombykol termelés folyamat attekintése szempontjabol eldszor is komoly attorést
jelentett, hogy Hull és mtsai. (2004) tobb éves megfeszitett munkéanak kdszonhetden sikeresen
klonoztak és jellemezték a Bom-PBANr-t. Ez a 46 kD molekula tomegti Gp kapcsolt receptor
csak a PG-ben fejezddik ki, és specifikusan reagal a PBAN-re oly mdédon, hogy az extracel-
lularis Ca™" bearamlasat képes serkenteni dézis-fliggd mértékben. Konfokalis mikroszképos
vizsgalatok azt is megerdsitették, hogy a PBAN ténylegesen a receptor intenalizaciojat segitik
eld, mégpedig oly modon, hogy a receptor 67 aminosavbol all6 hosszabb C-terminalisa jatszik
ebben dontd szerepet (Hull és mtsai., 2005). A Hez-PBANr és Bom-PBABr kozponti része
kozott 82%-os az azonossag, de kiilonbozik az N-termindlis végiik, ill. ennél 1ényegesen
nagyobb mértékben az emlitett sokkal hosszabb C-terminalis miatt. Az egész jelatadasi rendszer
kozotti kiilonbségség egyik kulcsanak tekintjiik ezt a jelentds eltérést, ugyanis Hull és mtsai.
(2005) ezért felvetették, hogy a Bom-PBANr egy klatrin-fliggd kindz jelatadast indukal (ami
szintén Ca™ fiiggd) és nem is a Gp-kapcsolt kinaz rendszer a kulcs (Isd. még VIIL. fejezet).

A receptorral torténd kapcsolodast kovetden megindul a Ca™ nagymennyiségii
bearamlasa, melynek nélkiilozhetetlen szerepét szamos vizsgalat allitotta €s erdsitette meg
(Fonagy és mtsai., 1992a; Ozawa és mtsai., 1993,1995). Az eredmények receptor-aktivalt Ca”™
csatorna szerepét hangsulyozzak a B. mori-ban, szemben a fesziiltség-fiiggd Ca’™" csatornaéval a
H. zea-ban. A B. mori-ban tapasztaltakkal hasonld kovetkeztetésre jutottunk a S. litura esetében
(Fonagy és mtsai. 1992a,b; Ozawa ¢és mtsai., 1995) is, ill. ezt allapitottdk meg a kukoricamoly,
Ostrinia nubilalis-ban is (Ma és Roelofs, 1995) a miénkhez egyébként nagyon hasonlo
kisérletek elvégzése utan.

A Bom-CaM izolalasa a citoszolikus frakciobol megerdsitette feltevésiinket abban, hogy

a PBAN jelatadasi mechanizmusban dontd és nélkiilozhetetlen szerepe van ennek a Ca'™ kotd
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modulécids proteinnek (Iwanaga ¢és mtsai., 1998), ugyanis farmakokemikalidk segitségével ez
részben mar bizonyitast is nyert (Matsumoto és mtsai., 1995). Az azonositott Bom-CaM
szerkezete teljesen megegyezik a D. melanogaster-bol molekularis biologiai eszkdzokkel
meghatarozott és elérejelzett CaM-mal (Smith és mtsai., 1987). Ott is, mint a B. mori zsirtestbol
izolalt CaM esetében is (Bodnaryk és Morishima, 1984) hianyzik az e-trimetillizin. Ami az
alapvetd szerkezetet illeti mindossze 6 aminosavban tér el a marha-agy CaM- tol (Watterson és
mtsai., 1980) és azon beliil is a 99. ill. 147. helyen talalhato F ill. S. aminosavak viszont a
gerinctelenek 4altalanos sajatsaga (Takagi és mtsai., 1980; Toda és mtsai., 1981). Természetesen
a Bom-CaM esetében is jol beazonosithato az a négy Ca’ kotd domén rész, ami jellegzetes
haromdimenzids ,,hurok™ szerkezetet alkot (Babu és mtsai., 1985). Mindezek alapjan
megallapithatd, hogy egy igen fontos, de konzervativ struktarat sikeriilt azonositanunk és
modelliinkbe illeszteniink.

A PBAN jelatadasi folyamatanak vizsgalataban donté fontossagu volt a CaN szerepének
egyértelmi tisztazasa (Fonagy és mtsai., 1999). Ismert, hogy egyes jelatadasi eseményekben
els@sorban ennek van szerepe €s pl. nem az /P; rendszer altal kozvetitett kaszkaddnak (Cohen,
1989). Egyes altalanos klasszikusnak szdmitd foszfatdz inhibitorokkal ugyan sikertilt a
TKYFSPRLamid PT hatasat gatolni az izolalt in vitro PG biotesztben (Matsumoto és mtsai.,
1995), de sokkal hitelesebb kovetkeztetésekre juthattunk specifikus CalN inhibitorok hasznalata
segitségével. A CsA4 és az FK 506 a gydgyaszatban kitlinden bevalt specifikus CaN inhibitorok
(Kunz és Hall, 1993; Liu, 1993), ezért az agensek segitségével nyert eredményeknek
koszonhetden a CaN szerepe egyértelmiivé valt. Kiilon megerdsitette eredményeinket az, hogy
sikeriilt egy tovabbfejlesztett ujszeri eljarassal miikodoképes, selyemlepke PG-bdl szarmazo,
mikroszoma frakcidt nyerni. Ezek segitségével is bebizonyosodott, hogy a citoszol frakcidoban
talalhatok a jelatadasi mechanizmusban nélkiilozhetetlen CaM, valamint ehhez kapcsolodoan a
CaN, ill. a mikroszoma frakcioban a de novo bombykol szintézishez sziikséges apparatus. A
CaN (PP2B) jelenlétét egyébként SDS-PAGE, valamint Western-blot kimutatasi eljarassal is
igazoltuk. Ez utdbbiak segitségével nyilvanvalova valt, hogy marha-agy CaN-hez hasonloan a
PG sejtekben is talalhato egy A4 katalitikus, specifikus alegység és egy B konzervativ alegység
(Klee és mtsai., 1985, 1987). Ezt hamarosan megerdsitették Yoshiga és mtsai. (2002)
eredményei, mely szerint egy 495 aminosavbol allo katalitikus CaN-A4 alegységet és egy 170
aminosavbol 4ll6 CaN-B cDNS alegységet klonoztak. Az eldbbi mintegy 85%-0s azonossagot
mutat a D. melanogaster CaN-A-val (Guerini, €s mtsai., 1992), ill. 82%-ot az emberivel. A
CaN-A egységen jol azonosithatd az CaN-B kapcsolodo, CaM-kapcsolodo, valamint

autoinhibitor-domén, a CaN-B egységen viszont a négy Ca’ koté rész. Kiilonosen figyelem-
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remélto az a megallapitas, hogy a gének mar larvakorban is expresszalodtak, a PG-ben viszont a
kelést megel6z6 harmadik naptdl (bab korban) lesz egyre intenzivebb a génkifejez6dés, ami a
kelést kdvetden is jol kimutathato és nyomonkovethetd. A 36. dbrdn bemutatott modelliink
szerint tehat a CaN nemcsak abban jatszik szerepet, hogy defoszforilacio révén stimulalja a
kulcsfontossagi ACR-t (részletesebben Isd. lentebb), hanem abban is, hogy aktivalja a TgL-eket.
Ezért is emlitjiik ezeket ,,hormon szenzitiv”’ L-eknek, jollehet ismereteink, még csak igen
korlatozottak az LDAP és/vagy kapcsolodd TgL-ek tekintetében. Egyet azonban tudunk, hogy a
PBAN, vagy barmilyen FXPRLamid végi neuropeptid biztosan befolyasolja a TgL-eket,
valamint azt, hogy az LD-k feliileté¢hez kotddjenek és aktivalodjanak stb. Feltevéseinket
azonban elsOsorban gerinces analogiakra alapozzuk (Egan és mtsai., 1992; Syu ¢és Saltiel, 1999;
Clifford és mtsai., 2000) ill. a zsirmobilizaciot illetéen atfogd ismereteink a rovar zsirtestre
vonatkoznak, ahol ellenben az AKH neuropeptidek jatszanak kulcsszerepet (Shapiro és mtsai.,
1988; Ryan és van der Horst, 2000). Mint tudjuk a lipolizis tekintetében az AKH jelatviteli
rendszere —amint azt korabban a I1/4.C alfejezetben leirtam— a cAMP szint megemelkedésével
miikddik és serkenti/aktivalja a PK-kon keresztiil a 7gL-eket (Gide és Auerswald, 2003). A
folyamatban —azaz, jelen esetben az LD-k dinamizmuséban— még sok megvalaszolatlan
kérdéssel allunk szembe.

A jelatviteli rendszer attekintése utan pedig attérek a de novo bombykol szintézis
1épéseire ill. , kitérdire”. A folyamat kulcslépéseit a 36. dbran lila nyilak jelolik. Kutatdsaink
megkezdésekor is ismert volt, hogy a bombykol —hasonldéan mas lepkefajokhoz (Bjostad és
mtsai., 1987)— AcCoA-bdl kiindulva zsir-acil intermedieren keresztiil (palmitat) szintetizalodik
FaS altal. Ezt kovetden Fa-va (palmitinsavva) alakul az ACS enzim segitségével (Mr-kben).
Mas fajoknal ekkor kovetkezik be a lancrovidiilés (vagy hosszabbodas a szintézis folytatasaval
ténylegesen), viszont a résztvevd enzimekrdl pontosabb ismereteink meglepd moédon még a mai
napig nincsenek a rovarokat illetéen. Altaldban az a nézet uralkodik, hogy a rovar sejtek
rendelkeznek azzal a képességgel, hogy hosszabb Fa-kbol révidebbet csindljanak (Stanley-
Samuelson és mtsai., 1988). Hashimoto (1996) szerint ez egy részleges B-oxidacid, ami a
peroxiszomakhoz kdthetd.

A kovetkezo fontos mozzanat a fajspecifikus telitetlen kotések 1étrehozasa (210, majd
712 kettéskotések) esetiinkben egy bifunkcionalis Bom-Desatl altal (Moto és mtsai., 2004).
Fontos megemliteni, hogy a bombykol bioszintézis folyamatat részletesen feltard vizsgalatok és
résztvevo enzimek azonositasa, majd klonozéasa soran eldszor két nagyon hasonlo (98%-ban)
Desatl ¢s -2 meglétét feltételezték &s irtak le (Yoshiga és mtsai., 2000). Ezeket 61%-ban pl.
hasonlonak talaltdk a 7. ni-ben leirttal (Knipple és mtsai, 1998). A T. ni-ben késObb sikeresen
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klonoztak a A’-Desat enzimet is (Liu és mtsai., 1999). Mas fajokban egyébként —annak ellenére,
hogy kézismert, hogy létezik még A°, A'®, tovabba A' kettds kotés 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
izolaltak a PG-b&l, de ténylegesen csak kettd, a A’—és egy A''-Desat fejezddik ki és aranyuk jol
tiikkrozi az elegyben eléforduld komponensek ardnyat. B. mori esetében késébb megallapitottak,
hogy az egymast kovetd deszaturaciodt ténylegesen csak egy enzim, a Desatl végzi, mert a de
novo bombykol bioszintézis soran ez expresszalodik €s valik aktivva és ezért is jelolik
bifunkcionalisként (Moto és mtsai., 2004). Egyébként ez el is fogadhato és értelmezhetd, mert
itt egy f6 komponensen végbemend egymas utani reakciorol van szd. Ez utdbbi reakciok mar
valdszintileg az ACBP-k 4ltal a sima felszinli sER membranjaihoz torténd szallitas utan
kovetkeznek be.

szintén fontos részeredmény volt a modell kidolgozasa soran (Matsumoto ¢és mtsai., 2001. Megj:
Az izolalasi munkafolyamatba egyébként résztvettem melyek gyakorlatilag parhuzamosan
zajlottak a Bom-CaM karakterizalasaval, de a kdzlemény szerz6i listajarol lemaradtam, ezért
etikai okbol, természetesen dolgozatomban azt kiilon nem is targyalom sajat munkam részeként).
Az ACBP-krdl éltalaban tudjuk, hogy acil-CoA-t képes kivonni foszfatidilkolin membranokbol
¢s specifikusan megkotni (,,szallitani”) és  oxidacidhoz vagy glicerolipidek épitéséhez juttatni
(Rasmussen ¢és mtsai., 1994). Mint a 36. abran lathat6 tobb helyen is szerepet tulajdonitunk az
ACBP-knek. Az LD-k Tg tartalmanak felépitésében kiillonosen dontd jelentdségliek, hiszen akar
a sejtmembranon keresztiil felvett Dg-k (vagy Mg), vagy a de novo szintetizalt A'*'*-
hexadekadienoat eléanyag citoszolikus szallitasdban nélkiilozhetetlenek. Fonagy és mtsai.
(2001) altal részletesen leirt LD-k kialakuldsaval és dinamizmuséval kapcsolatos az a felfedezés
is, hogy a PG-bdl izolalt Bom-ACBP expresszidja egybeesik azok keletkezésével, tehat a kelést
megel6z6 két napban jelenik meg, majd ezt kdvetden fokozodik.

A LD-k szerepének vizsgalata, annak neurohormonalis iranyitottsaga, valamint a
cseppek tartalméanak analizise a feromontermeléssel kapcsolatban teljesen uj Osszefiiggéseket
tart fel. El6szor is ,.feltérképeztiik” és azonositottuk a bombykolt termeld sejteket,
szétvalasztottuk a kutikulatol, tovabba még €16 kulturaban is tudtuk azokat tartani (Fonagy és
mtsai., 2000). Az eredmény azért is kiilondsen fontos, mert ugyan eddig tobb rovar in vitro
bioteszt modszert honositottak meg €s hasznalnak rutinszertien, mint a C4 mirigyet JH termelés
(Stay és mtsai., 1994), PTG-t ekdizon, (Bollenbacher és mtsai.,1983), Malpighi-edényt folyadék

kivalasztas, ionegyensuly (Coast és mtsai., 1990), visceralis izmokat mioaktivitas (Isd: VI.
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fejezet) tanulményozésara stb., vagy zsirtest sejteket alkalmaztak metabolikus folyamatok és
neuropeptidek vizsgalatdhoz (Keeley és mtsai., 1991), de Gin. hormonszenzitiv ¢16
,»Sejtszuszpenzidt” alig (pl.: zsirtest: Asher €s mtsai., 1984; PTG: Asahina és mtsai., 1994). A
fluorescensz mikroszkdpi vizsgalatok segitségével 1) megallapitasokat tettiink, ami rairanyitotta
a figyelmet arra, hogy az eddig néhany fajban leirt neutralis zsirokat tartalmaz6 LD-k (Percy ¢és
Weatherston, 1974) amelyek szdma kelés utan ndvekedett is (Lalanne-Cassou €s mtsai., 1977),
mindenképpen valamilyen raktarozo funkciéval is rendelkeznek. A T. ni esetében figyeltek fel
arra, hogy ezek a cseppek mar a kelést megel6zden gyarapszanak, igaz méretben nem (Jefferson
¢s Rubin, 1973). A PG sejtek ultramikroszkopos tanulmanyozasa (Y okoyama és mtsai., 2003),
pedig segitettek abban, hogy sejtorganellumok szintjén kdvethessiik nyomon a sejt kelés elétti,
alatti, valamint utani valtozasait és foképpen a LD-k kialakulasat, amit a 29. dbran kiilon be is
mutattunk. A szamos Mt kiilsé membranja biztositja a feliiletet az ACS enzim részére (Aas,
1971). Kiilonosen fontos volt a jelentds mennyiségii sER megfigyelése, aminek a membran
rendszeréhez, mint tudjuk, pedig az acil-CoA Desatl kotédik. A feromontermeléssel, ill. a
folyamat neuroendokrin iranyitasaval 6sszefiiggésben egyébként minddssze két mikroszkopos
vizsgalatrdl tudunk, nevezetesen a H. zea-ban (Raina és mtsai., 2000), valamint O. nubilalis-ban
(Ma és Roelofs, 2002). O. nubilalis-ban egyébként probaképpen mi is végeztiink Nilus-vordssel
LD festéseket és fluorescensz mikroszkopos megfigyeléseket (a B. mori-ban alkalmazott
modszer szerint) és megallapithato volt a nagymennyiségii, de igen kisméretli LD-k jelenléte,
mely timogatja a B. mori-ban tapasztaltakat. Ismeretes, hogy kozlemények alapjan az O.
nubilalis-ban a B. mori-hoz hasonlatos a jelatadasi rendszer és ott is a végso redukcios 1épés all
PBAN kontroll alatt (Ma és Roelofs, 1995)

A LD-k tartalméanak analizise eredményeképpen megallapitottuk, hogy a Tg-ket kizaro-
lag 6tféle Fa épiti fel és azon beliil is a legnagyobb fluktuaciot mutatd Tg féleségek kozott
mindig megtalaljuk a A'*'*-hexadekadienoatot, a bombykol eléanyagat, mégpedig dontéen az
Sn-1 és/vagy Sn-3 pozicidban. Ehhez hasonl6 eredményt mutatott ki Foster (2001) Epipyhas
postvittana-ban is. H. virscens-ben végzett vizsgélatok is kimutattdk, hogy jelentds mennyiségii
olyan zsir-acil (Z11-16-acil) talalhaté a CoA4-észterekben, ill. a Tg-ben, amely a {6 feromon
komponens (Z11-hexadecenal) el6anyaga (Foster, 2005). Az eléanyag azonban feromon-
termelés csticsaval egyiddben talalhato a legnagyobb mennyiségben, ugyanis feltehetéen az
utols6 1épésért felelds enzim (oxidéacio az aldehid képzéséhez) nem képes a felhalmozott
anyagot feldolgozni, hiszen mint kordbban emlitettem a Heliotis fajoknal a PBAN az Fa-
szintézis elott fejti ki hatasat és azt serkenti. Mint azt vizsgélatainkbol lathattuk a B. mori

esetében viszont a PBAN az eléanyagok felszabadulasat az LD-kbdl, valamint a végso redukcios
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1épést is serkenti, tehat a bombykol termelés maximumanal a tartalékok jelentdsen lecsokkennek.
Korabban elsdsorban jeldléses vizsgalatokat végeztek a kozti termékeket és sorsukat illetden.
Az A. velutinana esetében azt allapitottdk meg, hogy nem torténik at- ill. beépiilés a
tartalékokbol (Bjostad és Roelofs, 1986), ellenben a M. sexta-nal egyértelmi osszefliggést
talaltak (Fang és mtsai., 1995). Valamennyi fent emlitett vizsgalatra jellemz6 azonban, hogy
kizardlag analitikailag kozelitették meg a kérdést és pl. morfoldgiai, vagy mas egyéb maddszert
nem hasznaltak, ami alol egyediil a korabban emlitett Ma és Roelofs (2002) 4ltal kozolt munka
kivétel részben, O. nubilalis-ban.

Végezetiil egy tovabbi megkdzelités szerint a sejtmentes bombykol termelést a CHAP
Sup. frakcioval oly médon meg tudtuk oldani, hogy a citoszolt kiilonvalasztva —amiben a
jelatadas és bizonyos szallitasi funkcidkkal rendelkezd proteinek talalhatok (CaM, CaN és
ACBP)— a mikroszoméakhoz (membranokhoz) kotott enzimekkel végeztettiik el szubsztrat és
energia hozzaadasaval (Fonagy és mtsai., 1999, 2000). Ez az eljaras volt egyébként
segitségiinkre abban, hogy korabbi feltevést igazolhattunk —mely szerint a végso redukcios
lépést az ACR végzi—, ugyanis a reduktdz specifikus gatloszere a kompaktin/-sav a CHAP Sup.-
ban is hatékonyan gatolta a hombykol szintézist, nem csak az in vitro PG tesztek soran (Ozawa
és mtsai., 1995; Ozawa és Matsumoto, 1996). A folyamat végso 1épésének targyaldsanal tudni
kell azt, hogy a kozelmultban sikeriilt a PG specifikus Bom-ACR (B. mori-PG-FAR) izolélasa,
kloénozésa és funkciondlis expresszalasa (Moto €s mtsai., 2003) is.

A fentiek figyelembevételével megallapithatjuk, hogy egy igen komplex, sokféle
vizsgalati modszert felolelo egy évtizedes 6sszehangolt kutatomunka eredményeképpen
sikeriilt egy egyediilallo modellt alkotni a hbombykol termelést, valamint a folyamat PBAN

altali iranyitasat illetéen a selyemlepkében.

VIIL. A PBAN HATASMECHANIZMUSA A M. BRASSICAE-BEN

VIII/1. El6zmények

A kaposzta bagolylepkében foly6 szexferomon termelddésrél €s annak élettanardl
Iényegesen kevesebb ismeret allt rendelkezésiinkre, mint a selyemlepke esetében, a részletesebb
vizsgalatok megkezdése el6tt. Azon feliil, hogy kézismert volt a feromon pontos dsszetétele
(Attygalle és mtsai., 1987), minddssze két vizsgalat szol arrol, hogy a PT/PBAN neuropeptid
vajon melyik szintetikus 1épést befolyasolja, amit kizarélag egyetlen vizsgalat el6z meg, ami

ténylegesen néhany potencialis intermedier feltarasat irja le (Bestmann és mtsai., 1987). Ez
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utobbi kézlemény azonban csak arra hagyatkozik, hogy a kivonatban talalt alkoholokat csekély
szubsztrat specificitassal egy eszterdz alakitja a végso acetatta (Z11-160Ac). Ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy bizonyara ez a 1épés nem all kdzvetlen PT/PBAN kontroll alatt. Egy
kovetkezo vizsgalat felvetette, hogy nem a Fa-szintézis, hanem inkabb a A-deszaturaz az
iranyitas alatt 4116 kulcsenzim (Bestmann és mtsai., 1989). Ez utdbbi kdvetkeztetést cafoltak
meg Jacquin-Joly és mtsai. (1994), akik megallapitottak, hogy az Fa-szintézis kezdete all
hormonalis kontroll alatt. Ez a kisérlet sor egyben azt is allitotta, hogy P7/PBAN neuropeptid
humoralis uton a célszerv sejtjeire hat, nincs sziikség egyéb kozvetlen idegi stimulusokra és in
vitro koriilmények k6zott a PG igen megbizhatoan hasznalhat6. Ez szamunkra j6 kiindulasi
alapot jelentett.

A Heliothis fajokbol rendelkezésre allo akkori ismeretek a PBAN kozvetlen hatasarol, a
stimulust koveté bearamlé Ca™ fontossagarél, valamint a cAMP bizonyitott szerepérél szoltak
(Soroker és Rafaeli, 1989; Rafaeli €s Soroker, 1989; Rafaeli €s mtsai., 1990; Jurenka és mtsai.,
1991b), ill. sajat tapasztalatainkat is alapul véve (Isd. IV. fejezet) célszerlinek lattuk, hogy
részletesebb PBAN jelatadasi vizsgalatokat folytassunk farmakokemikalidk segitségével a M.
brassicae-ben. Ezzel parhuzamosan szaporodtak ismereteink a B. mori-ban, ahol pedig igen
csak megddlni latszott a konvencio a klasszikusnak vélt neuropeptid jelatadasi folyamatot
illetden (Fonagy €s mtsai., 1992a; Ozawa ¢és mtsai., 1993, 1995), melyet viszont részletes
vizsgalatok kovettek (Isd: VII. fejezet). Ezek tiikrében dontottiink tigy, hogy a lehetdségekhez
képest szamos kisérletet elvégziink a M. brassicae PG-vel in vivo és in vitro koriilmények
kozott. Sok szempontbodl, hasonlatosnak véltiik kisérleti objektumunkat a Heliothis fajokhoz.

A képoszta bagolylepke PG-jében torténd PT/PBAN neuropeptid jelatadasara vonatkozd
kisérleteket az MTA Novényvédelmi Kutatointézetében végeztem, egyes mintak mérését

azonban hazai ill. nemzetkdzi egylittmiikodés keretében (MAKA, JFNo: 93/356) oldottam meg.
VIII/2. Anyag és modszer

VIII/2/1. Felhasznalt rovar/torzs

M. brassicae: A tenyésztésre vonatkozo6 leirast Isd. IV/2/1. pontban. A babok szexalasat itt is

elvégeztiik és az in vivo, valamint in vitro biotesztekre minden esetben sziiz, majd a kelést

kovetd napon dekapitalt €s ismert koru ndstényeket hasznaltunk.
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VIII/2/2. A cAMP szerepének in vivo vizsgalata a PBAN jelatadasi folyamatdban

a) Az in vivo vizsgalatokat alapvetden a mar IV/2/2. pontban leirtak szerint rutinszeriien
folytattuk. E16szor elvégeztiink a mi koriilményeink kozott egy PT hatast (FXPRLamid
neuropeptid dézis-hatas, majd ezt kovetden egy idd-hatés vizsgalatot. Minden esetben vizet
(negativ kontroll), valamint kiilonb6zé mennyiségii (1, 5, 10, 20 ng) szintetikus Hez-PBAN-t
injektaltunk a dekapitalt ndstény potrohdba. Az id6-hatas vizsgalathoz pedig késbb az
optimalis mennyiséget valasztottuk (azaz 10-20 ng). A PG-ket az inkubécio letelte utan
levagtuk és n-hexénban kivontuk a mérend6 feromon-fékomponenst (Z11-160Ac), melyet
korabban leirt médon (Jacquin-Joly és mtsai., 1994) szerint Hewlett-Packard 5890 GC-n
mértiink meg. A kezeléseket legalabb kétszer elvégeztiik, alkalmanként harom ismétlésben
(azaz, harom ndstényen).

b) A feromon-fékomponens mellett elvégeztiik a cAMP mennyiségének mérését, ami
ténylegesen a kisérletek o feladata volt (Isd. VIII/2/4. pontot is). A cAMP szint valtozasat az
Amersham “Cyclic AMP (CH) assay system” modszerrel és Amersham kit segitségével
vizsgaltuk. Metodikailag a legnagyobb nehézséget a kis mennyiség és relative kis ingadozas
nyomonkovetése jelentette, de végeredményben sikertiilt kidolgozni az egész folyamatot célunk
megvalositdsdhoz. Roviden ez azt jelentette, hogy egy-egy mintahoz (méréshez) 10-10 PG-t
hasznaltunk fel (legalabb két ismétlésben) €s a hasznalati utasitasnak megfeleléen 1ml EtOH-
ban azonnal jégen homogenizaltuk, majd szonikéltuk a szoveteket, végiil kettéosztottuk azokat.
Ot-10 perces 4llast kdvetden centrifugaltuk a mintékat és a feliiliszot finoman eltavolitottuk,
majd -50°C-on taroltuk mérésig. A mérésekhez a mintakat N, alatt beszaritottuk, ezt kovetden a
méréseket a protokoll szerint pontosan végrehajtottuk. A mérésekhez természetesen —szintén az
eldirasnak megfelelden— kalibracids gorbét készitettiink, hogy eredményeinket értékelhessiik.
Valamennyi un. ,,C”-szintli izotopos munkat —a tényleges méréseket— az egykori Kertészeti
Egyetemen (Biokémiai tanszéken, Analitikai laboratdrium, valamint a Kézponti
Laboratoriumban) végeztiik el. A méréshez Beckman szcintillacids szadmlalot hasznaltunk,

valamint Packard ULTIMA-Gold folyadék szcintillacios koktélt.

VIII/2/3. A cAMP szerepének in vitro vizsgéalata a PBAN jelatadasi folyamataban

Az in vitro PG inkubacios vizsgalatok sokkal tobb részkisérlet felallitasat kivantdk meg.
Természetesen eldszor itt is elvégeztiik a dozis-hatés és id6-hatas vizsgéalatokat, amit tobb
farmakologiai jellegli vizsgélat kovetett az el6zdek eredményei alapjan. A kisérletekhez a
dekapitalt ndstényekbdl szarmazod PG-ket 40 pl Grace médiumot tartalmazd Eppendorf
csovekbe helyeztiik, melyek tartalmaztdk a Hez-PBAN-t és/vagy farmakokemikaliakat. A
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kiilonboz6 inkubaciokat kovetden értelemszeriien (réovid inkubéacidoknal nem) elvégeztiik a
feromon-fékomponens ill. a cAMP szintjének méréseit a VIII/2/2. pontban leirtak szerint. A
kezeléseket legalabb kétszer elvégeztiik alkalmanként harom ismétlésben.

a) Az alapvetd Hez-PBAN dozis-hatas vizsgalatdhoz a korabban is alkalmazott mennyi-
ségeket ¢s modon hasznaltunk. Az id6-hatas vizsgalatok esetében szintén 10 vagy 20 ng-nyit
hasznaltunk. A cAMP méréseket megelézendden tobbféle célzott farmakokemikaliat hasznal-
tunk korabbi tapasztalatok alapjan, igy a Ca ionophore és ionomycin (serkentik a divalens
kationok bearamlasat), valamint forskolin (AC aktivator) hatésait in vitro koriilmények kozott.
Vizsgaltuk a La"™" (LaCls), valamint hasonléképpen a TFP (hatékony CaM inhibitor) gatlasat is
PT/PBAN —esetiinkben Hez-PBAN jelenlétében—. A vizsgalatok modszerét tekintve altalaban
korabban leirtak szerint jartunk el (Fonagy €s mtsai., 1992b).

b) A jelatadasi folyamat vizsgéalatdhoz is —azaz a cAMP szintjének méréséhez— a fent
nevezett célzott hatasu farmakokemikalidt hasznaltunk és a feromon-fékomponens mérések
eredményeihez viszonyitva allitottuk be. El0szor is megvizsgaltuk a Ca ionophore és ionomycin,
valamint forskolin hatasait elsdsorban rovid inkubacids id6ket alkalmazva (kezelések részleteit
Isd. 39. és 40. abrakon. Végezetiil vizsgaltuk a LaCl; gatld hatasat Hez-PBAN jelenlétében
szintén rovid inkubacids id6t alkalmazva (2,5-3 perc), ugyanis kontroll koriilmények kdzott
ekkor tapasztaltuk a legmagasabb cAMP szintet (38. abra). Hasonloképpen vizsgaltuk tovabba a
TFP gatlasat is tobb koncentracioban.

VIII/3. Eredmények

VIII/3/1. A cAMP szerepének in vivo vizsgélata a PBAN jelatadasi folyamataban

a) In vivo koriilmények kozott megallapitottuk, hogy egyértelmii dézis-hatas
mutathaté ki az injektalast kovetoen, de a 10 ill. 20 ng-os kezelések esetében szignifikans
kiilonbség nem mutatkozott a feromon-fokomponenst illetéen (128+35 ng ill. 143+29ng),
tehat maximum kozeli valasz vélthato igy ki. Az idé-hatas vizsgalatok esetében a maximalis
mennyiséget egy ora elteltével mértiik (37. dbra).

b) A cAMP mennyiségi valtozasat és idobeni lefutasat a feromon-fékomponens mérések
alapjan foleg 20 ng-os kezelést kovetden vizsgaltuk egy oran keresztiil. A 37. dbran jol lathato,
hogy a Hez-PBAN injektalast kovetden a 15. percben érte el a maximumot a cAMP szintje,
mig egy masik kisebb csiics a 40. perc kornyékén detektalhatd. Ezzel parhuzamosan viszont

a feromontemelés maximuma a 60. perc koriilre esik folyamatos novekedés eredményeképpen.
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37. dbra: A cAMP és Z11-160Ac-tartalom valtozasa in vivo Hez-PBAN kezelést kovetden.
A szamitott atlagok legalabb 3 fiiggetlen minta eredményébdl szarmaznak, a vékony vonalak a + SD-t jelolik.
(Megj: A feromontartalom esetében a jobb attekinthetség kedvéért a szoérasok nincsenek feltiintetve)

VIII/3/2. A cAMP szerepének in vitro vizsgéalata a PBAN jelatadasi folyamataban

a) A szintetikus Hez-PBAN-nel elvégzett in vitro d6zis-hatas, valamint id6-hatés
vizsgalatok alapvetden az optimdlis koriilmények megallapitasat céloztik, hogy a jelatadas
folyamatat farmakokemikalidkkal vizsgélva, lehetd leghatékonyabban elvégezziik.
Koriilményeink kozott a dekapitalt ndstényekbdl eltavolitott PG-k in vitro Kisérletekben (60
perces inkubaciot kovetoen) a 20 ng-os kezelésre valaszoltak maximalis
feromontermeléssel (65+21 ng). Az idébeni lefutast tekintve egy oran til nem volt mar

valtozas (38. abra).
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38. dbra: A cAMP és Z11-160Ac-tartalom valtozasa in vitro Hez-PBAN kezelést kovetden.
A szamitott atlagok legalabb 3 fiiggetlen minta eredményébdl szarmaznak, a vékony vonalak a + SD-t jelolik.
(Megj: A feromontartalom esetében a jobb attekinthet6ség kedvéért a szorasok nincsenek feltiintetve).
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A farmakokemikaliakkal végzett kisérletek esetében a legfontosabb eredmények, hogy
mind a Ca ionophore, mind pedig az ionomycin a leghatékonyabbnak bizonyulé d6zisban
(300 uM, ill. 60 pM) a kontrollhoz képest (20 ng Hez-PBAN kezelés) kozel 60%-os
feromon-termelést tapasztaltunk, mig a forskolin (0,1mM) esetében még nagyobbat
(+70%). A LaCl;, valamint a TFP (1mM) a Hez-PBAN-el (20 ng) egyiitt inkubalva
ellenben jelentdsen gatolta a feromontermelést, az el6bbi tobb mint 50%-o0s, mig az utdbbi
mintegy 80%-ot gatlast eredményezve.

b) A legfigyelemreméltobb eredményeket ismét a cAMP mérések soran kaptuk. Ezekben
a kisérletekben is a 20 ng-os Hez-PBAN kezeléseket alkalmaztuk és egy oran keresztiil tobbszor
vettiink mintat. Amint az a 38. abrarol jol leolvashaté a siiri mintavételezésnek koszonhetden a
cAMP szintje a 2-3 percnél volt a legmagasabb, amit két Kisebb cstiics kovetett a 10. majd
25. perc kornyékén.

A kezeléseket kovetden a mintakat a fenti tapasztalatok miatt 2,5-3 perc utan gyijtottikk
¢és a 39. dbran a Ca ionophore-ral, ionomycin-nel, valamint forskolin-nal torténd kezelések
eredményei lathatok, Hez-PBAN-t alkalmazva kontrollként kiilonb6zd koncentraciokban. A
gatlas hatékonysagat (Hez-PBAN és LaCl;, valamint TFP-vel torténé egyiittes inkubacio) a
jelatvivo rendszert tekintve pedig a 40. Abran mutatom be. Az eredmények egyértelmiien jol
alatamasztjak a feromon-fokomponens mennyiségének mért adatait, melyeket egyébként 60

perces inkubacidt kdvetve mértiink (legfontosabbakat Isd. fentebb az a). pontnal).
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39. abra: A cAMP-tartalom valtozasa in vitro Hez-PBAN-nel Ca ionophore-ral, ionomycin-nel,
valamint forskolin-nal torténd kezeléseket kovetden (2,5-3 perces inkubacio).
Minden esetben 40 pl Grace médiumot hasznaltunk amelyben a megadott koncentracidoban volt jelen a

vizsgalando agens. A szamitott atlagok legalabb 6 fiiggetlen minta eredményébdl szarmaznak, a vékony
vonalak a + SD-t jeldlik.
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40. dbra: A cAMP-tartalom valtozésa in vitro Hez-PBAN-nel (fekete oszlop), valamint LaCls-dal
ill. TFA-val és Hez-PBAN-el egyiitt torténd kezeléseket kovetden (2,5-3 perces inkubécio).
Minden esetben 40 pl Grace médiumot hasznaltunk amelyben a megadott koncentraciéban volt jelen a
vizsgalando agens. A szamitott atlagok legalabb 6 fiiggetlen minta eredményébdl szarmaznak, a vékony
vonalak a + SD-t jeldlik.

VII1/4. Megvitatas

A M. brassicae feromontermelésének hormonalis irdnyitottsaganak vizsgalatanal
kiindulasként felhasznaltuk azokat az eldzményeket, amelyek elsdsorban a Heliothis fajokra
vonatkoztak (Soroker ¢és Rafaeli, 1989; Jurenka és mtsai., 1991b), valamint Bestmann és mtsai.
(1989) és Jacquin-Joly és mtsai. (1994) addig kozoltek a kdposzta bagolylepkére. Tekintettel
arra, hogy bizonyosnak tlint, hogy vagy a A-deszaturdz szintjén (Bestmann és mtsai. 1989) vagy
még valoszinilibb, hogy a Fa-szintézis el6tt fejti ki hatasat a PT/PBAN a M. brassicae PG-ben,
ezért indokolt volt a cAMP szerepének célzott vizsgalata farmakokemikalidkkal kézvetve, ill.
cAMP mérésén keresztiil kozvetleniil. Feltételeztiik ugyanis, hogy ezeknél a fajoknal a cAMP
jelatviteli rendszer segitségével indukalodnak PK-k, melyek a Fa-szintézis enzimkészletét (FasS)
aktivalja. A fent emlitett irodalmakat attanulmanyozva, arra is figyelmesek lettiink, hogy a
vizsgalatok elsdsorban végtermék, vagy szubsztrat beépiilés eredményei alapjan kovetkeztettek
a cAMP szerepére, de konkrét mérési adat igen kevés allt rendelkzésilinkre. Mint utdlag
kikovetkeztettiik, mivel igen nehéz volt kivitelezniink a cAMP méréseket (mely mérési
lehetdség sajnos a kisérletek soran a teljes befejezés elétt meg is sziint) a szerénynek mondhatd
korabbi eredmények hatterében ez allhatott. Figyelemre mélto ebbdl a szempontbol, hogy
Jurenka (1996) attekintd tanulmanyéban is részletesebb cAMP szint méréseket siirgetett, melyet

mi kisérleti fajunkon tobbé-kevésbé megvalositottunk, hogy feltevéseinket igazoljuk.
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A vizsgalataink eredménye alapjan bemutatok egy modell rajzot a PBAN
hatdsmechanizmusdra ¢és a feromon-bioszintézisre M. brassicae-ben (41. abra). A javasolt
modell, egyébként nagymértékben megegyezik Rafaeli (2002) 6sszefoglalojaban —altalaban
Heliothis fajokon végzett kisérletek alapjan— kozoltekkel és rajzoltakkal, viszont ennek egy
korabbi, egyszerlisitett verziojat mar hamarabb bemutattam és ismertettem sajat eredményeim

alapjan (Fénagy, 1999). (Igen sajnalatos, hogy forras és lehetdség hianyaban a vizsgalatokat

nem tudtuk befejezni és jelentdsebb lapban k6zdlni).

Z11-160Ac Pesal 00000

l

41. dbra: A PBAN hatasmechanismusa ¢s feltételezett jelatadasi folyamata (— ), a Z11-160
Ac bioszintézise (— ) a M. brassicae PG sejtjeiben. (Részletes magyarazatot Isd. a szvegben).

A fenti nehézségek ellenére a Ca’ ionok bearamlasanak jelentdségét a jelatviteli
rendszerben a M. brassicae esetében is sikeriilt egyértelmiien bizonyitanunk azzal, hogy az in
vitro Ca ionophore, valamint ionomycin kezelések feromon-bioszintézist serkentették. A
divalens kationok bearamlasat megakadalyozé LaCl; viszont, a varakozasnak megfelelden,
hatékonyan gatolt. A jelatadasi mechanizmusban szerepe van tovabba a CaM-nak, mert az in

vitro vizsgélatokban eredményesen gatolt a TF'P. Ez esetben azonban valdszinilileg nemcsak a
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kiilsé bearamld Ca'ionok, hanem a belsd rezervoarokbol, az IP; jelatado rendszernek
kdszonhetden tovabbi Ca™" ionok szabadulnak fel, melyek egyiittesen serkentik a CaM-hoz
kotddve a membran kotott AC-t (a jelatadasi folyamatot kék nyilak jelolik az abran).

Megallapitottuk, hogy a cAMP szintje is jelentésen megnétt a Ca ionophore és
ionomycin kezelések hatasara, tehat a csatornak megnyilasa, valamint ennek kdszonhetden a
membran kotott AC aktivalodasa bizonyitast nyert. A szintetikus Hez-PBAN-nel, ill. LaCls-dal,
valamint 7FP-vel torténd egyiittes kezelést kovetden nemcsak a feromon-bioszintézis maradt el,
hanem a cAMP emelkedése. Erdekes tovabba, hogy a cAMP szintjének megemelkedése a
legszembetiinObb az in vitro kezelést kovetd néhany percben. In vivo kisérletek esetében egy
természetes késést tapasztaltunk, hiszen az injektalt PT/PBAN neuropeptidnek a vérnyirok
aramon keresztiil el kell jutnia a célszervig.

Az AC meghatarozé szerepe, valamint a keletkezé cAMP-nek jelentdsége egyértelmiivé
valt a forskolin inkubaciokat kovetden. Ekkor ugyanis nemcsak feromontermelést tapasztaltunk,
hanem jelentds cAMP szint emelkedést is. Emlékeztetésiil megjegyzem, hogy a forskolin
egyaltalan nem serkentette a B. mori-ban a feromontermelést (Fonagy és mtsai. 1992a),
valamint teljesen hatastalanoknak bizonyultak specifikus PK inhibitorok is (Matsumoto és
mtsai., 1995). Ezek koziil hatastalannak bizonyultak egyes inhibitorok —igaz magas koncent-
racidban— H. armigera-ban (Soroker ¢és Rafaeli, 1995), ill. H. zea-ban és H. virescens-ben
(Jurenka, 1996), mig bizonyos mas PK inhibitorok ellenben hatékonyak voltak Heliothis
fajokban, amint arra Rafaeli (2002) 6sszefoglalojaban is rdmutatott.

A PK enzimek a feromon-bioszintézis folyamatanak kezdeti szakaszaban jatszhatnak
dontd szerepet (a de novo feromon-bioszintézis folyamatat lila nyilak jelolik). Mint ismeretes a
Fa-szintézist a magasabb rendiieknél ténylegesen egyetlen polipeptid lancba szervezddott enzim
egylittes végzi. Természetesen a PG-kben is a PK-k ezt a bizonyos enzim sort (FaS) aktivaljak,
aholis az elso 1épés soran az AcCoA karboxiladz az AcCoA-t malonil-CoA-va karboxilalja, ami
egy irreverzibilis reakcid. A lanchosszabodas a 16 szénatomos palmitatig tart. Mas esetben ugy
veélik, hogy a Fa-szintézis kezdeti 1épésének beinditasa az AcCoA-karboxilaz stimulacidja a
foszfoprotein-foszfatdz rendszeren keresztiil valosul meg —mint ahogy az emlds sejtekben
kimutattak— defoszforilacio révén (Hardie, 1989; Kim és mtsai., 1989). Elképzelheto tehat, hogy
valdjaban a szexferomon-bioszintézis PBAN altali kulcslépéseinek iranyitasaban és a
jelatadasi mechanizmusaban két {6 tipus van, amit kisérleteinkkel is bizonyitottunk —azaz
cAMP altali (pl. Heliothis, Mamestra fajok) vagy anélkiili (pl. Bombyx, Ostrinia fajok)—,

ellenben abban nincs eltérés, hogy egyeseknél foszfatazokat stimulal, masoknal PK-kat, ugyanis
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elképzelhetd, hogy csak foszfatdzok jatszanak szerepet (Jurenka, 1996; Rafaeli, 2002). Ez alatt
az értendd, hogy ahol a FasS all hormonalis iranyités alatt ott az els6 enzimet, az AcCoA-
karboxilazt defosz-forilalja, ahol pedig a végsd redukcios 1épés all hormonalis kontroll alatt ott
az ACR-t aktivalja defoszforilacidval. Ezekre a kérdésekre azonban csak ugy kaphatnank
kielégitd valaszokat, hogyha a szexferomon bioszintézis mozzanatait iranyité enzimeket
lényegesen jobban ismernénk, valamint olyan vizsgélatokat végeznénk (koztitermék analizis,
morfologia stb.), ami hasonld felfogast és volumenii munka lenne mint amilyet a
selyemlepkében bemutattam.

A jelatadas folyamatat vizsgalva idonként eléfordult, hogy egyes kisérletek kevésbé
sikeriiltek, vagy tl nagy szorast tapasztaltunk szemben a vartnal vagy csupédn a B. mori-val
végzett munkdkkal 6sszehasonlitva gondoltuk ezt. Ezért mindenképpen fontosnak tartom
megjegyezni, hogy kisérleteink lezarasat kovetden kozoltek Iglesias és mtsai. (1998), hogy arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy mind a S. litura-ban mind pedig a M. brassicae-ben a humoralis
iranyitas mellet sziikséges az ép hasi ideg is és az utolsé hasi duc. Erdekes modon kordbban
Jacquin-Joly és mtsai. (1994) ennek ellenkezdjét allitottak és kisérleteink soran ezt vettiik alapul.
Ezek a kovetkeztetések azonban tobbféleképpen is értékelhetdk, hiszen lehet, hogy a PG az
autonom modon miikddik és miitkodtethetd, mint célszerv, ellenben a PBAN kétféle Giton juthat
el: gyorsabban (a vérnyirokon keresztiil) vagy lassabban (idegen szallitodva és célszerv
kozelében tiriilve), tehat szorosan véve a serkenthetdéségnek nem feltétele az intakt kornyezet.
Tobb szerzd is allitja —mely nézéponthoz én is csatlakozom—, hogy a kisérleti koriilményeknek,
a boncolasnak, in vitro beallitasoknak mindenképpen meghatarozé szerepiik van és bizony néha
kockazatos kissé eltérd kisérleteket 6sszehasonlitani, mert standardizalt koriillményeket €s jo
reprodukélhatosagot elsésorban legalabb egy laboron beliil (egy fajon) célszerli megvaldsitani.
Még ilyen koriilmények kozott is bizony sziilethetnek értékelhetetlen és érthetetlen eredmények,

melyeket tobb ismétléssel ki lehet szlirni, €s dvakodni kell a téves kovetkeztetésektodl.
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Az elsé —mint utobb kideriilt igen altalanosan eléfordulo— rovar-neuropeptidet, a
proktolint (Starratt és Brown, 1975) hamarosan kovetett az elsd ,,igazi” rovar specifikus
hormoncsoport felfedezése, a lipid haztartasért és energia felhasznalasért felelos AKH-¢é (Stone
és mtsai., 1976). Mint azt az IRODALMI ATTEKINTES fejezetben 6sszefoglaltam robbanas-
szerlien kovették egymast az izolacids és szerkezet-meghatdrozasok és nyomban megkezdddtek
az altalanosabb (pl: proktolin) (Konopinska és mtsai., 1986) majd specifikusabb neuropeptidek
mint pl. az AKH, a PK-tipust, a TMOF, vagy az AST-k kiilonb6z6 szintetikus analdgjainak/
mimetikumoknak raciondlis (az ismert és bioldgiailag aktiv neuropeptid térszerkezetét
optimalisan kovetd) tervezése, szintetizalasa és sorozatvizsgalata, amint azt Gade és
Goldsworthy (2003) nemrég Osszefoglaltak és ezt a —gyakorlat szempontjabol igen fontos—
témat a kozelmitban két rovidebb tanulmadnyomban én is feldolgoztam (Fonagy, 2006b,c).
Alapkdvetelmény, hogy az aminosav szekvencia meghatdrozasan tul szintetikus peptidek/
szakaszok segitségével kivizsgalando az aktiv régid, ill. az aktivitashoz sziikséges minimalis
szekvencia, lehetdség szerint in vivo €s in vitro tesztekben is. Napjainkban a feltételezett
haromdimenzios térszerkezet megallapitasara is bOven van mar lehetdség, ami szintén segiti a
hatékony molekulatervezést. Sziikséges azonban, hogy a gyakorlati céli mimetikumok ho- és
fénystabilak legyenek, a kutikulan és/vagy a bél hamsejtjein akadalytalanul atjuthassanak,
endopeptidazokkal szemben ellenalloak legyenek (vagy az aktivitast nem befolydsolo
»védelemmel” legyenek ellatva, vagy pedig ne alapvetden peptid természetli molekula legyen,
hanem un. pszeudopeptid). Ezeket a gyakorlati célu kutatdsokat a megfeleld fejezetek
Megyvitatasaiban réviden ismertettem is.

Haszndlatos egy masik szélesebb korii 0j fogalom is az un. ,,drugable’kifejezés, ami
ugyan a gyogyszertanbdl szarmazik, de estiinkben rovarok ellen felhasznalhat6 olyan
szamitogépes szimulacioval tervezett virtualis molekulat jelent, melyek elektrosztatikusan és
alakilag megfeleld, tovabba nem oldhatatlan 6ridasmolekula, vagy illékony kismolekula, a
szervezetben jol felszivodik és varhatdéan nem toxikus. Megemlitendd, hogy a modern
inszekticid kutatdsnak az in. természetes eredetli biologiailag aktiv anyagok kozvetlen (kif.
névényi kivonatok, virusok, baktériumok élettani, toxikoldgiai hatasai célszervezeteken), ill.
kozvetett (hatékonynak talalt vegyiiletek, komponensek mimetikumainak, anal6gjainak
tervezése, eldallitasa) vizsgalata mar kiilon tudomanyteriilet (Ujvary, 2006). Ezek az anyagok
nem peptidtermészetiiek, ellenben endokrin hatasuk lehet, ezért szerepiik és jelentdségiik
semmiképp sem elhanyagolhato.

A rovar-neuropeptidek és az altaluk iranyitott folyamatok ismerete tjfajta megkozelitést tett és
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tesz lehetévé mind a bioldgiai megismerés, mind pedig ezen folyamatok lehetséges befolyaso-
lasanak teriiletén. A peptidek jellemzésén és a szerkezet-hatas vizsgdlatokon keresztiil a mole-
kularis genetika, prekurzorok azonositasa, bioszintézis, receptorok és a neuroepetidek kapcsolo-
déasa, majd a degradacio tertileteire hatolhatunk be. Ezen modszerek ,,0sszegyurasa” —a bioldgiai
hatasvizsgalatoktol a molekularis bioldgidig— kivételes lehetdségeket nyujtanak arra, hogy a jo-
vében hatékony, konnyen kezelhetd, specifikus védekezést dolgozzunk ki a rovarkartevok ellen.
Mint tudjuk a peptidek kozvetlen alkalmazasanak sok akadalya van, de ezen molekuldkba
rejtett informacid szinte korlatlan lehetdséget nyujt a rovarfiziologiai megismerés és a
specifikus kontroll teriiletén, amit azt Menn és mtsai. (1991) altal szerkesztett korai, ilyen iranya
konyv is targyalt. Az aldbb vazolt perspektivak altalanosnak tekinthetdk a rovar
neuroendokrinolégia teriiletén:
- A neurohormonok szintézisének teriiletén szdmos beavatkozasi pont van. A peptid érését
specifikus enzimek iranyitjak. A gén expresszio, ill. a specifikus enzimek gatlasaval a hormon
szintézis akadalyozhato meg.
- A peptidek kitiriilését releasing faktorok (peptidek, aminok stb.) befolyasolhatjadk, melyek
preszinaptikusan a peptiderg neuron idegvégzddésein hathatnak. Szintetikus vegyiiletek, melyek
hatassal vannak hormonkiiiriilésre komoly szerepet jatszhatnak a késébbiekben.
- A neuropeptid receptorok —féleg miutan egyre tobb keriil meghatarozasra— szintén tamadasi
tertiletet jelenthetnek. A receptor kotddési probak fejlesztésével (melynek alapfeltételei, hogy
minél tobb hormont és annak pontos célszervét, célsejtjét ismerjlink) remény nyilik olyan
szintetikus peptidek vizsgalatara, melyek elvezethetnek a receptor-szintii antagonistahoz,
agonistahoz. A szerkezet-hatas vizsgalatok nyujtjak a legtobb informaciot a célzott mimetikum
fejlesztéshez. Ezek a mddszerek a gerinces farmakoldgiaban mindennaposak, és a
gyogyszertervezés/-kutatas alapjait képezik.
- A fizioldgiai valasz kivaltasaban olyan ,,inszekticid” hatés is elképzelhetd, mely a masodlagos
hirvivo rendszer bekapcsolasa (nem receptor szintli hamis hormonhatés) utjan valdsul meg.
gatlasa hiperstimulaciot eredményezhet, mely mindenképpen viselekedési és/ vagy
homeosztatikus egyensulybomlashoz vezet.

Kutatdsaimmal ¢s az eredmények ismertetésével példat szerettem volna nyujtani arra
vonatkozolag is, hogy a rovarbiokémiai és rovarélettani ismeretek mennyire nélkiilozhetetlenek
a késobbi, kornyezetkiméld, ndvényvédelmi indittatast kémiai és/vagy biotechnoldgiai iton
torténd beavatkozasokhoz. A mindenkori, valamint késébbi gyakorlat tehat semmiképpen

sem nélkiilozheti az alapkutatas segitségével megszerzett ismereteket és tudast.
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Koszonettel tartozom elsdsorban azon kiilfoldi laboratoriumok kutaté és segédsze-
mélyzetének, valamint vezetdiknek, nevezetesen Dr. Shogo Matsumoto-nak (RIKEN, Wako-shi,
Japan) ahol munkaim nagyrészét elvégezhettem, ill. egylittmiikodo partnereimnek Dr. Peter
Teal-nek (USDA, ARS, Gainesville, Florida, U.S.A) és Prof. Dr. Gerd Géade-nak. Koszonet
illeti a JSPS-t (Japan allami meghivasos kutatasi 6sztondij szervezet), mely tobb alkalommal
biztositott szamomra 6sztondijat rovidebb-hosszabb id6kre, valamint a RIKEN International
Co-operation palyazati rendszerét, tovabba a MAKA (Amerikai-Magyar) JFNo: 93/356 és a
TET Alapitvany DAK:1/2000 (D¢l-Afrika-Magyarorszag) szamu egyiittmiikddési palyazatokat.
Koszonetet nyilvanitok munkahelyemnek, az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetének is.

Munkahelyemen és mas intézményekben, valamint egyetemeken szamos kolléganak,
embernek, ismerdsnek tartozom halaval segitségiikért, tanacsaikért, onzetlen tamogatasukért,
akiket az alabbiakban névsorban tiintetek fel:

Dr. Balazs Klari, Dr. Basky Zsuzsa, Dr. Bakonyi Gébor, Dr. Bartha Emilia, Dr. Csernus Valér,
Dr. Darvas Béla, Dr. Fekete Gabor, Gomola Isvanné (Annuska), Dr. Jermy Tibor, Karpati Zsolt,
Kincsesné Gyurkovics Judit, Konczné Benedicty Zsuzsa, Kovacs Gyulané (Gabika), Dr. Kozar
Ferenc, Kormendy Cecilia, Nagl Palné (Erzsi) Nyiri Gyulané (Gyongyi), Dr. Papp Laszlo, Dr.
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ACR
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CaM
cAMP
CaN
-CAH
-CAP
Cbe
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-CCK
cDNS
cGMP
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CoA
CRF
CsA
dbcAMP
Dg

-DH
DMSO
-DP

-EDNH
ELISA
ELSD
-ETH
EtOH

Fa
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Adenilat-ciklaz

Acil-CoA koto fehérje

acetil koenzim-A

Acetonitril

Acil-CoA-reduktaz
Acil-CoA-szintetaz

Antidiuretikus hormon (vagy hatés)
Adipokinetikus hormon (vagy hatés)
Adenozin-monofoszfat
Allatosztatikus hormon (vagy hatas)
Acil-transzferaz

Allatotropikus hormon (vagy hatés)
Elnyelés egysége a teljes skalan
Arginin-vasopresszin hormon

Fej-1ab ciklizaladson alapuld antagonista
Bazalis bettirddés

Bazalis lamina

Benzetonium klorid

Corpus allatum

Ca'""-kalmodulin komplex

ciklikus adenozin-monofoszfat
Kalcineurin/Foszfopriotein-foszfataz(2B)
Szivfrekvenciat fokozé hormon
Szivmiikodést fokozo peptid
2-karboranecetsav

Corpus cardiacum
Gasztrin-kolecisztokinin

Klonozott dezoxiribonukleinsav

ciklikus guanozil-monofoszfat
3-(kloramidopropil-dimethilammonio)- 1 -propanszulfonat feliiluszo
Koenzim-A

Kortikotropin-kibocsatasi faktor
Cyclosporin-A (CaN inhibitor)

dibutiril ciklikus adenozin-monofoszfat
Diglicerid

Diapauza hormon

Dimethilszulfoxil

Diuretikus peptid (vagy hatas)

Tojasfejlodést serkentd hormont
Ekl6zi6s hormon

Enzim kapcsolt immunabszorpcids proba
Porlasztasos fényszorasos detektor
Vedlést beindité hormon

Ethanol

Zsirsav

-134 -



FaS
FAB-MS
FaRP

FLC
FLRFamidok
FK 506
Fmoc
FMRFamid
FXPRLamid

GC
GIPh
GMP
Gp
GTP

HDLf
HFBA
HGH
HPLC
-HoTH
-HrTH
ITP

JH
JHE

-K

L
Lf
LD
LDAP
LDLf
L:D
LTP

MALDI-ToF MS
MeOH
Mg
-MIP
MIX
-MK
-MRCH
MS
-MS

Mt

-MT
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Zsirsav-szintetaz

Gyors atom bombazasos tomegspekrometria
FMRF-tipust (végzddésii) peptid

Foszfolipaz-C

Phe-Leu-Arg-Phe-amid

Immunszuppressziv molekula kddja (CaN inhibitor)
Fast moc (peptid szintézis eljaras)
Phe-Met-Arg-Phe-amid
Phe-(X=Thr;Val;Ser)-Pro-Arg-Leu-amid (C-terminalis)

Gazkromatografia

Glikogén-foszforilaz
Guanozil-monofoszfat

Guanozil-trifoszfat fliggd/kapcsolt protein
Guanozil-trifoszfat

Magas fajsulyu lipoforin
Heptafluorvajsav

Hipoglikémikus hormon

Magasnyomadsu folyadékkromatografia
Hipotrehalozémikus hormon (vagy hatés)
Hipertrehalozémikus hormon (vagy hatés)
Viz/ion visszaszivasért felelos peptid

Juvenilhormon
Juvenilhormon-észteraz

Kinin peptid

Lipaz

Lipoforin

Lipidcsepp

Lipidcsepphez kapcsolddo fehérje
Alacsony fajstlyu lipoforin
Fény:sotét

Lipid-transzfer rész

Matrixkozvetitett 1ézerdeszorpciods repiilésidd tomegspekrometria
Methanol

Monoglicerid

Mioinhibitor peptid (vagy hatas)
3-isobutil-1-methilxanthin

Miokinin peptid

Melanizacidt és voros pigmentaciot serkentd hormon
Tomegspektrometria

Mioszuppressziv hormon (vagy hatés)
Mitokondrium

Miotropikus hormon (vagy hatés)
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My Mikrovillus

Ns Neuroszekrécios sejt

NCC Corpus cardiacum ideg

-OEH Ovarium ekdiszteroidogenikus hormon
-OMP Ovériumérési peptid

-OSH Oosztatikus (antigonadotropikus) hormon
-PBAN Feromon bioszintézist serkentd hormon
PBS Foszfat pufferolt sooldat

PG Feromonmirigy

PhK Foszforildz-kindz

PK Protein-kinaz

-PK Pirokinin peptid

PMSF Fenil-metil-szulfonil fluorid

PP(2B) Foszfopriotein-foszfataz(2B)/kalcineurin
PSO Periszimpatetikus szerv

-PT Feromonotropikus hormon (vagy hatés)
PTG El6tori mirigy

PTH Feniltiohiodantoin

-PTSP Prothoracikosztatikus hormon

-PTTH Prothoracikotropikus hormon

r Receptor

Rh Relativ paratartalom

RP Reverz/forditott fazist

-RPCH Vords pigmentaciot serkenté hormon

S Elektrodenz strukturdk (vezikulumok)
SDS-PAGE Natrium-dodecil-szulfat poliakril gélelektroforézis
SER Sima endoplazmatikus retikulum

-SK Szulfakinin peptid

SOG Garatalatti duc

SPE Szilard fazist kivonas

TBS Tris Buffered Saline

TE Tesztikularis ekdiziotropin

TFA Trifluérecetsav

TFP Trifluoperazin

Tg Triglicerid

TegL Triglicerid-lipaz

-TK Tahikinin peptid

TKY(FSPRL)amid  Szintetikus rovid FXPRLamid peptid
TLC Vékonyréteg kromatografia

-TMOF Tripszin mennyiségét befolyasolo faktor
uv Ultraibolya

V Vezikulum

Megjegyzés: Egybetiis aminosav kodokat Isd. a 11. oldalon.
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Rovar fajlista és a nevekhez tartoz6 -a dolgozatban (esetenként) hasznalt- roviditések:

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
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