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FONAGY (2006) ROVAR-NEUROPEPTIDEK
I. TUDOMANYOS ELOZMENYEK;

A ROVAR-NEUROENDOKRINOLOGIA ALTALANOS ATTEKINTESE

Az egy- és tobbsejtli él6szervezetek egységes belsd egyensuly —a homeosztazis— megteremtésére
¢s annak megorzésére torekszenek. Két, szorosan egymadsra épiild rendszer, az idegi- és endokrin-
rendszer folyamatos kdlcsonhatasanak eredménye és valamennyi szerepldje egyiitt és kiilon-kiilon is
felelds, azért a harmoéniaért, ami minden soksejtli allati szervezet, igy a rovarok sajatja is. A rovarok
valamennyi életfunkcidjanak és homeosztazisanak hatterében is az idegi kontroll, ill. az ehhez

kapcsolodo (neuro)-hormonok/peptidek allnak (Fonagy, 2006a).
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1. abra: A (neuro)hormonok altal iranyitott legfontosabb életfolyamatok a rovarokban

A rovar-neuropeptid kutatds uj korszakba Iépett, amikor immaron tobb mint 30 éve izolaltak és
szekvenaltak az els6 rovar-neuropeptidet, a proktolint amerikai csotanybol (Periplaneta americana)—ezt,
az egyébként a rovarokban igen Aaltalanosan el6forduld pentapeptidet— (Starratt és Brown, 1975).
Mostani ismereteinket, tudasunkat elsdsorban magasnyomasu folyadékkromatografias (HPLC), valamint
tomegspektrometrias (MS), tovabba immunanalitikai, és mikro-analitikai elvalasztas technikai modsze-
reknek, legujabban pedig molekuléris bioldgiai eszk6zoknek kdszonhetjiik. Az elvalasztdas nyomon-
kovetésének sikeressége, a hormon bioldgiai hatdsdnak, pontosabban a csotany utdbél spontan
izommiikodését serkentd képességének volt kdszonhetd akkor is. A klasszikus hagyomanyokat kdvetd
rovar-neuropeptid kivonds, tisztitds, elvalasztds, majd szerkezet-meghatarozas folyamataban még
napjainkban is jelentOs szerepiik van az in vivo és/vagy in vitro rovar-bioteszt (bioassay) rendszereknek
(Miller, 1980). Sok esetben azonban mar elégséges csupan 1-10-50 allatbol (ideg)szOvetmintat venni,
majd néhanylépcsds eljarast (pl. kapillaris-HPLC) kdvetden, a mintdk matrixkozvetitett 1ézerdeszorpcids
reptilésiidé MS (MALDI-ToF MS) vizsgalat alapjan mintegy ujjlenyomatszeriien le- és dsszeolvashatok a
valo6sziniisithetd peptidszerkezetek. Igaz, a biologiai aktivitdsra a megfeleld és teljes bizonyossagot
tovabbra is a szintetikus valtozat(ok) dozis-hatas vizsgalatai jelentik.

A rovar-neuropeptidek szerkezetének, részletes hatdsmechanizmusanak, élettani hatdsainak,

valamint az Osszefliggések minél pontosabb megismerése elengedhetetleniil sziikséges mind az alap

.
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mind pedig az alkalmazott kutatasok tertiletén, melyek megszerzése megfeleld és megbizhato biotesztek
nélkiil elképzelhetetlen. A modell rendszerek hasznalata alapvetd biologiai és orvos-bioldgiai torténések
tanulmanyozasara hosszi multra tekint vissza, de féleg emlds szervezetekre korlatozottan. Ujabban,
megfeleld kisérleti modelleket mar a gerinctelenek, ill. a nem emlds gerincesek korében is keresnek
(Scharrer, 1987). Megndtt az érdeklddés az alacsonyabb rendiiek iranyaba, a viszonylagos
egyszerliségbdl, konnyebb hozzaférhetéségbdl ¢és alkalmazhatésagbdl addddéan. A vizsgalatok
eredményei feltind strukturdlis és ¢élettani parhuzamokra mutatnak ra, akar a két allattorzs, az
izeltlabuak (koztiik a rovarok), valamint a gerincesek kozott. Ezek az analogidk vonatkozhatnak mind a
molekularis, sejt, vagy akar szervezeti szintekre. A széles alapokon nyugvé 6sszehasonlité tanulmanyok
0si biologiai torvényszeriiségekre hivjak fel a figyelmet, és gyakran olyan szabalyszeriiségekre mutatnak
r4 melyeket csupan emlésokon vizsgalva, aligha fedezhetnénk fel.

Az idegi eredetli neuropeptideket a neuronok, bizonyos neuroszekrécios sejtek (Ns) termelik. Ez
utoébbiak rendelkeznek az idegsejt Osszes jellemzd morfologiai és funkcionalis sajatossagéaval, de
mirigysejtek modjara neurohormonokat szintetizalnak. E neuronok szerepét az endokrin rendszerrel vald
kommunikécioban Ernst Scharrer (1928) vetette fel, amikor felfedezte egy csontos halban (Phoxinus
laevis) azokat a sejteket, melyek a hipotalamo-hipofizedlis rendszer részeit alkotjdk. A rovar-
neuroendokrinoldgia hajnalat, sejttani értelemben, 1937-re tessziik, amikor Berta Scharrer madeira

Az agyi neuroszekrécids kozpontok (€s/vagy garatalatti duc /Suboesophageal ganglion; SOG/), —
amelyekben az aktiv anyagok keletkeznek— elsé nélkiilozhetetlen részét képezik a szervrendszernek,
melyek feltlinden hasonldéak mind szerkezet, mind funkcié terén a rovarokban és a gerincesekben.
Masodik része az agyon kiviil elhelyezkedd neurohemalis régio, ahol a neuroszekrétum tarolodik, majd
kibocsatodik. A Ns idegrostja végignyulik a kozponti idegrendszeren, de a sejtre jellemzd helyen athatol
a vér(nyirok)-agy gaton, igy a szekrétum a neurohemalis teriileten a testfolyadékba ftiriil. Jol koriil-
hatarolt rész esetén neurohemadlis szervrél beszéliink (pl. Corpus cardiacum /CC/, periszimpatetikus
szerv /PSO/). A harmadik eleme, egy nem idegi eredetli, belsé elvalasztasu mirigy, mely tobbnyire
szorosan kapcsolodik az el6z6hoz (pl. Corpus allatum /CA/, elétori mirigy /Prothoracic gland;, PTG/).

A két nagy allattorzs kozotti neuroendokrin hasonlosag a kovetkezOképpen mutathatd be: A
rovarok eliilsé agyaban talalhato paros Ns-ek a gerincesekben talalhato hipotalamusz Ns-ekkel analogok.
Az idegrostok belépnek a rovarok legfontosabb neurohemalis szervébe —a CC—ba-, mely a gerinces
agyalapi mirigy hatsoé lebenyének ,,felel meg”. A vérnyirokba (haemolymph) késébb nemcsak a tarolt
anyagok jutnak el, hanem a CC sajat ,,mirigysejtjeiben” termeltek is. Tovabbi idegrost kitegek pedig
belépnek a CA-ba, amely egy jellegzetesen rovar-endokrin mirigy, a gerinces agyalapi mirigy eliilsé
lebenyével hozhaté parhuzamba. A rovarok esetében —ez az Un. kétlépcsds iranyitasi rendszer— két
esetben figyelhetd6 meg a maga teljességében: a CA-ban termeldédd szeszkviterpén szerkezetii

Jjuvenilhormonok (JH), ill. a PTG-ben termelddd vedlési hormon, a szteroid tipusu ekdizon esetében,
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ugyanis szintézisilkket az agyi neuroszekrécidos kozpontokban termelédd —majd CC-ben tarolodo—
regulacios peptidek befolyasoljak. A gerincesekhez hasonldan a rovarokban is sok (vagy még tobb is!) a
neuropeptid, de ezek tobbnyire kozvetleniil (egy 1épcsdben) fejtik ki hatasukat.

A peptidhormonok oligopeptidek (~10-20 aminosav) vagy kis fehérjemolekulak lehetnek (0,50-40
kD moéltomeg kozott). Bioszintézisiikrdl tudjuk, hogy egy-egy neurohormon egy gén termékének csak
egy részét képezi és a prekurzor molekula poszt-transzlacidsan, enzimatikusan feldarabolodik, médosul.
Legegyszeriibb esetben, a pre-prohormont egy szignal peptid és az aktiv neuropeptid alkotja, mint a
vedlés egyes mozzanatait befolyasold ekloziés hormon (Eclosion hormone; EH) esetében. Van, amikor
egy nagyobb protein molekula végiil csak egyetlen kisebb aktiv peptidet, tovabbéa szamos strukturalisan
,,K0zOmbos” fragmentumot eredményez, mint példaul a lipid haztartasért felelds adipokinetikus
hormonok (4dipokinetic hormone; AKH) szintézisénél. Maskor, pl. egy csotanyfaj (Diploptera punctata)
esetében 13, részben kiillonbozd, a CA mitkddését gatld allatosztatikus molekulat (A/latostatin; AST)
azonositottak. Végezetiil pl. a selyemlepkében (Bombyx mori) esetében a diapauzaért felelés hormon
(Diapause hormone; DH), valamint az el6bbihez részben hasonld feromon-bioszintézist serkentd
hormon (Pheromone Biosynthesis Activating Neuropeptide; PBAN) egyetlen prekurzorbdl szarmazik,
bar funkcidjuk térben és iddben jol elkiiloniil.

A neuroszekrétumok hormonként (vérnyirokba {iriilnek és mivel vizben oldddnak, konnyen
eljutnak a célszervig/-sejtig és ott, termelddésiiktdl tavol fejtik ki hatasukat), egyesek neuro-
modulatorként (lokalis kibocsatas/hatds) vagy neurotranszmitterként (szinapszis) is mikodhetnek. Az
utobbi idékben, a szerkezet-hatds in vivo és in vitro rovar-biotesztekhez kapcsolodo vizsgélatoknak
koszonhetéen mar nem csak farmakologiai értelemben rendelkeziink ismeretekkel a célszervekben
talalhat6 receptorokrdl (r), hanem a molekuldris bioldgia térhoditdsa miatt az alabbi, élettani
szempontbol is fontos receptorokat azonositottak, izolaltak és irtak mar le (a legfontosabbak kozlési
sorrendben): ecetmuslica (Drosophila melanogaster) TKr (Tachykinin-like peptide), dohdnyszender
(Manduca sexta) DPr (Diuretic peptide) és ecetmuslica ASTr valamennyit Un. reverz fiziologiai
megkozelitéssel. Igazi attorést, az els6 valddi rovar neuropeptid-receptor, az AKHr klonozasa jelentette
szintén ecetmuslicabol és selyemlepkébdl (Staubli és mitsai., 2002). Kiilon emlitendé a kukorica
bagolylepke (Helicoverpa/Heliothis/ zea), H. zea-PBANr (Choi és mtsai., 2003) és a B. mori-PBANr
(Hull és mtsai., 2004), ugyanis strukturalisan és funkciondlisan is kiilonboznek (lasd lentebb; a két
fajban eltér6é a PBAN jelatadasa/signal transduction/ és hatdsmechanizmusa) annak ellenére, hogy a két
fajban taldlhato6 PBAN C-terminalis aktiv szekvencidja (FXPRLamid, X=T;V;S) azonos ¢s a két
molekula kozott is nagyfokt azonossag van (megj: ez a C-terminalis vég egyébként a Pirokinin (PK)
tipusu visceralis izmokat serkentd (Miotropikus, MT) neuroepeptidekre is jellemzd).

Az elmult bé tiz évben targyi tudasunk gyarapodasaval (Isd. internetes gén- €s peptidszekvencidk
adatbazisai), jelentésen szaporodtak ismereteink ezért batrabban és megalapozottabban

vallalkozhattam korszeri csoportositasukra és bemutatasukra részben osszefoglalok revizidjaval,
-4 -



FONAGY (2006) ROVAR-NEUROPEPTIDEK

valamint sajat korabbi (Fonagy, 1994) és ujabb eredményeim segitségével. A Doktori
Ertekezésemben vazoltam a mar ismert neuropeptidek, valamint pl. molekularis biologiai eszkozokkel
elore jelzett, valdszinisitett szerkezetek csoportositdsanak szempontjait. Alapvetden funkcid szerint
osztalyozzuk a rovar-neuropeptideket, ami sok esetben szerkezeti hasonlosagot is jelent, de nem
szlikségképpen. A kozelmultban megjelent tanulmianyom alapjan (Fonagy, 2005) a kovetkezé
felosztas ajanlhato: Novekedéssel és fejlodéssel, valamint Szaporodassal kapcsolatos neuropeptidek
(Gédde ¢és Hoffmann, 2005; De Loof és mtsai., 2001); Metabolizmust és homeosztazist (Gide, 2004),
ill. Izommozgasokat befolyasolé neuropeptidek (Schoofs és mtsai., 1994). Az 1. tdblazaton bemutatott
peptidek csupan a legfontosabbak, bovebb tdjékozodast tovabbi még nagyobb dsszefoglalok biztositanak
(Holman és mtsai., 1990; Gade ¢és mtsai., 1997; Gade, 1997).

Egy-egy azonositott neuropeptid, néha tobb megvizsgalt funkcid tekintetében is aktivnak bizonyul,
tehat pleiotropikus. Ez a kovetkez6bdl fakadhat: egyrészrdl, egyes hasonld szerkezetli/végzdodésii
neuropeptidek, mint tudjuk, térben és id6ben elkiiloniilnek (pl. DH és PBAN), de tobbféle (homoldg
/azonos fajbol/ vagy heterolog /mas fajbol szarmazo/) biotesztben hatasosnak bizonyulnak, masrészrol
pl. a spontan izommozgasra hat6 rovar Kininek (K) aktivan befolyasoljak az emésztérendszer visceralis
izomsejtjeit (emésztési folyamat) és a Malpighi-edények mozgasat (kivalasztasi folyamat) is. Nevezék-
tanuk tekintetében Raina és Géde (1988) altal javasolt rendszer terjedt el, ami all a rovar fajnév kezdo-
betliibol ahonnan izolaltak és egy funkcid, vagy szerkezeti utalas roviditésbol: Lom-AKH, (és kiegészitd
sorszambol: Lom-AKH-I, II, 1II), Bom-PBAN, Lom-TK stb.(Lom: Locusta migratoria; Bom: Bombyx
mori; AKH:Adipokinetic hormone; TK:Tachykinin). Az eredmények akkor a legteljesebbek, ha sikertil az
adott peptid izolacidja, azonositasa (majd szintézise), keletkezési helyének, transzportjanak feltardsa, a
célszerven dozis-hatas, végezetiil hatdsmechanizmus vizsgalata. A posztembrionalis fejlodés, lipid/
szénhidrathdztartas, feromon-bioszintézis, stb. endokrinoldgidja mar napjainkra részben feltart, amit egy
nemrég megjelent dsszefoglaloban sajat eredményeimmel kiegészitve foglaltam 6ssze (Fonagy, 2006b).

A rovar-neuroendokrinologia fejlddésének koszonhetéen —€s ezzel egy iddben— viszont még
fokozottabba valt az igény az uj ismeretekre alapozott kornyezetkimélébb ndvényvédelmi modszerek
kifejlesztésére, majd alkalmazdsara, ami egyre tobb laboratdériumot késztet a rovarélettan teriiletén
ismereteik Osszegzésére a kartevok minél hatékonyabb lekiizdése érdekében. A cél azonban sohasem a
teljes megsemmisités, hanem sokkal inkabb egyfajta faj, vagy csoport specifikus szabalyozas, mely
azonban csak akkor valdsithatd meg, ha a rovarélettan, -endokrinolégia, -biokémia, valamint -6kologia
legtjabb eredményeit felhasznaljuk. Miutan a neuropeptidek kulcsfontossagu életfolyamatokat iranyi-
tanak a rovarok életében ezért ezek a specifikus anyagok, pontosabban természetes és/vagy szintetikus
analdgjaik, mimetikumaik, agonistaik vagy antagonistaik igéretes jeloltként johetnek szoba a modern
névényvédelmi stratégidk kidolgozasaban is. Ez utdbbiak is bizonyitjak, hogy a rovarélettan és rovar-
endokrinologiai kutatasok mennyire iddszertiek és magasszintii miivelésiik nélkiilozhetetlenek, ha értéen

¢s koriiltekintéssel szeretnénk beavatkozni sokszor amugy is alaposan felbolygatott kornyezetiinkbe.
-5-



FONAGY (2006)

ROVAR-NEUROPEPTIDEK

Neuropeptid

Elsédleges hatas

Szerkezet

Bom-PTTH (monomer)

Ekdizon bioszintézist
serkenti az el6tori
mirigyben

GNIQVENQAIPDPPCTCKYKKEIEDLGENSVPRFIETRN-
CNKTQQPTCRPPYICK ESLYSITILKRRETKSQESLEIPN-
ELKYRWVAESHPVSVACLCTRDYQLRYNNN

A lanc:Bombyxin-II Glikogén, trehal6z csdkken GIVDECCLRPCSVDVLLSYC
A lanc: Human inzulin Vércukor szint csékken GIVEQCCTSICSLYOLENYCN
Mas-AT JH szintézis serkentése GFKNVEMMTARGFamid
Mas-AST JH szintézis gatlasa PQVRFRQCYFNPISCF
Dip-AST-1=Pea-AST-1 JH szintézis gatlasa LYDFGLamid

Dip-AST-2=Pea-AST-2

JH szintézis gatlasa

AYSYVSEYKRLPVYNFGLamid

Mas-EH

Vedlés részfolyamatait, a
potroh motoros neuronjait
serkenti

NPAIATGYDPMEICIENCAQCKKMLGAWFEG-
PLCAESCIKFKGKLIPECEDFASIAPFLNKL

Novekedés és fejlodés

Bom-MRCH-I(=PBAN-I)

Melanin képzédést serkenti

LSEDMPATPADQEMYQPDPEEMESRTRYFSPRLamid

Bom-DH Embrionalis diapauzat TDMKDESDRGAHSERGALCFGPRLamid
indukal
Lom-OMP Pete fejlodést serkenti YYEAPPDGRHLLLQPAPAAPAVAPA(A/S)PASWPH-
(kétféle izoform) QQRRQALDEFAAAAAAAADAQFQDEEEDGGRRV
n Aea-OEH Ovarium ekdizon termelését QPTNVLEIRCKLYSGPAVQNTGECVHGAELNPCGKLSCLKGVG-
:g serkenti DKCGESTAGIIMSGKCASGLMCCGGQCVGCKNGICDHRLCPPRL
e Lyd-TE Herék ekdizon termelését ISDFDEYEPLNDADNNEVLDF
8_ serkenti
S Aea-TMOF Tripszin aktivitast gatolja YDPAPPPPPP
Neb-kolloosztatin Pete szikbeépiilését gatolja SIVPLGLPVPIGPIVVGPR
Hez-PBAN Feromon szintézist serkenti LSDDMPATPADQEMYRQDPEQIDSRTKYFSPRLamid
Lom-AKH-I Lipid mobilizaciot serkenti pQLNFTPNWGTamid
E Mas-AKH Lipid mobilizaciot serkenti pQLTFTSSWGamid
<
IS Pea-CAH-I Szivfrekvencia fokozo pPQVNFSPNWamid
wn
8 Hez-HrTH Trehal6z szintet fokozo PQLTFSSGWGNamid
g Mas-DP-I Folyadék kivalasztast RMPSLSIDLPMSVLRQKLSLEKERKVHALRAAANRNFLNDIamid
= serkenti
R4 Patkdany-CRF ACTH termelést serkenti EEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEIIamid
% Lom-AVP-DP Folyadék kivalasztast CLITNCPRGamid
g serkenti
N CLITNCPRGamid
° Gerinces-AVP Veér-agy gat permeabilitdst
"c% serkenti CYFONCPRGamid
D Lom-neuroparsin Antidiuretikus hatasu a NPISRSCEGANCVVDLTRCEYGDVTDFFGRKVCAKGPGDKC-
= végbélben GGPYELHGKCGVGMDCRCGLCSGCSLHNLQCFFFEGGLPSSC
(Pea)-Proktolin Altalanos izomserkentd RYLPT
Mas-CAP Szivmiikddést serkenti pQLYAFPAVamid
Lom-TK-I Visceralis izmokat serkenti GPSGFYGVRamid
v Emlos Substance P Bél simaizom serkentd stb. RPKPOQOFFGLMamid
2 Lem-MK-I Visceralis izmokat serkenti DPAFNSWGamid
E{) Lem-PK Visceralis izmokat serkenti pQTSFTPRLamid
) Lem-SK-I Visceralis izmokat serkenti EQFEDY(SO;H)GHMRFamid
=
g Gerinces-CCK Bélmozgas és pankredz en- DY(SO;H)MGWMDFamid
1) zim szekrécio serkentd
o Lom-MIP Mioinhibitor hatast AWQDLNAGWamid
Lom-FaRP-I Mioinhibitor hatast GQERNFLRFamid
Neb-MS (FaRP) Mioszuppresszin hatasu TDVDHVFLRFamid
Puhatestii-FMRF Motoros neuronok gatldsa FMRFamid

1. tablazat: A legfontosabb és legismertebb

csoportositas alapjan.

rovar-neuropeptidek bemutatisa a dolgozatban vazolt

A dolt betiikkel a felette talalhatd hormonnal rokonsagot mutaté ismert, egyéb allati eredetli neuropeptid keriil
bemutatdsra. A vastagitott karakterek pedig az azonos aminosavakat, vagy rokon vegyiileteket, ill. hasonld
végzodéseket 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.
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II. CELKITUZESEK

A Doktori FErtekezés —a rovar-endokrinologian beliil— a neuropeptidek kutatisdban ¢és
hatasmechanizmus vizsgalatok vilagabol két f6 teriiletet dlel fel: Egyrészrél ujabb rovar-neuropeptidek
brassicae; Noctuidae, Lepidoptera), valamint kapcsolodd hatasvizsgalatokat rovar-biotesztek
alkalmazasaval (1. rész), masrészr6l a selyemlepke (Bombyx mori; Bombycidae, Lepidoptera)
feromonszintézisének folyamatat és sejttani eseményeit bemutatd egyediilalldan részletes és kidolgozott

modelljét ismertetem ¢€s kissé rovidebben, hasonlot, a M. brassicae-ben (2. rész).

1. rész:Tobb csoportba tartozo, kiilonféle neuropeptidek tisztitasa, izolalasa és meghatarozasa kaposzta
bagolylepkébdl, valamint kapcsolodd hatasvizsgalatok, legfontosabb biologiai jellemzdinek leirdsa,
klasszikus eszkozok felhasznalasaval.(i.e: ,,Tobbfélét” egybdl megkozelités). Altalanossagban,
,»szerkezet-iranyultsag” (adott szerkezetli peptid 1éte valoszintsithetd) peptidkutatas (Fonagy, 1994).

A feladat megvalositdsa magaba foglal bizonyos megfeleld bioteszt modszerek kidolgozasat vagy
tovabbfejlesztését, olyan szempontbdl is, hogy késébb mas fajra ill. hatdsok vizsgalatara is lehetdleg
alkalmasak legyenek: Feromonotropikus (Pheromonotropic; PT, a feromontermelés célszervére hatd),
adipokinetikus (tartalék lipid, szénhidrat/trehal6z/mobilizacids), valamint mioaktivitas (visceralis izmok

spontan miitkodésére hato) tesztek hasznalata homoldg (azonos faj) és heterolog (mas faj) rendszerekben.

2. részz. A PBAN neuropeptidek hatdsmechanizmusanak részletes feltardsa a feromonmirigyben
(Pheromone gland; PG) mint cészervben, a feromonszintézis folyamatinak és sejttani eseményeinek
Osszehasonlitdsa a B. mori-ban ¢és a M. brassicae-ben a legkorszerlibb eszkozok igénybevételével, a
vizsgalati modszerek széles spektrumanak alkalmazasaval. (i.e: ,, Egyfélét” tobbol megkozelités).

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

-A folyamatban résztvevé enzimeket hagyomanyos izolaciés modszerekkel ill. kdzvetett vizsgalati
eszkozokkel meghatarozni és jellemezni,

-Farmakologiai dgensek igénybevételével feltarni a jelatadas 1épéseit;

-Fény-, fluoreszcens- ¢és elektronmikroszkopia lehetdségeinek felhaszndlasaval (kiilonféle.
vizualizaciés metodikak) morfologiai megfigyelésekkel is ,,végigkdvetni” a feromon-bioszintézisét;

-A prekurzorok ¢€s kozti termékek vizsgalata és azok kompartmentalizacioja;

-A  PBAN sejtszinti hatdsmechanizmusénak, a feromon-bioszintézis egyes Iépéseinek
figyelembevételével a folyamat modellszerti kidolgozasa a fenti vizsgélatok, valamint egyéb kutatési

eredmények segitségével.
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III. VIZSGALATI ANYAGOK ES MODSZEREK

Az egyes terlileteken az igényeknek megfelelden, széleskoriien valasztottam a kisérleti és
vizsgalati modszereket, technikékat, valamint szamos egyedi fejlesztést, modositast is végrehajtottam.

Az 1. részben els6sorban neuropeptidek kivonasa, tisztitdsa és lehetdség szerinti azonositasa volt
a legfobb feladat kaposzta bagolylepke agy-SOG, vagy CC-CA szovet extraktumokbol. Az
elvalasztashoz ¢és tisztitaishoz megfeleld mennyiségli idegszovetet (fej-ekvivalensnyi egységben
szdmolva) hasznaltunk ¢és az eldkészitett kivonatokat altaldban forditott fazisi (Reverse phase; RP)
oszlopokon, kiilonféle elvalasztd elegyek alkalmazaséaval, gradiens futtatdsoknak vetettiink ala. A
kivonat biologiai aktivitdsanak nyomonkdvetéséhez harom kiilonféle biotesztet alkalmaztunk: in vivo
PT bioteszt; in vivo adipokinetikus (vagy tartalék lipid, szénhidrat mobilizacios) bioteszt; in vitro
mioaktivitas bioteszt.

-PT biotesztet végeztiink a célallatban vagy a feltételezett keresztreaktivitds miatt egy masik
vandor bagolylepkefajban (H. virescens) is. A kezelés hatasara a PG-ben termelddott, majd kivont
feromont vagy sajat fejlesztésti vékonyréteg kromatografias (Thin Layer Chromatography, TLC)
teszttel vagy GC-vel hatdroztuk meg. A tisztitott agy-SOG mintdkat kiegészitésképpen Enzim
kapcsolt immunabszorpciés probaval (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay; ELISA) is
megvizsgaltuk P7/PK tipusu, azaz FXPRLamid C-terminalissal rendelkezd peptideket keresve.

-A CC-C4 kivonat adipokinetikus biotesztjét elsdsorban a célallatban végeztiik szintén sajat, 10j
kombinalt mddszer szerint, de egy konvencionalis tesztallaton, a vandorsaskan (Locusta migratoria)
is. A kezelés hatasara a tartaléktapanyagok valtozasat a vérnyirokban spektrofotometridsan mértiik.

-Az agyi-SOG szdvetkivonatok mioaktivitdsdnak vizsgalatara csak heterolog, in vitro utdbél
preparatumot hasznéltunk —eddig elséként— a chilei oOriascsétanybol (Blaberus craniifer). Az
izomaktivitas valtozasat egy transzducer kozbeiktatasdval potenciometrids rekorderen rogzitettiik.

-Az izolalt peptidek aminosav sorrendjét, vagy hagyomanyos Edman-degradaciés moédszerrel,
¢s/vagy MALDI-ToF MS technika segitségével hataroztuk meg, kovetkeztettiik ki.

A 2. részben a PBAN neuropeptid hatasmechanizmusanak és jelatadasdnak vizsgélataban a
modszerek és technikak sokkal szélesebb korét alkalmaztam még tobb egyéni fejlesztéssel.

B. mori-ban végzett vizsgalatok:

-A Ca-kalmodulin (CaM) feltételezett fontos jelatvivo szerepe okan a Bom-CaM kivonasahoz és
meghatarozasdhoz tobb szdz PG-boOl késziilt citoszol kivonatot hasznaltunk fel, melyet tovabb-
tisztitottunk RP-HPLC-vel és aminosav sorrendjét Edman-degradacidos modszerrel hataroztuk meg,
molekulatomegét pedig MALDI-ToF MS-el.

-A kalcineurin/poszfoprotein-foszfatdz (2B)(CaN;PP2B) PBAN jelatadasi folyamatban torténd
részvételének bizonyitasahoz specifikus CaN inhibitorokat (cyclosporin A, CsA; FK 506) hasznaltunk
in vitro PT biotesztekben (a bombykolt /feromon f6komponens/ HPLC-vel kvantifikaltuk mindvégig).

-8-
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A kisérletek sordn izolalt PG-k feromontermeld képességét vizsgaltuk Bom-PBAN (vagy analog)
jelenlétében, valamint az inhibitorokkal egyiitt. A CalN részvételét a jelatadasi rendszerben SDS-
poliakril gélelektroforézis (SDS-PAGE) ¢és Western-blot analizissel is alatamasztottunk. Kifejlesz-
tettlink egy un. sejtmentes PG mikroszoma tesztet is (a frakcid szubsztrat és ,,sejtenergia” hozza-
adéasaval bombykolt képes termelni) melyet a késObbiekben sokrétiien és hatékonyan felhasznaltunk.

-Kidolgoztuk a mirigy un. bombykol termeld sejtjeinek levalasztasat a kutikularol (papainos
emésztéssel) €s sikeriilt a sejteket €letben tartani, melyekkel morfoldgiai €s tovabbi farmakoldgiai
vizsgalatokat végeztiink (pl. Ca ionophore A23187; ionomycin kezelések, melyek a divalens kationok
bearamlasat serkentik és a PBAN hatasat szimulaljak, ill. tobbféle /enzim/ gatldszert is hasznaltunk).

-A bombykol termelé PG sejtek fény-, fluorescensz-, valamint elektronmikroszkoppal torténd
vizsgalata soran részletesen leirtuk és kvantifikaltuk a napi (fény és sotét fazisu) valtozasokat, kiilonds
tekintettel a neutralis zsirokat (Nilus-voros festéssel) tartalmazé lipid cseppekre (/ipid droplet; LD).

-Részletesen megvizsgaltuk az LD-k kémiai Gsszetételét, tekintettel arra, hogy az eredmények
alapjan bizonyosan bombykol eléanyagokat tartalmaznak zsirsavak (fatty acid; Fa) formajaban
trigliceridekbe (7g) beépiilve és a cseppek dinamizmusa egyértelmii PBAN befolyas alatt van. Az LD-
k tartalmat kivontuk, majd tobblépcsds normal ill. RP-HPLC tisztitasnak vetettiik ald azokat, végiil a
mintakat egyenként FAB-MS-el, valamint MS-MS-el analizaltuk. RP-HPLC-vel megmértiik a LD-k
Tg-jeinek mennyiségi valtozasat is tobb napon kersztiil és kiilonboz6é napszakokban.

-Kidolgoztunk egy 1) eljarast a PG-bdl szarmazo LD-k non-destruktiv izolalasara, hogy a
modszer segitségével a felszinlikon taldlhatd un. LD-khez kapcsolodo fehérjéket (LD Associated
Protein; LDAP) kivonhassuk, jellemezhessiik. Ezeknek a fehérjéknek (dokkold fehérjék, lipazok)
szerepiik lehet a LD-kben raktarozott de novo szintetizalt bombykol eléanyag(ok) felszabaditasaban.

-Kivontuk ¢s meghataroztuk azokat a diglicerideket (Dg) melyeket a vérnyirokban szallito
funkcioval biré lipoforinok (Lf), valamint a membranon torténd atszallitast végzd lipid-transzfer
részek (Lipid Transfer Particle; LTP) hordoznak és résztvesznek a LD-k Tg-jeinek felépitésében a
nevezett Fa-k mellett. Ezeket a Dg-ket az Lf-ekr6l, valamint LTP-krdl torténd levalasztast kdvetden
HPLC tisztitasnak vetettiik ala és a mintdkat egyenként F'4B-MS-el, valamint MS-MS-el analizaltuk.

M. brassicae-ben végzett vizsgalatok:

-A PBAN jeléatadasi mechanizmusat a PG-ben el0szor in vivo kisérletekkel vizsgaltuk. Az injek-
talast kovetden dozis-hatés, id6-hatas vizsgalatokat végeztiink a feromon-fékomponens (Z11-160Ac)
GC-vel torténd mérésével. Valamennyi kezelést kovetden megmértilkk a cAMP szintjének valtozasat
(izotdépos modszerrel) a jelatadasi folyamatban torténd részvételének bizonyitasahoz €s leirdsahoz.

-In vitro PG inkubacios kisérletek soran farmakokemikalidk segitségével (Ca ionophore A23187;
ionomycin, valamint forskolin /Adenilét-ciklaz aktivator/, tovabba LaCl; /divalens kationok
bearamlasat gatolja/, Trifluoroperazin; TFA /CaM inhibitor/) vizsgaltuk a PG-k feromontermeld

képességét, valamint megmeértiik a cAMP szintjének valtozasait.
-9._
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IV. EREDMENYEK ES ROVID MEGVITATASAIK

1. rész: KULONFELE NEUROPEPTIDEK TISZTITASA, IZOLALASA, MEGHATAROZASA
MAMESTRA BRASSICAE-BOL, VALAMINT KAPCSOLODO HATASVIZSGALATOK

IV.1. FEROMONOTROPIKUS NEUROPEPTIDEK

— Alkalmazott in vivo bioteszt a PT aktivitas vizsgalatara

Uj eredményként konyvelhetd el és a gyakorlatban igen hasznosnak bizonyult a M. brassicae-ben
kidolgozott PT aktivitas bioteszt (gyorsteszt), amelynek segitségével 7LC lapon torténd PG extraktum
futtatds majd vizualizacioval jol értékelhetden teszteltiik a kif. korai fazisban tisztitott frakcidk bioldgiai
aktivitasat (2. abra). Ezzel a modszerrel kivaltottuk a koltséges és munkaigényes GC-vel torténd

feromon-fékomponens vizsgalatat (Jacquin-Joly és mtsai., 1994).

. . 2. abra: A hormontartalmu tisztitott mintak PT
; . . . hatasanak vizsgalata 7LC lapokon
F = A PG-ben termelédott feromon mennyiségét (azaz a
tisztitott minta bioldgiai aktivitasat) a felvitt 5-7 pl-nyi Z11-
160Ac standard (M. brassicae feromon fokomponense)
alapjan hataroztuk meg. A sorszamozasbol latszik, hogy
- az egyik vizsgalt frakcid sorozat 11. szamu mintéja egyér-
2 , e e , . E telmii biologiai aktivitassal rendelkezik. Futtato elegy:
diklormetan:toluol; 5:2.
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— A Mab-PT izolacidja és meghatarozasa

Az agy-SOG komplexbdl a tisztitds €s izolalds soran tobb PT aktivitassal rendelkez6 frakciot is
sikeriilt taldlni, de a tobblépcsds tisztitadsi folyamat és a korlatozott mennyiségben rendelkezésre 4llo
extraktum miatt végiil csak egyetlen neuropeptidet azonositottunk. Ot kiilénb6z6 tulajdonsdgti HPLC
oszlopon ¢s koriilmény kozott végeztik az elvalasztast és tisztitdst. A harom utols6 fazisban a mintak
biologiai aktivitasat in vivo PT bioteszttel ellendriztiik M. brassicae-ben és/vagy H. virescens-ben is.
Ekkor azonban mar csak GC-vel tortént a termelddott fokomponens mérése.

A peptid molekulaion tomegét 2137,6 D (m/z)-nek (FAB-MS) allapitottuk meg, ahol egyetlen
tiszta cstics adodott a spektrumon. A fenti F4B-MS eredményt is figyelembe véve Edman-degradacioval
probaltuk meghatarozni az 0j PT peptid szekvenciajat. A javasolt aminosav sorrendre azonban a kapott
molekulastly ¢és mas hasonld szekvencidk alapjan is kovetkeztettiink. A feltételezett szekvencia a

kovetkezd (a dolt betlis aminosavak bizonytalansagot jeldlnek):
Mab-PT: SLAYVQKVFENVEFVPRLamid. (vo.: IV.3. MIOAKTIV NEUROPEPTIDEK).

— Tovabbi Mab-PT-k kimutatasa kompetitiv ELISA-val
A fent bemutatott 18 aminosavbdl all6 Mab-PT-n kivill még tovabbi biologiailag aktivnak

mutatkozd frakciokban ELISA-val is kimutattunk PT peptideket, ami egyértelmiien arra utalt, hogy
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volt(ak) benne olyan neuropeptid(ek) melynek C-termindlis vége FXPRLamid. Pozitiv eredményt
kaptunk az elOtisztitds soran aktivnak bizonyuld frakciokkal. Ezek alapjan valamennyi vizsgalt
frakcioban talaltunk olyan peptidet, amelyik a jellegzetes PK tipusu C-terminalis pentapeptiddel

rendelkezik, ami egyben kozvetett bizonyiték a Mab-PT altalunk javasolt C-terminalis végére is.

— RoOvid megvitatas

A 18 tagt PT hatésu peptidek korében a meghatarozas bejelentése (Fonagy és mtsai., 1996), majd
a késobbi kozlés idejében is (Fonagy €s mtsai.,1998) ez volt az elsd (és ez a mai napig érvényes),
ténylegesen adultbdl szarmazo6, valodi izolacion és tisztitason alapuld neuropeptid azonositas. Korabban
minddssze a P. separata larvakbol izolalt 18 taga Pss-PT volt ismert (Matsumoto €s mtsai., 1992a),
mely szintén hordozza a jol ismert FXPRLamid C-termindlis pentapeptidet és aminek 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 ¢s mtsai., 1989, 1990) és a Lyd-PBAN
(Masler és mtsai., 1994) voltak ismertek ¢és klasszikus kivonasi €s tisztitasi eljarassal egyébként azota
sem hataroztak meg ujabbat. Molekularis biologiai modszereken alapuld vizsgélatok alapjan minddssze
a B. mori-ban (Sato és mtsai., 1993) és a H. zea-ban (Ma és mtsai., 1995) ismertiikk a PBAN, valamint
kapcsolodo peptideket kodold teljes prekurzor protein génjének valosziniisithetd szerkezeteit, melyekre
altalanosan elmondhato, hogy egy a-, B-, PBAN-, valamint y-peptidszakasz egységbdl all. Az a-szakasz
7, a P-szakasz a 18 aminosavbol allo egység, a PBAN 33-34 aminosavbol, mig a y-szakasz 8
aminosavbol épiil fel. Klonozassal és eldrejelzéssel azdta ismertté valtak a M. brassicae, (Jacquin-Joly
¢s mtsai., 1998), valamint H. assulta (keleti dohanymoly), Agrotis ypsilon (ypszilon bagolylepke), S.
litura és Plutella xylostella (kaposztamoly) fajok fent nevezett teljes gén szakaszai, igy szekvenciajuk is.

Megallapithat6, hogy a Hez-PBAN ¢és a Bom-PBAN-I tényleges aminosav szekvencidja és a
klénozas alapjan talalt szekvencia kozott nincs kiilonbség. A 18 tagh un. B szakaszok esetében ilyen
jellegli Osszehasonlitdsra azonban nincsen lehetdség, mert vagy hagyomanyos kivonas €s aminosav
szekvenalasi eredmények allnak rendelkezésre (P. separata), vagy molekuléris biologiai eszkozzel
eldrejelzett javasolt aminosav szekvencidra vonatkozd adatunk van. Ez aldl egyediil a M. brassicae a
kivétel, ugyanis a mindkét moédon ,,meghatarozott” szekvenciat ismerjiik, de harom pozicioban azonban
eltérés mutatkozik, de ebbdl két helyen azonban, esetiinkben, az Edman-meghatarozas mast mutatott ki
¢s csak egy helyen van tényleges bizonytalansag. A tobbi tisztitott peptid frakcid vizsgalatat/
meghatarozasat nem tudtuk elvégezni pedig ELISA-val egyértelmien kimutattuk, hogy tovabbi
FXPRLamid végl neuropeptideket vontunk ki, melyek koziil egyik-masik bizonyéra a fent bemutatott
hosszl gén szakasz termékei lehetnek, de az is valdsziniisithetd, hogy a pleiotropikus hatas révén esetleg
primer médon inkabb miotropikus (MT) peptidek. (Lsd. még IV.3. MIOAKT{V NEUROPEPTIDEK).

A fentiek alapjan és a kozismert kereszthatas miatt (Matsumoto €s mtsai., 1992b; Fonagy és mtsai.,

1992¢) megallapithato, hogy sok rovar, —vagy esetiinkben példaul a lepkeféléken beliil- hordoz homolég
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gént mely tobb, rovidebb-hosszabb C-terimalisan azonos, de funkcidjdban mégis eltéré neuropeptidet
koédol. Szemben a magasabb rendiiekkel jonéhany neuropeptid keletkezik akar egyetlen SOG Ns-ben
jelentésebb valtoztatas nélkiil a poszt-transzlacidos folyamatban, de hatasuk térben (him €s ndstény
kozotti kiilonbség) és idoben (pl. larvakori vagy imago) elkiiloniil és ezért még az is valoszinili, hogy
receptoraik igen hasonldak. A szabéalyozas tehat akér kiillonbozd ,,0sztdlyozads”, ,,csomagolds” ¢és

,.célbajuttatds” révén is befolyasolodik.

IV.2. ADIPOKINETIKUS NEUROPEPTIDEK

— Alkalmazott in vivo biotesztek a metabolikus valtozasokra

A M. brassicae-re atdolgozott bioteszt(ek), mely(ek) a metabolikus valtozasok nyomonkdvetésére
hivatott(ak) a korabban leirt médszer (Holwerda és mtsai., 1977) alapjan megfelelének bizonyult(ak). A
kifejlesztett kombinalt bioteszt esetében hangsulyozando, hogy ennek a metodikédnak az a lényege,
hogy egyetlen allatb6l nyerhetiink tobbféle —a homeosztazis dllapotot jellemz6— adatot a vételezett
vérnyirok megfeleld, tobbiranyu vizsgalataval (lipid- és trehaldztartalom valtozas is meghatarozhato).
A modszer, kisebb modositasokkal mas rovarokra is alkalmazhato, sziikség szerint.

Meéréseink alapjan megallapitottuk, hogy a lipidtartalom —azaz a Dg— 55+10ug/ul koriil mozog,
mig a trehaléz kontroll értéke 40+10 pg/pl a vérnyirokban. A kontrollokban tapasztalt eltérések az

egyedek koraval ill. nemével magyarazhatok.

— A Mab/(Mas)-AKH neuropeptid izolacidja és meghatarozasa

A ndstényekbdl és a himekbdl kiilon-kiilon készitett CC-CA kivonatokat egy 1épcsében RP-HPLC-
n szétvalasztottuk és a frakciokat biotesznek vetettiik ala. Talaltunk egy AKH jellegii neuropeptidet,
ugyanis retencios ideje jol egyezik a Mas-AKH-el (az elsd, Lepidoptera-bol, pontosabban a M. sexta-
bol szarmaz6 és azonositott AKH-el; Ziegler és mtsai., 1985) (3. abra). A frakciot el0szor a M. brassicae
homolog biotesztben vizsgaltuk és igen aktivnak mutatkozott. Ezt a felfedezést alatamasztjak azok az
eredmények is, amelyeket un. heteroldg bioteszt rendszerben kaptunk, azaz a kérdéses rész/frakcio(k)

bioldgiai aktivitdst mutatott a L. migratoria lipid mobilizacids tesztben is (Fonagy és mtsai., 2002).

|
Zd 3. 4bra: A M. brassicae CC-CA
il kivonatanak RP-HPLC kro-
Il y \ 1 /o matogramja.
R A Hunhn 7o UV-detekei6 214 nm-en. BST
i [ | | i', AL l | Nucleosil 5 RP-C1g oszlopon
il S IRy Y \ (A=viz; B=60% AcNi 0,11%TFA;
L P ATy k' 30-100%B 36 perc alatt; 1ml/perc)
|| T Az aktiv régiot o- val jeloltem. A
. ' <. if piros nyil a Mas-AKH retencios
| helyét jeloli.
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Az elvégzett MALDI-ToF MS szerkezet meghatarozasok is (azonos ,,molekula ionok” detektalasa
révén) igazoltak feltevésiinket, hogy a M. brassicae-bdl izolalt AKH bizonyara megegyezik a Mas-AKH-
el, mely szerkezet azonos néhany mas lepkefajbol izolaltéval is. A meolekulaion (Mas-AKH Na")

tomegét MALDI-ToF MS mérés alapjan 1030,47 D-nak allapitottuk meg ¢s a feltételezett szerkezete:
(Mas)-Mab-AKH: pQLTFTSSWGamid

— Rovid megvitatas

Mint az a korabbi nagyobb Osszefoglalokbol ismert volt az AKH neuropeptideket széles korben
kutattdk (Géde, 1990; Gide, 1997; Géde és mtsai, 1997) és hatasmechanizmusuk is viszonylag jol ismert
(Gade és Auerswald, 2003). Erdekes modon azonban a lepkék rendjén beliil még csak néhany ered-
ményes izolaciorol volt tudomasunk. Egységesen eloforduld kilenctagi Mas-AKH-t a dohanyszender-
ben (Ziegler ¢és mtsai., 1985), a kukorica bagolylepkében (H. zea) (Jaffe és mtsai., 1986a) vagy a se-
lyemlepkében (B. mori) (Ishibashi és mtsai., 1992) ill. késébb, a bogéancslepkében (Vanessa cardui)
(Kollisch és mtsai., 1999) is megtalaltadk. Ez utdbbi fajban azonban azonositottak egy jelentdsen eltérd
szerkezetli —Vac-AKH- neuropeptidet is (Kollisch és mtsai., 2000). A H. zea-bdl kivontak egy masik
metabolikus peptidet (Hipertrehalosemic hormone, HrTH), ami inkdbb a vérnyirok trehaldz szintjét
emelte (Jaffe és mtsai., 1986b). Mind a Mas-AKH-hez mind pedig a Hez-HrTH-hez hasonl6 vagy azonos
peptidet (fizikai modszerrel megvizsgalva) talaltak két tovabbi lepkefajban (Hippoteon eson és Imbrasia
cytherea) habar pontos szerkezet meghatarozasra nem is keriilt sor (Liebrich és Gade, 1995).

A fenti eredményeket —hogy ugyanis a M. brassicae-bdl izolalt AKH egyezik a M. sexta-bol
kivontéval- minddssze egy tény vonhatja kétségbe, nevezetesen az, hogy pozitiv kontrollként
alkalmazott Mas-AKH a homoldg biotesztekben altalaban gyengébb aktivitast mutatott (magasabb
dozisban is), mint a kivonat vagy tisztitott neuropeptid. Ezért felmeriilhet a kérdés, hogy esetleg a
konformécio kialakitasban fontos szerepet jatszd (pl. 4. vagy 8. pozicidban taldlhaté aminosav mégis
eltéré lehet, amit viszont a piroglutamat deblokkolds utan csak Edman-degradaciéval lehetne
meghatarozni. A kapott molekulatomeg azonban ellentmond ennek a feltételezett eltérésnek. Ezt a

bizonytalansagot eddig azonban nem sikeriilt még tisztdznunk.

IV.3. MIOAKTIV NEUROPEPTIDEK

— Alkalmazott in vitro bioteszt a mioaktivitas vizsgélatara

Elészor alkalmaztuk a B. craniifer oOriascsotany utobél preparatumot in vitro mioaktivitas
nyomonkovetésére. A beallitas soran megallapitottuk, hogy a Lom-MT-II, valamint a Pss-PT szintetikus
neuropeptidek 10° M, ill. 10® M koncentricidtartomanyban még aktivak, tehat megbizhaté modon
alkalmas a teszt sorozatvizsgalatra ill. barmilyen biologiailag aktiv, a spontan izommiikodésre hato
bioldgiai minta vagy szintetikus anyag stb. (farmakologiai jellegii) rutinvizsgalatara.
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— Mioaktiv neuropeptidek frakcionaldsa, bioldgiai hatasaik és szerkezetiik

A ndstényekbdl ¢és a himekbdl kiilon-kiilon készitett agy-SOG komplex extraktumokat egy
Iépcsdben, RP-HPLC-n frakcionaltuk és a beszaritott mintdkat biotesztnek vetettiik ala. A biotesztek
alapjan hat miotropikus (M7), tovibbd harom mioinhibitor (MIP) hatasu frakciot talaltunk (4, 5.

abra) (Fonagy és mtsai., 2002).

100%B

4. abra: A M. brassicae agy-SOG
komplex kivonatanak RP-HPLC
futtatas 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;
Iml/perc) Az aktiv régidkat jeloltem.
A + a serkent6 hatast frakciokat, mig
a — pedig a gatl6 hatasu frakciokat
jelolik.

5. abra: Mioaktivitas bioassay. A B.
craniifer cs6tany utobelének in situ
bemutatisa, majd a kamraban
torténé elhelyezkedése a prepa-
ralast kévetéen.

Az a. abran a 4. abra ,,19” frakcio-
jénak serkentd hatésa (tonus, frek-

=k vencia és amplitido), mig a b. abran
4 a ,,24” frakci6 erésen gatlo hatasa

R
R .
Vi iig \M' W P il W lathato.

oblités

Az elvégzett MALDI-ToF MS szerkezet-meghatarozasok szamos ismert és azonosithato ,,molekula
ionok” meglétére engedett kovetkeztetni, de sok 0j is felbukkant, ami megakadalyozta az egyértelmi

,»ujjlenyomatszeri” detektalast és teljes Osszeolvasast. Az alabbiakat tudtunk megallapitani:

Serkentd hatasti mintak:
Mab-PT (f-PBAN):SLAYVQKVFENVEFVPRLamid molekula tomeg: 2141,99 (Lsd. még:IV/1.)
/Arg’/Korazonin H :pQTFQYSRGWTNamid molekula tomeg: 1369,62

Gatlo hatast minta:

(Mas)-Mab-FLRFamid-I H: pQDVVHSFLRFamid  molekula tomeg: 1229,64
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— ROvid megvitatas

A legklasszikusabbnak szamito in vitro rovar-biotesztet —a madeira csdtdnyban és az amerikai
csotany utobelének spontan aktivitasdnak befolydsoldsahoz— mioaktiv neuropeptidek izoldlasahoz
fejlesztették ki, amint ezt Holman és mtsai. (1991) kés6bb Osszefoglaltak. Ennek segitségével sikeriilt
meghatarozni kordbban a proktolint (Starratt és Brown, 1975) is. Ezt késobb tovabbfejlesztették tobb
mas zsigeri izomzatra, mint pl. szivcsore (Konopinska és mtsai., 1986) vagy petevezetére (Paecmen ¢€s
mtsai., 1991). Ezek a farmakologiai jellegii rovartesztek igen fontosak, mert alapjait képezik az €lettani
¢s hormon-hatdsmechanizmus vizsgélatoknak ill. szintetikus analdgok (agonistdk €s antagonistdk stb.)
fejlesztésében. A B. craniifer Oridscsotanyon beallitott bioteszt nagyon hatékonynak és hasznosnak
bizonyult és mindenképpen boviti a vizsgalati lehetdségeinket. Megkiséreltem, hogy magabol a kaposzta
bagolylepke valamelyik zsigeri izomszovetébdl készitsek preparatumot (pl. 6todik stadiumua larva
belébdl is), de még az imagd legigéretesebbnek tlind petefészek/petevezetd szovete sem volt megfeleld
mérésre alkalmas izolalt szerv készitésére a mi eszkozeinkkel és foleg a szovetek rendkiviili lagysagabol
adododan, ezért végig a heterolog mioaktivitas biotesztet hasznaltuk.

A munkaval kapcsolatban kiemelendd, hogy a lepkeféléken beliil nagyon kevés ismeretiink van a
MT/MIP neuropeptidekrdl. Ismerjiik a helikokinin-I, Il (Hez-K-1, II) molekuldkat, de ezek is els6sorban
diuretikus aktivitdsuak, ami természetesen visceralis aktivator szerepilikkel van 0Osszefliggésben
(Blackburn és mtsai., 1995b). Azonositottak tovabba a dohanyszenderbdl inhibitorokat (Mas-MIP-I, II)
(Blackburn és mtsai., 1995a) és FaRP tipusu inhibitorokat is (Mas-FLRFamid-I, II, III (Kingan és
mtsai., 1996). Ezeken tilmenden a peptidomika (kis proteinek MALDI-ToF MS sorozatvizsgalata) uj
tudomanyos modszerével a viaszmoly, Galleria mellonella, larvajabol a kozelmultban szintén
azonositottak a Hez-K-I, II-t, az (Arg’)-korazonint, egy PK tipusi (konzervativ C-terminalissal
rendelkezd) neuropeptidet, valamint Mas-FLRFamid-I, 1I-t az agy-SOG komplex nyers kivonatabol
(Huybrechts és mtsai., 2005). Hasonloképpen sikeriilt kdzel egy tucat mar ismert neuropeptid tdmegét
azonositani ezzel a mddszerrel a dohanyszender himjeiben és ndstényeiben egyarant, gy mint Mas-
AKH, FLRFamid-I, II, III, két CAP-ot, 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).

Munkénkban 6tvoztiik a klasszikusnak szamitd tisztitdsi majd bioldgiai aktivitds vizsgalatainak
Iépéseit, valamint a peptidomika adta lehetéségeket még Audsley ¢és Weaver (2003), valamint
Huybrechts és mtsai. (2005) altal kozzé tett eredmények eldtt. Tekintettel arra, hogy Edman-degradéacion
alapulé aminosav meghatdrozasra nem volt lehetdség ezért —a biologiai hatas és aktivitas révén—
célszerlinek latszott legalabb a fizikai ,,meghatdrozds” moddszerét alkalmazni t4jékozodéas és
Osszehasonlitas végett. Eddigi eredményeink is igazoljék, hogy a legfontosabb ismert neuropeptidek egy
kortiltekintd monitorozéassal —biologiai és szerkezeti szempontbdl— azonosithatok és tovabbvizsgalva

es¢lyt ad tjabbak felfedezésére is.
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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

IV.4. A PBAN HATASMECHANIZMUSA A B. MORI-BAN

— A Bom-CaM izolécidja, meghatarozasa és jellemzése

Elészor ion-cseréld oszlopon, majd RP-HPLC-vel végeztik az elvélasztast és mintegy 200 pmol-nyi
anyagmennyiséget izolaltunk és MALDI-ToF MS segitségével pedig megallapitottuk, hogy a Bom-CaM
mért tomege 16701 D, mely eredmény jo6 egyezést mutatott mas CaM molekulakkal is.

Az analizis soran sikeriilt megallapitani, hogy az N-terminalis aminosav ténylegesen egy blokkolt
N-acetil-Ala, mely szintén hasonlit mas ismert CaM molekuldkhoz, valamint azt, hogy a C-terminalis
vég nem amidalt. Leszdgeztiik, hogy egy 148 aminosavbol allé molekularol van sz6, aminek a tényleges
(szamitott) molekula tomege: 16711,8 D. A részegységek tomegeinek, valamint azok szekvencia
analiziseit kovetéen a rendelkezésre 4all6 mozaikok segitségével az alabbi aminosav sorrendet

allapitottuk meg (Iwanaga és mtsai., 1998):

Bom-CaM: Ac-ADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDDTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQD-
MINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGFI-
SAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVTMMTSK-OH.

— CaN szerepének bizonyitasa a PBAN jelatadasi folyamataban

Mind a CsA, mind pedig az FK 506 —melyek specifikus inhibitorai a CaN-nek (Kunz és Hall,
1993)— hatarozott dozis-hatas gatlast (telitodési gorbe) mutatott az in vitro izolalt PG
vizsgalatokban, amikor TKYFSPRLamid, vagy Bom-PBAN-I neuropeptiddel egyiitt inkubaltuk (6.
abra). A legmagasabb koncentracioban (1250 uM) gyakorlatilag 100%-os gatlast sikertiilt elérni, tovabba
az EDsp mindkét farmakokemikalianal kézel azonosnak (1,25 uM) adddott.

1200
. 6. abra: A CsA in vitro feromonszintézis gatlé
100.0 hatasa TKY(FSPRLamid) szintetikus peptid
) jelenlétében.
- A PG-ket 40 pl Grace médiumban inkubaltuk a
o jeloléseknek megfeleld inhibitor kombindcidban
.
Al I I
kontroll 2S00 10 35 1§ 25 125 025 0425 0025
+TKY  -TKY

80.0
L és koncentracioban. A +TKY vagy a pozitiv
kontrollt jeldli (5 pmol) amelyhez csak EtOH:
DMSO-t adtunk. A ,~” kontroll nem tartalmazott
peptidet. A szamitott atlagok legalabb 9 fliggetlen
minta eredményébdl szarmaznak, a vékony
vonalak az + SD-t jeldlik.

g bombykol/ PG

=400

200

0.0

uM CsA
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A CaN részvételét a jelatadasi rendszerben SDS-PAGE hagyomanyos gélelektroforézis
rendszer alkalmazasaval standard marha-agy CaN-val parhuzamosan futtatva, valamint Western blot
segitségével is megerositettiik.

Figyelemreméltdé metodikai részeredmény —melyek rendkiviil jol szolgaljak a bombykol termelés
folyamatanak vizsgéalatat—, hogy kordbbi moddszereket tovabbfejlesztve és befejezve, sikeriilt teljesen
kidolgozni egy miikodéképes, sejtmentes in. CHAPS Sup. mikroszoma teszt rendszert, melynek
leggyakrabban hasznalt standardizalt koriilményeit Fonagy €s mtsai. (1999) ismertették részletesen.
Vizsgélatainkban, a kontrollhoz képest ugyanannyi bombykolt termel egy-egy teszt osszeallitas
(170415 ng bombykol/ PG ekvivalens), mind pl. Cs4, mind pedig FK 506 jelenlétében, mely bizonyitja,
hogy az eljaras soran a citoszolikus frakcioba elvalasztasra keriilnek a PBAN jelatadasi mechanizmusban
egyébként nélkiilozhetetlen elemek.

A mikroszoma CHAPS Sup. rendszert hasznaltuk egy masik farmakoldgiai vizsgalati sorozathoz,
amely az acil-CoA4-reduktdz (ACR) enzim kulcsfontossagli szerepét volt hivatott igazolni. Feltételeztiik
ugyanis, hogyha a kompaktin/-sav képes volt in vitro géatolni a bombykol termelést (a végsé redukcids
1épés gatlasaval) PT/PBAN jelenlétében (Ozawa ¢s mitsai.,, 1995), akkor minden bizonnyal, a
mikroszoma CHAPS Sup. rendszerben is kifejti gatlo hatasat annak ellenére, hogy ,.energidval”(NADPH,
ATP) és ,szubsztrattal” (AcCoA) ellatjuk. A kompaktin/-sav szignifikinsan gatolta a bombykol
termelést ugyanis a CHAPS Sup. mikroszoéma frakcidoban aktivan miikddik tobbek kozott az ACR is.

— A bombykol termelé PG sejtek azonositasa és kulturdban tartasa

Célunk az volt, hogy a tényleges epidermalis eredetli mirigy sejteket elkiilonitsiik, sejtkultiraban
tartsuk kiilonb6z6 vizsgalatok céljabol. A PG un. belsé (vagy also, epidermalis mirigysejtek), valamint
a kiilsé (vagy felsd, kutikula) rétegét egy sikeres papainos emésztési folyamattal és eljarassal
rutinszeriien tudtuk szétvalasztani, melynek részletes leirdsat Fonagy és mtsai. (2000) adjak meg.
Szamos emésztd enzim keriilt kiprobalasra (pl. kollagenéaz, diszpaz, pankreatin stb.), tovabba jon¢hany
egyéb lepke in vitro kisérletekhez javasolt Ringer rendszer is (valamint a Grace médium), de szdmunkra
tovabbra is a Matsumoto €s mtsai. (1995) altal hasznalt bizonyult a legjobbnak. A papainos emésztés a
két réteg kozotti emésztésre nyujt megoldast, de nem emészti az azonos sejt-sejt kozotti kapesolatot, ami
viszont fontos eldny lehet a sejtek integritasdnak és ¢életben maradasanak biztositasaban.

Farmakoldgiai vizsgalatokat végeztiink a belsd sejtréteggel, valamint kontrollként a kiilsd
modosult kutikulaval, ill. a kordbban is rendszeresen hasznalt in vitro PG egész miriggyel és a
szétteritett miriggyel. A dozis-hatas vizsgalatok eredményei a TKYFSPRLamid szintetikus
peptiddel, valamint az ionomycin és Ca ionophore agensekkel a varakozasnak megfeleloen, a
korabban in vitro PG Kkisérleteknél tapasztalt leghatékonyabb do6zisokkal egyezett meg. A kutikula
réteg semmilyen termelést nem mutatott (Fénagy és mtsai., 2000).

A kultaraban tartott sejtek steril koriilmények kozott o6t napig megorizték mikodoképességiiket.
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— A bombykol termeld PG sejtek fluorescensz mikroszkopos vizsgélata, valamint jellegzetes sejttani
dinamizmusa ¢s a folyamat PBAN 4altali befolyasoltsaga

Fluorescensz mikroszkopos vizsgélatokat végeztiink, ahol Nilus-vords festés alkalmazasa egy
rendkiviil hatékony, egyben viszonylag konnyebben kivitelezhetd modszernek bizonyult. Ehhez
kapcsolodéan a Hoechts sejtmagfestés (kék), valamint ezen két festés egyidejii alkalmazasa egy
specialis rovar-szovet vizsgalatahoz ujdonsagnak szamitott. Vizsgalataink soran elsdsorban valtozé
mennyiségii és nagysagu LD-kre lettiink figyelmesek. Megallapitottuk, hogy a sejtek atméréje 25-35
pm és 15+3 sejt/0,01 mm’ a sejtsiiriiség és egy igen homogén, szorosan egymas mellett
elhelyezked6 sejtallomanyrol van sz6. A nagy sejtmagot szamos dinamikusan valtozé LD veszi
koriill. A sejtek életképességét (elsdésorban az emésztéses szétvalasztas utan) ellendriztik Calcein
(fluorescensz) vitalis festéssel, ahol a sejtek 80-90%-a €16 volt. Vizsgaltuk Acridine orange-al, hogy az
adott id6szakban mar nincsen sejtproliferacio, hanem a sejtek funkcionalis dinamizmus miatt valtoznak.

A PBAN szerepének tisztdzasara a LD-k valtozasaban volt az egyik legfontosabb feladat (Fonagy
¢s mtsai., 2001). Néhany fluorescensz felvétel segitségével bemutatom a jellegzetes folyamatot: Két
nappal kelés elott az LD-k szama kevés és kicsinyek (<5 pm) (7. a. kép). Egy nappal a Kkelés elétt ez
mar valtozik (7. b. kép), mig a kelés idejére (egybeesik a napi fényperiodus kezdetével) méretiik és
szamuk nagy lesz (4-10 pm) (7. c. kép). A 7. d. képen —a fényperiédus kozépidejében— az LD-k
ismét Kicsik lesznek és szamuk is csokken (a sotétebb arnyak a sejtmagok). A kelést6l szamitottan
négy napon keresztlil ugyanebben a fényperidodus fazisban hasonldt lehet megfigyelni. A mérések
alapjan a bombykol termelés azonban ekkor éri el napi cstcspontjat. Megfigyeltiik tovabba, hogy a
dekapitalt néstények esetében orias méretii cseppek (12-14 pm) lathatok, mig a haromszor in vivo
Bom-PBAN-el kezelt dekapitalt néstény PG szovetében sok apr6é LD alakul ki, tehat a kezelés
kitiriilési folyamatot indit meg. Leirtuk, hogy az egynapos paroztatott ndstény, ill. egynapos dekapitalt

néstény PG-je hasonloan néz ki, mivel mindkét esetben mar felfliggesztddott a bombykol termelddés.

7. abra: PG sejtek fluorescensz
mikroszképos képei

Az a. és b. dupla festés, a c. és d.
Nilus-voros festés. Magyarazatot 1sd.
fenti szovegben.
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A PG-ben talalt feltind mennyiségli és méretében valtozdé LD arra sarkallt benniinket, hogy a
folyamatot részleteiben is megvizsgaljuk, ezért a kelést megelézoen, majd tovabbi hat napon keresztiil (a
kelést kdvetden napi négy idOpontban) folytattunk morfometriai méréseket. Megallapitottuk, hogy a
LD-k mérete és szama legnagyobb a kelést koveto elsé és masodik napon, mégpedig a fényperiodus
elején, amit késobb nagyon magas bombykol termelés is Kkisér, kovet. A kelést kdveté harmadik

napon mar tompul majd a negyedik napra az emlitett dinamikus fluktuécio jelentdsen lecseng.

— A bombykol termeld PG sejtek ultrastrukturalis vizsgalata, jellegzetes dinamikus folyamatok
feltérképezése és leirdsa

Részletes elektronmikroszkopiai vizsgélatokat végeztiink, melynek eredményeit és kovet-
keztetéseit kozoltik (Yokoyama és mitsai., 2003). A sok idOpontban készitett felvétel alapjan
kidolgoztunk egy sematikus modellt a LD-k kialakulasanak folyamatara (8. &bra).

8. abra: A PG-sejtben zajlo dinamizmus sematikus dbrazolasa a
mikroszképos képek alapjan; az LD-k kialakulasa és fejlodése.

b —. Az a. abra két nappal a kelés eldtti allapotot mutatja, ahol jol megfi-
N . \ gyelhetd, hogy az alacsony elektrodenzitast vezikulumok (V) a
" @ ﬁ Py / mitokondriumokkal (Mf) fuzionalnak (Fu), tovabba a bazalis lamina
“:’ oD Bl e (BL) alatt kialakulo bettir6déseket (B]) lehet latni. Ezzel egyfitt jol
" N (s ( a4 < kirajzolddnak az apikalis oldalon hosszu ciszternakkal Gvezett sima

—¢ endoplazmatikus retikulumok (sER), amik a kovetkez6 napokban azonban
mar alig kivehetok A b. képen kiilonb6z6 méretii (fejlodési allapotir)
elektrodenzzé valdé gomb alaki struktirak lathatok (S). A c. abra mar a

c kelés utani allapotot mutatja nagyobb méretli S képletekkel.

— A bombykol termeld PG sejtek citoplazmatikus LD-k kémiai elemzése

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 sejtekb6l. Az acetonos kivonas mellett dontottiink €s a tovabbiakban a nem-polaros zsirok
elemzésére Osszpontositottunk. Ennek kdszonhetden nyertiik azokat az elsddleges frakcidkat, melyeket
tovabbtisztitottunk. Végezetill kizarolag a Tg-ket vizsgaltuk tovabb, ugyanis lathatéan ezek mutattak

mennyiségi valtozast pl. a baballapot és a kelést kovetden ill. késébb napszakosan is.
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A Tg-ket tartalmazo eldtisztitott frakcidkat hét napon keresztiil vizsgaltuk a kelési naptol kezdve
naponta kétszer, hogy a fény, valamint fluorescensz mikroszkdoppal végzett vizsgalataink eredményét
relativ mennyiségi Tg vizsgalatokkal is 6sszevethessiik. A 9 a. és b. abrakon két fontos idépontban (de.
10 orakor ill. du. 18 o6rakor) kapott jellegzetes HPLC kromatogram lathat6. Megallapithato, hogy a
mintak kozott lényeges mennyiségi eltérés van az egyes komponensek kozott. A csucsokat
szamokkal és ehhez kapcsolodo betil, vagy csak betii kddokkal lattuk el és harom f6 csoportra osztottuk
azokat. Valamennyi idOpontban tobb parhuzamos futtatdst (min. kettd) végeztiink, majd a harom
kiilonb6zé csoport eredményeit Osszesitettiik, kiértékeltiik. Kijelenthetd, hogy fluktuaciéjuk
osszhangban van a fluorescensz mikroszkop segitségével meghatarozott LD méret és mennyiségi

eredményekkel. A kelést kovetd harmadik naptol ingadozasuk csékken, tompul.

£ mv

perc 4 5 ] i ) ] " +] ~. “ “ u = = “ ' ' r T T T
a pare 4 L] 1 i W u m n 3 an H a5 2 £ w0 b

9. dbra: Az elétisztitott 7g mintikat tartalmazo frakciok RP-HPLC-vel Senshu-C,; oszlopon végzett elvalasztas
kromatogramja ELSD-detekcio segitségével. (a. abra keléskor, b. abra kelés utan 8§ draval)

(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 mellékcsucsok 1a-6a-ig (fekete szin) jeloli. A szam nélkiili egyéb csticsokat a-c jeloli.

A jellegzetes Tg csoportok mennyiségi valtozasat kovetden elvégeztiikk valamennyi frakcid6 mind-
ségi analizisét. A csticsok kézi gylijtését kovetden még egy HPLC tisztitdsnak vetettiik ald azokat. A
szémitott ill. mért molekula tomegek alapjan meghataroztuk a Tg-k Gsszetételét. Megallapitottuk, hogy

osszesen otféle Fa talalhato 16 kiillonb6z6 kombinacioban a Tg-kben (Matsumoto és mtsai., 2002):

A"-hexadecenoz’ut, Aw’lz-hexadekadienoét, A9-0ktadecenoz'lt, A% oktadekadienoat és A”'>'5-

oktadekatrienoat

Az eredményekbdl feltétleniil kiemelendd, hogy a jelentds fluktuaciot mutatd cstcsok esetében
(els6sorban 1-5 fScstcsok) mindig kimutathatdo volt a A'™'*-hexadekadienoat, ami a bombykol
eléanyaga. Fontos tovabbd, hogy az la-4a mellékcsucsok kozott is megtalaljuk vagy a A'®'*-hexa-
dekadienoatot, vagy pedig el6anyagat (koztiterméket), a A''-hexadecenoatot. A harmadik csoport
csucsai kozott megallapitottunk bizonyos fluktuaciot, de a kis a-c csucsok nem Tg természetli zsirok.

Enzimatikus hidrolizis segitségével (sertés pankredz) meghataroztuk, hogy az azonositott A'*'-
hexadekadienoat melyik pozicioban taldlhaté. Megallapitottuk, hogy az elsésorban az Sn-1 és/vagy
3-as helyen talalhato, praktikusan biztositva a konnyu hozzaférhetéséget a specifikus lipaz

szamara. Az Sn-2-es helyen pedig gyakran talaltunk C,s-as telitetlen Fa-t.

-20 -



FONAGY (2006) ROVAR-NEUROPEPTIDEK

— A citoplazmatikus LD-k non-destruktiv izoldldsa tovabbi vizsgélatok céljabol

A LD-k non-destruktiv izoldlasa azért valt sziikségessé, hogy a hozzajuk kapcsolodd LDAP-k
¢s/vagy un. (feltehetéen) hormon szenzitiv lipdzok izoldldsahoz és azonositasdhoz biztositsuk a
kiindulasi anyagot. A modszernek csak orvos-biologiai eldzményei voltak (Sato és mtsai., 2002), tehat a
kidolgozott rovar-szovet feldolgozasara Kkialakitott eljaras fontos eredmény. A tobb lépcsos
kivonasi eljaras, homogenizalasokat és kétszeres ultracentrifugalast igényelt. Az un. ,,zsir-réteg”
szeparalasa, fagyasztas, majd lemetszés ttjan pedig metodikailag teljesen 0j megoldas volt,
tekintettel a rendelkezésre all6 kevés kiindulasi biologiai mintara (Fénagy és mtsai., 2005).

Az LD-k izolalasat kovetden, azért, hogy a kapcsoloddo LDAP proteineket azonosithassuk
hagyomanyos SDS-PAGE elvélasztasnak vetettiik ald. Az LD-k feliiletérdl kivont proteineket ezek utan
kivagtuk, majd enzimatikusan emésztettilk, HPLC-vel frakcionaltuk, melyet MS meghatarozas és peptid

szekvenalas kovetett. Az elsédleges eredmények alapjan néhany azonositott enzim és/vagy protein:
B.mori-aktin, arginin-kinaz, anti-kimotripszin-1I, gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz.

A bemutatott elézetes eredmények biztatoak és lehetdséget kinalnak arra, hogy ezzel a modszerrel

LDAP-ket, valamint specifikus lipdzok azonositasat elvégezhessiik a késdbbiekben.

— Lf-ek és LTP-k részleges elvalasztdsa és tisztitdsa az altaluk szallitott zsirszerli anyagokkal
Osszefiiggésben
A vérnyirokban keringd LDLf-ek és a HDLf-ek, valamint L7P-k kivonasara Tsuchida és mtsai.

(1997) médszerét alkalmaztuk, eredményességét SDS-PAGE eljarassal ellendriztiik (10. dbra).
| Mw Lf LTP |

250

|,
o I ~ 10 4bra: SDS-PAGE (14%) elvilasztisa a vérnyirokbdl tisztitott Lf-ek-
75 [ weiT =S nek és L TP-knek.

s0 L. A mintak egy nappal a kelés elotti néstények vérnyirokjabdl szarmaztak. A
o 2 - mintazat megfelelt a varakozasnak (Tsuchida és mtsai., 1997). Az ellendrzést
N kovetden keriilt sor a Dg-k kivonasara, elvalasztasara és analizisére.

25 . = 1

20 > e

A kivonatbol a zsirokat kirdzéassal nyertiik ki (Folchs reagens), majd HPLC-vel szétvalasztottuk és
szintén MS-el meghataroztuk. A kisérletekhez a kelést megel6z6 napokban majd keléskor, utana,
valamint dekapitalast kovetden is vettiink mintdkat. A Kkivont Dg-k az Fa-k kiilonféle keverékeit

tartalmazzak (Fonagy €s mtsai., 2005):

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

hexadecenoat és A>'>">-oktadekatrieno4t
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A Fa-k jorészt megtalalhatok a kordbban analizalt LD-k Tg alkotéelemei kozott. A bombykol

A" hexadekadienoatot ill. ennek eléanyagat A''-hexadecenoatot mem

eléanyaganak szamito
azonositottuk, ami megerdsitette azt, hogy az kizarolag a PG-kben de novo szintetizalodik, mig a

Tg-k tovabbi alkotorészeit (egyéb Fa-k) ellenben a vérnyirok aram utjan a taplalékbol szarmaztathatjuk.

— Ro6vid megyvitatas

Az egy évtizedes kutatdmunka —a japan kutatokkal kardltve— egy teljesen egyediilallo igen
részletes modell kidolgozésat tette lehetévé a selyemlepke PG-ben, a feromonszintézis ¢és azt kisérd
sejttani eseményeinek folyamataban a legkorszeriibb eszk6zok igénybevételével, a vizsgalati modszerek
sz¢les spektruménak alkalmazasaval (11. dbra). Ennek a modellnek a megalkotasahoz korabbi ismeretek
és az 0j eredmények biztositottak az alapot. A PBAN célszerveként a PG-t jeldlték meg és a Ca™ dontd
szerepét a jelatadasi folyamatban Fonagy és mtsai. (1992a,b) mutattak ki. Ozawa és mtsai. (1993, 1995)
tobb farmakoldgiai in vitro vizsgalattal a CaM nélkiilozhetetlen szerepére mutattak ra, valamint arra,
hogy a bombykol végsd redukcids lépése all a PBAN kontrollja alatt, mivel az ACR enzim

defoszforilacioja és aktivacidja a CaN kozremiikodésével zajlik le (Matsumoto és mtsai.,1995).

NADP  NADPH

11. abra: A PBAN hatasmechanizmusa és jelatadasi folyamata (——), valamint az Fa-k és bombykol
de novo bioszintézise (—) a B. mori PG sejtjeiben. A részletes magyarazatot Isd. a szovegben.

A vérnyirokban (halvany tiirkizkék) keringdé PBAN a Gp kapcsolt receptorhoz torténd kotddést
kovetden kiilsd Ca™ aramlik be a megnyilé csatornan keresztiil. Bom-CaM-komplex keletkezik, ami
indukalja a CaN (avagy PP2B) enzimrendszert, serkentve a bombykol bioszintézisében kulcsszerepet
jatszd6 ACR-t (B. mori-PG-FAR; Moto ¢s mtsai., 2003). A végso redukcios 1épésen tilmenden a PBAN
aktivalja a (hormon szenzitiv) Tg lipazokat (7gL) melyeket a LD-khez (nagy narancssarga korok)
kapcsolodo proteinek (LDAP) kotnek le. A lipolizis eredményeképpen, a napi szinten dinamikusan
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valtozd cseppekbdl szabadda valnak a Tg-kben ,tarolt” Fa-eldanyagok, melyek a sejtek citoszdljaban
(halvany sarga hattér) zsirsav-szintaz (FaS) altal 4cCoA-bol kiindulva zsir-acil intermedieren keresztiil
(palmitat) szintetizalodik egyébként mas lepkefajokhoz hasonldan (Bjostad és mtsai., 1987). Az M¢t-kben
(halvanyzold, csoves-vezikularis szerkezetli organellum) zajlo folyamatos Fa-szintézis eredményeként
(palmitinsav) (Acil-CoA-szintetaz: ACS), majd a fajra jellemzO telitetlen kotések (bifunkcionalis
deszaturdz: Desat.1: Moto és mtsai, 2004) kialakulasat kovetden keletkeznek. Ez utdbbi reakcidk mar
valosziniileg az acil-CoA-kotéfehériék (Acyl-CoA Binding Protein; ACBP; Matsumoto és mtsai, 2001)
altal a sER-hez (sarga lamelldk) torténd szallitds utdn kdvetkeznek be. Az acil-transzferdz (Acyl-
transferase; AT) a Fa-va alakitast végzi el ¢és bekeriilnek a LD-kbe. A Tg-k a ,.fajspecifikus” Fa-n
(A'""*-hexadekadienoat) kiviil a vérnyirok Lf-jei altal szallitott, taplalékbol szarmazo, majd LTP-k
segitségével a sejtbe juttatott Dg-kbdl épiilnek fel. Az lipazok (L) altal az LD-kbdl szabadda valo
specifikus Fa a mikroszomakhoz (kis ovalis sziirke testek) kapcsolodd ACS segitségével konvertalodik,
a kozti terméket végiil az aktivalt ACR alkoholla redukalja. A bombykol végezetiil a sejt mikrovillusain
(fogazott szerkezet), valamint kutikulan (vildgos barna sav) a mirigy felszinére jut, és onnan a légtérbe.
A receptor-aktivalt Ca™" csatorna szerepe donté fontossagu a B. mori-ban a PBAN jelatadasaban,
szemben a fesziiltség-fliggd Ca'" csatornaéval a kukorica bagolylepke, H. zea-ban (Rafaeli, 2002).
Hasonlé kovetkeztetésre jutottunk a S. litura esetében (Fonagy és mtsai. 1992a,b; Ozawa és mtsai.,
1995), ill. kukoricamoly, Ostrinia nubilalis-ban is Ma és Roelofs (1995) nemcsak a Ca"" csatornat
illetéen, hanem abban is, hogy a nevezett fajokban a végsd redukcids 1épés all PBAN kontroll alatt. A
jelatadasban kozremiikodd altalunk azonositott Bom-CaM teljesen megegyezik a D. melanogaster-bol
molekularis bioldgiai eszkozokkel azonositott (Smith és mtsai.,, 1987), egyébként igen konzervativ
szerkezetli proteinnel. A CaN részvételét a folyamatban bizonyitottuk €s ezt erdsitették meg Yoshiga és
mtsai. (2002) eredményei, mely szerint egy katalitikus CaN-A alegységet és egy CaN-B c¢DNS
alegységet klonoztak. A gének mar larvakorban is expresszalodtak, a PG-ben viszont a kelést megel6z6
harmadik napto6l (bab korban) lesz egyre intenzivebb a génkifejezddés, ami a kelést kovetden is jol
nyomonkovethetd. A CaN szerepe kulcsfontossagu, mert egyrészrol defoszforilacié révén stimulalja az

ACR-t, masrészrol aktivalja a Tgl-eket €s igy ,,felszabadulnak™ a bombykol eldanyagok az LD-kbdl.

IV.5. A PBAN HATASMECHANIZMUSA A M. BRASSICAE-BEN

— A cAMP szerepének in vivo vizsgalata a PBAN jelatadasi folyamataban

Megallapitottuk, hogy egyértelmii dozis-hatas mutathato ki a PBAN injektalast kovetoen, de
a 10 ill. 20 ng-os kezelések esetében szignifikans kiilonbség nem mutatkozott a feromon-fékomponenst
illetéen (128435 ng ill. 143429 ng), tehat maximum kozeli valasz valthato igy ki. Az idé-hatas

vizsgalatok esetében a maximalis mennyiséget egy ora elteltével mértiik (12. abra).
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A cAMP mennyiségi valtozasat és idébeni lefutdsat illetéen a 12. dbran jol lathato, hogy a PBAN
(20 ng) injektalast kovetéen a 15. percben érte el a maximumot a cAMP szintje a PG-ben, mig egy
masik kisebb cstics a 40. perc kornyékén detektalhaté. Ezzel parhuzamosan viszont a

feromontermelés maximuma a 60. perc koriilre esik folyamatos novekedés eredményeképpen.

— A cAMP szerepének in vitro vizsgalata a PBAN jelatadasi folyamatdban

A szintetikus Hez-PBAN-nel elvégzett in vitro dozis-hatds, valamint iddé-hatds vizsgalatok
alapvetéen az optimalis korilmények megallapitasat céloztdk, a farmakokemikéliakkal torténd
vizsgalatokhoz. A dekapitalt ndstényekbdl eltavolitott PG-k in vitro Kisérletekben (60 perces
inkubéciot kovetden) a 20 ng-os kezelésre valaszoltak maximalis feromontermeléssel (65+21 ng).

A kisérletek soran megallapitottuk, hogy mind a Ca ionophore, mind pedig az ionomycin eseté-
ben a leghatékonyabbnak bizonyulé dézisban (300 uM, ill. 60 uM) a kontrollhoz képest (20ng
PBAN kezelés) kozel 60%-o0s feromontermelést tapasztaltunk, mig a forskolin (0,1mM) esetében
még nagyobbat (+70%).A LaCls, valamint a TFP (1mM) a PBAN-el (20 ng) egyiitt inkubalva ellen-

ben jelentésen gatolta a feromontermelést, az eldbbi tobb mint 50%-ban, mig az utébbi 80%-ban.
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13. abra: A cAMP-tartalom valtozasa in vitro torténo kezeléseket kovetden (2,5-3 perces inkubacié).

A 40 pl Grace médiumban a megadott koncentracidban volt jelen a vizsgalando6 dgens. Az atlagok 6 fliggetlen minta
eredményébdl szarmaznak (vékony vonalak + SD-t jelolik). a. abra: PBAN-nel, Ca ionophoreral, ionomycinnel és
forskolinnal torténd kezelés;b. dbra:PBAN-nel (fekete szin), valamint LaCls-dal, ill. TFA-val ésPBAN-el egyiitt kezelve.
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A cAMP mérések soréan is a 20 ng-os PBAN kezeléseket alkalmaztuk és a slirli mintavételezésnek
koszonhetden megallapitottuk, hogy a cAMP szintje a 2-3 percnél volt a legmagasabb, amit két
kisebb csucs kovetett a 10. majd 25. percben. Ezért a kezeléseket kovetden a mintakat 2,5-3 perc utan
gyljtottiik és a 13. a. dbran a Ca ionophore-ral, ionomycin-nel, valamint forskolin-nal torténd kezelések
eredményei lathatok. A gatlas hatékonysagat (PBAN és LaCl; valamint TFP-vel torténé egyiittes
inkubacid) a jelatvivé rendszert tekintve a 13. b. dbran mutatom be. Az eredmények jol alatdmasztjak

a feromon-fékomponens mennyiségének mért adatait, melyeket 60 perces inkubacio utan mértiink.

— Rovid megvitatas

A M. brassicae feromontermelésének hormondlis irdnyitottsdganak vizsgalatanal kiindulasként
felhasznaltuk azokat az elézményeket, amelyek elsdsorban a Heliothis fajokra vonatkoztak (Soroker és
Rafaeli, 1989; Jurenka és mtsai., 1991), valamint Bestmann és mtsai. (1989) és Jacquin-Joly és mitsai.
(1994) addig kozoltek a kaposzta bagolylepkére. Bizonyosnak tlint, hogy vagy a A-deszaturaz szintjén
(Bestmann ¢s mtsai. 1989) vagy még valoszinilibb, hogy a Fa-szintézis elott fejti ki hatasat a PT/PBAN
ezért indokolt volt a cAMP vizsgalata farmakokemikalidkkal kozvetve, ill. cAMP mérésén keresztiil
kozvetleniil. Feltételeztiik ugyanis, hogy ezeknél a fajoknal a cAMP jelatviteli rendszer segitségével
indukalodnak a protein-kinazok (PK), melyek a Fa-szintézis enzimkészletét (FaS) aktivalja. Végtermék,
vagy szubsztrat beépiilés eredményei alapjan kovetkeztettek a cAMP szerepére és kevés konkrét adat allt

rendelkzésiinkre. Jurenka (1996) 4ttekintd tanulmanyéban részletesebb cAMP szint méréseket siirgetett.

— oo
Y EER 8
Z11-160Ac - —= 00,0000
acetilacio /
@)
(AT?) 0% % o PK

PBAN

14. abra: A PBAN hatasmechanizmusa és feltételezett jelatadasi folyamata ( ——), valamint a Z11-160Ac
bioszintézise (——>») sematikusan a M. brassicae PG sejtjeiben. A részletes magyarazatot Isd. a szovegben.

A vizsgalataink eredménye alapjan bemutatott modell rajza a PBAN hatdsmechanizmusat és a
feromon-bioszintézisét abrazolja M. brassicae-ben (14. ébra). A javasolt modell, egyébként sokban

megegyezik Rafaeli (2002) 0Osszefoglalojaban —altalaban Heliothis fajokon végzett kisérletek
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alapjan— kozoltekkel és rajzoltakkal, viszont ennek egy korabbi, egyszeriisitett verziojat mar hamarabb
bemutattam és ismertettem sajat eredményeim alapjan (Fonagy, 1999).

Ca"™ ionok bearamlasanak jelentdségét a jelatviteli rendszerben bizonyitottuk és szerepe van
tovabba még a CaM-nak, azonban valosziniileg nemcsak a kiilsé bearamld Ca’" ionok, hanem a belsé
rezervoarokbol (sER) az inozitol trifoszfat (IPs) jelatadd rendszernek koszonhetden tovabbi Ca™ ionok
szabadulnak fel, melyek egyiittesen serkentik a CaM-hoz kotédve a membran kotott adenilat-ciklazt
(AC). A cAMP altal aktivalt PK-k a feromon-bioszintézis kezdeti szakaszaban jatszanak szerepet.

Megéllapithat6 tehat, hogy a szexferomon-bioszintézis PBAN altal iranyitott kulcslépésekben és
a jelatadasi mechanizmusaban valéjaban két f6 tipus van, amit Kisérleteinkkel is bizonyitottunk—
azaz cAMP altal kozvetitett (pl. Helicoverpa, Mamestra fajok) vagy anélkiili (pl. Bombyx, Ostrinia
fajok)—, ellenben abban nincs eltérés, hogy egyeseknél foszfatazokat stimulal, masoknal PK-kat, mert
elképzelhetd, hogy csak foszfatazok jatszanak szerepet (Jurenka, 1996; Rafaeli, 2002), ugyanis ahol a
Fas$ all hormonalis iranyitas alatt ott az elsé enzimet, az AcCoA-karboxilazt defoszforilalja, ahol pedig a

végso redukceids 1épés all hormonalis kontroll alatt ott az 4ACR-t aktivalja defoszforilacioval.
V. KITEKINTES

A peptidek jellemzésén és a szerkezet-hatds vizsgadlatokon keresztiil molekuléris szinten,
prekurzorok azonositasa, bioszintézise, receptorok és a neuropepetidek kapcsolddasa, majd a degradécio
teriileteire hatolhatunk be. Ezen modszerek ,,0sszegyurasa” —a biologiai hatdsvizsgalatoktol a
molekuléris biologiaig — kivételes lehetdségeket nytjtanak arra, hogy a jovoben hatékony, konnyebben
kezelhetd, specifikus védekezést dolgozzunk ki a rovarkartevék ellen. A kiilonbozd szintetikus
analogjainak/ mimetikumoknak racionalis (az ismert és bioldgiailag aktiv neuropeptid térszerkezetét
optimalisan kovetd) tervezése, szintetizalasa és sorozatvizsgalata 01j perspektivakat nyitnak meg, amint
azt Gide ¢és Goldsworthy (2003) nemrég Osszefoglaltak és ezt a —gyakorlat szempontjabdl igen fontos—
témat a kozelmutban két tanulmanyomban is feldolgoztam (Fonagy, 2006b, c).

Kutatdsaimmal és az eredmények ismertetésével példat szerettem volna nyujtani arra, hogy a
rovarbiokémiai ¢és rovarélettani ismeretek mennyire nélkiilozhetetlenek a kornyezetkiméld,
novényvédelmi indittatdsu kémiai és/vagy biotechnologiai uton torténd beavatkozasokhoz. A
mindenkori gyakorlat tehat semmiképpen sem nélkiilozheti az alapkutatas segitségével

megszerzett ismereteket és tudast.

VI. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Az elmult bé tiz évben targyi tudasunk gyarapodasaval, jelentésen szaporodtak ismereteink
ezért batrabban és megalapozottabban vallalkozhattam a rovar-neuropeptidek ujabb, korszeri
(Fonagy, 1994) és jabb eredményeim segitségével végeztem el. A kozelmultban megjelent
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tanulmanyom alapjan (Fonagy, 2005) a kovetkezo felosztas ajanlhato: Novekedéssel és fejlodéssel,
valamint Szaporodassal kapcsolatos neuropeptidek (Gédde ¢s Hoffmann, 2005; De Loof ¢és mtsai.,
2001); Metabolizmust és homeosztazist (Géide, 2004), ill. Izommozgasokat befolyasolo
neuropeptidek (Schoofs és mtsai., 1994). (1. tablazat).

NEUROPEPTIDEK TISZTITASA ES IZOLACIOJA M. BRASSICAE-BOL

2. A neuropeptid izolacios munkat megel6zéen a PT aktivitas vizsgalatara -egy TLC-detekcion
alapulo- biotesztet (gyorstesztet) dolgoztunk ki a M. brassicae-ben (2. abra). Az agy-SOG komplex-
bdl tobblépesds (RP-HPLC) tisztitast kovetden izoldltunk egy Mab-PT peptidet melynek molekulaion
tomegét 2137,6 D (m/z)-nek allapitottuk meg ¢s a szekvencia valdsziniisithetdleg a kovetkezo:
Mab-PT: SLAYVQKVFENVEFVPRLamid.
3. A biologiailag aktiv frakciokbol tovabbi Mab-PT-ket kompetitiv ELISA-val sikeriilt
kimutatni, tehat volt(ak) benne olyan neuropeptid(ek) melynek C-terminalis vége FXPRLamid.
4. A metabolikus valtozadsok nyomonkdvetésére a M. brassicae-re dtdolgoztunk és Kifejlesztettiink
egy kombinalt biotesztet. A metodikanak az a 1ényege, hogy egyetlen allatbél nyerhetiink tobbféle
—a homeosztazis allapotot jellemzo— adatot a vételezett vérnyirok megfeleld, tobbiranyu vizsga-
lataval (lipid- és trehaldztartalom valtozéas is meghatarozhato). Méréseink alapjan a lipidtartalom —
azaz a Dg— 55+10pg/pl koriil mozog, mig a trehaloz kontroll értéke 40+10 ug/ul a vérnyirokban.
S. A CC-CA kivonatbdl szarmazé Mab/(Mas)-AKH neuropeptid izolacidja és meghatarozésa soran
talaltunk egy AKH jellegii neuropeptidet, ugyanis retencios ideje (RP-HPLC) jol egyezik a Mas-
AKH-el (az els6, Lepidoptera-bol, a M. sexta-bol szdrmazd ¢s azonositott AKH-val) (3. abra). A
molekulaion (Mas-AKH Na") tomegét 1030,47 D-nak allapitottuk meg ¢s feltételezett szerkezete:
(Mas)-Mab-AKH: pQLTFTSSWGamid
6. Elészor alkalmaztuk a B. craniifer ériascsotany utobél preparatumot in vitro mioaktivitas
nyomonkovetésére. A bedllitas sordn megallapitottuk, hogy megbizhat6 moddon alkalmas a teszt
sorozatvizsgalatra, ill. barmilyen bioldgiailag aktiv, a spontdn izommiikddésre hato bioldgiai minta vagy
szintetikus anyag stb. (farmakologiai jellegll) rutinvizsgalatara (5. dbra). A biotesztek alapjan hat
miotropikus (MT), tovabba harom mioinhibitor (MIP) hatasu frakciét talaltunk. (4, 5. dbra). A
MALDI-ToF-MS szerkezet-meghatarozas alapjan az alabbiakat azonositottuk: Serkentd hatasu mintak:
Mab-PT (f-PBAN) : SLAYVQKVFENVEFVPRLamid molekula tomeg: 2141,99
/Arg'/Korazonin H': PQTFQYSRGWTNamid molekula tomeg: 1369,62
Gatlo hatasu minta: (Mas)-Mab-FLRFamid-I H: pQDVVHSFLRFamid molekula tomeg: 1229,64

A PBAN HATASMECHANIZMUSA A B. MORI-BAN
7. Sikeresen elvégeztiik a Bom-CaM fehérje Kkivonasat és tisztitasat a PG citoszolikus
frakcidjabol. MALDI-ToF MS segitségével megallapitottuk, hogy a Bom-CaM mért tomege 16701 D.

A részegységek tomegeinek és mozaikok segitségével a kovetkezé aminosav sorrendet allapitottuk meg:
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Bom-CaM: Ac-ADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDDTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQD-

MINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGFI-
SAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVTMMTSK-OH.

8. Bizonyitottuk a CaN szerepét a PBAN jelatadasi folyamataban a PG-ben, ugyanis 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 vizsgialatokban (6. dbra). A CaN részvételét SDS-
PAGE , valamint Western blot segitségével is megerositettiik.

0. Kifejlesztettiink egy tn. sejtmentes miikodoképes PG CHAPS Sup. mikroszoma tesztet is (a
frakcid szubsztrat és ,,sejtenergia” hozzdadasaval bombykolt képes termelni), melyet a késébbiekben
sokrétiien és hatékonyan felhasznaltunk. Az in vitro PG teszthez képest kozel annyi bombykolt
termel egy-egy teszt dsszeallitas (170+15 ng bombykol/PG ekvivalens), mint a kontroll.

10. A PG CHAPS Sup. rendszer segitségével igazoltuk és megerositettik az ACR enzim
kulcsfontossaga szerepét a bombykol végso redukcios lépésében. A kompaktin/-sav szignifikansan
gatolta a bombykol termelést, ugyanis a CHAPS Sup. mikroszoma frakcioban aktivan miikédik
tobbek kozott az ACR is.

11.  Kidolgoztuk a mirigy un. bombykol termelo sejtjeinek levalasztasat a kutikularol (papainos
emésztéssel) és sikeriilt a sejteket életben tartani (akar ot napig is), melyekkel morfologiai és tovabbi
farmakologiai vizsgalatokat végeztiink (pl. Ca ionophore A23187; ionomycin kezelések, melyek a
divalens kationok bedramlésat serkentik és a PBAN hatédsat szimulaljak, ill. tobbféle /enzim/ gatloszert is
hasznaltunk). A dozis-hatas vizsgilatok eredményei a TKYFSPRLamid szintetikus peptiddel,
valamint az ionomycin és Ca ionophore agensekkel a korabban in vitro PG bioteszteknél tapasztalt
leghatékonyabb do6zisokkal egyezett meg.

12.  Fluorescensz mikroszképos vizsgéalatokat végeztiink, ahol Nilus-voros festés alkalmazasa
(neutralis zsirokra), valamint a Hoechts (sejtmagfestés), egyidejii alkalmazaisa egy specialis rovar-
szovet vizsgalatahoz ujdonsiagnak szamitott. Valtozd6 mennyiségii és nagysagu LD-kre lettiink
figyelmesek. Megallapitottuk, hogy a sejtek atméréje 25-35 pm és 15+3 sejt/0,01 mm’ a sejtsiiriiség
és egy igen homogén, szorosan egymas mellett elhelyezkedé sejtallomanyroél van szé. A nagy
sejtmagot szamos dinamikusan valtozé LD veszi koriil.

13. Tisztaztuk a PBAN szerepét a PG-ben taldlhaté LD-k tekintetében és részletesen leirtuk és
kvantifikaltuk a napi (fény és sotét fazist) valtozasokat. Két nappal kelés elott az LD-k szima kevés és
kicsinyek (<5 pm). Egy nappal a kelés elott ez mar valtozik, mig a Kkelés idejére (egybeesik a napi
fényperiodus kezdetével) méretiik és szamuk nagy lesz (4-10 pm). Naponta a, fényperiodus kozépidejében,
az LD-k ismét Kicsik lesznek és szamuk is csokken (7a-d. kép). A dekapitalt néstények esetében orias méretii
cseppek (12-14 pm) lathaték, mig a haromszor in vivo Bom-PBAN-el kezelt dekapitalt néstény PG
szovetében sok apro LD alakul ki.

14. Morfometriai vizsgalatokkal is megerdsitettiik a vizualisan tapasztaltakat és megallapitottuk, hogy

a LD-k mérete és szama legnagyobb a Kkelést koveto elsé és masodik napon, mégpedig a fényperiédus

-28 -



FONAGY (2006) ROVAR-NEUROPEPTIDEK

elején, amit kés6bb nagyon magas bombykol termelés is kovet. A kelést kovetd harmadik napon méar
tompul, majd a negyedik napra a dinamikus fluktuaci6 jelentésen lecseng.

15.  Fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatolk segitségével abrazoltuk a PG sejtben zajlo folya-
matokat, az LD-k kialakulasat és fejlodését a kelést megel6zéen, majd a kelés utanig (8. abra).

16. Egy 1j eljaras keretében, megbizhatéan —mennyiségi és mindségi értelemben is— kivontuk a
vizsgaland6 zsirszerii anyagokat, a Tg-ket, a PG sejtek LD-jeib6l. A kivont mintakat HPLC-vel
analizaltuk ¢és kijelenthetdé, hogy fluktuaciéjuk oOsszhangban van a fluorescensz mikroszkop
segitségével meghatarozott LD méret és mennyiségi eredményekkel (9. dbra). A jellegzetes Tg
csoportok mennyiségi valtozasat kovetden elvégeztik valamennyi frakcid mindségi analizisét.
Megallapitottuk, hogy 6sszesen otféle Fa talalhaté 16 kiilonb6z6 kombinacioban a 7g-kben :

A"-hexadecenoat, A'"'*-hexadekadienoat (bombykol eléanyaga), A’-oktadecenoat, A™'*-
oktadeka-dienoat és A*'*">-oktadekatrienoat.

Meghataroztuk a A'"'>-hexadekadienoat poziciéjat és megallapitottuk, hogy az elsésorban
az Sn-1 és/vagy 3-as helyen talalhatd, igy biztositva a konnyi hozzaférhetéséget a lipazok szamara.
17. Kidolgoztunk egy uj eljarast a PG-bol szarmazé LD-k non-destruktiv izolalasara, hogy a
modszer segitségével a felsziniikon talalhaté vin. LD-khez kapcsolédo fehérjéket (LDAP) kivon-
hassuk, jellemezhessiik. Ezeknek a fehérjéknek (dokkold fehérjék, lipazok) kulcsszerepiik lehet a LD-
kben raktarozott de novo szintetizalt bombykol el6anyag(ok) felszabaditasaban. A tobblépcsés
eljaras soran az alabbi néhany enzimet és/vagy proteint sikeriilt azonositani:

B.mori-aktin, arginin-kinaz, anti-kimotripszin-II, gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz.

18.  Kivontuk és meghataroztuk azokat a Dg-ket melyeket a vérnyirokban szallité funkcidval bir6
Lf-ek, valamint a membranon torténd atszallitdst végz6 LTP-k hordoznak és résztvesznek a LD-k Tg-
jeinek felépitésében a nevezett Fa-k mellett (10.abra).A kivont Dg-k az Fa-k keverékeit tartalmazzak:

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

A2 _gktadekatrienoat.

hexadecenoat és
A bombykol eléanyagat a A" _hexadekadienoatot ill. ennck eléanyagat A''-hexadecenodtot

nem azonositottuk, ami megerdsitette azt, hogy az kizarolag a PG-kben, de novo szintetizalodik.

19.  Kidolgoztuk a PBAN jelatadasi mechanizmusat, valamint a feromonszintézisének folyama-

tat és sejttani eseményeit bemutato egyediilalléan részletes modelljét a B. mori PG-ben (11. 4bra).

A PBAN HATASMECHANIZMUSA A M. BRASSICAE-BEN

20. In vivo Kkisérletekkel vizsgdlva dézis-hatas mutathaté ki a PBAN injektalast kovetden a
fokomponens, Z11-160Ac tekintetében. Az id6-hatas vizsgalatok esetében a maximumot egy déra
elteltével mértiik a PG-ben. A cAMP menynyiségi valtozasat és idébeni lefutasat illetden a PBAN

injektalast kovetéen a 15. percben volt a maximum, egy kisebb cstics a 40. perc koriil (12. abra).
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21.  PG-k in vitro kisérletekben a Ca ionophore, az ionomycin esetében a leghatékonyabbnak bi-
zonyul6 dozisban a kontrollhoz képest kozel 60%-os feromontermelést tapasztaltunk, a forskolin
(adenilat-ciklaz aktivator) esetében még nagyobbat (+70%). A LaCls, valamint a TFP a PBAN-el
egyiitt inkubalva jelentésen gatolt. A cAMP szintje a 2-3 percnél volt a legmagasabb, amit két Ki-
sebb csucs kovetett a 10. majd 25. percben. A gatlas hatékonysagat bizonyitottuk (PBAN és LaCl;,
valamint 7FP-vel torténé egyiittes inkubacio) a cAMP jelatvivo rendszert tekintve (13. 4bra).

22. A vizsgalataink eredménye ¢€s altalaban Heliothis tajokon végzett kisérletek alapjan kozoltekkel
¢s rajzoltakkal, a bemutatott modell a PBAN hatismechanizmusat és a feromon-bioszintézisét
abrazolja M. brassicae-ben (14. abra). PBAN altal iranyitott kulcslépésekben és jelatadasi
mechanizmusaban a PG-kben valéjaban tehat két fo tipus van, azaz cAMP altal kozvetitett (pl.

Heliothis, Mamestra fajok) vagy anélkiili (pl. Bombyx, Ostrinia fajok).
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