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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A neuropeptidek, mint atvivdanyagok fontos szerepet jatszanak az allati és az emberi szervezetben. A
rovarokban azonositott neuropeptidek szama mara elérte a 300-at. Ezen neuropeptidek nagy része az
izomaktivitast befolyasolé miotropinok kdzé tartozik.

A kozponti idegrendszer terlletén termelt neuropeptidek keringésbe juttatasat legnagyobb részben a
ducidegrendszerhez kapcsol6dd neurohemadlis szervek teszik lehetové. A fejben, az agy kozelében helyezkedik el
a retrocerebralis komplex, melyet a -kilénbdzd eredetiicorpora cardiaca (CC) és corpora allata (CA) alkotnak. A
thorakalis- és abdominalis ganglionok neuroszekrécios sejtjeinek felszabadulasi helyei a periszimpatikus szervek
(PSO).

A szegmensenként megjelené neurohemalis szervek funkcidj arél sokaig azt feltételezték, hogy a hormonok
egyenletes elosztasdban kompenzaljdk a szervezet fejletlen keringési rendszerét. Amerikai csétanyban
(Periplaneta americana, Blattidae) figyelték meg elész6r, hogy az abdominalis PSO-kbél ny'ert peptidextrakciok
nem mutatnak aktivitast azokon az izmokon, amelyeken a retrocerebralis komplexbdl nyert peptidextrakciok
miotrép aktivitastiak. Biokémiai és immuncitokémiai médszerek segitségével feltartdk, hogy az amerikai csétany
testtaj-specifikus eloszlasi neuroszekrécios rendszerrel rendelkezik. Ez a rendszer két mioaktiv peptidcsaladot
(periviscerokininek és pirokininek) és két, mas peptidekkel strukturdlis alapon rokonsagot nem mutatd, peptidet
(Pea- VEAacid és PeaSKNacid) tartalmaz. A pirokininek kozil a Pea-PK-1-4 és a Pea-PK-6-7 kizarélag a
retrocerebralis komplexen keresztiil jut a hemolilnfAba, mig a Pea-PK-5 az abdominalis PSOkon at. A
periviscerokininek (Pea-PVKI-2), tovabba a Pea-VEAacid és Pea-SKNacid csak az abdominalis neurohemalis
szervekben mutathatdk ki.

Az abdomindlis neurohemalis szerveken keresztill felszabadulé neuropeptidek az abdomindlis ganglionokban
kizarélag neuroszekrécios sejtekben termeldédnek, és a medialis idegen keresztil szallitdédnak a ganglionhoz
kapcsoloddé PSO-hoz. A thorakdlis ganglionokban és az agyducban ezek a peptidek csak intemeuronokban
termelédnek. A vizsgalt Ot peptid teljes kolokalizaciét mutat a dicok teriiletén. Megel6z6 biokémiai vizsgalatok a
rendszerben tovabbi peptidek jelenlétére utalnak.

Ezek alapjan munkénkban célul tiztik ki

a feltehetéen az abdominalis rendszerhez tartoz6, nemrég azonositott neuropeptidnek, a Pea- YLSarnid
elsoz!asanak és a tobbi abdominalis-peptiddel val6 kolokalizaciéjanak a vizsgalatat;

az abdominalis neuropeptidek lokalizacidjanak és kolokalizaciéjanak sejten bellli feltarasat;

az abdomindlis neuro szekréciés rendszer morfoldgiai jellemzéinek megfigyelését az egyedfejlédés alatt, a
larvak kokonbdl valo kikelésétdl az imaginélis vedlésig.

A neuropeptidek testtaj-specifikus felszabadulasat a neurohemalis szervekbol, tébb hemimetabdla
egyedfejlodést fajban is leirtdak. Neuropeptidek eloszlasanak hasonlé szempontl vizsgalatdval azonban nem
talalkozhatunk holometabdla egyedfejlodés faj esetében.

A dohanyszender (Manduca sexta, Sphingidae) kedvelt modellallata volt az elmult évek neuropeptid
kutatasainak. Idegrendszerébél szamos peptid strukturajat és eloszlasat tarték fel. A kardioakceleratoros hatasu
Man-CAP2b aminosav ¢sszetétele tobb helyen szekvencia-azonossagot mutat a csétanyokban megismert PVK
peptidcsalad tagjaival. Ez a felismerés, strukturalis alapon a két peptid azonos peptidcsaladba val6 tartozasat veti
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fel.

Ezek alapjan a neuroszekrécios rendszerek alaposabb megismeréséhez az alabbi vizsgalatok elvégzését
tartottuk sziikségesnek:

A holometabdla fejlédési M sexta killonb6zo testtdjaiban a neurohemalis szervek peptidosszetételének
megismerése és dsszehasonlitasa.

A Man-CAP2b eloszlasanak a feltérképezése az abdominalis ganglionokban.

Az abdominalis peptidrendszer 6sszetételének és morfoldégidjanak a megfigyelése az egyedfejlédés alatt.

A két vizsgdlt faj neuroszekrécids rendszerének az Osszehasonlitisa morfoldgiai-, biokémiai- és
torzsfejlédéstani szempontok alapjan.

Il. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben két izeltlabu fajt, a hemimetabdla egyedfejlddést amerikai csotanyt (Periplaneta americana L.,
Blattidea, Insecta) és a holometabdla egyedfejlodésii dohanyszendert (Manduca sexta, L., Sphingidea, Insecta)
hasznaltuk fel. Az allatokat mesterséges, optimalizalt korilmények kozott tartottuk. A csotanyok esetén a larvalis
fejlédés hét stadiumbdl all, mig a dohanyszender esetén 6t larvastadium kilonithetd el egymastol. Az 3egyes
stadiumok megkllonbéztetésének referenciapontjaként a kokonbdl/petébdl valé kibljas, illetve a vedlések
szolgaltak.

2. Immuncitokémiai vizsgalatok fénymikroszkoépra

A tdmegspektrometridval azonositott neuropeptidek eloszlasat indirekt immuncitokémiai maddszerekkel,
totalpreparatumokon, illetve kifejlett amerikai cs6tdnyban részben szeletprepardtumokon vizsgaltuk. A peroxidaz
antiperoxidaz (PAP) moddszer mellett (Stemberger, 1986), a kett6s, illetve tobbes jel6lésekhez fluorescens
technikékat hasznaltunk. A jeldléseket mindkét faj, minden larvastadiuméban, minden vizsgalt peptid esetén
legalabb 15 egyeden elvégeztiik.

2.1.A szdvetmintak rogzitése

A két faj abdominalis idegrendszerének rogzitése azonos maodon tortént. Peroxiddz immuncitokémiahoz a
preparatumokat Bouin-oldatban (pikrinsav-formaldehid-ecetsav; 1S-51 vlvlv) fixaltuk; immunfluorescens
jeldlésekhez 4% parformaldehid (PF A) oldatban rogzitettik.

2.2. Immuncitokémiai jeldlések PAP mddszerrel
Amerikai csotany abdominalis idegrendszerén a kdvetkez6 jeléléseket hajtottuk végre:
Kifejlett egyed: Pea- YLSamid

Larva: Pea-PVK-1, Pea-PVK-2, Pea-PK-5, Pea-YLS, Pea-VEAacid, Pea-SKNacid

Imagé és larvélis dohanyszender abdomindlis idegrendszerén a kdvetkezd jeldléseket hajtottuk végre:
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Man-CAP2b, Man-CAP2alCama-CCAP
Ajeldlések vizualizdldséara diamino-benzidint (DAB) hasznéltunk.

2.3. Immunjluorescens kettds- és harmas jeldlések

A kettds- és harmas- immunfluorescens jeldlések, csdtanybdl készilt whole-mount preparatumokon, direkt
modszerrel térténtek. A primer antiszerumok IgG frakcidjahoz Cy2 és Cy3, illetve Alexa Fluor 350 fluorescens
festéket kapcsoltunk.

A kettds- és harmas-jeldlésekhez a kdvetkezd kombinacidkban alkalmaztuk az antitesteket:
. a YLS-Alexa fluor 350 - aPVK-I-Cy2 - aPK-5-Cy3
. aPVK-I-Cy2 - aPVK-2-Cy3
. aPVK-I-Cy3 - aVEA-Cy2 - aSKN-Alexa fluor 350
. aVEA-Cy2 - aYLS-Alexa fluor 350
.a YLS-Cy2 - aPK-5-Cy3

Dohanyszenderben a kettds jeldlések, az el6bbiekhez képest médositott eljarassal térténtek. Az anti Mas-
CAP2a/Cama-CCAP-t Cy2-kotott antitest fragmens segitségével tettik lathatova, majd a szdvetet anti Mas-
CAP2blPea-PVK-2-Cy3 komplex oldataban inkubaltuk.

2.4 Eredményekfeldolgozasa

A preparatumokat Olympus-Vanox AH3-RFCA mikroszkép és digitélis kamera segiségévei dolgoztuk fel. A
digitélis analizishez analySIS Doku 3.0 szoftvert hasznaltunk.

3. Tomegspektrometriai vizsgalatok

A periszimpatikus szervek peptidtartalmat tomeg-spektrometriai mérésekkel hataroztuk meg. M sexta
idegrendszerében, az 6t larvastadium és a kifejlett allat 6sszes abdomindlis neurohemdlis szervét megvizsgéltuk.
P. americana aPSO-nek peptidosszetételét az elsé-, a masodik-, a harmadik- és a hatodik larvastadiumban
vizsgaltuk.

3.1. Az aPSO-k disszekcié ja és extrakcidja

A PSO-k peptidtartalmanak kivondsahoz methanol-dH20- TF A (tri-fluor-ecetsav, 90-9-1) vagy 0,25% TF A
extrakciés oldatot hasznaltunk.

3.2. Az aPSO extrakciok peptidtartalmanak izolalasa, és koncentracidja

Az extrakcids elegyek peptidtartaiméanak koncentrédldsahoz és a tdmegspektrometriai méréseket zavar6 sok és
lipidek kivonaséhoz ZipTip@ pipettahegyeket hasznaltunk.

3.3. A minta elékészitése a matrix assisted leser desorption inonisation time ofjlight (MALDI-TOF) lemezen

A PSO-k magas peptidkoncentracidja lehetévé tette, hogy a méréseket nativ tisztitatlan szdvetdarabokon is
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elvégezzik. A kiemelt aPSO-t a MALDI-TOF lemezre helyeztiikk, majd matrix oldatot (a-ciano-4-hidroxifahéjsav
telitett metanolos oldata) pumpaltunk a szervre. Elézetesen tisztitott mintak esetén, a minta felvitele a lemezre
szendvics mddszerrel tortént.

3.4. Tdmegspektrometriai mérések

Vizsgalatainkhoz MALDI- TOF tipusu tdmegspektrométert hasznéltunk. 600-2200 Da tdmegintervallumban
vizsgéltunk pozitiv-ion spektrumokat, a miszer aldbbi, standard bedllithsa mellett: 150 nsec késleltetési id6, 20 kV
gyorsitod fesziiltség, 75% grid fesziiltség és 0,01% vezetési fesziltség.

A spektrumokat Il Voyager DE Biospectrometry Workstation szoftver segitségével rogzitettiik és kalibraltuk.

4. Elektronmikroszképos vizsgalatok

Egyes és tobbes immunarany-jeldléseket hajtottunk végre a Pea-PVK-l, Pea-PVK-2, Pea

PK-5, Pea-VEAacid, Pea-SKNacid és a Pea-YLSamid peptidek vezikulaszinti eloszlasanak
és kolokalizaciéjanak vizsgalatdhoz. A primer antitesteket kilonbdzé méreti (6, 12, 18 nm) kolloidélis aranyhoz
kotott szekunder antitestek segitségével vizualizaltuk.

4.1. A szbvetmintak rogzitése es beagyazasa

A szovetdarabokat O,IM PBS-ben oldott 4% PFA és 0,5% glutaraldehid keverékében rogzitettik; ozmifikaltuk,
majd Durcupan ACM epoxy gyantaba agyaztuk be.

lll. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. A P. americana abdominalis neuroszekrécios rendszere

Az Pea- YLSamid IR neuronok eloszlasa az abdominalis- és thorakalis ganglionokban, illetve az agydicban az
abdominalis peptidrendszer tagjainak IR mintazatdhoz nagyon hasonld volt. Immunreaktivitas az abdominalis
ganglionokban medidlis helyzetli NS sejtekben, az idegrendszer tdbbi ganglionjaban pedig intemeuronokban volt
megfigyelhetd. A tdbbi peptiddel tdrtént kilonb6z6 kombinéciéju kettés- és harmas jeldlések megerdsitették a
feltételezést, hogy a Pea- YLSamid minden jel6l6dott sejtben kolokalizal a masik 6t peptiddel, tehat az
abdomindlis neuro szekrécios rendszer hatodik tagja.

A peptidek aPSO-n bellli lokalizaciojanak feltarasdhoz immunarany-jeldléseket hasznaltunk. Eredményeink
alapjan a peptidek nem csak azonos idegvégzédésekben, hanem azonos vezikulakban lokalizalédnak, amibél
funkcionalis szempontbdl a peptidek kdzos felszabadulasara utal.

A peptidek térbeli és id6beli szempontbdl kdzds expresszidja, szoros funkcionalis kapcsolatra és/vagy kdzos
génen valo lokalizaciora utal. Ez utdbbi feltételezésunket megerdsitette, hogy a Drosophila gendmban a
potencialis PVK-gén (CG 15520) két periviscerokinint és egy pyrokinint is tartalmaz.

Az abdominalis peptidrendszer peptidjeit tartalmazé rostok a PSO-k centrdlis rost jaiban figyelheték meg a

szerv terlletén. A szervektdl disztalisan a transzverzdlis ideg hipemeuralis iwmmal érintkezd szakaszan azonban
a peptidek exocitozisara utalo struktirakat figyelhetiink meg.
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2. A P. americana abdominalis neuro szekréciés rendszerének valtozasai az egyedfejl6dés soran

Az abdominalis neuro szekréciés rendszer valtozasat tomegspektrometriai és immuncitokémiai
modszerekkel tanulmanyoztuk a larvalis fejlédés soran. A vizsgalt faj az embriondlis fejlédés végén mar miksdds,
telies abdominalis neuroszekrécidés rendszerrel rendelkezik. Erre utal, hogy az aPSO-k, a rovar larvalis
fejlédésének kezdetén, mind a hat antiszérum felhasznalasaval erdsen festddnek és a tdmegspektrometriai
vizsgalatok mind a hat peptidet kimutattak.

A larva fejlédése soran a jelol6dott sejtek szamanak és méretének a ndvekedése figyelheté meg, mintegy a
test novekedésével parhuzamosan. A peptidek idészakos expresszibja egyik larvastadiumban sem volt
tapasztalhato.

Az immunreaktiv sejtek szama és mérete az abdominalis ganglionokban egy gradiens szerinti eloszlast
mutat. A sejtszam a negyedik larvastadiumig, a sejtméret pedig a teljes fejlédés alatt, az abdominalis
idegrendszerben anterior iranybdl, poszterior iranyba csokken. Ezek az eredmények a neuroszekrécids rendszer
anterio-posterior iranyl fejlédésére utalnak, mely 0&sszefliggésbe hozhatdé a testszelvények fejlédési
tendenciajaval, végleges méretével. Neuropeptidek egyedfejlédés alatti eloszlasanak vizsgalata esetén hasonlé
jelenséget eddig nem irtak le.

Figyelemre mélté eredmény volt a hat peptid kolokalizaciéja aneuroszekrécios rendszerben a teljes fejlédés
alatt. A peptidek szoros koexpresszidja a teljes fejlédés alatt szintén a k6z6s génen valé lokalizaciéjukat és k6zos
szabdélyozasukat tAmasztja ala

3. A kifejlett M sexta abdominalis neuro szekréciés rendszerének jellemzéi

Tomegspektrometriai vizsgalatokkal az imagé dohanyszender aPSO-iban 6sszesen tizenegy peptidet
mutattattunk ki (a vizsgéalt tdmegintervallumban). A faj idegrendszerében, kordbban szamos neuropeptid
struktargjat feltartak, a detektalt peptidek kdzil azonban csak harmat (Cama-CCAP/Mas-CAP2a, a Mas-CAP2b
€s a Mas-AT) tudtunk ismert peptiddel azonositani.

Az imago6 dohanyszender abdominalis PSO-inak peptidésszetétele eltér a thorakalis és agyi neurohemalis
szervektdl. Tomegspektrometriai eredményeink bizonyitjdk, hogya vizsgalt intervallumban az elsé négy aPSO
peptidkészlete teljesen azonos. Az 6tddik szervben alacsony szigndlintenzitast, és kisebb peptidszamot,
detektaltunk, mely alacsonyabb raktarozott peptidmennyiségre utal. A négy peptid sikertelen észlelését
tdmegspektrometriai modszerekkel azonban az alacsony koncentracidban valo jelenlétik is okozhatja; a peptidek
hianyat a szervben nem mondhatjuk ki egyértelmien.

Az abdominais neurohemalis szervekben azonositott peptid a Mas-CAP2b. A peptid izolalasakor és
struktarajanak feltarasakor a peptid- és protein-adatbankok nem azonositottak szekvencia-hasonlésagot egyetlen
eddig ismert peptiddel sem. A PVK-ek és a Mas-CAP2b strukturdlis kapcsolatanak felismerését a PVK
peptidcsalad strukturalis feltarasanak kellett megeléznie. A szekvencia-6sszehasonlit6 vizsgalatok a peptidcsalad
tagjainak N-terminalis homolégidjat mutatjdk, mig a peptidek C-terminalis szekvenciaja eltéré. A legtobb
peptidcsaladot konzervativ C-terminalissal, és variabilis N-terminussal rendelkezé peptidek alkotjék, ez a jelenség

Nemcsak a két peptid szekvencia-homoldgidja, hanem eloszlasi mintazatuk is alatdmasztja azt a feltevést,
hogya mas-CAP2b a PVK peptidcsalad tagja. Az abdominalis ganglionokban megjelené két IR sejtet az NS-M4
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neuronokkal azonositottuk. A medialis idegen at az aPSO-kba projicialé sejtek azonosak a mas-CAP2a/cama-
CCAP IR neuroszekréciés neuronokkal, amit kettés jeldléseink is alatamasztottak. A sejtek axonja specilis
hurokformét képezve projicial az aPSO-ba a medidlis idegen keresztill. IR neuroszekrécids sejteket csak az
abdomindlis genglionokban figyeltink meg. Az IR struktirdk eloszlasa az idegrendszer terlletén, a sejtek
axonlefutasi mintazata és a ventralis diafragman/hypemeuralis izmon megfigyelt peptid-felszbadulasi hely, a
peptidcsalad eloszlasi mintdzatanak evollcios konzervativizmusara utal.

4. M sexta larvalis idegrendszerének abdomindlis neuropeptid-rendszere

M sexta larvalis idegrendszere kevéshé koncentralt, mint a kifejlett egyedé. A 2-5. aPSO-k peptidésszetétele
megegyezik. Az els6 szabad aPSO-ban és a hatodik aPSO-ban, a vizsgalt tdmeg-intervallumban nem
detektaltunk peptideket. Eredményeink arra utalnak, hogy az alacsony mértéki, vagy hianyz6 peptidexpresszié a
larva ekét ganglionjanak neuroszekrécios sejtjeiben, funkcionalisan megeldzi a ddcok morfoldgiai 6sszeolvadasat.

A larvalis fejlédés alatt az aPSO-k peptiddsszetétele nem valtozik. A vizsgalt tdmegintervallumban 6t
peptidet detektéltunk, mely kevesebb mint a fele, az imdgdban medfigyelteknek. A larvalis neuropeptidek mind
megfigyelheték az imago ban. A larvalis peptidek kdzott csak egyetlen ismert struktaraji peptidet, a mas-CAP2b-t
tudtuk azonositani. A peptidet a larvalis ganglionban a medidlis helyzeti NS-M4 neuronokon kivil még egy
neuroszekrécios sejtpar expresszalja. A CAP2b-CAP2a kettds jelolések ezeket a sejteket az NS-LI neuronparral
azonositottak, melyek projekciéja nem a medidlis idegen keresztil fut a rSa-ba. Az eddig vizsgalt hemimetabdla
fajokban, PVK-ek termelédése lateralis helyzetli neuroszekrécios sejtekben és intemeuronokban az abdominalis
ganglionok tertiletén nem

ismert.

5. P. americana és M sexta neuroszekréciés rendszerének 6sszehasonlitdsa az abdomindlis _lionokban

A két faj abdominalis neuroszekrécios rendszerének hasonlésagat és kilonbségét a kdvetkezd pontokban
foglalhatjuk dssze:

A P. americana testjspecifikus abdominalis neurohemdlis rendszerében a teljes fejlédés alatt hat
neuropeptid jelenlétét figyeltik meg. A larvélis M sexta abdominalis rendszerében 6t neuropeptid detektaltunk; a
kifejlett allatban ennek t6bb mint a kétszeresét.

A P. americana neuroszekréciés rendszerének IR sejtieinek szama az egyedfejlédés alatt egyenletesen
novekedik. A M sexta abdominalis rendszerének fejlédését, sejtek tranziens megjelenése is jellemzi.

Az abdomindlis neuropeptidek P. amerikanaban medidlis helyzeti neuro szekrécids sejtekben
termelédnek, melyek kivétel nélkil a medialis idegen keresztil projicialnak az aPSO-kba. M sexta abdominalis
neuropeptidjeit interneuronokban is azonositottuk az abdominalis ganglionok teriletén. A Man-CAP2b IR medialis
neuroszekrécids sejtek axonlefutasi mintazata és helyzete hasonlésagot mutat a Pea-PVK-ekkel.

A P. americana abdominalis neuropeptidjei kolokalizalnak az abdominalis ganglionokban a teljes fejlédés

alatt. M sexta abdomindlis neurohemalis szerveiben a peptidek struktiraja és eloszlasa legnagyobb részben nem
ismert.
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