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Bevezetés

Neuropeptidek csoportositasa, elterjedése, vizsgalata gerinctelenekben

A neurotranszmitter, neuromodulator és neurohormon funkcidéju neuropeptidek, mint
szignalmolekulak gyakran pleiotrop funkcidjuak a kiilonbozo allati szervezetben. A neuropeptid-
csaladok egyes rokon tagjaira eltéré aminosav-szekvencia konzervacio és filogenetikai elterjedés
jellemz6. Egyes, konzervativnak mutatkozd peptideket (oxitocin/vazopresszin-rokon peptidek,
FMRFamid-rokon fehérjék) ezért szamos, filogenetikailag egymastol tavoli gerinces és.
gerinctelen fajokbol sikeriilt kimutatni. A gerinctelen neuropeptidek eddig azonositott receptorai
a G-protein kotott receptorok (GPKR) koz¢é tartoznak, amelyek a gerinces GPKR-hoz hasonlo
tulajdonsagtiak. Az immunhisztokémiai modszerek megjelenése a neuropeptidek azonositasat,
eloszlasuk feltarasat és funkciojuk megismerését is eldsegitette.

Szamos gerinces neuropeptid (pl. a hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid, pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide, PACAP; FMRFamid-rokon fehérjék, oxitocin-rokon
fehérjék) expresszidjat vizsgaltak gerinctelen modellallatokban, amelyek koziil tobb kimutathato
volt a tragyagiliszta (Eisenia fetida) kozponti idegrendszerébdl is. Ezek koziil néhanynak késébb
aminosav-szekvenciajat is sikeriilt meghatarozni. A fehérjék tisztitasaban ¢és szekvencia
meghatarozasaban elért jelentds technikai eldrehaladas ellenére napjainkig viszonylag kevés
neuropeptid szekvenciajat sikeriilt eddig azonositani Annelidakban.

Kisérleteinkben konzervativ neuropeptidek (PACAP, CAPA peptidek) eléfordulasat
vizsgaltunk egy Oligochacta gyiiriisféreg fajban, a tragyagilisztaban, amelynek testfelépitése,
idegrendszere ¢€s embriondlis fejlodése is ismert €s alaposan tanulmanyozott. Egyszer
szervezddési foku idegrendszere és konnyen izoldlhatd embridi miatt is fontos modellallata a

neuroanatémiai ¢és fejlodésbioldgiai kutatasoknak.

A PACAP és specifikus receptora (PAC1R) gerinces és gerinctelen fajokban

A PACAP két izoformajat (PACAP38, PACAP27) birka hipothalamusz kivonatdbdl
izolaltak. Kifejlett gerinces egyedekben kimutatott széleskorii, tobb szervet érinté jelenléte
mellett fontos pleiotrdp funkcidju fejlédésszabalyozd faktor a gerincesek embrionalis fejlddése
soran. A PACAP-szerii és a PAC1R-szeri peptidek expresszidjat tobb gerinctelen fajban (pl.
Drosophila melanogaster, Helix pomatia, Lymnea stagnalis,) igy az oligochaeta
gytrisférgekben is (Lumbricus polyphemus) kimutattak. Jelenlétiiket a kozponti és a periférias
idegrendszer mellett egyes nem neuronalis sejtekben (puhatestiiekben hemolimfa-lakunak
falaban, nyalmirigyben és a hemolimfaban) egyarant igazoltdk. A pleiotrép funkcioji PACAP

izoformdk expresszidjat immunhisztokémiai ¢és bioassay modszerekkel bizonyitottdk



gytrisférgekben, de hatdsmechanizmusuk hattere, illetve embriondlis expresszidja és lehetséges

funkcioi ismeretlen maradtak.

CAPA peptidek expresszioja, funkcidja gerinctelenekben

Vizsgalataink Kiterjedtek a foként rovar peptideket magaba foglalo CAPA peptidekre is,
amelyeket szekvencia-homoldgia alapjan két csoportba, periviscerokininek (PVK) és pirokininek
(PK) ko6zé sorolhatok. A két csoportra konzervativ C-terminalis aminosav-motivumok (PVK:
PRVamid, PK: FXPRLamid) jellemzék. Rovarokban ezeket a peptideket féleg neuroszekrécios
sejtek termelik és neurohormondlis funkcioval rendelkeznek, emellett azonban kimutattdk a
jelenlétiiket a kozponti idegrendszer egyes interneuronjaiban is. Eddigi ismereteink szerint a
peptidcsoport tagjainak szekvencidit még nem azonositottdk €s jelenlétiiket sem vizsgaltak az

izeltlabtiakkal filogenetikai kapcsolatban 1€vé gytirtisférgekben.

Célkituzések

A PACAP és specifikus receptora (PACLR) Iehetséges funkcidinak feltarasahoz sziikségesnek

tartottuk

1. a gytriasférgekben expresszalodo, PACAP-pal és PACL1R-ral feltehetéen rokon peptidek
haromdimenzids mintazatanak meghatarozasat fejlodoé és kifejlett E. fetida egyedek kdzponti
idegrendszerében;

2. a PACI1R-szeri peptid ultrastruktiralis lokalizaciéjanak ¢és molekularis tulajdonsagainak
elemzését; tovabba

3. a PACAP-szerti peptid(ek) jelenlétének és koncentracio-valtozasanak vizsgalatat embriokban,
kokonfolyadékban illetve a kifejlett allatok reprodukcios folyamataiban szerepet jatszo

szoveteiben.

A tipikusan rovarokra jellemz6 CAPA peptidek vizsgalata soran arra kivantunk valaszt kapni,

hogy

1. a CAPA peptidek vagy hozzdjuk hasonld szerkezetli molekuldk expresszalodnak-e az
izeltlabuakkal filogenetikai kapcsolatban 4ll6 gytirtisférgekben;

2. milyen aminosav-szekvencia jellemz6 az expresszalodo peptidekre; tovabba

3. milyen a peptideket expresszalé neuronok mintdzata a fejlodd és kifejlett egyedek kdzponti
idegrendszerben és periférias szoveteiben; tovabba

4. mi jellemz6 a PVK/PK rokon peptidek ultrastruktiralis lokalizaciojara a kifejlett egyedek

kdzponti idegrendszerében?



Anyagok és modszerek

Vizsgalatainkhoz a tragyagiliszta (Eisenia fetida Sav. Annelida, Oligochaeta) kifejlett egyedeit
¢s embri6it hasznaltuk fel. A kisérleteinkben felhasznalt embriokat morfologiai bélyegeik (Szik
mennyisége, szelvények zarddasa, és a véredények megjelenése) alapjan 5 csoportba (E0-E4)
soroltuk. Egyes kisérleteinkben BALB/c egerek (Mus musculus) egyes szerveit és szoveteit

gerinces kontrollként alkalmaztunk.

Immunhisztokémiai és immunelektronmikroszkopos vizsgalatok

A kifejlett tragyagilisztak kiboncolt hasduclanc-darabjait és az embriokat a kimutatni
kivant antigén igényeinek megfeleld, pufferolt rogzitd oldatokban, azaz 4%-o0s paraformal-
dehidben, 0,25% glutaraldehidet tartalmazé 4%-0s paraformaldehidben vagy Boer-oldatban
fixaltuk.

Pre-embedding immunhisztokémia

A fixalast és mosast kovetden a szovetdarabokat az els6dleges antiszérum-oldatban
inkubaltuk (anti-PACAP27, anti-PACI1R, anti-Pea-PVK 1I). A jelolt struktardkat kétféle
immunjel6léses technikaval tettiik lathatova. A mintak egy részét fluorescens-festékkel konjugalt
masodlagos ellenanyaggal kezeltiik és konfokalis, illetve fluorescens mikroszkoppal vizsgaltuk.
A tobbi mintat avidin-biotin-peroxidaz komplex (ExtrAvidin kit) segitségével és 3,3’-
diaminobenzidin (DAB) oldattal tettiik lathatova.

Poszt-embedding immunhisztokémiai vizsgalatra szant mintak kezelése

A PACIR fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatdhoz a mintdkat viztelenités utan
paraffinba illetve epoxi-gyantaba agyaztuk be. A metszetekre anti-PACLR illetve anti-Pea-PVK
II antiszérumot vittiink fel. Az immunreakciokat ExtrAvidin kittel fejeztiik be, és a jelolt
struktarakat DAB oldattal tettiik lathatova. Az ultravékony metszeteket anti-PAC1R vagy anti-
Pea PVK II szérum cseppjére helyeztik, majd moséast kovetden a grideket 18 nm-es
aranyszemcse-konjugalt anti-nyal IgG szérumot tartalmazo oldatban inkubaltuk. Ezutan

desztillalt vizzel mostuk, majd kontrasztositottuk.

Biokémiai vizsgalatok

PACAP mennyiségi meghatarozasa Radioimmunoassay (RIA) modszerrel
A vizsgélatra szant szOvetmintdkat homogenizaltuk, centrifugaltuk, és a feliiluszokat

hasznaltuk a PACAP mennyiségi meghatarozasahoz. A 0,05M-os foszfat puffert tartalmazo



polipropilén cs6h6z hozzamértiink 100 ul kihigitott antiszérumot (anti-PACAP), 100ul RIA
tracert (jod radioaktiv izotopjaval jelolt PACAP fragmens) és 100-100ul-t a standard higitasi sor
elemeib6l (szintetikus PACAP38 ismert koncentracidban) vagy az ismeretlen mintakat.
Inkubaciot kovetéen az antitesthez kotott peptid komplexet elvalasztottuk a szabad antitestekt6l.

A precipitatum radioaktivitasat gamma-szamlaloval megmértiik.

A kokonfolyadék szemi-kvantitativ fehérje-analizise dot blot modszerrel

A Kigytjtott kokonfolyadékot homogenizaltuk, centrifugaltuk, majd a feliiluszokbol szar-
maz6 mintakat polivinilidin-difluorid membranra szaritottuk, ezutan blokkolé oldatban inkubal-
tuk. Az elsddleges, anti-PACAP antitestel torténé inkubacidé utan, moso pufferben mostuk. A
membranokat ezutan a masodlagos antitestet (infravords festék konjugalt 1gG) tartalmazo oldat-

ba helyeztiik at, és mosas utan az infravords fény-intenzitasat infravords olvasdval mértiik le.

Western blot, immunprecipitacios western blot, far western blot

Western blot (WB) kisérleteinkhez a kiilonb6zé szévetekbol késziilt homogenizatumok
centrifugalas utani feliiluszojat hasznaltuk fel. A PAC1R-szerli peptidek immunprecipitaciojahoz
(IP) a feliiliszokat protein-G-Sepharose gyongyokhoz kotott anti-PACIR antiszérum felhasz-
nalasaval affinitas kromatografiaval tisztitottuk. A lecentrifugalt sz6vet homogenizatumokhoz
(konvencionalis-WB, far-WB) és a PACIR- IP utan kapott mintakhoz 2x Laemmli-puffert
mértiink, majd melegitettiik. A natrium-dodecil-szulfat tartalma, 10%-os poliakrilamid gélben
torténd elektroforézis utan az elvalasztott fehérjéket atvittiik nitrocelluloz membranra. A far-WB
kisérleteinkben a nitrocelluloz lapokra atvitt fehérjéket szintetikus PACAP38-at tartalmazé
oldatban inkubaltuk. Mosas utan a lapokat anti-PACAP antitest tartalmu oldatban usztattuk. A
WB és IP-WB membranokat anti-PACIR antitest oldatdban inkubaltuk. Mindharom WB
technikaval kapott membranokon tormaperoxidaz-enzim konjugalt IgG-t alkalmaztunk
masodlagos antitestként. A jelolt savok lathatova tételéhez ECL (enhanced chemiluminescent)

reagenst ¢és fényérzékeny rontgen-filmet hasznaltunk.

CAPA peptidek tisztitasa, tomegspektrometriai mérések

E. fetida lecentrifugalt szovetkivonatat IDM protein-A gyongyokhoz kotott Pea-PVK 11
antiszérum felhasznalasaval affinitdas kromatografiaval tisztitottuk. Az antitesthez kotott
peptideket 50%-0s (v/v%) acetonitril -0,5% trifluoroecetsav oldataval elualtuk, majd
tomegspektrométerrel vizsgaltuk. Az eludlt PVK/PK peptideket online forditott fazisu
nanoméretli kapillaris folyadékkromatografids modszerrel tisztitottuk, az igy kapott frakciokat
electrospray tandem tomegspektrométerrel analizaltuk. A kapott tdmegeredményekbdl kézi de

novo szekvencia elemzéssel allapitottuk meg a célpeptidek aminosav-szekvencidit.
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Eredmények és megvitatasuk

A PACAP- és PACIR-szerii peptideket expresszilo neuronalis struktirak funkcionalis
anatomiaja kifejlett és fejlodé allatokban

A kifejlett allatok hasduclancaban a PACAP- és PACIR-IR neuronokat anatomiai
pozicidjuk és nyulvanyaik lefutasa alapjan kisméretti interneuronként azonositottuk. Leirtunk két
interganglionaris rostkoteget, amelyeket anatdmiai pozicidjuk alapjan interneuronalis és
szenzoros rostkotegenként azonositottunk. A varikozus PACAP IR rostok szorosan az
interneurondlis PAC1R-IR rostok mellett futottak, tovabba PACAP-tartalma vezikuldkat
azonositottunk szamos szinapszisban, ami alapjan feltételezhetjiik, hogy a PACAP(-szerli peptid)
az interneurondlis rendszerben betoltott neuromodulatorként és transzmitterként is kifejtheti
hatésat.

PAC1R-IR szenzoros rostok a 3. szegmentalis idegekben is nagy szimban fordultak el6,
¢és ipszilateralisan a ventrolateralis, a ventromedialis, vagy az intermedio-medialis hosszanti
axonkoOtegekbe léptek be. A 3. szegmentalis idegek, valamint a két hosszanti szenzoros
axonkoteg (ventrolateralis és az intermedio-medialis) PACAP-IR rostokat is tartalmaztak, ami
arra utal, hogy a PACAP(-szerii peptid) neuromodulatorként funkcionalhat a szenzoros rendszer
periférias és centralis részén egyarant.

PAC1R-IR neuronokat taldltunk a masodik és a harmadik szegmentalis ideg kilépési
helyének kozelében, amelyek anatomiai poziciojuk alapjan Kis motoneuronok, illetve centralis
szenzoros neuronok lehetnek. A PACAP-IR neuronok egy részét morfologiai tulajdonsagaik és
anatomiai elhelyezkedésiik alapjan neuroszekrécios sejtként azonositottuk.

A kozponti idegrendszerben immunhisztokémiai modszerrel kimutathaté PACAP- IR
neuronokat csak a kozvetlen kikelés elott allo (E4) embriokban talaltunk, mig az els6 PACIR-
szerii fehérjét expresszald struktirak mar az embrionalis fejlodés elsé szakaszaban (E1)
megjelentek az embriok kozponti és periférias idegrendszerében is. A kozponti idegrendszerben
gangliononként néhany PACIR immunpozitiv sejtet és antero-poszterior irdnyban lefutod
poliszegmentalis rostrendszert talaltunk. A szegmentélis idegek egyik fejlddési stadiumban sem
tartalmaztak PACAP-, illetve PACLR-IR rostokat, ami az embrionalis idegrendszer jelolt
sejtjeinek interneuronalis jellegét valosziniisiti.

A kikelt és kifejlett egyedek kozponti idegrendszerének eltéré PACAP/PACIR-IR
mintdzata arra utal, hogy a peptid - specifikus receptor rendszer posztembriondlis fejlédése

jelentés mértékii.



Fénymikroszkopos vizsgalatokkal gomb alaku, lathaté nyalvany nélkiili PACAP-IR és
PAC1R-IR sejteket azonositottunk az E1 fejlodési stadiumi embriok testfalaban, ami a
PACAP(-szerii peptid) periférias felszabadulasara és parakrin hatasara utal. Kés6bbi fejlodési
allapotban (E3, E4), a testfalban a nyulvany nélkiili PACIR-IR sejtek helyén henger alaku
nyalvanyos, primér érzékhamsejteket talaltunk, ami PACAP(-szeri peptid) primer
érzékhamsejtek differencialodasaban betoltott szerepét valoszintsiti. Egy a PACAP-IR rostok
altal 1étrehozott plexust is azonositottunk a formalddé szajnyilas szubepidermalis szoveteiben,
melyb6l a PACAP(-szerli peptid) mas gerinctelen szervezetekben leirtakhoz hasonlo, a

kemoszenzoros informéacio feldolgozasaban betoltott szerepére kovetkeztethetiink.

A PACI1 receptor ultrastrukturalis lokalizacidja fejlodo és kifejlett egyedekben

Ultrastruktaralis vizsgéalataink szerint mind a kifejlett mind a fejl6dé egyedek kozponti
idegrendszeri neuronjaiban a PACI1R a durva felszini endoplazmatikus retikulum (DER)
ciszternaiban, €s kiilonbozéd méretli és denzitasi vezikuldkban, illetve a plazmamembranban
lokalizaloédik. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a PACIR-szerli peptid a DER ciszterndin
szintetizalodik és a vezikularis transzport utjan szallitodik a plazmamembréanhoz.

Szamos szinapszisban talaltunk PACIR immunpozitivitast. Erdsen jelolédtek a
szimmetrikus szinapszisok pre-, és posztszinaptikus membranjai, ami arra utal, hogy a PACAP(-
szerli peptid) neurotranszmitter illetve modulator funkcidju bioaktiv anyag az E. fetida kézponti
idegrendszerében. Plazmamembranhoz kotott PACIR immunreaktivitast a csak a kisméreti,
sOtét citoplazmaju, vélhetéen szenzoros neuronok nytlvanyain talaltunk. Kifejlett allatokban az
extraszinaptikus szubmembran ciszternak is immunpozitivitdst mutattak, ami a PACAP
extraszinaptikus felszabadulasara utal, azaz a PACAP mas peptidekhez hasonloan
neuromodulatorként is funkcionalhat gytirtisférgek kozponti idegrendszerében.

Mivel a koézponti idegrendszer kisméretli vérereinek endothelje is PACIR-IR volt,

valoszinli, hogy a PACAP a véreloszlas szabalyozasaban is szerepet jatszhat.

A PACAP és a PACILR kvantitativ és szemikvantitativ meghatarozasa
Radioimmunoassay-vel (RIA) kimutattuk, hogy az expresszalodo PACAP(-szerli peptid)
koncentracidja kozel azonos az embriok El és E3 fejlodési stadiuma kozott, de a kikelést
kozvetleniil megeldzd stadiumban (E4) szignifikdns, hozzéavetdlegesen haromszoros
koncentracidemelkedés mérhetd.
A dot blot vizsgalatokkal PACAP-IR vegyiiletek jelenlétét mutattunk ki a zigotakat (EO)
koriilvevé kokonfolyadékban (albumen), amelyben a PACAP koncentracidja folyamatos

csokkent a kikelést megel6zé (E4) fejlodési stadiumig. RIA vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy



testfal szoveteiben is megtalalhaté a PACAP(-szer(i peptid) amely a legnagyobb mennyiségben
az ivarérett egyedek kokon albument termeld szervében (nyereg) fordult el6. Mindezekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a kokonban megjelend PACAP(-szerii peptid) a nyeregb6l szarmazhat
¢s a PACAP(-szerli peptid) a gerincesekben leirt folyamatokhoz hasonldan, szerepet jatszhat az
E. fetida reprodukcios folyamataiban, illetve az embriogenezisében.

A vérben a PACAP(-szer(i peptid) koncentracidja kozel tizszerese volt a hasdiclancban
mért értéknek. A PACAP(-szerii peptid) feltételezésiink szerint a hasdiclanc 3. szegmentalis
ideggyokerénél elhelyezkedd PACAP-IR, neuroszekrécios sejtenként azonositott neuronokbol
szarmazik. A vérben mért magas koncentracio, ¢és a PACI1R(-szerli peptid) endothelialis
lokalizacidja a PACAP neurohormon szerepére €és vazoaktiv funkcidjara utalhatnak.

A feln6tt allatok kozponti idegrendszerébdl €s a kiilonbozo fejlédési stadiumba tartozo
embriokbol WB és IP-WB technikakkal kimutatott PACI1R-szerli fehérje molekulatomege 50
kDa koriili volt. Far WB kisérletekkel kimutattuk, hogy a szintetikusan eldallitott PACAP38-at
koté molekula szintén 50 kDa tomegii.

Eredményeinkb6l arra kovetkeztethetiink, hogy az E. fetida teljes életciklusa alatt
expresszalodik egy PACLIR immunreaktiv, az in vitro eldallitott PACAP-hoz is k6t6dé peptid,
amely a PACIR egy uj, eddig még nem azonositott alternativ hasitasi terméke lehet. Jol ismert,
hogy a gerincesekben is valtozo a PACIR mérete, és tomege az eddig azonositott 5 kiilonb6zo
splice-variansban jelentds mértékii kiilonbséget mutatott.

Kisérleteink eredményeink szerint a PACAP(-szerti peptid) pleiotrop funkcioja az E.
fetidaban, mind fejlédésszabalyozo, mind neurotranszmitter és neuromodulator hatasa

valdszintisithetd a fejlodo és a kifejlett allatokban.

Az E. fetida PVK/PK rokon neuropeptidjeinek azonositasa és szekvencia-elemzése
Immunprecipitaciot kovetd tomegspektrometriai mérési modszerrel hat eddig még nem
azonositott neuropeptidet (SPFPRI/La, APFPRI/La, SPLPRI/La, SFVRI/La, AFVRI/La,
SPAFVRI/La) izolaltunk az E. fetida kozponti idegrendszerébdl, amelyeket C-terminalisuk
konzervalédott aminosavai alapjan XRI/Lamidoknak neveztiink el. Az izolalt peptidek C-
termindlis szekvencidi hasonl6sdgot mutatnak az eddig azonositott periviscerokininekkel és

pirokininekkel, ami az izolalt peptidjeink 6si jellegére utalnak.

Az XRI/Lamid rendszer jellemzése kifejlett E. fetida a hasduclancban
Az IR perikaryonok gangliononkénti szdma 112 és 124 kozott valtozott, nem mutatkozott

a sejtszamban szignifikans eltérés a tanulmanyozott hasdiclanc-szakaszokban. Valtozatos

cres



helyezkedtek el. A legtobb jelolt rost a neuropilben futd longitudinalis, interganglionaris
rostkoteg formalasaban vett részt. A szamos ipszilateralis nyulvany mellett néhany keresztezodo
rostot is talaltunk, amelyek az els6 szegmentalis ideg fel6l a harmadik szegmentalis ideggyokér
felé haladtak. Mindharom szegmentalis ideg tartalmazott IR rostokat. Az immunpozitiv sejtek és
a rostok jelentds része nyulvanylefutdsuk ¢és anatomiai poziciojuk alapjan a kozpont
interneurondlis, illetve motoros rendszeréhez tartozhatnak. Morfologiai jellegzetességeik és a
vezikuldk mérete alapjan 6 kiilonb6zd idegsejt tipust azonositottunk a hasdaclanc
ganglionjaiban. A 3. szegmentalis ideggydkereknél talalhato, lathato nyalvany nélkiili IR sejteket

ultrastrukturalis tulajdonsagaik alapjan neuroszekrécios sejtekként azonositottuk.

Az XRI/Lamid IR elemek eloszlasa az E. fetida embrionalis fejlédése soran

A kozponti idegrendszerben XRI/Lamid-szeri fehérjét expresszaldo strukturak antero-
poszterior iranyu fejlddése, az IR sejtszdm folyamatos novekedése, és az interganglionaris
rostrendszer differencidlodasa volt jellemzd. A megjelend IR sejtek legtobbje nyulvanyaik
lefutasa alapjan poliszegmentalis, illetve lokalis interneuron lehet, amelyeket a késébbi fejlodési
stidiumokban is ki lehet mutatni, ami az adott sejtek alland6é peptid-profiljara utal. A 3.
szegmentalis idegek gyokereinél megjelend sejtek a neuroszekrécios sejtek lehetnek.

Az embrionalis testfal XRI/Lamid-szerii fehérjét expresszalo rendszere egy permanens €s
egy atmenetileg jelen 1évd, kikeléskor mar nem kimutathato (tranziens) részre oszthato. A két
rendszer fejloddése parhuzamosan, de térben eltolva, eltéré mintazatot alkotva zajlik.

A tranziens rendszer immunpozitiv uni- és bipolaris neuronjai vékony, a Szenzoros sej-
tekre jellemz6 apikalis dentrit-szeri nyulvannyal rendelkeztek. Ezek el6szor az E1-es stadiumu
embridk testvégén jelentek meg, nytlvanyaik egy része belenétt a fejlod6 hasduclancba.

A permanens rendszer jelolt periférids sejtjei el6szor az E2-stadiumi embriok eliilsé
testfalaban jelentek meg. A rendszer tipikus eleme a minden testszelvényben eléforduléd bipolaris
sejtpar, amelynek nyulvanyai nem 1éptek be a Kontalateralis ganglionfélbe, ezért feltételezhetjiik,
hogy ezek a sejtek periférids érzéksejtek lehetnek.

Els6ként azonositottuk az embrionalis bérizomtomloben megjelend, jelolt rostokbal allo
négyzethdlos rendszert, amelynek rostjai mindharom szegmentalis idegben illetve a sertetokok
koriil is megjelentek. A rostrendszerben valdszinlileg megtaldlhatok a sertetokok elmozduldsat
érzékeld, mechanoreceptor funkcidoval rendelkezd szabad idegvégzddések és/vagy a
sertemozgat6 izmok kontrakciojat kivaltdé mozgatorostok. Az altalunk leirthoz hasonld periférias
struktrat sem oligochaetakban, sem hirudinoidakban, sem polychaetakban nem mutattak Ki.
Szerkezetének differencidloddsa és lehetséges funkcidinak feltardsa tovabbi vizsgalatokat

igényel.



Osszefoglalas

A neurotranszmitter, neuromodulator vagy neurohormon funkcidéju neuropeptidek mint
szignalmolekuldk szertedgazo, gyakran pleiotrop funkciot latnak el mind az embrionalis fejlodés
alatt mind a kifejlett allati szervezetben. Jelen dolgozat a kifejlett és fejlodé Eisenia fetida
egyedekben két konzervativ neuropeptid csoport, a gerinces hipofizis adenilat ciklaz-aktivalo
polipeptidet (pituitary adenylate cyclase activating polypeptide, PACAP) és a rovar CAPA-
peptideket (periviscerokininek és pirokininek) expresszald strukturdk funkcionalis anatomiai
szervezddését targyalja.

Kimutattuk mind a PACAP-szerii, mind a PACI1 receptor (specifikus PACAP receptor-
szerli peptidek expressziojat a tragyagiliszta teljes ¢letciklusa alatt. Ezek jelenlétét, illetve
koncentracidvaltozasat radioimmunoassay, dot blot, immunhisztokémiai és kiilonb6z6 western
blot modszerekkel vizsgaltuk kifejlett allatokban, illetve kiilonb6zd fejléddeési szintli embridkban.
A PACAP-szeri peptid a teljes embrionalis fejlodés alatt kimutathato volt nemcsak az
embriokban, hanem az azokat koriilvevé kokonfolyadékban is. Az ivarérett allatoknak a
kokonfolyadék termeléséért felelds szerve (nyereg) illetve vérmintai is magas koncentracidban
tartalmaztak PACAP-szer(i peptidet. Emellett az embriogenezis alatt, és a kifejlett allatokban is
kimutathaté volt egy 50 kDa tomegili, szintetikus PACAP38-at kotd, PAC1R-szerli peptid
jelenléte. Immunhisztokémiai vizsgélataink feltartdk a PACAP-szeri, ¢s a PACIR-szerii
peptidek eloszlasat a hasduclancban és a periférian (bélcsatorna, testfal) fejlodo és kifejlett
egyedekben egyarant. Eredményeink a PACAP-szerii peptidnek gerincesekhez hasonld pleiotrop
funkcioju  fejlodésszabalyozo, illetve késObbi ¢életszakaszokban neurotranszmitter és
neurohormon szerepére utalnak.

Immunprecipitacidt kovetd tomegspektrometriai vizsgalatokkal, valamint szekvencia
analizissel, illetve fény- és elektronmikroszkopos immuncitokémiai modszerekkel hat i CAPA-
peptidekkel rokon neuropeptid expresszidjat mutattuk ki kifejlett E. fetida hasdiclancaban. Az
immunpozitiv neuronoknak hat kiilonb6zé morfoldgiai tipusat sikertiilt elkiiloniteniink a kifejlett
hasdtclancban, ami a CAPA-peptid tartalmi neuronok morfologiai, és valdszintileg funkcidbeli
heterogenitasara utal. Kimutattuk a CAPA-peptid tartalm(i neurondlis elemek jelenlétét és
folyamatos differencialodasat a tragyagiliszta embriondlis fejlédése alatt is. Eredményeink
alapjan a filogenetikailag konzervativ CAPA-peptidek nemcsak izeltlabliakban illetve
puhatestiiekben, hanem gytirtisférgekben is megjelennek ¢és azok idegi és neuroendokrin

szabalyozéasban jatszanak szerepet.
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