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Az értekezésben leggyakrabban hasznalt roviditések jegyzéke

P — progeszteron

T — tesztoszteron

E>— sztradiol (estradiol)

HPG — hipotalamusz-hipofizis-gonad (hypothalamus-hypeohysis-gonad)
GnRH — gonadotropin-felszabaditéo hormon (gonadotropin-releasing hormone)
(N)ER — (nuklearis) 6sztrogén receptor (estrogen receptor)

FSH — follikulus-stimulalé hormon

LH — luteinizal6 hormon

CNS — kozponti idegrendszer (central nervous system)

AKH — adipokinetikus hormon

CRZ — corazonin

ACP — AKH/CRZ-hez kapcsolodo peptidek

IHC — immunhisztokémia (immunohistochemistry)

EE> — etiniloszradiol (ethynilestradiol)

P5 — pregnenolon

HSD - hidroxiszteroid-dehidrogenaz

Ad — androsztendion

E1 — Gsztron (estrone)

DHT — dihidrotesztoszteron

CYP — citokrom P450 (cytochrome P450)

(N)AR — (nuklearis) androgén receptor

(n/m)PR — (nuklearis/membran) progeszteron receptor

NR3 — nuklearis receptorok harmadik alcsaladja (nuclear receptor subfamily 3)
PGRMC - progeszteron receptor membran komponens (progesterone receptor membrane
component)

5-HT — szerotonin (5-hydroxytryptamine)

ly-GnRH/CRZ — lymnaea-GnRH/CRZ

HPLC — nagy teljesitményii folyadékkromatografia (high performance liquid chromatography)
MS — tomegspektrometria (mass spectrometry)

MALDI-TOF — matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizacios repiilési id6 (Matrix-assisted
laser desorption/ionization time of flight)

NTC — negativ kontroll, amiben nincs templat (no template control)

RTO — negativ kontroll, amiben nem volt reverz transzkripci6 (no reverse transcription)
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PBS — foszfat puffer (phosphate buffer saline)

BSA — borju szérum fehérje (bovine serum albumin)
TX — Triton-X

DPBS — Dubelco PBS

WB — Western blot

TBS — Tris puffer

T20 — Tween20

StAR - szteroidgenezist akutan regulalo fehérje (steroidogenic acute regulatory protein)

Az értekezésben megjelené neuronalis elemek (idegducok, neuronok, neuron csoportok)
roviditési jegyzéke

(L/R)CG — (bal/jobb oldali) agyduc (left/right cerebral ganglion)

(L/R)BG — (bal/jobb oldali) pofaduc (left/right buccal ganglion)

(L/R)PeG — (bal/jobb oldali) labduc (left/right pedal ganglion)

(L/R)PIG — (bal/jobb oldali) kopenyduc (left/right pleural ganglion)

(L/R)PaG — (bal/jobb oldali) fali duc (left/right parietal ganglion)

VG - zsigerduc (visceral ganglion)

RN — gytirtineuron (ring neuron; reprodukci6 szabalyozasa)

Pelb — labduc Ib neuron csoportja (pedal Ib cluster; reprodukcid szabalyozasa)

CDC - kaudodorzalis sejtek (caudodorsal cells; reprodukcié szabalyozasa)

CGC - agyi oriés sejt (cerebral giant cell; a taplalkozasi magatartast szabalyoz6 neuronhélozat
szerotonerg interneuronja)

RPeD1 - jobb oldali l1abduc dorzalis 1 (right pedal dorsal 1; a szivmiikodést szabalyozé neuralis
hal6zat modulacids, valamint a 1égzést szabalyozo neuronhaldzat dopaminerg CPG neuronja)
B1-B4 — pofaduc 1-4 (buccal 1-4; taplalkozasi motoneuronok)

Acl — A-csoport (A cluster)

Ecl — E-csoport (E cluster)

LPeD1 - bal oldali labduc dorzalis 1 (left pedal dorsal 1)

HIJK — HIJK neuron csoport (HIJK cells; zsigerduc; a szivmiikddést és 1égzést szabalyozo
neuralis haldézatok motoneuronjai)

Mcl — M-csoport (M cluster)

Bcl — B-csoport (B cluster)

VD1 - zsigerduc dorzalis 1 (visceral dorsal 1)

RPD2 — jobb oldali fali duc dorzalis 2 (right parietal dorsal 2)
6



1. BEVEZETES

A progeszteront (P), tesztoszteront (T) és 17p-0sztradiolt (E2) - mint a legfébb gerinces szex
szteroidokat - az 1920-30-as években fedezték fel (Corner és Allen, 1929; David és mtsai, 1935;
Huffman és mtsai, 1940), majd az 1950-es évek végén szamoltak be el6szor ezeknek a szex
szteroidoknak a jelenlétér6l a puhatestiieckben (Hagerman és Wellington, 1957). Akkoriban
¢ésszerii volt a feltételezés, hogy ezek a szteroidok endogén eredetiiek €s ugyanolyan hormonalis
funkciot toltenek be a puhatestiiekben, mint a gerincesekben - az els6 ezt leird funkcionalis
tanulmanyt mar 1959-ben publikaltak (Aubry, 1959). Ebben a hitben az elmult 70 évben a
puhatestiick szaporodasanak szabalyozasaval foglalkozd szédmos tanulmény fokuszalt a
gerinces hipotalamusz-hipofizis-gonad (HPG) tengely gerinctelen homologjaira, a szex
szteroidokra, valamint a szintézisiikkel és jelaltviteli mechanizmusukkal kapcsolatos
fehérjékre. Analitikai, biokémiai, immunhisztokémiai (IHC), molekularis biologiai és
viselkedési méréseket hasznalva tobb szaz cikk arra a kovetkeztetésre jutott, hogy 1) a gerinces
gonadotropin-felszabadit6 hormon (GnRH) puhatestii homoldgjanak ugyanaz a funkcioja, mint
a gerincesekben; 2) a puhatestiick képesek a gerinces szex szteroidok de novo szintézisére; 3) a
puhatestiiekben megtalalhatéak funkcionalis szex szteroid kotd receptorok €s 4) a puhatestiick
igy vagy ugy reagalnak, ha gerinces szteroidoknak vannak kitéve.

Azonban 2010-t61 kezdve kritikai 6sszefoglalok kezdték megkérddjelezni azt a hitet,
hogy a puhatestiick endokin rendszere hasonlit a jol jellemzett gerinces endokrin rendszerhez,
valamint azt, hogy a szex szteroidoknak ugyanaz a funkcidja a gerinctelenekben, mint a
gerincesekben (Balbi és mtsai, 2019; Fernandes és mtsai, 2011; Fodor és mtsai, 2020a; Fodor
¢és Pirger, 2022; Horiguchi és Ohta, 2020; Minakata és Tsutsui, 2016; Pirger és mtsai, 2018;
Scott, 2012, 2013, 2018).

A puhatestli neuroendokrinolédgia vita targyat képzo hipotézisei és megvalaszolatlan
kérdései alapjan célul tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk a nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis)
gerinctelen modellallat neuroendokrin rendszerét, amely hozzajarulhat a puhatestiiek

neuroendokrin €s reprodukcios rendszerének funkcionalis €s evoliicios megértéséhez.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A gerinces és puhatestii reprodukcio neuroendokrin szabalyozasa

A gerinces reprodukcionak és az azt szabalyzd neuroendokrin rendszernek az alapja a HPG
tengely (1A abra) (Kaprara ¢és Huhtaniemi, 2018). A hipotalamusz hipofizeotrop
(parvocellularis) neuronjaibol felszabadul a GnRH, amely a portalis keringés révén eljut a
Sower, 2010). Két gonadotropin hormon talalhaté a gerincesekben - a follikulus stimulald
hormon (FSH) és a luteinizald6 hormon (LH) -, ezek a véraramon keresztiil elérik a gonadokat,
ahol kozvetlen vagy kozvetett médon stimulaljak az ivarsejtek képzodését €s a szex szteroidok
bioszintézisét (LA abra). A puhatestiieknek szintén van reprodukciot iranyité endokrin
rendszere, ugyanakkor morfoldgiai szempontbol nagyon kiilonbozik a gerincesekétdl és még

igen kevéssé ismert (,,dark area’) (Di Cristo és Koene, 2017).

A B
1. Hipotalamusz
Jesn Yk
Reprodukciot iranyité
2. Hipofizis eliilsé lebenye kiilonbozé idegsejtek és idegsejt csoportok

;1::::&;::5;:;35 / \ gytiriineuron, CDC, dorzilis testek, Pelb csoport,
RCG-al, RCG-vl, RCG-1I és szorvanyos neuronok (RPa, RPe, RP1)

LH FSH

S AN
ﬂ'\\ Neuropeptidek | Neurotranszmitterek
%, (pl. FMRFa) (pl. 5-HT)
7
L

s (it tvarrendszer

(pl. himnés mirigy, prosztata mirigy,
pénisz komplex)

3. Gonadok

(petefészek vagy here)

1. dbra: A reprodukcio kézponti szabalyozdsa a gerincesekben (A) és a L. stagnalis-ban (B). (A) A HPG
tengely sematikus reprezentdcioja mindkét gondddal. A szex szteroid (példaul P és T) szekrécio (és
ivarsejt termelés) szabadlyozasanak hdarom szintje van:1) a hipotalamusz hipofizeotrop sejtjei (GnRH
szintezis és szekrecio), 2) a hipOfizis eliilsd lebenyének gonadotropin sejtjei (FSH és LH szintézis és
szekrécio) és 3) a gonadok endokrin sejtjei (szteroid és peptidhormon szintézis és szekrécio). A végso
effektorok a szex szteroidok. A szintek kozott visszacsatolasi hurkok vannak, igy biztositva a rendszer
preziz szabadlyozasdt. (B) A L. stagnalis reprodukcidjdat irdnyité neuronok és neuron csoportok
(részletezve a 6. abrdn és a 2. tdbldzatban). A szaporodds neuroendokrin szabdlyozdsa alapvetden
szamos neuropeptid (példaul FMRFa) és neurotranszmitter (példaul szerotonin [5-HT]) hatdasdnak
szinkronizalasaval valosul meg. Roviditések: CDC — kaudodorzdilis sejtek; Pelb — ldbdic Ib neuron
csoportja; RCG-al — jobb oldali agyduc anterior lebenye; RCG-VI — jobb oldali agydic ventradlis
lebenye; RCG-Il — jobb oldali agydiic laterdlis lebenye; RPa — jobb oldali fali diic; RPe — jobb oldali
labuc; RPI — jobb oldali kdpenydiic

A puhatestiiekben — beleértve a L. stagnalis-t, amelynek neuroendokrin és
reprodukcios rendszerét vizsgaltak legrészletesebben a puhatestii fajok koziil (Benjamin, 2008;
Benjamin és Kemenes, 2020; Di Cristo és Koene, 2017; Koene, 2010; Lagadic és mtsai, 2007,
Pirger és mtsai, 2018 9sszefoglalok) —nem talalhaté meg a gerinces HPG tengellyel homolog
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hierarchikus rendszer (1B abra), a reprodukcié iranyitasaért felelés neuronok és neuron
csoportok szétszorva vannak a kozponti idegrendszer (CNS) idegducaiban (Di Cristo és Koene,
2017; Koene, 2010). Bar ezeknek a neuronoknak a nevezéktana eltér a kiilonboz6 puhatesti
fajokban, funkcionalis szempontbol viszonylag nagy konzervaltsagot mutatnak. A csigakra
kiilonosen jellemz6, hogy a reprodukcidé szabalyozasa alapvetbéen szamos neuropeptid
hatasanak szinkronizacidjaval torténik, amely végbemehet kozvetlen innervacioval,
neuroendokrin, illetve lokalis autokrin és parakrin modon (Di Cristo és Koene, 2017; Koene,
2010).

Kutatomunkam soran tobbségében a GnRH szupercsalad, a gonadotropinok, a szex
szteroidok szintézis és receptor-medidcid, valamint a gerinces szteroidok puhatestiickre
gyakorolt hatasanak vizsgalataval foglalkoztam, igy a disszertaciom tovabbi részeiben ezeknek

a targyaléasara fokuszalok.

2.2. A gerinctelen GnRH/corazonin peptidcsalad

A GnRH egy 6si neuropeptid szupercsalad, melynek eredete megeldzi az 0sszaju-tjszaju
szétvalast (Hauser és Grimmelikhuijzen, 2014; Plachetzki és mtsai, 2016; Sakai és mtsai, 2017,
Sakai és mtsai, 2020; Tsai, 2018). A szupercsalad els6 képvisel6jét, a gerinces GnRH-t az 1970-
es évek elején azonositotta a Nobel-dijas Roger Guillemin és Andrew Schally (Burgus és mtsai,
1972; Matsuo és mtsai, 1971), majd ezutan megkezd6dott a homolog peptidek keresése a
gerinctelen fajokban. A szupercsalad jelenleg 5 peptid csaladbol all: 1) gerinces GnRH; 2)
adipokinetikus hormon (AKH); 3) corazonin (CRZ); 4) AKH/CRZ-hez kapcsolodd peptidek
(ACP) ¢és 5) gerinctelen GnRH/CRZ (korabbi nevén gerinctelen GnRH) (Tsai, 2018
szamos valtozdson mentek keresztlil, amely sordn a gerinces GnRH a gerincesek
reprodukcidjanak kozponti iranyitojava valt (Tsai, 2018). A puhatestiickben a GnRH/CRZ ¢és
AKH csaladok talalhatdbak meg (Hauser és Grimmelikhuijzen, 2014; Tsai, 2018), a fejezet
tovabbi részeiben csak a GnRH/CRZ csaladra fokuszalok.

Bar a puhatestiickben nem talalhaté homolog struktara a gerinces hipotalamuszhoz, a
gerinces GnRH homologjanak jelenlétét mar az 1990-es évek végén feltételezték ezekben a
fajokban (Zhang és mtsai, 2000). Nem sokkal késébb az els6é peptidet — az octopus-GnRH-t
(oct-GnRH) — 2002-ben azonositottak a k6zonséges polipban (Octopus vulgaris) (Iwakoshi és
mtsai, 2002). Az oct-GnRH elnevezésnek két oka volt: az aktiv peptid szerkezetének
hasonlosaga a gerinces GnRH-hoz és az a megfigyelés, hogy a peptid stimulalta a gonadokban
az LH felszabadulasat (Iwakoshi és mtsai, 2002).
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Mivel az oct-GnRH volt ez elsé leirt gerinctelen GnRH/CRZ peptid, nem volt mas
elérhetd relevans szekvencia, amely filogenetikai betekintésre adott volna lehetdséget.
Szerencsétlenségre, az oct-GNRH-nak nem tipikus C-terminalis médositasa van, igy az aktiv
peptid egy amidalt glicin végii dodekapeptid (12 aminosav) és emiatt Szerkezetileg hasonl6 a
gerinces GnRH peptidekhez. Az aktiv oct-GnRH-rol késébb kideriilt, hogy szerkezetileg
nagyon szokatlan, mivel a kagylok és csigdk esetében az aktiv GnRH/CRZ mindig
undekapeptid (11 aminosav) (Roch és mtsai, 2014; Tsai, 2018). Ha az oct-GnRH egy tipikusabb
11 aminosavas GnRH/CRZ peptid lenne, akkor az els6 vizsgalatok soran azt a kvetkeztetést
vontak volna le, hogy a szekvencia hossza és konzervaltsaga Osszességében ugyanolyan
hasonlova teszi a gerinces GnRH csaladhoz, mint a gerinctelen CRZ csaladhoz. A CRZ peptidet
az amerikai csotanyban (Periplaneta americana) irtak le elszor és a szivmiikodésre gyakorolt
stimulalo hatasa alapjan nevezték el (Veenstra, 1989). A csalad tagjai multifunkcionalis
undekapeptidek az izeltlabuakban (Hauser és Grimmelikhuijzen, 2014; Tsai, 2018).
Valoszintileg a gerinces GnRH szerkezetéhez vald hasonldsag miatt dontottek tigy a szerzok,
megjegyezni, hogy az oct-GnRH-t akkor talaltak meg, amikor a szivfrekvenciat gyorsito
peptideket vizsgaltak az O. vulgaris-ban (Iwakoshi és mtsai, 2002), de a peptid mégsem ez
alapjan kapta a nevét. Mivel az oct-GnRH név arra utal, hogy a peptidnek ugyanaz, vagy
hasonl6 funkcidja van, mint a gerinces GnRH-nak, szamos soron kovetkezd tanulmany — féleg
a kagylok esetében — leginkabb a reprodukcio vizsgalatara fokuszalt a peptidcsalad tagjainak
vizsgalata soran és folytatta a gerinctelen GnRH elnevezés hasznalatat (Bigot és mtsai, 2012;
Iwakoshi-Ukena és mtsai, 2004; Lindemans és mtsai, 2011; Nagasawa és mtsai, 2015¢; Osada
¢s Treen, 2013; Song ¢és mtsai, 2015; Stewart és mtsai, 2016; Treen €s mtsai, 2012; Tsai €s
Zhang, 2008; Tsai és mtsai, 2010; Zhang és mtsai, 2008).

A masodik GnRH/CRZ peptidet — az aplysia-GnRH-t (ap-GnRH) — a tengeri nytlban
(Aplysia californica) azonositottak, a 11 aminosavas peptid elnevezése két kritériumon alapult:
szerkezeti hasonlosag az oct-GnRH-hoz és egy limitalt filogenetikai elemzés (Zhang ¢és mtsai,
2008). Mivel az oct-GnRH volt az egyetlen relevans peptid, amihez hasonlitani lehetett, az ap-
GnRH nevezéktana gyakorlatilag ugyanazt az utat jarta be. Ugyanigy, mivel az ap-GnRH
filogenetikai vizsgéalatdhoz csak az oct-GnRH-t és a gerinces GnRH szekvencidkat lehetett
hasznalni, az elemzés csak annyit mutatott, hogy a gerinces GnRH csalad az oct-GnRH ¢és az
ap-GnRH testvér-csoportja.

A késébbi funckiondlis tanulmanyok eredményei ugyanakkor azt mutattadk, hogy az

azonositott gerinctelen GnRH peptidek multifunkcionalisak és egyarant felelések
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reproduktiv és nem reproduktiv folyamatok szabalyozasaért is, s6t nem minden puhatestii
faj esetében vesznek részt a reprodukcid iranyitasaban (lwakoshi-Ukena és mtsai, 2004; Jung
¢s mtsai, 2014; Minakata ¢és mtsai, 2009; Nagasawa és mtsai, 2015b; Tsai és mtsai, 2010).
Tovéabba az egyre szigorubb, AKH, CRZ és ACP szekvencidkat is hasznalo filogenetikai és
filogenomikai elemzések demonstraltak, hogy a gerinctelen GnRH-nak elnevezett peptidek
nincsenek szorosabb rokonsagban a gerinces GnRH csaladdal, mint példaul a CRZ, AKH ¢és
ACP csaladokkal (Hauser és Grimmelikhuijzen, 2014; Plachetzki és mtsai, 2016; Roch és
mtsai, 2014; Tsai, 2018). Az oct-GnRH ¢és ap-GnRH receptorok azonositasat (Kanda és mtsai,
2006; Kavanaugh és Tsai, 2016) kovet6 filogenetikai és filogenomikai elmezések pedig
egyértelmiien ravilagitottak arra, hogy a gerinctelen GnRH receptorok legkdzelebbi rokonai és
ortologjai nem a gerinces GnRH receptorok, hanem a CRZ receptorok (Hauser és
Grimmelikhuijzen, 2014; Kavanaugh ¢és Tsai, 2016; Plachetzki és mtsai, 2016; Roch és mtsai,
2014; Tsai, 2018; Zandawala és mtsai, 2018).

Mindezek alapjan, az eredetileg hasznalt, reprodukcioban kiemelt szerepre utald
evolucios leszarmazasat. A jelenlegi konszenzus javaslat az, hogy ezeket a peptideket a CRZ

csalad tagjaiként kell azonositani (Tsai, 2018 6sszefoglalo).

2.3. Gonadotropin hormonok a puhatestiiekben

A puhatestliekben nincs homolodg struktira a gerinces hipofizishez, mivel az a gerinchurosok
fejlodése alatt tortént genom duplikaciokat kovetd neofunkcionalizalédas soran alakulhatott Ki
(feltehetdleg ez vezetett a gerinces GnRH reprodukcidban betoltott kozponti szerepéhez is)
(Roch és mtsai, 2011; Tsai és Zhang, 2008; Zhang ¢és mtsai, 2018b). Tovabba, genomikai
nézOpontbdl semmilyen bizonyitéka nincs annak, hogy a puhatestlicknek vannak gonadotropin
hormonjai, mivel az FSH- és LH-specifikus alegységet kodold gének a glikoprotein hormon
csalad gerinces-specifikus tagjai (Dufour és mtsai, 2020). Mégis van néhany publikacio, ami
azt allitja, hogy a gonadotropin hormonok jelen vannak a puhatestlickben, azonban ez a
kijelentés pusztan anti-human-FSH/LH antitesteket hasznaldo IHC vizsgalatokon alapszik
(Nuurai ¢és mtsai, 2020; Omran, 2012). Az IHC-t azonban rendkiviill megbizhatatlan
technikanak tartjak a fehérjék vizsgalatara (Baker, 2015b, 2015a; Bradbury €s mtsai, 2015),
kiilondsen, ha gerinces fehérjék ellen készitett antitesteket hasznalnak a specifikus gerinctelen
fehérjék azonositasara és/vagy lokalizacidjanak vizsgalatara. Osszegezve, nincs bizonyitéka
annak, hogy endogén uton keletkezé és funkcionalisan mikédoé FSH és LH megtalalhaté

a puhatestiiekben.
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2.4. Szex szteroid szintézis a puhatestiiekben
A gerincesekben a szex szteroidok (példaul P, T és E») a gonadokban szintetizalddnak. Bar
ugyanolyan, vagy legalabb hasonlé karakterisztikaju endokrin sejtek nem talalhatéak meg a
puhatestiiekben (Horiguchi és Ohta, 2020), a gerinces szex szteroidokat ki lehet mutatni benniik
(Scott, 2012). Ugyanakkor szamos, ha nem az Osszes szex szteroid endogén eredete erdsen
megkérddjelezhetd a puhatestiiekben (Scott, 2012, 2018). Az allati szteroidok utolsé kozds
prekurzora a koleszterin, ami egy 10 1épéses folyamat soran épiil fel a szkvalénbdl (Desmond
korben elterjedt az eukariota fajokban, csak néhany 6sszaju (példaul rovarok, hengeresférgek)
torzsben tiint el masodlagos elvesztéssel az evolucid soran (Markov és mtsai, 2017). A 27
szénatomos koleszterin az alapja a gerinces szex szteroidok szintézisének (2. abra). A folyamat
nagyon hasonlé a katabolizmushoz ¢és olyan termékeket (,,metabolitokat”) eredményez,
amelyek 21 (progesztinek), majd 19 (androgének), majd 18 (&sztrogének) szénatomot
tartalmaznak (2. abra) (Payne és Hales, 2004). Ezeknek a szex szteroidoknak a jelenlétérdl a
kagylo, csiga és fejlabu szovetekben széles irodalom all rendelkezésre (Fernandes és mtsai,
2011; Giusti és Joaquim-Justo, 2013; Janer és Porte, 2007; Scott, 2012, 2018). Ugyanakkor, a
2000-es évektdl kezdve szamos alkalommal igazoltak, hogy 1) a kornyezet (beleértve a
laboratoriumot is) tobb, mint elegendd felvehetd szteroidot tartalmaz, 2) a puhatestiiek nagyon
konnyen fel tudjak venni azokat a kdrnyezetbdl €s 3) észterifikalt formaban hetekig-hoénapokig
is képesek tarolni 6ket (Scott, 2018). A szex szteroidok felvételének és raktarozasanak
lehetéségét el6szor csigakban irtak le (Gooding és LeBlanc, 2001), majd ezt kovetéen az elmult
20 évben szamos alkalommal megerdsitették kiilonb6zo csiga és kagylo fajok vizsgalataval a
megfigyelést (Dimastrogiovanni és mtsai, 2015; Giusti és Joaquim-Justo, 2013; Gooding ¢és
LeBlanc, 2001; Guercia és mtsai, 2017; Janer és mtsai, 2004; Janer és mtsai, 2005; Katsiadaki
és mtsai, 2021; Labadie és mtsai, 2007; Le Curieux-Belfond és mtsai, 2005; Leblanc és mtsai,
2005; Peck és mtsai, 2007; Puinean és mtsai, 2006; Schwarz ¢és mtsai, 2017a, 2017b, 2018).
Tovabba azt is kimutattak, hogy a szintetikus etinil-6szradiol (EE2) — ami egy tisztan ember
alkotta termék és nagyon valdszinfitlen, hogy az allatok meg tudjak endogén Uton szintetizalni
— is kimérhetd a kornyezetben gytijtott csigak szoveteiben (Almeida és mtsai, 2020; Hallmann
és mtsai, 2016; Lu €s mtsai, 2001; Pojana és mtsai, 2007). Mindezek alapjan, csak mert a szex
szteroidok kimutathatéak a puhatestii szovetekben, nem lehet arra kovetkeztetni, hogy az
allatok endogén uton maguknak szintetizaljak azokat (Scott, 2018).

A koleszterin olyan mennyiségben van jelen a puhatestiieckben, ami tobb, mint elég

ahhoz, hogy prekurzorként szolgaljon a szteroidok szintéziséhez (Altelaar és mtsai, 2005; Idler
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¢s Wiseman, 1972; Scott, 2012). Arrél viszont vita folyik, hogy melyik faj képes de novo
szintetizalni a sajat koleszterinjét, vagy azt sziikséges a taplalkozés soran megszereznie tovabbi
felhasznalasra (Scott, 2012), viszont ez a szteroid szintézis szempontjabdl Iényegtelen, mivel
mindkét forrasbdl szarmazo koleszterin ugyanugy felhasznalhatd. Ugyanakkor nincs szilard
bizonyitéka annak, hogy a koleszterinb6l a gerincesekben leirt katabolikus méddon szteroidok

képzdédnek a puhatestiickben (Scott, 2012).
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2. abra: A gerinces szex szteroidok (progesztinek, androgének, osztrogének) bioszintézis utvonala az
egyes lépéseket katalizalo enzimekkel. Hat lépés/reakcio — még ha néhany alacsony hatasfokkal is - ugy
tiinik, hogy jelen van a puhatestiiekben (zold pipaval és kerddjellel jelolve). A koleszterin-oldalanc
hasito enzim és az aromatdz génket nem talaltak meg egyik puhatestii genomban sem (piros X-el jelélve).
Roviditések: HSD — hirdoxiszteroid-dehidrogendz.
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A gerinces szex szteroidok szintézisében két tipust reakcid vesz részt, az elsonél két
hidrogén atom beépiilése, vagy eltavolitasa torténik (oxidoreduktaz reakciok), a masodik
esetében OXigén atom beépiilések vannak. Az elsé tipusti reakcid a pregnenolon (P5)-P
atalakitasnal (3p-hidroxiszteriod-dehidrogenaz [3B-HSD] katalizalja — két hidrogén atom
eltavolitas a C-3 poziticidban 1év6 hidroxil csoportrdl), az androsztendion (Ad)-T, valamint az
osztron (E1)-E2 atalakitasnal (17B-HSD — két hidrogén atom hozzaadas a C-17 poziticioban
1évé oxo csoporthoz) és a T-dihidrotesztoszteron (DHT) atalakitdsnal (Sa-reduktdz — két

hidrogén atom hozzaadas a C-4 és C-5 kozotti kettds kotés mindkét oldalahoz) fordul eld (2.
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abra). Az oxidoreduktaz reakciok viszonylag egyszeriiek és konnyen demonstralhatéak minden
¢élélényben és mindenféle vegylilettel (azaz nem csak a szteroidokkal). Az eléfordulasukra a
puhatestiieckben szilard bizonyiték van, az adott atalakitdsok szdmos fajban is kimutathatok
(Scott, 2012) - példaul a P5-P az éti csigaban (Helix pomatia), a L. stagnalis-ban és az O.
vulgaris-ban (de Jong-Brink és mtsai, 1981; Di Cristo ¢s mtsai, 2010; Krusch és mtsai, 1979),
az Ad-T a pettyes éticsigaban (Helix aspersa) (Le Guellec és mtsai, 1987), az E1-E2 és T-DHT
az ehetd kékkagyloban (Mytilus edulis) (Labadie és mtsai, 2007; Schwarz és mtsai, 2017b).
Ugyanakkor - mivel a HSD enzimek részt vesznek mas metabolikus utvonalakban is (példaul
a lipidekében (Lima és mtsai, 2013)) - nincs arra bizonyiték, hogy ezek a reakciok egy olyan
»specifikus” szteroid szintézis utvonal részét képzeik, amely ekvivalens a gerincesekével. Ez
azt jelenti, hogy bar azonositottak homologokat a gerinces HSD enzimekhez a puhatesti
genomokban, a szubsztratjuk nem feltétleniil a szteroidok. Egy nemrég megjelent tanulmany
példaul egyértelmiien demonstralta két csigafajban, hogy az Sa-reduktdz farmakoldgiai gatlasa
(Baynes és mtsai, 2019).

A masodik tipusu reakcid viszonylag komplex, a katalizald enzimek a citokrém P450
(CYP) csaladba tartoznak (Payne és Hales, 2004). A reakcid a legegyszeriibb formajaban egy
oxigén atom kozvetlen beépiilését jelenti az adott szteroid vazaba. A koleszterin-E» itvonalon
azonban tobbszords oxigén atom beépiilések fordulnak eld, példaul a P5 szintézishez el6szor
egy-egy oxigén atomot kell rakni a C-20 és C-22 pozicidkra és aztdn egy harmadik oxigén atom
hasznalataval elektrosztatikus repulzié soran az elsd két oxigén atomot kell eltavolitani. A
masodik tipust reakcid a koleszterin P5 4talakitdsnal (koleszterin-oldallanc hasito
enzim/CYP11A katalizalja), a P-Ad atalakitasnal (17a-hidroxilaz/17,20-liaz [CYP17]) és a T-
E> atalakitasnal (aromatdz/CYP19A) fordul el (2. abra). Jelenleg nincs bizonyiték arra, hogy
a gerinctelenek képesek a koleszterin-oldallanc hasitasara, illetve a CYP11A gént nem talaltdk
meg egyik gerinctelen genomban sem (Fodor és mtsai, 2020a; Fodor és Pirger, 2022; Markov
¢és mtsai, 2009; Markov és mtsai, 2017; Scott, 2012). Mivel a rovarok vedlési hormonjanak C-
kifejlédhetett, amikor a rovar és gerinces vonal szétvalt. Ez magyarazhatja azt, hogy miért irtak
le egy ,,részleges fehérje egyezést” a CYP11A-hoz a M. edulis-ban (Blalock és mtsai, 2018).
Ugyanakkor ez erdsen spekulativ, mivel a novények szintén képesek hidroxil csoportot
kialakitani ezekben a poziciokban (Ohnishi, 2018). A P-Ad atalakitasra ugy tiinik képesek a
puhatestiick is (Fernandes és mtsai, 2011; Scott, 2012). Tovabba a CYP17 homoldgja is

megtalalhat6 a puhatestii genomokban (Goldstone és mtsai, 2015; Guo és mtsai, 2010; Guo és
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mtsai, 2013; Thitiphuree és mtsai, 2019; Thongbuakaew ¢és mtsai, 2016; Zanette és mtsai,
2010), de az aminosav szekvenciaja nagyon eltér a gerinces CYP17-t61 és még nem vizsgaltak,
hogy képes-e 170-hidroxildciora és az azt kovetd oldalanc hasitasra. Tobb, kagylokon és
csigakon végzett tanulmany alapjan — habar igen alacsony hatasfokkal - képesek a puhatestiiek
a T-E» atalakitasra (,,aromatéz aktivitas”) (Hallmann és mtsai, 2019; Le Curieux-Belfond és
mtsai, 2001; Matsumoto és mtsai, 1997; Morcillo és Porte, 1999), ugyanakkor a gerinces
CYPI9A gén homoldgja nem talalhatd6 meg a puhatestii genomokban (Callard és mtsai, 2011;
Castro ¢és mtsai, 2005; Fodor és mtsai, 2020a; Fodor ¢és Pirger, 2022; Markov ¢és mtsai, 2017,
Mizuta és Kubokawa, 2007; Scott, 2012). Ennek ellenére tobb tanulmany is arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a CYP19A megtalalhatd a kagylok és csigak szoveteiben
(Matsumoto és mtsai, 1997; Osada és mtsai, 2004; Prisco és mtsai, 2017; Rosati és mtsai,
2019), de ez csak anti-human CYPI9A antitesteket hasznaldo THC vizsgalatokon alapszik,
amelyek — ahogy az FSH és LH esetében is — erdsen megkérddjelezheté bizonyitékok. A
CYPI9A gén hidnyanak ellenére nyomokban kimutathat6 Ez produkci6 valoszinii magyarazata
az enzim promiszkuitas jelensége (Atkins, 2015; Lathe ¢és mtsai, 2015). Ugyantigy, ahogy a
HSD-k egynél tobb szubsztratot képesek felismerni (és ahogy az antitestek egynél tobb
liganddal is keresztreakcioba 1éphetnek), nem kizart, hogy egyik vagy masik (még azonositasra
vard) puhatestli CYP enzim gyenge affinitassal rendelkezik a T vagy Ad irant, ami lehetové
teszi szamukra, hogy végrehajtsak az E»-vé alakitast. Hasonld ,,cross talk”-ot a gerinces
CYPI11A és CYP17 kozott is kimutattak mar (Atkins, 2015; Lathe és mtsai, 2015).
Osszefoglalva, az eddig vizsgalt puhatestii fajokban kapott eredmények alapjan a
gerinces szex szteroid szintézis utvonal harom kulcsfontossagu lépése (koleszterin-
oldallanc hatitds, 17a-hidroxilacié és aromatizacid) hianyzik, vagy nagyon gyenge
aktivitassal fordul csak elé a puhatestiiekben. Tovabba, az elsé és harmadik reakciot
katalizalo gerinces enzimek génjeinek homolégja nem talalhatok meg a puhatestii

genomokban.

2.5. A puhatestiiekben leirt szex szteroid receptorok

A szintetizalt szex szteroidok mellett a receptorukra is szilkség van a HPG tengely
miitkodéséhez (Kaprara és Huhtaniemi, 2018). A relevans f6 gerinces receptorok az ER, az
androgén (AR) és a progeszteron receptorok (PR), mindegyiknek van membran (a teljes készlet
kb. 5%-a; példaul mPR) és nuklearis (példaul nPR) formaja (Levin és Hammes, 2016). A
hatdsukat genomi mechanizmusokon keresztiil kifejtd nuklearis receptorokkal ellentétben a

membran tipustiak sejtfelszini receptorok és gyorsan fejtik ki hatasukat az intracellularis
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jelatviteli kaszkadok modulalasaval. A nuklearis formak a nuklearis receptorok harmadik
alcsaladjaba (NR3) tartoznak és kozos jellemzojiik, hogy 7 funkcionalis domént (A-F)
tartalmaznak — példaul a C domén felelés a DNS kotésért, az E domén pedig a ligandkotésért
(Levin és Hammes, 2016).

A jelenlegi teoria az, hogy az 6si szteroid receptorbdl egy gerinchuros-specifikus 6si
génduplikaciot kovetden alakultak ki az NR3A (nER) és NR3C (nPR, nAR) receptor csaladok
a gerincesekben. Ez megmagyarazza, hogy miért nem talaltak homolog szekvenciat a
gerinctelenekben az nPR és nAR génekkel (1. tablazat). Szamos puhatestiiben leirtak azonban
egy nuklearis receptor szekvenciat, amelynek C doménje nagy homologjat mutat a gerinces
nERa génnel (Fiiggelék 1.), igy ,,puhatestii nER”-nek (NR3D) nevezték el (Thornton és mtsai,
2003). Ugyanakkor szamos alkalommal demonstraltak a kagylokban, csigakban és polipokban,
hogy a ,,puhatestii nER”-ek nem kdtnek meg sem Osztrogént sem mds szex szteroidot - azaz
nem funkcionalis nER-ek (Bannister és mtsai, 2013; Hultin és mtsai, 2014; Keay és mtsai, 2000;
Ma és mtsai, 2019; Markov és mtsai, 2008; Markov és mtsai, 2009; Matsumoto és mtsai, 2007;
Nagasawa és mtsai, 2015b; Pirger és mtsai, 2018; Simakov és mtsai, 2013; Stange ¢és mtsai,

2012; Taubenheim és mtsai, 2021; Thornton és mtsai, 2003; Tran és mtsai, 2016).

......

puhatestiiekben. A membran és membran-asszocialt receptorok koziil csak a progeszteron percepciohoz
relevans fehérjéket tartalmazza a tablazat. Zold szin jelzi a homolog szekvencia meglétét, piros szin a
hianyat.

Gerinces
receptor/
fehérje
Puhatestii
homolo

PGMRC1 | PGMRC2 | neudesin | neuferricin

A membran receptorok koziil az mPR szekvenciak puhatestli homologjaival foglalkozo

publikaciok talalhatdoak meg az irodalomban. A gerinces mPR receptorok (mPRa, mPRp,
mPRy, mPRS és mPRe) a progesztin és adiponektin Q receptor csaladba tartoznak (Thomas és
mtsai, 2007). Hosszu ideig tigy gondoltak, hogy ezek a szekvencidk csak a gerinchurosokban
vannak meg (Thomas és mtsai, 2007). Azonban egy nem rég megjelent atfogd tanulmany
szerint bar a puhatestiickben nem talalhat6 mPRo homolog (ami a legtébb mPR funkciot latja
el a gerinces sejtekben), talalhato benniik homoldg szekvencia az mPRf és mPRy génekhez (1.
tablazat) — ezeket a szekvencidkat eddig kagylokban irtak le (Ren és mtsai, 2019). Fontos
megjegyezni, hogy ezeknek a puhatestii szekvencidknak a progeszteron-kotd képességét még
nem vizsgaltak és a jelenlétiik — hasonléan a ,,puhatestli nER-hez” — nem feltétleniil jelenti

ugyanazt a funkciot, mint a gerincesekben. Ez a jelenség — ugynevezett ,,nominativ

16



determinizmus” — egy nagy probléma a gerinctelen kutatasokban. Egyszerlien magyarazva,
vannak DNS/fehérje szekvencidk a gerinctelenekben, amelyek homologok gerinces
hormonokhoz, receptorokhoz és enzimekhez. Ezeknek a gerinctelen fehérjéknek mindig olyan
neveket adnak, amelyek leirjak a gerincesekben betdltott funkciojukat, €s igy azt sugalljak a
kutatoknak, hogy ha ennek a fehérjének ,,X” neve és funkcioja van a gerincesekben, akkor az
adott gerinctelen fajban is az ,,x” funkciéval kell rendelkeznie.

A gerincesekben van tovabba négy membran-asszocidlt progeszteron receptor: a
progeszteron receptor membran komponens 1 (PGRMC1), PGRMC2, neudezin és neuferricin
- haromnak van homologja a puhatestiiekben (1. tablazat) (Ren és mtsai, 2019). Ezek koziil a
legvizsgaltabb a PGRMCI, de tgy tinik a gerincesekben sem kot P-t, csak az mPR-ek
,,chaperon”-jaként funkcional (Cahill és mtsai, 2016; Gonzalez és mtsai, 2020; Pang és mtsai,
2013; Ren és mtsai, 2019; Thomas és mtsai, 2007; Thomas és mtsai, 2014).

Tobb korabbi tanulmany a Mytilus fajok hemocitainak vizsgalataval probalta igazolni
az Osztrogének membran receptorokon keresztiili gyors (néhany masodperc — néhany perc)
hatasat a kagylokban (Balbi és mtsai, 2019). Ezek a munkék demonstraltak, hogy a
hemocitdkban az E; gyorsan lizoszomalis membran instabilitast indukalt, intracellularis reaktiv
oxigén szarmazékok termelését okozta, valamint lizozim felszabadulast és nitrogén-oxid
termelést okozott; az azonositott hattérmechanizmusok — amelyek hasonléak voltak az emlds
sejteken kapott eredményekhez — kozott volt a citoszolikus Ca?*felszabadulas, MAPK és PKC
aktivalas, vagy a CREB foszforilaci6 (Canesi és mtsai, 2004; Canesi és mtsai, 2006; Canesi és
mtsai, 2007a; Canesi és mtsai, 2007b). Ezen eredmények robosztussaganak megitélése nélkiil
(példaul nem specifikus antitestek) szeretném kiemelni, hogy a lizoszomdlis membran
destabilizald hatas az egyetlen amit eddig megfelel6en validaltak. Ugyanakkor ez — ahogy a
cikk szerzdi is kiemelték — inkabb egy klasszikus “immunvélasz”, mintsem egy ‘“endokrin
valasz” (Balbi és mtsai, 2019). Jelenleg nincs arrél informacio, hogy a puhatestiickben az E2
specifikus membran receptor(ok)hoz kapcsolodik-e, vagy mas molekuldk receptoraihoz
(keresztreakci0), vagy van-e egyaltalan barmilyen receptor a folyamatban.

Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy nincs szilard bizonyiték arra, hogy a puhatestii

fajok rendelkeznek funkcionalis nuklearis, vagy membran szex szteroid receptorokkal.

2.6. Gerinces szex szteroid indukalta hatasok a puhatestiiekben
A szex szteroid szintézisben és receptor-medidcioban résztvevd tobb kulcsgén hidnydnak
ellenére szamos olyan tanulméanyt publikaltak, amelyben leirtdk, hogy a gerinces szex

szteroidoknak Kkitett puhatestiiek kiilonbozo viselkedési-, morfologiai-, sejtes- és molekularis
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szintli valtozasokat mutatnak - tipikus példak a fekunditas, kikelési rata, gonad méret és
kiilonb6zé biomarkerek (példaul vitellogenin) mennyiségi valtozasa (Balbi és mtsai, 2019;
Pirger és mtsai, 2018; Scott, 2013; Tran és mtsai, 2019). Ugyanakkor az ismétlések hianya, a
megkérddjelezhetd végpontok, a hatasok alacsony mértéke, vagy a dozisfiiggés hianya miatt a
legtobb ilyen publikacioban bemutatott adatok megbizhatosaga megkérdéjelezhetd (Scott,
2013). Felmeriil a kérdés, hogy mi a hatasmechanizmus azokban az esetekben, amikor a
publikacidkban valds hatasokat irtak le. A fentiek alapjan a puhatestiieckben harom lehetséges
modja van a szex szteroidok indukalta viselkedési- és sejtes valtozasoknak: 1) specifikus hatas
a membran szex szteroid receptorokon keresztiil; 2) aspecifikus ligand-receptor titvonal (mas
molekulak receptorain a targyalt promiszkuitas kdvetkeztében); 3) a felvett szex szteroidok
metabolizalasaval jard biokémiai és fiziologids folyamatok anyag és energia re-allokaciot

igényelnek, ami kiillonboz0 szintli valtozasokban megjelenhet.

2.7. A nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis), mint gerinctelen modellallat a
neurobioldgiai és neuroendokrinolégiai vizsgalatokban

Az A. californica modellen végzett vizsgalatok soran kapott eredményekre (Bailey és mtsai,
1996; Benjamin és mtsai, 2021; Kandel, 2001, 2016 6sszefoglalok) alapozva a nagy mocsari
csigat (L. stagnalis) (3. abra) az 1970-es évek ota széles korben hasznaljak neurobioldgiai
modellallatként az idegrendszer mikodésének megértéséhez (Fodor ¢és mtsai, 2020b
osszefoglald). Az elmult 50 évben igen kedvelt modellje volt példaul a kiilonb6z6 asszociativ
paradigmak (példaul klasszikus jutalmazasos kondicionalas) altal indukalt tanulasi folyamatok,
a (kognitiv) 6regedés, valamint a neuroendokrinolégiai (€s relevans reprodukcios) folyamatok
vizsgalatanak (Benjamin és Kemenes, 2010; Benjamin és Crossley, 2020; Benjamin és mtsai,
2021; Di Cristo és Koene, 2017; Fodor és mtsai, 2020a; Fodor és mtsai, 2020b; Fodor és mtsai,
2021b; Koene, 2010; Nakai és mtsai, 2022; Rivi és mtsai, 2020; Rivi és mtsai, 2021). Ezenkiviil
olyan tudomanyteriileteken is alkalmazzak, mint példaul az 6kotoxikologia, fejlodésbiologia és
evoluciobiologia (Abe és Kuroda, 2019; Amorim és mtsai, 2019; Davison és mtsai, 2016; Fodor
¢s mtsai, 2020b; Hoffer és mtsai, 2017; Hohagen és Jackson, 2013; Ivashkin és mtsai, 2015;
Kuroda, 2014, 2015; Svigruha és mtsai, 2021a; Vehovszky és mtsai, 2015). Ennélfogva a L.
stagnalis-rol igen széleskorii ismeretanyag all rendelkezésre a viselkedési mintazatoktol a
neuralis halozatokon at a kulcsmolekuldk szintjéig, igy a modellallaton végzett vizsgalatok
nagyon jo lehetdséget adnak arra, hogy kiilonbozd bioldgiai szinteket integralva vizsgaljunk

egy adott bioldgiai problémat, kérdést és jelenséget.
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3. abra: Felndtt nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis).

A L. stagnalis a csigak osztalyaba (Gastropoda), a tiidos csigak rendjébe (Pulmonata),
¢s a Lymnaeidae csaladba tartozo széles korben elterjedt csigafaj (Benjamin, 2008; Fodor és
mtsai, 2020b osszefoglalok). Megtalalhato Eszak-Amerikaban, Eurdpaban, valamint Azsia és
Ausztralia egyes részein (Amorim és mtsai, 2019; Atli és Grosell, 2016; Zhang és mtsai, 2018c¢).
Megél a novényzetben gazdag allo- és lassi folyasu vizekben, folyokban és tavakban,
taplalékaul szerves tiledék, alga és novényi zold, de olykor foszl6 allati tetem is szolgalhat,
ragadozo6i pedig lehetnek a piocak, rakok és halak (Dalesman és Lukowiak, 2012; Lance és
mtsai, 2006). A természetben az egyedek egész évben aktivak, de jellemzOen tavasztol késé
6szig szaporodnak (Nakadera és mtsai, 2015). Nincs jol definialhatd nappali-€jszakai ritmusuk,
de alvasszer(i viselkedést mutatnak (Stephenson és Lewis, 2011), valamint a petezsakokat
altalaban napkozben rakjak le (Ter Maat és mtsai, 2012). Sziniik vilagos-sotétbarna, spiralis
meszes hazuk hossza elérheti az 55 mm-t (Benjamin, 2008). Erdsen oxigenizalt vizben
kozvetleniil is képesek felvenni az oxigént a testiiket kiviilrél boritdé bdrizomtomldjiikon
keresztiil, de amikor az oldott oxigénszint csokken, atallnak a pneumostoménak nevezett
légzényilason keresztiil a ,,tidés” 1égzésre (Lukowiak és mtsai, 1996). Koztes gazdaként
szolgal egyes parazitdknak, mint példaul laposférgeknek, amelyek olyan betegségekért
feleldsek, mint a fascioliasis (majmételyféreg fertézés) és a cercarialis dermatitis az emberek
esetében (Adema és mtsai, 1994; Davison és Blaxter, 2005; Ferte és mtsai, 2005; Nunez és

mtsai, 1994; Skala ¢és mtsai, 2020).
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4. abra: A L. stagnalis sematikus (dorzdlis nézet) (A) és kipreparalt (B) CNS-e, amely a pdros bal és
jobb oldali pofa- (LB, RB), agyi- (LC, RC), /db- (LPe, RPe), kopeny- (LPI, RPI), fali- (LPa, RPa) és a
paratlan zsiger- (V) ducokbdl dll. A pigmentdlt, narancssdrga szinii neuronok az idegdiicok felszinén
helyezkednek el. (C) A4 szambeli egyszeriiség lehetdvé teszi a gerincesekhez hasonlo viselkedéseket
iranyité specifikus neurdlis hdlozatok azonositasat, mint a tdplalkozasi halozat. (D) Az idegsejtek
tobbnyire kénnyen elérhetdek és egyedileg azonosithatoak, tipikus példa a tapldlkozasi halozat agyi
orias interneuronja (CGC). Roviditések: CPG — kozponti mintdzat generdtor, agyduc-pofadiic
konnektivum,; min - median ajakideg (Benjamin, 2008; Fodor és mtsai, 2020b dsszefoglalok alapjan,
modositva)
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Osszehasonlitva a neurobioldgia gerinces és mas gerinctelen modellallataival - példaul
Caernorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Mus musculus -, a L. stagnalis CNS-e (4A,
B abra) viszonylag kisszamu neuront (~25000) tartalmaz (Benjamin, 2008; Fodor ¢és mtsai,
2020b; Fodor és mtsai, 2021b; Kemenes és Benjamin, 2009; Wood és mtsai, 2021). Ez a
szambeli egyszerliség lehetévé teszi a jol definialt, gerincesekhez hasonld viselkedéseket
(példaul taplalkozas, 1égzés, kockazatvallalas, tanulas) iranyitd specifikus neuralis haldzatok
azonositasat (példaul taplalkozasi neuronhalézat — 4C abra) (Benjamin, 2008; Crossley és
mtsai, 2018; Fodor és mtsai, 2020b; Kemenes és Benjamin, 2009; Pirger és mtsai, 2014; Pirger
¢és mtsai, 2021; Syed és mtsai, 1990; Syed és Winlow, 1991). Tovabba, az emlitett modellekhez
viszonyitva a L. stagnalis neuronjai tobbnyire nagy méretiiek (atmérd: 30-150 um) és a
narancssargas szinii, vilagosan pigmentalt sejttestiik lokalizacidja altalaban a 11 idegdic
felszinén jellemzo6 (4B abra) - igy konnyen elérhetéek és egyedileg azonosithatoak (tipikus
példa az agyi orias sejt [CGC] — 4D abra) morfologiai, elektrofiziologiai és molekularis
vizsgalatokhoz (példaul (Crossley és mtsai, 2016, 2018; de Hoog és mtsai, 2019; El Filali és
mtsai, 2015; Fodor és mtsai, 2020b; Harris és mtsai, 2012; Kemenes és mtsai, 2011; Pirger és
mtsai, 2014; Pirger és mtsai, 2021; Samu és mtsai, 2012; Vehovszky és Elliott, 1995;
Vehovszky és mtsai, 2000; Wagatsuma és mtsai, 2005; Wood és mtsai, 2021; Zhang ¢és mtsai,
2018a). A CNS-ben szamos neurotranszmittert (példaul szerotonin [5-HT], dopamin,
hisztamin, glutamat) és tobb, mint 100 neuropeptidet (példaul APGWa, FMRFa, conopressin)
azonitottak és vizsgaltak (Benjamin és Kemenes, 2013, 2020; Croll és mtsai, 1999; Elekes és
mtsai, 1991; Elekes és mtsai, 1993; Filla és mtsai, 2009; Fodor és mtsai, 2020b; Hatakeyama
¢s mtsai, 2007; Hatakeyama és mtsai, 2010; Hegedus és mtsai, 2004; Kemenes és mtsai, 1989;
Voronezhskaya és mtsai, 1999).

A L. stagnalis életciklusarol és szaporodasi biologiajardl széles ismeretanyag all
rendelkezésre (Di Cristo és Koene, 2017; Ivashkin és mtsai, 2015; Koene, 2010; Mescheriakov,
1990; Morrill, 1982). Laboratoriumi koriilmények kozott magas fekunditas jellemzi, az
egyedek egész évben hetente 2-3 darab petezsakot képeznek, amelyek 100-150
megtermékenyitett petét (zigotat) tartalmaznak az egyed koratol, testméretétdl és kondicidjatol
fiiggéen (Nakadera és mtsai, 2014). A természetes populaciokra mérsékeltebb fekunditas
jellemzé (Nakadera és mtsai, 2017) és a legtobb egyed a tavaszi és nyari idészakban sziiletik
(Nakadera és mtsai, 2015). A tartasi kondicioktol fliggéen az embridk 11-15 napig fejlédnek az
atlatszo kapszulédkban (tojas), amelyek az atlatsz6, kocsonyds masszdju petezsakban vannak
elhelyezve (Ivashkin és mtsai, 2015). Laboratoriumi koriilmények kozott a kikelési rata 90%

folott van (Hoffer és mtsai, 2017). Az egyedek koriilbeliil 2 honap alatt érik el az ivarérettséget,
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ennek pontos idopontja olyan kiilsd kornyezeti tényezoktdl is fiigg, mint a homérséklet, a
fotoperiodicitas, az elérhetd taplalék mennyisége, vagy az éldhely tipusa (Fodor és mitsai,
2020b; Koene és Ter Maat, 2004; Koene, 2010). Egyes tanulmanyok alapjan az egyedek
maximalis varhaté élettartama egy év a természetben és két év a laboratériumban (Janse és
mtsai, 1988; Nakadera és mtsai, 2015), de mas tanulmanyok szerint tobb év is lehet a
természetben (Berrie, 1965; Boag és Pearlstone, 1979) és 2,5 év a laboratoriumban (Hermann
¢és mtsai, 2014; Watson és mtsai, 2013).

A L. stagnalis egy szimultan hermafrodita (himnds), a szervezetében egyidejiileg jelen
van egy funkcionalis him és egy funkcionalis néstény reprodukcios rendszer (5. abra) (Koene,
2010 osszefoglalo). Igazoltan képes az onmegtermékenyitésre is izolalt kdriillmények kozott, de
els6sorban mas egyedekkel parosodik (Nakadera és mtsai, 2014). A két funkcionalis nem
ellenére az egyedek unilaterdlisan parosodnak, azaz egy parzasi esemény sordn az egyik egyed
kizardlag himként, a masik pedig kizarolag ndstényként viselkedik (Hoffer és mtsai, 2017).
Nincs mindenképpen felcserélddés a nemi szerepekben, de ha mindkét egyed himként motivalt,
akkor a nemi szerepek felcserélédhetnek egy masodik kopulacio soran (Koene, 2010; Ter Maat
¢és mtsai, 2012; Van Duivenboden és Ter Maat, 1985).
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5. dabra: A L. stagnalis reproduktiv rendszerének anatomiai felépitése. A kék szaggatott vonal az egyedek
sajat himivarsejtjeinek utjat, a piros szaggatott vonal a mas egyedektdl kapott himivarsejtek sorsat, mig
a piros folytonos vonal az egyedek petesejtjeinek utjat jelzi. A nagy betiik a reproduktiv rendszer szerveit,
a kis betiik pedig a petezsdk alkotoit reprezentaljak. Roviditések: OT — himnds mirigy; OTD — himnds
mirigy vezetéke; SV — szeminalis vezikulumok, HD — hermafrodita vezeték; C — megtermékenyitési
kamra; SD — spermium vezeték, sf— szemindlis folyadék; PG — prosztata mirigy; VD — vas deferens; PE
— pénisz; PP — preputium; fert — megtermékenyités; AG — albumin mirigy; pf — perivitellin folyadék;
PCO - kanyarulatos csatorna; mi — membrana interna; me — membrana externa; M - nydkelvilaszté
mirigy; ti - tunica interna; O - fojdstok mirigy; tc - tunica capsulis; U — uterusz; BC — kozdsiilé tasak;
V —vagina. (Koene, 2010 dsszefoglalo alapjan, modositva)
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A him ¢és a ndstény reprodukciot szabalyozo idegrendszeri elemek pontosan
elkiiloniilnek az egyedek CNS-ében (6. abra) (Koene, 2010). Ezekben Osszesen 13 olyan
peptid/protein prekurzor termelddik, amely részt vesz a reprodukcid irdnyitasaban, a réluk
keletkez6 56 aktiv peptidb6l 39-nek ismert a szerepe (2. tablazat) (Benjamin és Kemenes, 2013,
2020; Koene, 2010; Wood és mtsai, 2021 dsszefoglalok).

6. abra: A L. stagnalis CNS-ének sematikus reprezentdcioja (Di Cristo és Koene, 2017; Koene, 2010
osszefoglalok alapjan, médositva), csak a reprodukcio szempontjabdl relevins idegdiicok, neuronok és
neuron csoportok vannak feltiintetve. A kékkel jelolt neuronok felelések a him ivarrendszer, mig a
pirossal jelolt neuronok/idegi elemek felelések a néstény ivarrendszer szabdlyozasaért. A szabalyozds
alapvetben szamos neuropeptid hatdsdanak szinkronizalasdaval valosul meg. Roviditések: RCG — jobb
oldali agydiic; LCG — bal oldali agydiic;, RPI — jobb oldali képenydiic, RPa — jobb oldali fali duc; RPe
—jobb oldali labduc; AL —anterior lebeny; VL — ventralis lebeny, LL — laterdlis lebeny, np — péniszideg;
RN — gyiiriineuron; DB — dorzalis testek; CDC — kaudodorzalis sejtek; Pelb — labduc Ib neuron
csoportja

2. tablazat. A him és ndstény reprodukcio iranyitasaban résztvevd peptid/protein prekurzorok listdja a
roluk keletkezd aktiv peptidekkel és a hatasaikkal. Roviditések: CG — agydic, CDC — caudodorzalis
sejtek; LGC —,, light green” sejtek, al —anterior lebeny; vl — ventralis lebeny,; RN — gyiiriineuron; RPeG
— jobb oldai labdiic; RPIG — jobb oldali képenydiic; RPaG — jobb oldali fali dic, sz.n. — szérvinyos
neuronok; Il — laterdlis lebeny (Koene, 2010 dsszefoglalo alapjan)

Prekurzor Aktiv peptid Hatas Termelg neuron/
neuron csoport
Nt ismeretlen
CDCH ovulacio elinditasa; RPeG motoneuronok gatlasa; CDC
autoexcitacid; perivitellin termelés stimulalasa; gyliriineuron gatlasa
CaFl Albumin mirigy miikddésének stimulalasa
CDC autoexcitacio;
o-CDCP parzasi viselkedést irdnyité motoneuronok stimulalasa
CDCH p1-CDCP ismeretlen CG-CDC
B2-CDCP ismeretlen
B3-CDCP parzasi viselkedést irdnyitd motoneuronok stimulalasa
y-peptid ismeretlen
3-peptid ismeretlen
g-peptid ismeretlen
CTP ismeretlen
Schistosomin Schistosomin LGC autoexcitacioja CG-LGC
. Preputium everzidja; pretiium retrakter izmanak ellazitasa; .
APGWa APGWamid conor;))ressin hat&is&iriakpgétlésa; CDC ¢és LGC hiperpolarizacio CG—al, vi, RN;
- RPeG - Ib
CALP ismeretlen

23




GnRH/CRZ GnRH/CRZ pénisz komplex szabalyozasa; ovulacié inditdsa CG—al, vl,CDC
. Conopressin CDC aktivitas gatlasa; vas deferenc kontrakcid stimulalasa
Conopressin — - — CG-—al, vl
Neurofizin nincs szerepe a reprodukcioban
GLQMLRLa
QIPMLRLa preputium retraktor izmanak ellazitasa;
Myomodulin SMSMLRLa retraktor izom kontrakcié amplitidojanak moc’iulélésa cG-u
SLSMLRLa
PMSMLRLa
Pedal peptid Pedal peptid ismeretlen CG—al, vi;
RPIG és RPaG —sz.n.
Neuropeptid Y Neu “gfﬁg“d Y peterakas gatlasa; preputium retraktor izmanak ellazitasa c;{GIJIE}aé’s\gi’Z(F;e—Gs;.:]?,
FLRFamid preputium retraktor izmanak kontrakcidja
pQFYRIa ismeretlen
FMRFa 1 SEEPLY ismeretlen CG-vl
FMRFa Preputium everzidja; prepitium retraktor izmanak kontrakcidja
EFLRIa ismeretlen
SDPFLRFa prepitium retraktor izméanak ellazitasa
GDPFLRFa prepitium retraktor izmanak ellazitisa
SDPYLRFa ismeretlen
FMRFa 2 SKPYMRFa ismeretlen RPIG és RPaG — sz.n.
Acidic peptid ismeretlen
P1 ismeretlen
P2 ismeretlen
LIP-A - S s .
Gitlé peptid LIPB preputium retraktpr 1zmgr}aky g}lamtasa; - F:G —vl;
LIP-C retraktor izom kontrakci6 amplitidojanak modulalasa RPIG és RPaG — sz.n.
NTLFRFa
QGSLFRFa
LFRFa GGSLFRFa CDC és LGC miikodésének gatlasa CG-1l
GTLLRFa
TLFRFa
ASSFVRIa
SPSSFVRIa
PNSFLRIla
YPMNRFIRIa
ASNFVRIa
LSSFVRIa CG-al;
FVRI NPSSFVRIa vas deferens kontrakci6 gatlasa RPeG - Ib;
SSREGQSSFVRIa RPIG és RPaG —sz.n.
MNKFLRIa
PSSFVRIa
GSAFVRIa
ASHFVRIa
IPSSAFVRIa

A gerinces GnRH homolégjanak jelenlétét mar korabban feltételezték a L.

stagnalis-ban (Koene, 2010; Young és mtsai, 1999), de eddig nem volt olyan tanulmany,

amely ezt megerdositette volna, vagy funkcionalisan vizsgalta volna a peptidet. Egy régebbi

publikacioban leirtak a 33-HSD enzim altal katalizalt P5-P atalakulast a modellallatban (de

Jong-Brink és mtsai, 1981), de mindeddig nem volt olyan (funkcionalis) tanulmany, amely

részletesen vizsgalta volna azt, hogy a L. stagnalis képes-e a szex szteroid szintézis utvonal

adott lépéseire, illetve azt, hogy a szex szteroid szintézisben és receptor-mediacioban

résztvevo gének megtalalhatoak-e benne. Tobb tanulmany is bemutatta, hogy a kornyezetben

megtalalhaté progesztogén tipusu hatéanyagok (P és szintetikus analogjai) befolyasoljak a

L. stagnalis reproduktiv és nem reproduktiv folyamatait (Svigruha, 2021; Svigruha és

mtsai, 2021a; Zrinyi és mtsai, 2017; Zrinyi, 2017), de a pontos hatismechanizmus még nem

tisztazott.
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3. CELKITUZES

Az irodalmi attekintésben bemutatott hipotézisek ¢és megvalaszolatlan kérdések alapjan
munkank f6 célja az volt, hogy kisérletes uton részletesen elemezziik a nagy mocsari csiga (L.
stagnalis), mint puhatestli modellallat neuroendokrin rendszerét funkcionalis és evolucios
szempontok alapjan. Eredményeinkkel hozza kivantunk jarulni a puhatestiick neuroendokrin és
reprodukcios rendszerének kialakulasanak és szabalyozd folyamatainak pontosabb
megértéséhez, egyben alapokat nyuQjtani a neuroendokrin szabdlyozds egyes altalanos

torvényszertiségeinek pontosabb megismeréséhez.

Vizsgélataink sordn az alabbi célokat tliztik ki:

- Azonositjuk a L. stagnalis GnRH/CRZ (ly-GnRH/CRZ) peptidjének kodolo régiojat

- Elemezziik a GnRH neuropeptid szupercsalad evolucios kapcsolatait

- Vizsgaljuk a ly-GnRH/CRZ transzkript és peptid eloszlasat a kozpontban és periférian

- Azonositjuk az aktiv ly-GnRH/CRZ peptidet és leirjuk annak fiziologias szerepét

- Azonositjuk a gerinces szex szteroid szintézisben és receptor-mediacioban részt vevo
gének homologjait a L. stagnalis-ban

- Vizsgéljuk a szteroidok felvételét, metabolizalodasat és kitiriilését

- Vizsgaljuk, hogy vajon valtozik-e a reprodukciot iranyitdé neuropeptidek expresszioja

hosszutavl progesztogén kezelés hatasara
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Kisérleti allatok

A kisérleteinkhez 4-5 honapos, ivarérett (felnétt) csigakat hasznaltunk sajat, parazitamentes
tenyészetiinkbdl (BLKI, Tihany). A tobbi, L. stagnalis-t hasznaldé kutatocsoport allattartasi
koriilményeihez hasonldéan (Alvarez és mtsai, 2022; Baz és mtsai, 2022; Crossley és mtsai,
2016; Nakai és mtsai, 2020; Pirger és mtsai, 2021; Swart és mtsai, 2019; Totani és mtsai, 2020)
az allatokat 20 L-es tartalyokban tartottuk (denzitas: 100 allat/10 L) alacsony réz tartalmu,
mesterséges ,,csigavizben” (0sszetétel mM-ban: 0,1309 NaHCOs, 0,0378 K>SO4, 0,4013

CaCl2-2H20, 0,0390 Mg(NO3)2:6H20; pH=7.6) kozel allando, 20 + 1.5 °C homérsékleten,
folyamatos levegdztetéssel, 12 6ras fény — sotét ciklusban, hetente minimum harom alkalommal
salataval, és heti egy alkalommal zdldségalapti haltappal (TETRA Werke Company,
Németorszag) etetve Oket. A mesterséges vizet heti egy alkalommal cseréltiik a tenyészet
tartalyaiban. Az allatokon végzett kisérleteket a Balatoni Limnoldgiai Kutatointézet
Munkahelyi Allatj61éti Bizottsaga altal kidolgozott és engedélyeztetett eljaras szerint végeztiik
(VE-1-001/01890-10/2013).

4.2. Neuralis transzkriptom szekvenalas és bioinformatika

Nukletoid szekvenalashoz a csigdk (n=15) teljes CNS-¢ét kipreparaltuk és homogenizaltuk TRI
reagensben (#93289, Sigma-Aldrich) TissueLyser LT (QIAGEN) késziilékkel. Az RNS-t a
Direct-zol™ RNA MiniPrep kit (#R2050, Zymo Research) segitségével izolaltuk. A mintdk
RNS tartalmat Qubit 3.0 késziilék és Qubit BR RNA Kit (#Q10211, Thermo Fisher Scientific)
hasznalataval kvantifikaltuk, majd mindségi ellendrzést is végeztiink Agilent Bioanalyzer 2100
késziilékkel és RNA 6000 Nano Kit-el (#5067-1511, Agilent).

Nanopore szekvenalasi modszert hasznaltunk a ly-GnRH/CRZ neuropeptid, valamint a
szex szteroid szintézis utvonalban és receptor-mediacidban részt vevé molekulak kodolod
PCS108, Oxford Nanopore Technologies) segitségével készitettiik. A mintdkat MinlON
késziilékkel szekvenaltuk R9.4.1 tipusu ,flow cell” (#FLO-MIN106) segitségével. A
szekvenalas soran a ,real-time basecalling”-ot a Guppy v3.2.2 szoftverrel végeztiik. Az
adaptereket, illetve olyan szekvenciakat, amelyek bels6 adaptert tartalmaztak (kiméra ,,read”),
Porechop v9.0 (Wick és mtsai, 2018) szoftverrel tavolitottuk el. A mindség és ,,read”-hossz
alapi sziirést a NanoFlit szoftverrel csinaltuk (De Coster €s mtsai, 2018). A ,read”-ek

Osszeszerelése, a manualis korrekcid és a konszenzus szekvencidk létrehozasa a CLC
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Genomimcs Workbench v12.0.3 software de novo pipeline (QIAGEN) hasznalataval valosult
meg. Az dsszeszerelt neurdlis transzkriptom €s a relevans transzkriptomikés adatok (példaul
BUSCO, GO ¢és KEGG elemzések) publikaldsa folyamatban van. A homolog szekvencidk
kereséséhez relevans gerinctelen és gerinces szekvencidkat hasznaltunk ,,query”-ként az NCBI
adatbazisbol (Fliggelék 2.).

A kapott szekvencia eredményeket feldolgoztuk. A szekvencia korrekciohoz a
konszenzus szekvenciakat Osszehasonlitottuk a L. stagnalis elézetes genom adatokbol
szarmaztatott virtudlis c¢cDNS szekvenciakkal (Illumina szekvenaldssal), amelyekhez
konzorciumi partnerként hozzaférésilink van (a teljes genom publikéacié folyamatban van). Az
azonositott szekvenciakat (Fiiggelék 3.) feltoltottik az NCBI Nucleotide adatbazisba, majd
konzervalt domén keresést végeztilk az NCBI CDD/SPARCLE (Lu és mtsai, 2020; Marchler-
Bauer és mtsai, 2017) szoftverrel, hogy ellendrizziik azt, hogy a kulcsrégiok valoban

megtalalhatoak-e a kdvetkeztetett funkcionalis fehérje szekvencidkban.

4.3. Filogenetikai elemzés

A ly-GnRH/CRZ neuropeptid molekularis filogenetikai vizsgalata soran a Maximum
Likelihood modszert alkalmaztuk (Felsenstein, 1981). Ez a modszer karakter alapt, azaz nem
szamol tdvolsdgmatrixot, hanem kdzvetleniil a szekvenciak alapjan keresi a filogenetikai fat. A
filogenetikai fa megalkotasahoz sziikséges szekvencia Osszehangolas (,,aligment”)
elvégzéséhez a ly-GnRH/CRZ preprohormonja/prepropeptide mellett a GnRH neuropeptid
szupercsalad tovabbi, NCBI adatbazisban elérhetd 56 preprohormonjanak/prepropeptidének
aminosav szekvenciajat hasznaltuk (Fiiggelék 4.). A szekvenciak 6sszehangolasat a Molecular
Evolutionary Genetics Analysis v7 szoftver segitségével csinaltuk a beépitett ClustalW
algoritmus és BLOSUMG62 szubsztitucidos matrix hasznalataval (Kumar és mtsai, 2016). A
kapott dsszehangolds tovabbi elemezése soran az LG modellt (gamma eloszlasos ratakkal)
allapitottuk meg a lehetd legjobb illesztd modellnek a filogenetikai fa létrehozasdhoz. A
filogenetikai elemzés megbizhatdsagat ado ,,bootstrapping” 1000 ,,bootstrap” replikacioval lett

készitve, a kiszamolt értékek %-ban lettek feltlintetve az eldgazasi pontokban.

4.4. Az aktiv ly-GNnRH/CRZ neuropeptid extrakciéja és tomegspektrometriai vizsgalata

A aktiv ly-GnRH/CRZ peptid CNS-ben valo jelenlétének kimutatasahoz 35 allat teljes CNS-ét
preparaltuk és ,,pool”-0ztuk. Az extrakcié soran egy korabbi protokollt vettiink alapul
(Nagasawa és mtsai, 2015a). A szoveteket folyékony nitrogén segitségével poritottuk, majd 7

percig forraltuk 10 mL desztillalt vizben. Lehtitést kovetéen ecetsavat adtunk a mintdhoz (az
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ecetsav végso koncentracido 5% volt) és Polytron PT 1200 homogenizatorral (Kinematica AG)
1-2 percig szakaszosan homogenizaltuk 4 °C-on. Ezt kdvetden a homogenizatumot 30 percig
centrifugaltuk (10,000xg; 4 °C), majd a kapott precipitatumot ismét homogenizaltuk 10 mL 5
% ecetsavat tartalmazo desztillalt vizben és centrifugaltuk. A feliiliszokat ,,pool”-0ztuk és
liofilizaltuk. A mintat 1 mL 0.1% trifluorecetsavat (TFA) tartalmazé desztillalt vizben
visszaoldottuk, a folyamat hatékonysagat szonikalas és vortexelés segitségével biztositottuk.
Ezt kovetden szilard fazisu extrakcidoval (SPE) koncentraltuk és tisztitottuk a mintdkat az
analitikai elemzéshez. Az SPE Iépései a kovetkezok voltak: az eldobhatd, C18-as toltetii SPE
oszlopot (100 mg/l mL, #52602-U, Sigma-Aldrich) condicionaltuk 3 mL 0.1% TFA-t
tartalmaz6 60%-0s acetonitril (ACN) oldattal, majd ekvilibraltuk 2 mL 0.1% TFA-t tartalmazo
desztillalt vizzel. Ezt kovetden a mintat tartalmazo oldatot ateresztettiik az oszlopon, majd 2
mL 0,1% TFA-t tartalmazo desztillalt vizzel mostuk, végiil a toltet altal megkdtott anyagokat 1
mL 0,1% TFA-t tartalmazo 60%-0s ACN oldattal elualtuk.

Az elualt mintdkat ezutdn nagy teljesitményl folyadékkromatografiaval (HPLC)
kapcsolt tomegspektrometriai (MS) modszerrel vizsgaltuk. A HPLC rendszerben (Shimadzu
Prominence LC-2030C) C18-as (reverz fazisi) oszlopot hasznaltunk (ODS-80Ts 4,6 mm
atmérdjii x 150 mm; Tosoh, Tokio, Japan). A kromatografids elvéalasztashoz 0.1 % TFA-t
tartalmaz6 4.5-49.5% ACN oldat lineéris gradiensét hasznaltuk 50 percig 1 mL/perc dramlasi
sebességgel, az eludlt frakcidkat egy percenként gyijtottiik (7. abra). Mindegyik frakciot
matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizacids repiilési i1dd/repiilési id6 MS (MALDI-

TOF/TOF MS) (rapifleX; Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) segitségével elemeztiik.

Abszorbancia 220 nm-en (mAU)
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7. abra: Az oszlopra felvitt minta HPLC profilja. A mintat 0.1 % TFA-t tartalmazo 4.5-49.5% ACN oldat
linearis gradiensével elualtuk 50 percig I mL/perc aramlasi sebességgel és eqy percenként gyiijtottiik a
frakciokat.
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4.5. A ly-GnRH/CRZ expressziéjanak reverz transzkripcios-PCR elemzése

Hogy vizsgaljuk a ly-GnRH/CRZ expresszidjat a kdzponti és periférias szovetekben, 5 allatbol
kipreparaltuk a teljes CNS-t (a 11 idegdiacot minden CNS esetében egymastol szétvalasztottuk,
majd ,,pool”’-0ztuk), a szivet, a himnds mirigyet és a szeminalis vezikulumokat. A mintakbol
az Anyagok és modszerek fejezet 4.2. részében leirt modszerrel RNS-t izolaltunk. Annak
érdekében, hogy a mintak biztosan genomi DNS kontaminaciotol mentesek legyenek, egy
tovabbi DNaz kezelést is csinaltunk a TURBO DNA-free™ Kit (#AM1907, Thermo Fisher
Scientific) hasznalataval. Az RT-t a RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit-el
(#K1631, Thermo Fisher Scientific) csinaltuk, minden esetben random hexamer primereket és
3 uL RNS mintat alkalmazva.

SnapGene® Viewer szoftverrel (GSL Biotech, Chicago, IL, version 4.1.7). A tervezett primerek
szekvencigja a kovetkez6 volt: forward primer - 5°- CCT TGT CCT CCT GGC TGT AGT G -
3’ és reverse primer - 5’- GAT GTG GCC GGT GTA CGA TGG - 3’ (Integrated DNA
Technologies, Leuven, Belgium). A mintak RT-janak mindségi kontrolljaként actin-t
amplifikaltunk a kovetkez6 primerekkel: forward primer - 5°- TCC CTT GAG AAG AGC TAC
GAG C -3’ ésreverse primer-5’-GAG TTG TAG GTG GTT TCG TGG - 3’ (Integrated DNA
Technologies, Leuven, Belgium). Mindegyik PCR reakcioelegy 20 pL volt, ami 10 uL 2X
Master Mix-et (#K0171, Thermo Fisher Scientific), 8 uL desztillalt vizet, 1 pL cDNS mintat és
1 uL primer part (10 uM) tartalmazott, ami szelektiven amplifikalta a 1y-GnRH/CRZ-t, vagy az
actin-t. A PCR reakciokat T1 Thermocycler PCR késziilékkel (Biometra®, Goettingen,
Germany) végeztiikk a kovetkez6 kondiciokkal: 95 °C 4 percig (kezdeti denaturacio), majd 35
ciklusban 95 °C 30 masodpercig (denaturacio), 55 °C 30 masodpercig (,,annealing”) és 72 °C
10 masodpercig (,,.extension”). A PCR termékeket 2%-os agardz gélen futtattuk, a savok
megfeleld nagysagat GeneRuler™ 100 bp Plus DNA ladder (#SM0328, Thermo Fisher
Scientific) segitségével ellendriztiik. Két negativ kontrollt alkalmaztunk: az egyikben nem volt
semmilyen templat (NTC), a masikban az actin amplifikdlasahoz RNS templatot tettiink, hogy
megvizsgaljuk van-e genomi DNS kontaminéci6 a mintdkban (RTO). A kisérleteket 3 fiiggetlen

ismétlésben végeztiik.

4.6. Immunhisztokémia
A teljes CNS-t (n=15), a szivet (n=5) (8. abra) és a reprodukcios rendszert (n=>5) kipreparaltuk
az allatokbol. A reprodukcios rendszerbdl a himnds miriggyel, a szeminalis vezikulumokkal (9.

abra) és a pénisz komplex-szel (10. abra) dolgoztunk tovabb.

29



szeminalis-vezikulumok
TG

*

, S R

Vas
deferens

Preputium

10. abra: A kiprepardlt pénisz komplex a vas deferens-el L. stagnalis-ban

A mintakat kitliztiik Sylgard-al kiontott, 0.1 M-os foszfat pufferben (PBS, pH=7.4)
oldott 4% paraformaldehidet tartalmaz6 Petri csészékben és fixaltuk egy ¢éjszakan at 4°C-on.
Fixalas utan tobbszori mosas kovetkezett PBS-ben, majd a mintakat 20%-0s cukoroldatban
tartottuk egy éjszakan at 4°C-on. Az inkubalast kovetéen a mintakat kriomatrixba (#6769006,
Thermo Fisher Scientific) agyaztuk, majd 12-14 pum vastag kriosztat (Leica Jung 1800)
sorozatmetszeteket készitettiink, amiket zselatinos targylemezekre helyeztiink. Az ITHC soran
kétlépéses indirekt immunofluoreszcens technikat alkalmaztunk. Ennek soran a metszeteket
tobbszori PBS-sel valo mosas utan blokkolas céljabol 0,25%-0s borji szérum albumint (BSA,
Sigma-Aldrich) és 0.25% Triton-X 100-at (TX, Sigma-Aldrich) tartalmaz6 PBS-ben (PBS-TX-
BSA) tartottuk egy oran at 4°C-on, majd azokat 24 6ran keresztiil PBS-TX-BSA-ban higitott
kiilonb6z6é elsédleges antitestekkel inkubaltuk (3. tablazat). Mosast (3x15 perc PBS-el)
kovetden a metszeteket PBS-TX-BSA-ban higitott masodlagos antitestekkel (3. tdblazat)
inkubaltuk 5 6ran at 4°C-on. A mintakat modositott Dulbeco PBS-el (DPBS) mostuk, majd a
CNS esetében Hoechst 33342 (1 pg/mL DPBS-ben; #62249, Thermo Fisher Scientific)
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segitségével 10 percig sejtmagfestést végeztiink. Végiil a metszeteket DPBS-el mostuk ¢és
fluoreszcens médiummal (#S3023, Dako) fedtiikk. A megfestett szoveteket egy megfeleld
hullamhossz-sziir6 beallitasokkal és transzmisszios detektorral (BioMarker Ltd, Magyarorszag)
rendelkez6 TCS SP8 DMI konfokalis 1ézer pasztazdé mikroszkoppal (Leica Microsystems,
Németorszag) értékeltiik ki. A képfeldolgozast a LasX szoftverrel (Leica Microsystems,

Németorszag) végeztiik.

3. tabldzat: Az \HC és Western blot (WB) kisérletek sordn hasznalt antitestek. Tekintettel a relevins
gének hianyara, illetve, hogy az immunogének nem mutattak, vagy nagyon alacsony homologiat
mutattak amugy nem-homolég L. stagnalis proteinekkel (Fiiggelék 5.), a puhatestiiek nézépontjabol a
hdarom gerinces antitest nem-specifikus antitestnek volt tekintve. Az anti-ly-GnRH/CRZ antitest és az
anti-5-HT antitest specifikus antitestként van hivatkozva.

Elsodleges antitestek
Szerv Antitest Gyarto Higitas
CNS, sziv, himnés
mirigy, szemindlis nyul anti-ly-GnRH/CRZ #AS203-2, EZbiolab 1:1000
vezikulumok, pénisz
komplex
CNS nyul anti-human GnRH #G8294, Sigma-Aldrich 1:500
. : . #MA1-412, )
CNS egér anti-human nPR Thermo Fisher Scientific 1:200
CNS nyul anti-human CYP19A #SAB4500606, Merck 1:500
sziv, pénisz komplex egér anti-5-HT #M075801-2, Dako 1:500
Masodlagos antitestek
Szerv Antitest Gyarto Higitas
CNS, sziv, himnés
mirigy, szeminalis szamar anti-egér IgG NorthernLights™ )
vezikulumok, pénisz NL557-el konjugalva #NLOO7, R&D System 1:200
komplex
szamar anti-nytl IgG NorthernLights™ .
CNS NL557-el konjugalva #NLO004, R&D System 1:200
sziv, pénisz komplex szamar anti-egér 1gG FITC-el konjugalva #A24507, Invitrogen 1:200

Mivel az anti-ly-GnRH/CRZ elsddleges antitest gyartasahoz készitett szintetikus peptid
tengeri pajzskopoltyus csiga hemocianin-al (KLH) volt konjugalva, az antitestet egy éjszakan
at 4°C-on preadszorbaltuk KLH-val (#H7017, Sigma-Aldrich), hogy elkeriiljik a
keresztreakciot a L. stagnalis hemocianinjaval. Néhany esetben az anti-ly-GnRH/CRZ és az
anti-human GnRH elsddleges antitesteket egy éjszakan at 4°C-on preadszorbaltuk a szintetikus
peptidekkel (10 uM) miel6tt a mintdkhoz adtuk 6ket, ezekben a kisérletekben az immunjel
teljesen megsziint (nincs mutatva). Az anti-human CYPI19A ¢és anti-human nPR esetében —

tilkrozve a relevans korabbi publikaciokban elvégzett kisérletek modszerét (Di Cosmo és mtsai,

1998; Matsumoto és mtsai, 1997; Osada és mtsai, 2004; Prisco és mtsai, 2017; Rosati és mtsai,
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2019) — nem végeztiik preadszorpcids kontrollt, mivel nincsenek relevans, kereskedelmi

forgalomban kaphato fehérjék. A kisérleteket 3 fliggetlen ismétlésben végeztiik.

4.7. Neuronok retrograd jelolése nikkel-lizin toltéssel

A jobb oldali agydic anterior és ventralis lebenyében talalhatdé neuronok visszatoltéséhez a
teljes CNS-t (n=5) a hozza tartoz6 pénisz ideggel egyiitt Kipreparaltuk az allatokbol és kitliztiik
Sylgard-al kiontétt, Lymnaea Ringer oldatot (50 mM NaCl, 2 mM KCI, 4 mM CaCl,, 4 mM
MgClz, 10 mM TRIS; pH = 7.5) tartalmaz6 Petri csészékben. A pénisz ideget 1-1.5 cm-esre
vagtuk ¢€s a megvagott végét 20 masodpercig ozmotikusan sokkoltuk desztillalt vizben. Az ideg
megvagott végét egy nikkel-lizin oldatot (0.38 M NiSOsx6H20 és 1.2 M L-lizin, #L5501,
Sigma-Aldrich) tartalmazo kamraba tettiik és a teljes CNS-t szobahémérsékleten inkubaltuk az
¢jszaka folyaman. Ezt kovetden a nikkelt 5-10 csepp rubednsav szaturalt alkoholos oldataval
(ditiooxamid, #STBB5837, Sigma-Aldrich) precipitaltuk és szobahémérsékleten inkubaltuk 30
percig (11. abra). Az irodalmi adatokbol (De Boer és mtsai, 1997; Koene, 2010) ismert minden
relevans neuron és neuron csoport (példaul a jobb PeG Ib neuron csoportja) visszat6ltédott.
Ezutan a mintdkon IHC-t végeztiik az Anyagok és modszerek fejezet 4.6. részében leirtak szerint.

A kisérleteket 3 fliggetlen ismétlésben végeztiik.

intenzifikalas
=

rubeansav

Retrograd toltés Jeldlt neuronok
a pénisz idegrol

11. abra: Retrograd toltés a pénisz idegrdl (pen). A pénisz ideg egy nikkel-lizin oldatot tartalmazo
kamraba helyeztiik, majd eqgy éjszakadn dt tarto inkubdlast kovetden a nikkelt rubedansavval precipitaltuk
(intenzifikalas). A bal oldali képen lathato szaggatott vonalu négyzet a jobb oldali képen lathato részt
Jjeloli. Az irodalmi adatoknak megfeleléen (De Boer és mtsai, 1997) a jobb oldali agydiic (CeG) anterior
(al) és ventralis (vl) lebenyének neuronjai, a jobb oldali labduc (PeG) b csoportja (Ib), valamint
szorvanyosan a jobb oldali képenyduc (PIG) és jobb oldali fali diic (nincs mutatva) néhany neuronja
festodott. Roviditések: CNS — kozponti idegrendszer; cpec — agydiic-labdiic konnektivum, cc — agyduci
komisszura; db — dorzdlis test

32



4.8. Peptid szintézis és injektalas

Korabbi cikkekben leirt metodikat kovetve (Hernadi és mtsai, 2008; Pirger és mtsai, 2010b;
Pirger és mtsai, 2010a), a ly-GnRH/CRZ aktiv peptid szintézisét szilard fazisu folyamattal
végeztiik Fmoc kémia alkalmazasaval. A peptidlancokat Tentagel S-Ram gyantan (0,23
mmol/g) elongéltuk és a szintézist CEM Liberty Blue géppel végeztiik. A peptidet a gyantarol
egy 90% TFA-t, 4% desztillalt vizet, 2% ditiotreitolt, 2% triizopropil-szilant és 2% p-krezolt
tartalmaz6 keverékkel valasztottuk le. A kapott nyers peptidet reverz fazisu HPLC-vel
tisztitottuk Phenomenex Luna C18 (250x21,2 mm, 100 A, 10 um) oszlop hasznélataval (12.
abra). A megfelelé frakciokat ,,pool”-oztuk, liofilizaltuk (tisztasag> 98%), és HPLC-MS

analitikai modszerrel analizaltuk (12. abra).
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12. dbra: A nyers (A) és a tisztitott (B) szintetikus aktiv ly-GnRH/CRZ peptid kromatogrammija, valamint
a tisztitott peptid MS-spektruma (C). 'A’ oldoszer: 0,1% TFA-t tartalmazo desztillalt viz; "B’ oldoszer:
0,1% TFA-¢ tartalmazo 80% acetonitril oldat; Gradiens: 25-45% ’'B’ oldoszer az A’ oldoszerben 20
perc alatt.
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Ahhoz, hogy teszteljik a ly-GnRH/CRZ aktiv peptid lehetséges szerepét a
taplalkozasban, mozgasi aktivitas és reprodukcidban, 500 pg szintetikus peptidet feloldottunk
25 pL dimetilszulfoxidban (DMSO), majd higitottuk 475 uL Lymnaea Ringer-ben, az igy
kapott torzsoldat koncentracidja 1 mg/mL-es volt 5% DMSO-val. A torzsoldatot az
injektalashoz sziikséges megfelel6 koncentraciora tovabb higitottuk Lymnaea Ringer-ben (100
ug/mL és 0.5% DMSO). Az A. californica modellallaton kapott korabbi relevans eredményekre
alapozva (Tsai és mtsai, 2010) a peptidet tartalmazé oldatbol 100 uL-t injektaltunk kdzvetleniil
az allatok testiiregébe/hemolimfajaba (10 ug peptid/allat; 0.05% DMSO). A kontroll csoport
allataiba 100 uL Lymnaea Ringer-t (0.05% DMSO) injektaltunk.

4.9. Viselkedési tesztek
Az allatokat kontroll és ly-GnRH/CRZ injektalt csoportokra osztottuk (n=10 allat/csoport; n=20
allat/ismétlés) és a viselkedési tesztek soran vizsgaltuk a tdplalkozasi ratat, a mozgasi aktivitast,

valamint a peterakast. A kisérleteket 3 fliggetlen ismétlésben végeztiik.

4.9.1. Taplalkozasi rata

A taplalkozasi rata vizsgalata soran a csigakat egyesével helyezziik ki 150 mL-es Petri
csészékbe. A taplalkozasi aktivitas a reszeld nyelv (radula) ritmikus 6ltogetésben nyilvanul meg
(Kemenes és mtsai, 1986) (13. abra), amely egy tiikkrés rendszer segitségével tobb allaton
szimultan nyomon kdvethetd és a harapasok szama konnyen szamolhato (13. abra). A kisérlet

el6tt az allatokat 2 napig €heztetjiik a kelld motivaltsag elérése érdekében.

13. dbra: A csigak ritmikus radula aktivitasa (felsé panel) és a taplalkozasi rata vizsgalatanak kisérleti
elrendezése (also panel)
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Az elsé kisérleti napon (24 oraval az injektalas elott) 90 mL mesterséges ,,csigavizet”
tartalmazo Petri csészékbe tettiik a két kisérleti csoport allatait, majd 10 perc akklimatizacio
utan 5 mL ,,csigavizet” adtunk fecskend6 segitségével az edényekbe és 2 percig szamoltuk a
harapasok szamat (spontdn harapasszdm vizben/viz Aaltal ,,indukalt” harapasszam). Ezt
kovetden S mL 20%-0s cukoroldatot (erés kémiai inger, ami kivaltja a taplalkozasi magatartast
(Kemenes ¢és mtsai, 1986)) adtunk a csigaknak és szintén 2 percig szamoltuk a kivaltott
harapasok szamat. A masodik kisérleti napon az allatokat az Anyagok és modszerek fejezet 4.8.
részében leirtak alapjan injektaltuk, majd az injektalas utan 2 perccel, valamint 2 6raval ismét
vizsgaltuk a taplalkozasi aktivitast. A cukorra kapott harapasok szamabol kivontuk a vizre

kapott harapasok szamat (hattér).

4.9.2. Mozgasi aktivitas

A mozgasi aktivitds vizsgalata sordn a csigikat harmasaval helyezziik egy-egy kisérleti
tartalyba (10 x 20 x 5 cm, (Salanki és mtsai, 2003)), ahol az egyedek altal megtett Gitvonal egy
,,white board” marker segitségével jelolheté (14. abra). A kisérlet el6tt az allatokat 2 napig

¢heztetjiik a kelld motivaltsag elérése érdekében.

14. abra: A csigak mozgdasi aktivitasanak nyomon kovetése (reprezentativ dbra)

Az elsd kisérleti napon (48 oraval az injektalas eldtt) 10 perc akklimatizacidt kdvetden
5 percig jeloltiik a kisérleti allatok altal megtett utvonalat. A masodik kisérleti napon az
allatokat az Anyagok ¢€s modszerek fejezet 4.8. részében leirtak alapjan injektaltuk, majd az
injektalds utan 2 perccel, 25 perccel, 40 perccel, 24 6raval és 48 oraval ismét vizsgaltuk a
mozgasi aktivitast. A tesztek befejezése utan minden esetben digitélis fényképeket készitettiink

a megjelolt utvonalrdl egy Nikon D5100 kamera segitségével. A képek alapjan az egyes allatok
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altal megtett utat Mousotron8.2 freeware szoftver segitségével, (BlackSun,

www.techspot.com/download) cm-ben hataroztuk meg.

4.9.3. Peterakas

A kontroll és ly-GnRH/CRZ injektalt kisérleti csoportok allatait kiilon-kiilon tartalyokba tettiik
(10 allat/tartaly) és az injektalast kovetden 5 napig monitoroztuk a reprodukcios aktivitasukat.
A vizsgalhatd paraméterek koziil a lerakott petezsakok és peték szaméanak megfigyelésére
fokuszaltunk. Az allatok altal lerakott petezsdkokat naponta gyijtéttiik. Egy DFC3000G
(Leica) digitalis fényképezdgéppel felszerelt Leica M205c sztereo mikroszkdop segitségével
szamoltuk a petéket és értékeltik a peteszdkok mindségét. Sériilt reprodukciora utald
paraméterek (példaul iires petezsak, til zselatinos kocsonya, tojason kiviili embridk) nem voltak
megfigyelhetéek az 5 nap alatt. Kordbbi munkaink alapjan egy petezsakot egészségesnek
mindsitettiink, ha nem volt benne megfigyelhetd halott embrid, illetve poliembridnias pete

(Zrinyi és mtsai, 2017).

4.10. L. stagnalis egyedek kezelése jelolt szteroidokkal

A szteroidok felvételének, metabolizalédasanak és kiiiriilésének vizsgalatat korabbi
tanulmanyok alapjan terveztiik meg (Katsiadaki és mtsai, 2021; Schwarz és mtsai, 2017a,
2017b, 2018), a kisérleti elrendezést a 4. tablazat tartalmazza. A kisérletekhez 17f3-
[2,4,6,7,16,17-H]-E, [1,2,6,7-3H]-T, [1,2,6,7-3H]-P) és 17-[6,7-3H(N)]-EE> radioaktivan jeldlt
“standard”-eket hasznaltunk (American Radiolabeled Chemicals, Inc.; USA).

4. tablazat: Kisérleti elrendezés és a kisérleti dallatok alapvetd adatai
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EE; 0.3 2 5 2.7 17.2 8 150 1.00
T 0.3 2 5 35 7.1 8 150 1.16
P 0.3 2 5 2.7 9.1 8 150 1.03
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A kisérlet folyaman az allatokat eldre levegdztetett “csigavizet” tartarlmazo tankokba
tettiikk, hozzdadtuk az etanolban oldott jelolt szteroidokat (az olddszer végsd koncentrdioja
mindig <0.01% volt). Hogy mérjiik a radioaktivitds mennyiségét, kétoranként 1 mL vizet
vettiink és azonnal 7 mL szcintillacios folyadékkal kevertiik. Minden esetben 3 szorpcids
kontroll tankbdl (radioaktivan jelolt szteroidokat igen, de csigdkat nem tartalmazott) is
kétoranként mintat vettiink, hogy meghatarozzuk a szorpcidé miatti radioaktivitds veszteségét a
tankokban. A szcintillaci6 szamolasa egy Tricarb 2910 szcintillacié szamold késziilékkel
(PerkinElmer) tortént. A 8 o6ras kezelés utan minden csoportbol 5 allatot azonnal
lefagyasztottuk (kiiiriilés 0. napja), a maradék 5 allatot 4 L tiszta “csigavizbe” tettiik kitiriilés
céljabol. A vizet folyamatosan levegdztettiik és naponta cseréltiik. Az allatokat a 10. napon
lefagyasztottuk.

Minden egyes szteroid esetében kiszamitottuk a “clearance” ratat, ami definici6 szerint
az a rata, amellyel az allatok egységnyi id0 alatt (6ra) egységnyi viztérfogatbol (mL) képesek
eltavolitani az &sszes raidoaktivan jeldlt szteroidot. Mértékegysége: mL allat? éral. A
“clearance” rata fiiggetlen a viztérfogattol. A kiszdmitasa egyezményesen az expozicio elsé 1.5
orajaban torténik (kezdeti ,,clearance” rata) (Katsiadaki és mtsai, 2021; Schwarz és mtsai, 2017a,
2017b, 2018), amikor az allatok még frissek és a radioaktiv jeloléseknek még nem volt sok ideje

metabolizalodni és/vagy lebomlani:

rV
1.5n

Kezdeti "clearance" rata =

ahol r = az eltavolitott radioaktivitas szazalékos mennyisége az elsé 1.5 oraban; V = teljes

viztérfogat a tankban (mL); n = tankban lévo allatok szama

A “V” és az “n” érték adott, a szamolashoz az “r” értéket kell meghatarozni. Ehhez els6
Iépésben minden egyes kezelésben a tankokban maradt radioaktivitas szazalékat korrigaltuk a
szorpcio miatti veszteséggel. A jel fogyasanak korrigalt adatait linearis bomlasi gorbékre
illesztettiik a Sigmaplot szoftver (Inc, TW4 6JQ, London, UK) segitségével, az illesztett
egyenesek egyenletét hasznaltuk a vizbdl a 0 és 1.5 6ra kozott eltavolitott radioaktiv jel

szazalékos mennyiségének kiszamitasahoz (“r” érték).
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4.11. Jelolt szteroidok extrakcidja és elvalasztasa

Ahhoz, hogy extrahaljuk a szovetekbdl a radioaktivan jelolt szteroidokat, a 8 oras kezelés utan
(0. nap), valamint a tisztitasi periodus utan (10. nap) lefagyasztott allatokat szobahdmérsékleten
felolvasztottuk, a lagy szdvetet kipreparaltuk, szaritottuk és lemértiik a tomegiiket. A szdveteket
metanollal és etil acetattal extrahaltuk egy korabbi protokoll alapjan (Schwarz és mtsai, 2017a).
Az extraktumok végso térfogata 10 mL volt.

Hogy elvalasszuk a Sszabad, vizoldékony és észterifikalt metabolitokat, mindegyik
extraktumbol 800 pL-t beparoltunk és particionaltuk egy korabbi protokoll alapjan (Schwarz és
mtsai, 2017a). A mintakhoz 1.2 mL etanolt, 0.3 mL vizet és 3 mL heptant adtunk és 5 percig
raztuk. Centrifugalast kovetéen (2500 g, 10 perc) a fels6 heptan réteget eltavolitottuk és 1j
csObe tettiik. A 80%-os etanol fazisthoz tjabb 3 mL heptant adtunk és 5 percig raztuk, majd
centrifugaltuk. A két heptan fazist ,,pool”-0ztuk. Az elvalasztas alapja az, hogy az erésen lipofil
szteroid észterek a heptan fazisba particiondlodnak, mig a 80%-os etanol fazis tartalmazza a
szabad (nem konjugalt) és vizoldékony metabolitokat. Az etanol fazist beparoltuk, majd
visszaoldottuk 100 pL vizben és 4 mL dietil-éterben, majd 5 percig raztuk és centrifugaltuk
(2500 g, 10 perc). A szabad szteroidok preferencialisan az éterben, mig a szulfat konjugalt
szteroidok a vizben oldodnak. A vizet folyékony nitrogénnel fagyasztottuk és dekantaltuk az
éter fazist. Mindkét frakciot (Frakcid 1 és Frakcid 2) beszariottuk és etanolban visszaoldottuk.

A heptan frakciot beparoltuk és visszaoldottuk 1.8 mL metanolban és 0.2 mL 3M-0S
kéalium-hidroxidban. A mintat 40 percig 80°C-on inkubaltuk, majd a reakciot 40 pL 2.5 M-0s
hidrogén-kloriddal. A szaponifikalasi reakcio soran az észterifikalt szteroidok felszabadultak
(alkalikus hidrolizis). A hidrolizatumhoz 0.21 mL vizet és 4.5 mL heptant adtunk, hogy
elvalasszuk a felszabadult jelolt szteriodokat barmilyen nem atalakitott radioaktiv jeloléstol. Az
oldatot 5 percig vortex-eltiik, centrifugaltuk (2500 g, 10 perc), majd a felsé heptan frakciot
(Frakcio 3) 0 cs6be tettiik. A mintael6készités soran kapott mindhdrom frakciobol 500 pL-t

adtunk 7 mL szcintillacios folyadékhoz.

4.12. A gerinces antitestek altal jelolt proteinek azonositisa Western blott-al és
tomegspektrometriaval

Ahhoz, hogy azonositsuk az anti-human GnNRH, az anti-human CYP19A és az anti-human nPR
antitestek altal jellt molekulakat, 15 allatbol kipreparaltuk a teljes CNS-t és 500 uL jéghideg
lizis pufferben homogenizaltuk, ami 1M Tris-HCI-t (pH=6.8), 2% SDS-t, 10% glicerolt, 10%
merkaptoetanolt és 10 % proteaz inhibitor koktélt (#P2714-1BTL, Sigma-Aldrich) tartalmazott.
A homogenizatumot 5 percig centriugéltuk (16,000xg, 4°C), majd a feliiliszot 1) csébe tettiik
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és 5 percig 95%-on forraltuk 5X mintapufferben, ami 0.1 M Tris-t, 0.5 M DTT-t, 10%, SDS-t,
50% glicerolt, 1 mM EDTA-t és 0.1% bromfenolkéket tartalmazott. A mintakat ezt kovetden
futtattuk 10%-0s SDS-PAGE gélben (Mini-PROTEAN II, Bio-Rad) és blottoltunk at PVDF
membranra (#LC2002, Thermo Fisher Scientific) a ,,standard semi-dry blotting” moédszert
kovetve. A WB-re szant gélben 5 uL mintakat, mig a tovabbi, MS vizsgélatohoz sziikséges
parhuzamos gélben 20 uLL mintakat futtattunk. Markernek a ProSieve™ QuadColor™ Protein
Marker-t (#00193837, Lonza) hasznaltuk.

A membrant szobahdmérsékleten 3 o6ran at blokkoltuk (10% nem zsiros, szaraz tejport
¢és 6% BSA-t tartalmaz6 Tris pufferrel (TBS)), majd harom részre vagtuk. A megfelel6 részeket
4°C-on 24 oran keresztiil TBS-Tween20 (T20)-BSA-ban higitott nyul anti-human GnRH
antitesttel (1:1000), egér anti-human nPR antitesttel (1:1000) és nyul anti-human CYP19A
antitesttel (1:1000) inkubaltuk (3. tdblazat). Mosast kovetden (3x5 perc TBS-T20-al és 3x5 perc
TBS-el) a mintakat szobahdmérsékleten 3 6ran at TBS-T20-BSA-ban higitott kecske anti-nyul
IgG HRP-vel konjugalt (#172-1019, BioRad), vagy szamar anti-egér 1lgG HRP-vel konjugalt
(#170-6516, BioRad) masodlagos antitesttel (1:3000) inkubaltuk. Ezt kovetéen a membrant
haromszor mostuk (TBS-T20-al és TBS-el) és a kemilumineszcenciat a Western Blotting
Luminol Reagent (#sc-2048, Santa Cruz Biotechnology) kit segitségével vizualizaltuk. A
negativ kontroll esetében a mintdkat csak a masodlagos antitesttel inkubaltuk (nem
eredményezett savot). Néhany esetben az anti-human GnRH elsddleges antitestet egy éjszakan
at 4°C-on preadszorbaltuk a szintetikus peptidekkel (10 uM), ezekben a kisérletekben az
immunjel teljesen megsziint (nincs mutatva). Az anti-human CYP19A és anti-human nPR
esetében — tiikkrozve a relevans korabbi publikaciokban elvégzett kisérletek modszerét (Di
Cosmo és mtsai, 1998; Prisco ¢és mtsai, 2017; Rosati és mtsai, 2019) — nem végeztiik
preadszorpcios kontrollt, mivel nincsenek relevéans, kereskedelmi forgalomban kaphato
fehérjék. A kisérleteket 3 fiiggetlen ismétlésben végeztiik.

Az MS azonositashoz a megfelel6 savokat kivagtuk a parhuzamos SDS-PAGE gélbdl,
Eppendorf csdbe tettiik, majd festékmentesités és tisztitds utdn a gélen beliili emésztést
Trypsin/Lys-C Mix (#V5072, Promega) hasznalataval végeztiik a gyarto altal javasolt gyors
emésztési protokollt kovetve. A peptideket 3 mL-es SPE csovekkel tisztitottuk (HLB 60 mg;
Waters, Milford, USA), az eluatumot Eppendorf Concentrator plus késziilékkel (Eppendorf,
Hamburg, Germany) koncentraltuk, majd 100 puL 0.1% hangyasavat tartalmazé vizben oldottuk
vissza. A proteomikai vizsgalat egy Bruker EASY-nLC-vel kapcsolt nano-ESI MS (Bruker
Maxis 4G UHR-QTOF) késziilék segitségével tortént. Az elvalasztas egy C18 analitikai

oszlopon (3 um, 75 pum x 150 mm) tortént gradiens elaciot (A komponens: 0.1% hangyasavat
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tartalmazo ultra tiszta viz; B komponens: 0.1% hangyasavat tartalmazé acetonitril) és 250
nlL/perc dramlasi sebességet hasznalva. Minden mintabol 3 pl-t injektaltunk. A szkennelési
tartomany 250 — 2.800 m/z volt. A porlaszté gaz dramlasa 0.6 bar-on 4 L/perc volt és a
homérséklet 200°C-ra volt allitva. A kapillaris fesziiltsége 4.5 kV volt. A CID fragmentacids
cellaban a top 15 peptid volt fragmentalva. Az adatokat a Data Analysis 3.4 szoftverrel
dolgoztuk fel. A fehérjék azonositasahoz a Mascot server V2.4.1-t, PEAKS Studio Xpro
szoftvert és a Swiss-Prot adatbazist hasznaltuk. A keresési paramétereket tigy allitottuk be, hogy
lehetové tegyenek egy kihagyott hasitasi helyet, elfogadva 50 ppm tomeghibat az MS1, mig 0.3
Da-t az MS2 mddban.

4.13. Krénikus progesztogén kezelés

A hormonkezelések sordn HPLC tisztasdgu, gyogyszertari hatdanyagokat — progeszteron
(#P0130), drospirenon (#SML0147), gesztodén (#L0551000) és levonorgesztrel (#L0551000)
— hasznaltunk (Sigma-Aldrich, Magyarorszag). A négy hatéanyagot kiilon-kiilon metanolban
oldottuk fel, az igy kapott négy torzsoldat koncentracidja 1 mg/mL volt, ezt tovabb higitottuk
10 pg/mL-es koncentraciora a kezelésekhez.

A kisérleti allatokat kontroll és hormonkezelt csoportra osztottuk (n=15 allat/csoport),
az ismétlések szdma csoportonként harom volt (totdl n=90 allat). Kutatécsoportunk korabbi
munkaiban hasznalt megkozelitést (Svigruha, 2021; Svigruha és mtsai, 2021a; Zrinyi és mtsai,
2017; Zrinyi, 2017) kovetve a kezelt csoportok allatait 21 napig 8 L mesterséges ,,csigavizben”
tartottuk, amely 10 ng/L progesztogén hormonkeveréket tartalmazott ekvivalens
koncentracidban (10 ug/mL-es torzsoldatokbol 8 pl-t tettiink a tankokba, az olddszer
mennyisége <0.00001% volt). Az allatok azért kaptak egyszerre a 4 hatdoanyagot, mert a felszini
vizekben is kombinacioban fordulnak elé. A 10 ng/L kezelési koncentrécio tiikrdzi az atlagos
globalis kornyezeti koncentraciot (Svigruha és mtsai, 2021a), példaul a Balatonban és
vizgyljtéjében is hasonld koncentracioban fordulnak el6 ezek a hatdbanyagok (Avar és mtsai,
2016; Maasz és mtsai, 2019). Tovabba azért lett ugyanaz a megkdozelités hasznalva, hogy a
korabbi munkdkban viselkelkedési szinten kapott eredmények Osszevethetdek legyenek az
ebben a kisérletben molekularis szinten kapott eredményekkel (azaz a cél a viselkedési szinten
latott eredmények hattérében 1évo a neuralis/neuroendokrin folyamatokat meghatarozasa volt).
A kontroll csoport allatait 8 L mesterséges ,,csigavizben” tartottuk a kisérlet alatt, amelybe
szintén 8 pL oldoszert tettiink (az oldoszer hatdsa nem volt kimutathatd; a progesztogén
expozicidval azonos kozeg kialakitisara torekedtiink). A kutatocsoportunk korabbi analitikai

méréseire alapozva (Svigruha és mtsai, 2021b) a tankok vizét kétnaponta cseréltiik a
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hormonkezelt csoport tankjaiban és a kezelési koncentraciokat minden alkalommal tjra
beallitottuk a nagyjabol folyamatos 10 ng/L-es kezelési koncentracid fenntartasa érdekében. A
kontroll csoport tankjaiban ennek megfelelden szintén kétnaponta cseréltiik a vizet. A 21 napos
expozicid soran az allatokat hetente haromszor etettiik egyenld mennyiségii (atlagosan 3.5

g/egyed) salataval.

4.14. Osszehasonlité neuralis transzkriptom szekvenalas és bioinformatika

A 21 napos kezelés utan véletlenszertien kivalaszottunk 10-10 allatot a kontroll és kezelt
csoportokbol. Az egyedekbdl kipreparaltuk a teljes CNS-t, ismétlésenként ,,pool”-0ztuk 6ket (3
,kontroll” és 3 ,kezelt” mintat eredményezve), majd a mintdkbdl az Anyagok és moddszerek
fejezet 4.2. részében leirt modszerrel RNS-t izolaltunk, illetve mennyiségi- és mindségi
ellendrzést végeztiink. A szekvenalashoz sziikséges konyvtarat a NEBNext Ultra Il Directional
RNA Library Prep Kit for Illumina (NEB, Ipswitch, MA, USA) segitségével készitettiik. A
konyvtarhoz 400 ng mRNS-t izolaltunk a teljes RNS mintabol a NEBNext Poly(A) mRNA
Magnetic Isolation Module (NEB, Ipswitch, MA, USA) hasznalataval. Az mRNS-eket
fragmentaltuk, a szalak végének alakitasa (,,repair & A-tailing”) utan raligaltuk az adaptereket,
majd amplifikaltuk a konyvtarat. Az elkészitett konyvtarak mindségi ellenérzését 4200
TapeSation System using D1000 Screen Tape, mennyiségi ellendrzését pedig Qubit 3.0
késziilékkel végeztiik. A szekvenalas NovaSeq6000 késziilékkel tortént (Illumina, San Diego,
CA, USA) 2x 151 futtatasi konfiguraciot hasznalva. A ,read”’-ek mindségét FastQC-vel
vizualizaltuk és rCorrector-al elemeztiik, ami egy k-mer-alapti médszer az Illumina platformon
kapott RNS ,read”-ek random szekvenialasi hibainak javitasara, majd a Trinity de novo
assembly program segitségével Osszeszereltiik Oket. A ,,read”-eket ezutan a 13 reprodukciot
iranyito neuropeptid prekurzor kodold szekvenciajara térképeztiik, megszamoltuk hany ,,read”
hogy hogyan klaszterezddnek és milyen a talalati értékek eloszlasa. Végil elvégeztik a

génexpresszios mérést, 1.2 ,,fold change” és 0.05 P értékeket hasznalva szlirési paraméterként.

4.15. Statisztikai vizsgalatok

A kisérletek statisztikai elemzéseit az OriginPro 2018 (OriginLab Corp., Northampton,
Massachusetts, USA) szoftver segitségével végeztiik el. Az adatok normalitasait Kolmogorov—
Smirnov teszt alkalmazasaval, a varianciak homogenitasat pedig Levene statisztikaval (F-proba)
vizsgaltuk. A taplalkozési- és reprodukcios aktivitas esetében a csoportok kozotti kiilonbségeket

kétmintds t-probaval elemeztiik. A mozgasi aktivitds esetében két-utas ismételt ANOVA-t
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alkalmaztunk, hogy vizsgaljuk a vizsgalati id6, a peptid €s azok interakcidinak hatdsat. Ezt az
elemzést kétmintds t-proba kovette, hogy azonositsuk a csoportok kozotti statisztikaliag
szignifikans kiilonbségeket egy adott idépontban. A kiilonbségeket statisztikailag szignifikdnsnak
tekintettiik P <0.05 (*), P <0.01 (**) és P <0.001 (***) esetén.
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5. EREDMENYEK
5.1. A GnRH/CRZ preprohormon nukleotid szekvenciaja

A korabbi in silico vizsgalataink az A. californica GnRH/CRZ preprohormonjanak kodolo

szekvenciajat hasznalva egy 272 bp hosszu talalatot eredményeztek a L. stagnalis genom

adatokban (Lsta_scaffold164). A szekvencidban 32 nukleotid (a feltételezett aktiv peptidet

kodolo rész) 100% egyezést mutatott a “query” szekvenciaval, potencidlisan azonositva a ly-

GnRH/CRZ koédold régigjat. A L. stagnalis neurdlis transzkriptomjanak szekvenalasa és

bioinformatikai elemzése utan sikeresen meghataroztuk a kodold szekvenciat, a teljes ly-

GnRH/CRZ preprohormon nukleotid szekvencidja 1225 bp hosszu (15. abra).

tttgacaagaaagttgtcggtgtctttgtgtttctgttggtgctgatattgctggggeccg
tcaaaacttcttgtttagttccgaatactttttagactgatcaccttttggttttttttt
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agtctgtttcagcttaaaaatttactcttcgaaaactatttacaccaaaaatggaacaaa
tgtgtatttctcgceccttctgtcatcttctatagaaaattgcatgagaataaagtcagaac
caccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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1080
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1200
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15. abra: A ly-GnRH/CRZ preprohormonjanak nukleotid (felsé sorok) és kivetkeztetett fehérje (also
sorok) szekvenciaja (NCBI azonosito szam: #MN385595). A prediktalt szigndal peptid folytonos
alahizdssal, az “érett” peptid (félkovér) az alfa amidacios hellyel (G) folytonos vonalu kerettel, a KKR
tribazikus hasitohely sziirke szinnel, mig ly-GnRH/CRZ-asszocidlt peptid szaggatott aldhvizdssal van
jelolve. A csillag a STOP kodont jeloli. Az ATTAAA poliadenilacios szignal kettds vonallal van alahuzva.

Az irodalmi adatok alapjan (Iwakoshi és mtsai, 2002; Tsai és Zhang, 2008; Zhang és

({4

mtsai, 2008) azonositottuk a szignal peptidet, az “érett” peptidet egy tribazikus hasito hellyel
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¢s egy alfa amidacios szignallal (QNYHFSNGWYAGKKR), valamint ly-GnRH/CRZ-
asszocialt peptidet (15. adbra). Varakozasunknak megfelelden az “érett” peptid szekvenciaja
nagyon konzervalt, mig a szignal peptid és a ly-GnRH/CRZ-asszocialt peptid szekvenciaja

nagy variabilitast mutat (Fiiggelék 6.).

5.2. Az aktiv ly-GnRH/CRZ peptid azonositasa a kozponti idegrendszerben

A CNS-bdl szarmaz6 peptid extraktum egyik, 31-32. perc eliciés iddvel rendelkezd
frakcidjaban azonositottunk egy csticsot 1368.648 [M+H]" tomeggel, amely megfelelt a 11
aminosavbol allo aktiv ly-GnRH/CRZ peptid kiszamitott tomegének. A tandem MS (MALDI-
TOF/TOF MS/MS) vizsgalat megerdsitette, hogy a peptid szekvencia pPQNYHFSNGWYA-
NH: volt (16. abra), ami megegyezett az Eredmények fejezet 5.1. részében bemutatott 15. abran

lathaté szarmaztatott fehérje szekvenciaval.

b2 ba bs b6 b7 b8 b9 b0
PQ-N.YiH-F/S-N:G-WLY-A-NH,
' Cww
bs b7
| 673.269 874.336
b4 |
501 526.204
| b10
bo 1280.505
760.299 !
4.0
w
R bs
S 1117.439
E 3.01
o) | | b8
= { 931372
c { )
- — 1 parent mass
| {8 : [M + H)*
201 : 980.449 { 1368‘-543
| a4 as y7 !
| 498.230 645.283 843.387 i ! :
| 221‘52134 ; |
10 ‘
‘ § ‘, | i 1 i “ ‘
oo MR { YUY YONPTI 1) AT P 1R VL TR O W
o 200 ) 400 ) 600 ) 800 ’ 1000 ) 1200 ) 1400

tdmeg (m/z)

16. dbra: Az aktiv ly-GnRH/CRZ peptid MALDI-TOF/TOF MS/MS spektruma és szekvencidja (,, 1 letter
version” dabrdzolds). A tomegspektrumon a ly-GnRH/CRZ anyaionja [M + H]*, b-ionjai, y-ionjai és a-
ionjai vannak feltiintetve.

5.3. A ly-GnRH/CRZ peptid filogenetikai elemzése
Hogy naprakeésszé tegyiik a GnRH neuropeptid szupercsalad evollicids kapcsolatait az Gjonnan
azonositott szekvenciakkal, beleértve a ly-GnRH/CRZ-t, filogenetikai vizsgalatot végeztiink.

Ennek eredménye az 17. abran lathato.
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Caenorhabditis elegans AKH
Branchiostoma floridae GnRH :
Bombyx mori AKH2 :
94! Bombyx mori ACP*

Anopheles gambiae AKH

Drosophila melanogaster AKH

3 a5 Tribolium castaneum AKH1
—ETribohum castaneum AKH2
Apis mellifera AKH
?L:Daphma pulex AKH
0 61 Nasonia vitripennis AKH

i'i Strigamia maritima AKH "
Helobdella robusta AKH/GnRH

Hysibius dujardini AKH
Crassostrea gigas AKH*
Hyriopsis cumingii AKH %
Capitella teleta AKH/GnRH1 *
Capitella teleta AKH/GnRH2
—— Aplysia californica AKH

Bithynia siamensis goniomphalos AKH
1?% Lottia gigantea AKH

30 h
Tribolium castaneum ACP

: *
: Cionia intestinalis GnRHg

__z|j Ixodes scapularis ACP :
§D Strigamia maritima ACP

; * :
1 : Brachionus calyciflorus AKH
- EAnopheles gambiae ACP
L Ostrinia fumacaisAcP_ ACP:

oo Priapuuscaudatus AKH
Strigamia maritima CRZ
Priapulus caudatus CRZ

Apis mellifera CRZ
Ixodes scapularis CRZ
Bombyx mori CRZ
Drosophila melanogaster CRZ

CRZ

Crassostrea gigas GnRH/CRZ
Ruditapes philippinarum GnRH/CRZ
Bithynia siamensis goniomphalos GnRH/CRZ
Lottia gigantea GnRH/CRZ

QOctopus vulgaris GnRH/CRZ
Lymnaea stagnalis GnRH/CRZ ‘
Deroceras reticulatum GnRH/CRZ
Aplysia californica GnRH/CRZ
Capitella teleta GnRH/CRZ :
Haliotis laevigata GnRH/CRZ :
5L Halotis discus hannai GrRiicRz  GNRHICRZ
——— Sfrangylocentrotus purpuratus GnRH——

5' 12|— Danio rerio GnRH
£ Gallus gallus GnRH?2

a7 Gallus gallus GnRH1 :
9?[Homo sapiens GnRH GnRH:

s

1
050

17. abra: Az Ssszaju (fondlférgek, gyiiriisférgek, puhatestiiek és izeltlabuak) és ujszaju (tiiskésboriiek és
gerinchurosok) fajokban azonositott CRZ, GnRH, GnRH/CRZ, AKH, és ACP preprohormon szekvencidk
filogenetikai elemzése. A ,,boostrap” értékek %-ban vannak kifejezve. A csillagok olyan szekvencidkat
Jjelolnek, amelyek rosszul klaszterezédnek és manudlis korrekciot igényelnének (példaul a Brachionus
calyciflorus AKH-nak konszenzus szekvencidaja van az izeltlabii AKH csoportba, de az ACP klaszterbe

keriilt).
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A szegregalodott klaszterek feliilrdl lefelé a kovetkezok:

1. Két AKH klaszter a puhatestiiekbdl, izeltlabiakbol, gytirtisférgekbdl €s fonalférgekbdl.
Az irodalmi adatok alapjan (Tsai, 2018) ezek “igazi” AKH peptidek.

2. Egy izeltlabu ACP klaszter.

3. Egy izeltlabu CRZ klaszter.

4. Egy GnRH/CRZ klaszter, amelynek szekvencidi GnRH és CRZ jellemzdkkel is birnak.
A Kklaszter tartalmazza az altalunk uUjonnan azonositott ly-GnRH/CRZ peptidet
(nyilhegy) és a korabban puhatestii GnRH-ként azonositott szekvencidkat

5. Egy gerinces GnRH klaszter, amely minden tiiskésbérii és gerinchuros szekvenciat

tartalmaz.

5.4. A ly-GnRH/CRZ transzkript expresszioja a kozponti és periférias szovetekben

Az RT-PCR vizsgalataink azt mutattak, hogy a ly-GnRH/CRZ neuropeptid transzkriptje
szamos szovetben jelen van (18. abra). Az amplifikalodott transzkriptet (109 bp) a CNS 6sszes
idegdticaban (paros agydic [CG], paros pofadic [BG], paros labduc [PeG], paros kdpenydtc
[PIG], paros fali dac [PaG], paratlan zsigerdic [VG]) és mindegyik vizsgalt periférias szovetben
(sziv [H], himnds mirigy [OT] és szemindlis vezikulumok [SV]) megtalaltuk (18. abra, felsé
panel). Hogy megbizonyosodjuk arrél, hogy a mintak genomi DNS kontaminaciotol mentesek,
az aktin amplifikaciojat az RNS mintakrol RT nélkiil (RTQ) is elvégeztik (18. abra, k6zEépso
panel). A legalsé panel az amplifikalodott aktint (140 bp) mutatja a kiilonb6zd szdvetekben,
ellendrizve az RNS és az RT mindségét. A negativ kontrollok - RTO (k6zépsd panel) és a

templat nélkiili kontroll (NTC, utols6 oszlop) - nem eredményeztek PCR terméket.

CG BG PeG PIG PaG VG H oT SV NTC

ly-GnRH/CRZ ==

actin- RT@ '

acsin [ XN

18. dbra: A CNS-bdl (agyduc, pofadiic, labduc, kopenydiic, fali dic, zsigerdic), szivbdl, himnds
mirigybdl és szemindlis vezikulumokbol készitettt ¢cDNS mintik PCR vizsgadlata. Felsé panel: [y-
GnRH/CRZ amplifikalas. Kozépsé panel: actin amplifikdalas RNS templattal (RTO). Also panel: actin
amplifikalds. A PCR termékek mérete jobb oldalon lathaté. Roviditések: CG — agyduc; BG: pofadiic;
PeG — ldbdiic; PIG — kopenydiic; PaG — fali diic; VG — zsigerdiic; H — sziv, OT — himnds mirigy, SV —
szeminalis vezikulumok, NTC — templat nélkiili negativ kontroll; RT@ — nem volt RT
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5.5. A ly-GnRH/CRZ peptid jelenléte a kozponti és periférias szovetekben

A specifikus anti-ly-GnRH/CRZ antitestet alkalmaz6 IHC vizsgalataink azt mutattak, hogy a
ly-GnRH/CRZ peptid jelen van a CNS minden idegdtcaban (19. abra). Orias (100 pm), nagy-
(50-80 um), kozepes- (30-50 um) és kisméretti (10-30 um) ly-GnRH/CRZ-immunpozitiv (ip)
neuronokat figyeltiink meg. A jel616dott neuronok eloszlasa nagy variabilitast mutatott: mig a
paros P1G-ben és PaG-ben csak kisszamu ly-GnRH/CRZ-ip neuron volt megfigyelhetd, a peptid
sokkal abundansabb volt a paros BG-ben, CG-ben és PeG-ben (19A abra).

A BG szamos, a jeldletlen B1 és B2 motoneuronok koriil csoportosul6 kis- és kézepes
méretli ly-GNRH/CRZ-ip neuront tartalmaztak, tovabba a nagyméretii B3 és B4 taplalkozasi
motoneuronok is jelol6dtek (19A,B abra). A CG-ben kisméretii neuronok jellédtek a ventralis
(vl) és anterior (al) lebenyben, valamint kozepes méretii neuronok az A-csoportban (Acl). A
kaudodorzalis sejtek (CDC) szintén immunpozitivak voltak (19A,C abra). A PeG-ben szamos
Kis- és kozepes méretii ly-GnRH/CRZ-ip neuront talaltunk az A-csoportban (Acl) és E-
csoportban (Ecl), valamint szerotonerg bal oldali labdtc dorzalis 1 (LPeD1) és a dopaminerg
jobb oldali labduc dorzalis 1 (RPeD1) o6rias neuronok is jelolodtek (19A,D abra). Végiil, néhany
kozepes- és nagyméretii immunpozitiv neuront lattunk a VG HIJK sejtjeiben és M-csoportjaban
(Mcl), valamint a PaG B-csoportjaban (Bcl) (19A,E abra).

A specifikus anti-ly-GnRH/CRZ (antigén: CNYHFSNGWY A-amide) antitest és a nem
specifikus anti-human-GnRH (antigén: pQHWSYGLRPG-amide) antitest jel6lésének
0sszehasonlitasa soran megallapitottuk, hogy mindkett6 ad pozitiv jelet a CNS-ben, de nagyon
eltéré mintazattal (20. abra). Voltak olyan neuronok, amelyeket mindkét antitest jelolt (példaul.
CDC sejtek), valamint voltak olyan neuronok, amelyeket vagy csak a specifikus (példaul
RPeD1), vagy csak a nem specifikus (példaul zsigerduc dorzalis 1 [VD1] és jobb oldali fali duc
dorzalis [RPD2]) antitest jelolt. Altalanosan elmondhaté, hogy a specifikus antitest sokkal tobb

neuront jelolt és minden idegdicban adott immunpozitiv jelet.
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19. abra: A ly-GnRH/CRZ-ip neuronok eloszlisa a CNS-ben. (A) A sematikus CNS térkép (dorzalis
nézet) mutatja a jelolt sejteket (piros kordok) a bal (L)- és jobb (R) oldali pofa- (BG), agyi- (CG), ldb-
(PeG), kdpeny- (PIG), fali- (PaG) és zsigerducban (NG). A térképen a tajékozodast segito jeloletlen
sejtek (példaul CGC, VD1) is fel vannak tiintetve. (B-E) Reprezentativ, lézer konfokdlis mikroszképival
kesziilt képek. (B) A jobb BG-ben kis- és kdzepes méretii nem jeldlédo sejtek (nyilak), valamint
nagymeretii azonositott ly-GnRH/CRZ-ip sejtek (B3, B4 - *) figyelhetik meg. (C) A jobb CG-ben szdmos
azonositott (CDC sejtek - nyilhegyek) és nem azonositott sejt (nyilak) mutatott immunjelet. (D, E)
Szamos kis- (10-30 um), kozepes- (30-50 um) és nagyméretii (50-80 um) immunreaktiv neuron (nyilak)
lathato a PeG-ben (E-csoport), a VG-ben (M-csoport) és a jobb PaG-ben (B-csoport). A neuropil, a
konnektivumok és a periférias idegek intenziv jeloléest mutattak. A "B-E’ képek lézer konfokdlis
mikroszkoppal késziiltek. Kék: Hoechts 33342 magfestés. Roviditések: dbn — dorso-pofaideg; pbn —
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poszt pofaideg; cbc — agydiic-pofadiic konnektivum; min - medidn ajakideg; sln - szuperior ajakideg; vl
- ventralis lebeny; al - anterior lebeny; cc — agydiici komisszura; spn - superior fali ideg; mpn - median
fali ideg; ipn - inferior fali ideg; Acl - A-csoport; Ecl - E-csoport; SC - statociszta; Ipan - bal fali ideg -
cpn - borideg; an - andlis ideg; in - intesztindlis ideg; gn - genitdis ideg; irpan - interndlis jobb fali
ideg; erpan - externdlis jobb fali ideg; Mcl - M-csoport; Bcl - B-csoport; B1-B4 - azonositott
taplalkozasi motoneuronok; db - dorzdlis test; np - neuropil; pn - kopenyideg; cpc — agydiic-pofadiic
konnektivum, plpc — képenyduic-labdic konnektivum. Méretarany=50 um.

20. dbra: (A) Sematikus CNS térkép (dorzdlis nézet) a specifikus és nem specifikus antitestek dltal jelolt
neuronok eloszildsaval a bal (L)- és jobb (R) oldali pofa- (BG), agyi- (CG), lib- (PeG), kopeny- (P1G),
fali- (PaG) és zsigerdicban (NG). A specifikus antitest daltal jelolt neuronokat piros kordk, a nem
specifikus antitest daltal jelolt neuronokat kék kordk, mig a mindkét antitest altal jelolt neuronokat lila
korok jelzik. A térképen a tdjékozddast segitd jeloletlen sejtek (példaul CGC) is fel vannak tiintetve. (B-
G) Reprezentativ, alterndlo metszéssel és |ézer konfokalis mikroszkopiaval késziilt képek. A jobb CG-
ben (B-C) a specifikus (B) és a nem specifikus (C) antitest is adott jelolést, részben ugyanazok a
neuronok jellddtek (csillagok). A VG orids VDI sejtjét (D-E, haromszdg) és a jobb PaG orids RPD2
sejtjét (F-G, kor) csak a nem specifikus antitest jelolte (E, G). Roviditések: CDCs —kaudodorzdlis sejtek;
CGC — agyi orids sejt; LPeD1 — bal oldai labdic dorzalis 1-es neuron; RPeD1 — job oldali /abdiic
dorzdlis 1-es neuron; Acl - A-csoport; Ecl - E-csoport; SC - statociszta; Mcl - M-csoport; Bcl, B-
csoport; B1-B4 — azonositott taplalkozdsi motoneuronok, VDI — zsigerduc dorzalis 1-es neuron; RPD2
— jobb oldali fali diic dorzalis 2-es neuron; al — anterior lebeny; vl — ventralis lebeny. Méretarany=>50

um.
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Hogy megallapitsuk, hogy a jobb CG ventralis és anterior lebenyeiben talalt ly-
GnRH/CRZ-ip neuronok vetiilnek-e a pénisz komplex motoros beidegzéséért felelds pénisz
idegbe, a CNS neuronjait retrograd visszatoltottiik a pénisz idegrol, majd IHC-t csinaltunk. Mig
az anterior lebenyben detektaltunk kettdsen jel6l6dd neuronokat, a ventréalis lebenyben nem
talaltunk. Az anterior lebenyt reprezentalo 21. abra egy kettdsen jeldl6d6 neuront mutat.
Megfigyeltiink olyan ly-GnRH/CRZ-ip sejteket is, amelyek nem jel6ldtek a nikkel-kloriddal,

azaz nem mindegyik anterior lebenyben talalhatd ly-GnRH/CRZ-ip neuron projektal a pénisz

idegbe.

és nikkel-lizin visszatoltéssel. Az "A’ és ‘B’ képek ugyanazt a metszetet jelolik. Vizualizalds retrograd
toltés utan IHC leképezés nélkiil (A), illetve IHC leképezéssel (B). Piros: Iy-GnRH/CRZ immunjeldlés;
kék: Hoechts 33342 sejtmagfestés; nyil: ly-GnRH/CRZ-ip, de nem visszatoltédott neuron; nyilhegy:
visszatoltédott, de nem ly-GnRH/CRZ-ip neuron; Nyil+nyilhegy: kettésen jelolt neuron. Méretarany=25

um

A periférids szovetek koziil vizsgaltuk a peptid jelenlétét a szivben, a himnds mirigyben,
¢s a szeminalis vezikulumokban. Abundans ly-GnRH/CRZ-ip axon rostokat talaltunk a
szivpitvar felszinén az izomrostok hossztengelyére merélegesen, maguk a szivizomrostok nem
jelolédtek (22A1, A2 abra). A himnds mirigyben nem detektaltunk pozitiv jelet (23A éabra),
azonban a szeminalis vezikulumok szeminalis epitéliuma intenziv immunpozitivitast mutatott

(23B, C 4bra).
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22. abra: Iy-GnRH/CRZ immunreaktiv (piros) elemek a szivpitvarban. (A1) Gazdag ly-GnRH/CRZ-ip
rostok (nyilak) lathatok a pitvari izomrostok transzverzailis (csillagok) felszinén. (A2) A pitvari izom
innervdcioja nagyobb nagyitisban. Tranzverzalisan futé immunpozitiv axonok (nyilak) az izomrostok
(m) mentén. Méretarany=25 um - Al; 10 um - A2.

23. dabra: ly-GnRH/CRZ immunjelilédés a himnds mirigyben (A) és a szemindlis vezikulumokban (B,
C). A4 himnds mirigyben (OT) nem detektaltunk immunpozitiv jelet. A szemindlis vezikulumok (V)
szeminalis epitéliumaban (se) intenziv jelolést detektaltunk (piros). A B’ képen lathato szaggatott
vonalu négyzet a 'C’ képen lathato teriiletet jeloli nagyobb nagyitasban. Kék: Hoechts 33342
sejtmagfestés. Roviditések, jelolések: ge, germindlis epitélium; po — elsédleges oocita, so — masodlagos
oocita; mo — érett oocita; * - follikularis sejtek; nyilak — Sertolli-sejtek; nyilhegy — spermium; m - izom
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A periférian vizsgaltuk tovabba azt is, hogy a ly-GnRH/CRZ neuropeptid potencialisan
részt vesz-e a sziv és a pénisz komplex szabalyozasadban/beidegzésében, amely alapvetden tobb
kémiai hirvivé molekula (példaul 5-HT, acetilkolin, FMRFa) kombinacidjan alapszik
(Benjamin, 2008; Benjamin ¢és Kemenes, 2013, 2020; Koene, 2010 osszefoglalok). A
preputium longitudinalis izmaban (24A-B abra) és a szivpitvar izomzataban (24D-F éabra) is
olyan idegelemeket/axon rostokat figyeltiink meg, amelyekben a ly-GnRH/CRZ-immunreakcid

¢és az 5-HT- immunreakcid kolokalizalot mutatott.

24. dabra: 5-HT (zold) és ly-GNRH/CRZ (piros) immunjelolédés a preputiumban (Al-A3) és a
szivpitvarban (B1-B3). A preputium hosszanti izmaban (LM) és a pitvarizom felszinén szamos olyan
axon rost lathato, amely 5-HT és Iy-GnRHICRZ kolokalizaciot mutat (A3, B3 - nyilhegyek).
Meéretardany=40 um (A1-A3) és 10 um (BI1-B3).
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5.6. A ly-GnRH/CRZ szerepe a viselkedési mintazatokban

Megfigyeléseink alapjan, a ly-GnRH/CRZ peptid nem okozott valtozast a taplalkozasi rataban.
A ly-GnRH/CRZ injektalt csoportban sem 20 perccel sem 2 6raval az injektalast kovetéen nem
valtozott szignifikansan a cukorral kivaltott ritmikus reszelé nyelv (radula) oltogetések

(harapasok) szama a kontroll csoporthoz képest (25. abra).

o
Eil 25 - kontroll ly-GnRH/CRZ
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25. abra: A kisérleti csoportok tdplalkozasi rataja (harapdsok szama/2 perc). Az injektdlas eldtti
harapasszamot a fehér oszlopok, mig az injektalas utdani értékeket a sziirke oszlopok jelzik. Mindegyik
oszlop az atlagot + szorast mutatia (n = 10 dllat/csoport/ismétles). A haromszogek az injektdlas
idépontjat jelzik. Nem volt szignifikdns kiilonbség a kontroll és ly-GnRH/CRZ injektalt csoportok kozott.

Ezzel ellentétben, a ly-GnRH/CRZ peptid jelentds valtozast indukalt a mozgasi
aktivitasban, ezt az 26. dbra mutatja. A két-utas ismételt ANOVA elemzés szignifikans
eltéréseket mutatott az idé (megfigyelési pontok) [F(5,251)=20.03, P <0.05], a kezelés (peptid
injektalas) [F(1,251)=7.96, P <0.001] és az id6-kezelés interakcidjanak [F(5, 251) = 3.90, P
<0.01] vizsgalata soran. A tovabbi, egyes idopontokra elvégzett kétmintas t-probak alapjan a
ly-GnRH/CRZ injektalt allatok szignifikansan alacsonyabb mozgasi aktivitast kezdtek mutatni
25 perccel az injektalas utan (t(58)= 6.267; P <0.001), ez a jelenség még 24 draval késobb is
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megfigyelheté volt (t(58)= 4.57; P <0,05). Az injektalds utan 48 oraval mar nem volt
szignifikans kiilonbség a kontroll és ly-GnRH/CRZ injektalt egyedek mozgasi aktivitasaban.
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107 —e— ly-GNRH/CRZ
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! 4 ! ! ! ! !

-48 6ra 15 perc 30 perc 45 perc 24 6ra 48 ora

injektalas el6tti és utani id6

26. dbra: A kisérleti csoportok mozgdasi aktivitasa (a csigak altal megtett ut centiméterben, 5 perc alatt).
Mindegyik adatpont az dtlagot + szordst mutatia (n = 10 dllat/csoport/ismétlés). A kontroll és ly-
GnRH/CRZ csoportok kozti szignifikans kiilonbséget az adott idépontokban a csillagok jelzik (*P <0.05
és ***P <0.001).

A mozgasi aktivitdshoz hasonléan, a ly-GnRH/CRZ peptiddel injektalt allatok
reprodukcios aktivitasa is jelentésen megvaltozott (27. abra). A kontroll csoport altal lerakott
egészséges petezsakok (7.66 + 0.33) szamahoz viszonyitva a ly-GnRH/CRZ injektalt
csoportban szignifikansan megnétt a lerakott egészséges petezsakok szama (22.66 + 1.33, P
<0.001) (27A éabra). Ezzel parhuzamosan, a ly-GNRH/CRZ injektalt csoport egyedei altal
lerakott egészséges peték szama (1175 + 49.65, P <0.001) szignifikansan nagyobb volt a
kontroll csoporthoz képest (533 + 19.05) (27B abra). Ugyanakkor, a ly-GnRH/CRZ injektalt
csoport petezsdkjainak egy részében mindségi romlast figyeltiink meg, ami poliembrionias
petéket tartalmazo petezsakok megjelenésében nyilvanult meg (27C, D abra; 28. abra).
Osszegezve, a ly-GnRH/CRZ peptid megndvelte a lerakott petezsakok/peték szamét, de egyben

novelte is a poliembridnids peték szamat a kontrolhoz képest.
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217. abra: A kisérleti csoportok reprodukcios aktivitisa. Mindegyik oszlop az atlagot + szordst mutatja
(n = 10 dllat/csoport/ismétlés). A fehér oszlopok a kontrollt, mig a sziirke oszlopok a ly-GnRH/CRZ
injektalt csoportot jelolik. A kontroll és Iy-GnRH/CRZ csoportok kozti szignifikans kiilonbséget a
csillagok jelzik (**P <0.01 és ***P <0.001)

28. dbra: Egészséges (csillag) és poliembrionias (nyil) petéket tartalmazo petezsak egy ly-GnRH/CRZ
injektalt felnott csigabol.
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5.7. A gerinces szex szteroid szintézisben és receptor-mediacioban részt vevé gének
homologjai a L. stagnalis-ban

A L. stagnalis neuronalis transzkriptomjanak szekvenalasaval kapott adatokat, valamint a
genom adatokat felhasznalva sikeresen azonositottuk tobb, a gerinces szex szteroid szintézis
utvonalban ¢és receptor-medidcioban részt vevo gén homologjat (5. tablazat).

A szex szteroidok szintézisében szerepet jatszd enzimek koziil nem taldltunk homolog
szekvenciat a gerinces CYP11A, CYPI9A ¢és 3a-HSD génekhez. Ezzel ellenétben sikeresen
azonositottuk a szteroidgenezist akutan regulalé fehérje (StAR), 3p-HSD, CYP17, 17p—HSD
¢és Sa-reduktaz gének homologjait. Nem taldltunk homolog szekvenciat a receptor-mediacidban
szerepet jatszo gerinces nPR, nAR, szex szteroid-kotd globulin (SSBG) és transzkortin (CBG)
génekhez, azonban azonositottuk a gerinces nER ¢s PGRMC1 homolégjait. Minden azonositott
homolég esetében azonositani tudtuk a ra jellemzdé konzervalt domént is (példaul SRPBBC

domén — StAR; P450 domén - CYP17) (Fiiggelék 7.)

5. tablazat: A gerinces szex szteroid szintézisben és receptor-medidcioban részt vevd gének homologjai
a L. stagnalis-ban. Az azonsitott fehérje szekvencidak reprezentativ homoldgia adatait a Fiiggelék 8.
tartalmazza.

Gerinces szex szteroid s . NCBI
NP . Roviditések/ Homolog a o
szintézisben és receptor- . Lo . azonosito
s , . szinonimak L. stagnalis-ban .
mediacioban részt vevo gének szamok
Szteroidgenezist akutan StAR, STARD1 van MT655302
regulalo fehérje
Koleszterin-oldallanc hasitoé enzim CYP11A nincs -
3a- hidroxiszteroid-dehidrogenaz 30-HSD nincs -
3pB-hidroxiszteroid-dehidrogenaz 3B-HSD van MT655303
17a-hidroxilaz/17,20-liaz CYP17 van MT655304
MT643176;
. . . . . MT655305;
17B- hidroxiszteroid-dehidrogenaz 17 -HSD van MT655306:
MT655307
. MT643177;
5a-reduktaz - van MT643178
Aromataz CYP19A nincs -
Nuklearis 6sztrogén receptor alfa nERa, NR3AI van MN989918
Nukledris progeszteron receptor nPR, NR3C3 nincs -
Nuklearis androgén receptor nAR, NR3C4 nincs -
Progeszteron receptor membran PGRMCL1 van MT178274
komponens 1
Szex szteroid-koté globulin SSBGs nincs -
Transzkortin CBG nincs -
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5.8. Radioaktivan jelolt szteroidok felvétele

A 29. abra mutatja a radioaktivan jelolt Ez, P, T és EE2 fogyasat a csigakat tartalmaz6 kisérleti
tankok vizébdl. Minden csigat tartalmazo tankban jelentds csokkenés volt a radioaktivitasban,
a P felvétele volt a leggyorsabb. A vizben maradt radioaktivitds mennyisége 8 orat kovetden
~80% volt az E2, ~70% volt a P, ~78% volt a T és ~75% volt EE> esetében. Az els6 1.5 orara

kiszamitott felvételi rata 3.7 mL allat* 6ra™ (E2) és 5.6 ml allat? o6rat (P) kozott volt (6.

tablazat).
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29. abra: Radioaktivan jelolt szteroidok eltavolitdasa a vizbdl L. stagnalis egyedek dltal. A 8 oras kezelés
soran a kezdei koncentracié 2.6 uCi/L [PH]-E2 (A), 2.7 uCi/L [*H]-P (B), 3.5 uCi/L [*H]-T (C), és 2.7
uCi/L [*H]-EE, (D) volt. Mindegyik pont a %-os dtlag értéket + szérdst mutatja a kezelési (®) és
szorpcios kontroll (o) tankokban. (n = 5 kezelési tank és n = 3 kontroll tank, mindegyikben 2 allat)
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6. tablazat: Felvételi ratdk és a hozzatartozo adatok

Linaris gorbe A bomlasi
(f = yO+a*x), gorbékbol
konstansok szamolva:
z 5| 2
\g o ] T) ;\; é:\
N\ ~— >\ ~ [
2| @ e | 3g| £E
Kisérlet 2 5 3 s E=2 i
£ o 2 c SE| B %
_— Q) [e) (@] > =} jq-') —
g > ~ ¥4 ® 4 Lc-‘s
s = - i)
= = =
E 19.7 5714.6 -140.3 3.7 3.7
EE; 26.7 5857.9 -195.9 5.0 5.0
T 215 76865 | -2104 | 41 41
P 29.1 5864.0 -217.0 5.6 5.6

5.9. Jelolt szteroidok megoszlasa a szovetekben a Kiiiriilési periédus elején és végén

A szovetekben taldlhatdé metabolitok extrakcidjat és fazis elvalasztasat kovetd vizsgalatok
nagyaranyu radioaktivitast mutattak a P (40%), E2 (50 %) és T (85%) esetében a lipidben
Ugyanakkor a varakozasnak megfeleléen, a potencialisan észterifikalhato EE» aranya sokkal
alacsonyabb volt (8%). A maradék radioaktivitas nagy része a szabad szteroidokat tartalmazo
80%-os etanol frakcidban volt mérhetd. A vizoldékony frakcioban a radioaktivitdsnak csak egy
nagyon alacsony ardnya volt kimutathat6. Tiz nap kiiiriilési periddust kovetden a
radioaktivitasnak ~70%-a még mindig jelen volt az allatokban (30. abra). Az EE2-t kivéve
minden szteroid aranya magasabb volt az észter frakcioban, ami a szabad szteroidok

preferencialis kitiriilését jelenti.
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30. abra: A 4 szteroid radioaktivitisdnak megoszidsa a L. stagnalis egyedek teljes szévetében a 0.
(kbzvetleniil a 8 oras kezelés utan) és a 10. (kitiriiési periodus utan) napokon. A 0. nap értékei vannak
100%-nak tekintve. A szteroidok ardanya az észter (fekete), szabad (vildgos sziirke) és vizoldékony
(sotétsziirke) frakciokban szintén fel van tiintetve az adott napokon. Az adatok a teljes radioaktivitas
atlagos szazalékaként vannak mutatva minden egyes extraktum esetében (n=5/idépont).

5.10. A gerinces antitestek altal jelolt fehérjék azonositasa a kozponti idegrendszerben

Habar a CYP19A ¢és nPR gének nem talalhatbak meg a L. stagnalis-ban, az anti-human-
CYP19A és az anti-human-nPR antitesteket hasznalé IHC vizsgalataink soran immunpozitiv
jelet kaptunk a CNS-ben (31. abra). Tovabba, ahogy a 20. abran bemutatasra keriilt, az anti-

human-GnRH-ra készitett antitest szintén jeldlést adott.
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31. dbra: Reprezentativ CYP19A4 (Al1-A3) és nPR (B1-B3) immunjeldlddés (piros) a CNS-ben. Az anti-
CYP194 antitest példaul az RCG-ben (Al), az RPIG-ben (42) és az RPaG-ben (A3), mig az anti-nPR
antitest példaul a VG-ben (Bl és B3) és az RPeG-ben (B2) adott jelolédést. Nyilhegy: jelolt neuron(ok),
csillag: jeloletlen neuron(ok), np: neuropil. Méretarany=100 um (41, A3, B1, B3) és 50 um (A2, B2).

Ahhoz, hogy azonositsuk (vagy legalabb részben jellemezziik), melyek azok a
molekulak, amikhez az antitestek kotddnek és nem specifikus immunjelet eredményeznek, WB
vizsgalatot csinaltunk a teljes CNS homogenizatumabol (32. abra). A CYP19A antitest egy
diszkrét (~30 kDa) és két amorf (~65 kDa és ~140 kDa) savot eredményezett, illetve a 140 kDa-
0s ,,marker” savot is jeldlte. A GnRH antitest 2 diszkrét savot (~50 kDa és ~100 kDa), az nPR
antitest pedig 3 diszkrét savot (~30 kDa, ~50 kDa és ~60 kDa) adott. A ~30 kDa-0s savot a
CYPI19A és az nPR antitest, mig az ~50 kDa-os savot a GnRH és az nPR antitest is jeldlte. A
savokat kivagtuk a parhuzamos SDS-PAGE gélbdl tomegspektrometrids vizsgédlathoz. A
,,band”-ekben kapott fragmentek és a human CYP19A, GnRH és nPR protein szekvenciak,
illetve az in silico prediktalt fragmentjeik sszehasonlitasa soran megerésitettiik a homolog
szekvencidk hidnyat. Bar az anti-human nPR immunogénjével végzett homoldg keresés a L.
stagnalis szekvencia adataiban harom talalatot adott (Fiigglék 6.), ezek nem mutattak
szignifikans egyezést az ~50 kDa ,,band”-ben kapott fragmentekkel. A SWISS-Prot adabazist
hasznalva néhany fehérjét is tudtunk azonositani a ,band”-ekben, amelyeket az antitestek
lehetségesen jelolnek (7. tablazat), de még tovabbi vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy

meghatirozzuk pontosan mit jeldlnek meg a gerinces antitestek. Osszességében, ezek az
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eredmények alatamasztjadk azt a predikcidt/hipotézist, hogy ezek a gerinces fehérjék nem

=

jelennek meg a puhatestiickben.

140

/0 70

40 n

25
25

CYP19A GnRH nPR

32. dbra: Az anti-CYP19A, anti-GnRH és anti-nPR antitestek Western blot elemzése a CNS-ben. A
CYP194 antitest egy diszkrét (~30 kDa) és két amorf (~65 kDa és ~140 kDa) savot eredményezett, illetve
a 140 kDa-os ,,marker” sdvot is jelolte. A GnRH antitest 2 diszkrét savot (~50 kDa és ~100 kDa), az
nPR antitest pedig 3 diszkrét savot (~30 kDa, ~45 kDa és ~60 kDa) adott.

7. tablazat: A ,,band”-ekben azonositott fehérjék

Minta Talalatok
CYP19A: ~30 kDa Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
CYP19A: ~65 kDa -
CYP19A: ~140 kDa -
i Bifunkcionalis glutamin-szintetaz
Marker fehérje: ~140 kDa adenililtranszferaz/adenilil eltavolitd enzim

GnRH: ~50 kDa 51 kDa-os retrograd fehérje, tubulin
GnRH: ~110 kDa Paramiosin

nPR: ~30 kDa Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
nPR: ~50 kDa 51 kDa-0s retrograd fehérje, tubulin
nPR: ~60 kDa -

5.11. A reprodukcioban szerepet jatszo neuropeptidek génexpressziéja hormonkezelt
csigakban

Célkitlizéseink alapjan vizsgaltuk, hogy a 10 ng/L-es progesztogén kezelés hatasara
megvaltozik-e a felndtt allatok CNS-ében a reprodukcidban szerepet jatszo neuropeptidek
expresszios szintje (8. tablazat). A génexpresszids elemzéseink azt mutattak, hogy a kontroll
csoporthoz viszonyitva egyik neuropeptid expresszidja sem valtozott szignifikansan a kezelt

csoportban.
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8. tdablazat: A reprodukciot iranyito neuropeptidek expresszidoja nem valtozik progesztogén kezelés
hatasara

Szignifikans génexpresszios valtozas
(hormonkezelt vs kontroll)
CDCH -

Schistosomin -
Ovipostatin -
APGWamid -
Corazonin -
Conopressin -
Myomodulin -
Pedal peptid -
Neuropeptid Y -
FMRFamid 1 -
FMRFamid 2 -
Inhibitory peptide -
LFRFamid -
FVRI -

Neuropeptid prekurzor

62



6. MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

6.1. A ly-GnRH/CRZ neuropeptid azonositasa és funkcionalis vizsgalata

A kozelmultban megjelent tanulmanyok javasoltak, hogy az eredetileg gerinctelen GnRH-nak
elnevezett peptidek valdsziniileg multifunkcionalisak és a peptidcsaladot helyesebb lenne CRZ-
ként azonositani (Hauser és Grimmelikhuijzen, 2014; Jung és mtsai, 2014; Minakata és mtsai,
2009; Plachetzki és mtsai, 2016; Tsai és mtsai, 2010; Tsai, 2018). Mivel a peptidcsalad
jatszottak az elmult 25 évben a gerinces és gerinctelen endokrin rendszer miikodésének
Osszehasonlitasaban, egyik f6 célunk a ly-GnRH/CRZ azonositasa és funkcionalis vizsgalata
volt a jol ismert nagy mocsari csigaban (L. stagnalis), mint gerinctelen modellben.

A nagy mocsari csiga (L. stagnalis) neuronalis transzkriptomjanak szekvenalasa és
bioinformatikai elemzése utan azonositottuk a ly-GnRH/CRZ preprohormon kodold
szekvencidjat, ami tartalmazta az “érett” peptidet egy tribazikus hasitoé hellyel és egy alfa
amidacios szignallal (QNYHFSNGWYAGKKR). Bar az O. vulgaris-ban az MS vizsgalatok
megerdsitették, hogy a funckionalis/aktiv oct-GnRH/CRZ egy amidalt dodekapeptid (Iwakoshi
¢s mtsai, 2002), a Crassostrea gigas és Mizuhopecten yessoensis kagylok CNS-ének MS és
IHC elemzése azt talalta, hogy a GhnRH/CRZ prohormonbdl egy amidalt aktiv undekapeptid és
egy nem amidalt prekurzor dodekapeptid is keletkezik (Bigot és mtsai, 2012; Nagasawa és
mtsai, 2015a). Némileg szkeptikusak voltunk ezzel az irodalmi adattal kapcsolatosan, mivel a
glicin végli, prepropeptidekbdl konvertaz altal késziilt neuropeptideknek (,,peptid-G-OH”)
gyakorlatilag azonnal megkezdddik az amilalt formaba valo alakitasa. A gerincesekben ezt a
bifunkcionalis peptidilglicin-a-amidalé mono-oxigenaz enzim végzi, mig a gerinctelenekben
két, funkcionalisan egymasra épiilé6 enzim - peptidilglicin-a-hidroxilalé mono-oxigenaz és
peptidil-a-hidroxiglicin liaz - 1atja el ezt a feladatot (Sellami és mtsai, 2012). A prekurzor forma
csak akkor lehet jelen, ha az adott neuronbdl hianyzik az enzim, vagy gatolva van, vagy nincs
elég Cu?*-ion a miitkodéséhez (Sellami és mtsai, 2012). Ezt szem el6tt tartva, a prekurzor
GnRH/CRZ forma viszonylag széleskorii jelenléte a kagylok CNS-ében meglehetdsen
szokatlan. Kiilondsen az furcsa, hogy IHC-vel kimutattak olyan neuronokat is, amelyeket a két
peptid formara készitett antitestek egyszerre jeloltek. Ennek ellenére nem zartuk ki, hogy a L.
stagnalis CNS-ében is jelen lehet egy aktiv (PQNYHFSNGWYA-NH) ¢s egy prekurzor
(PONYHFSNGWY A-OH) forma. Az MS vizsgalataink azonban csak az aktiv forma jelenlétét
erdsitették meg az L. stagnalisban. Bar nem hasonlitottak dssze a két forma bioaktivitasat, a

Saccostrea glomerata kagylofajban végzett in vivo kisérletek azt mutattak, hogy az amidalt
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undekapeptid ivast okoz (In és mtsai, 2016). Tovabba az amidalt undekapeptid injektalasa
stimulalta a spermatogoniumok osztodasat és maszkulinaciojat M. yessoensis-ben (Nagasawa
¢és mtsai, 2015¢; Nakamura és mtsai, 2007; Treen és mtsai, 2012), valamint ivast és ovulaciot
okozott a Haliotis discus hannai-ban (Funayama és mtsai, 2019). Az A. californica-ban mindkét
forma fiziologias hatasat vizsgaltak, azonban csak az amidalt undekapeptidet talaltak
biologiailag aktivnak (Tsai és mtsai, 2010). Ezen korabbi eredmények és a mi eredményeink
alapjan ugy gondoljuk, hogy az amidalt undekapeptid hasznalata, mint funkcionalis/aktiv
GNnRH/CRZ egy k6zos vonas a csigakban és kagylokban. Ugyanakkor, az O. vulgaris-ban talalt
szokatlan amidalt dodekapeptid - mint funkcionalis GnRH/CRZ - evoluicids jelentdsége még
tovabbra sem tisztazott.

Hogy naprakésszé tegyiik a GnRH neuropeptid szupercsalad evolucios kapcsolatait az
ujonnan aznositott ly-GnRH/CRZ-vel (és egyéb kozelmultban azonositott szekvenciaval),
molekularis filogenetikai vizsgalatot is végeztiink. Az elemzés soran két kihivassal néztiink
szembe. Egyrészt a GnRH szupercsalad viszonylag rovid (58-219 AA) preprohormon
szekvenciai alacsonyabb ,,boostrap” értékeket okoznak. Masrészt a bioldgiai aktivitas (példaul
receptorhoz kotodés) miatt adott modon konzervalddott érett peptid szekvencidk inkorrekt
klaszterez6dést okozhatnak (Hauser és Grimmelikhuijzen, 2014). Példaul a Capitella teleta és
Helobdella robusta AKH peptidek nem ,jigazi” AKH-k, valamint annak a Brachionus
calyciflorus AKH az ACP klaszterbe esik annak ellenére, hogy konszenzus AKH szekvenciaja
van. Mindezek ellenére az elkészitett filogenetikai fank jol korrelalt korabbi tanulmanyok
eredményeivel (Hauser és Grimmelikhuijzen, 2014; Plachetzki és mtsai, 2016; Tsai, 2018). A
GnRH/CRZ elagazas egyértelmiien mutatja, hogy az eredetileg puhatestli GnRH-nak nevezett
peptidek nincsenek szorosabb rokonsaghan a gerinces GnRH csaladdal, mint a CRZ, AKH ¢és
ACP csaladokkal.

A ly-GnRH/CRZ azonositasa utan vizsgaltuk a transzkript és a peptid
jelenlétét/eloszlasat a CNS-ben és kiilonbozo periférias szovetekben (sziv, himnds mirigy,
szeminalis vezikulumok). Az RT-PCR eredményeink azt mutattak, hogy a ly-GnRH/CRZ a
CNS minden idegdticdban, valamint minden vizsgalt periférids szovetben expresszalddott.
Ugyanakkor, az IHC vizsgalataink csak a CNS-ben és a szemindlis vezikulumok szemindlis
epitéliumaban mutattak ki a transzkript és a peptid szimultan jelenlétét. Azaz annak ellenére,
hogy a transzkript jelen van a szivben és a himnds mirigyben is, a peptidet nem tudtuk IHC-vel
kimutatni ezekben a szervekben/szévetekben. Korabbi tanulmanyokban hasonld eltéréseket
lattak az O. vulgaris, A. californica és gerinces fajok esetében is (Gray és mtsai, 2002,

Iwakoshi-Ukena és mtsai, 2004; Jung és mtsai, 2014; Tsai ¢s mtsai, 2010; Von Schalburg és
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Sherwood, 1999). Egy korabbi tanulmany alapjan (Jung és mtsai, 2014) a jelenségnek tobb
lehetséges magyarazata is lehet: 1) til alacsony mRNS szintek, amelyek nem tudnak sikeresen
transzlalodni; 2) a til gyors “peptidforgalom” miatt nem lehet detektalni; 3) tal gyors
peptidtranszport a sejttestekb6l; 4) bizonyos helyeken olyan alternativ poszttranszlacios
modositasok vannak, amelyek miatt az antitest nem tudja felismerni a peptidet; 5) a
transzkripcid és transzlacid “cirkadian kiilonbsége”. A pontos ok meghatarozasahoz azonban
még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

Azt feltételezve, hogy a puhatestii és gerinces neuroendokrin rendszer miikodése nagyon
hasonl6 és a gerinces GnRH peptid funkcionalis homologja egy az egyben megtalalhatd a
puhatestiickben, tobb korabbi tanulmany is anti-gerinces-GnRH (elégerinchuros, emlds, madar
¢s hal) antitestet hasznalt és kimutatott immunpozitiv sejteket az O. vulgaris-ban és az A.
californica-ban (Amano és mtsai, 2010; Di Cosmo és Di Cristo, 1998; Nakamura és mtsai,
2007; Tsai és mtsai, 2003; Zhang és mtsai, 2000). Munkank soran a specifikus anti-ly-
GnRH/CRZ antitest és a nem specifikus anti-human-GnRH antitest jelolésének dsszehasonlitd
vizsgalata soran megerdsitettiik, hogy a nem specifikus antitest valoban ad jelet a CNS-ben.
Ugyanakkor, a gerinces antitest nem jel6lt meg szamos ,,valodi” GnRH/CRZ-ip sejtet, ellenben
szamos, GnRH/CRZ-t nem tartalmazé neuront viszont megjelolt (fals pozitiv jel). Bar nem
zartuk ki, hogy a hasonl6 szekvencia miatt képes lehet a nem specifikus antitest felismerni a ly-
GnRH/CRZ peptidet és igy néhany esetben ugyanazokat az neuronokat jelolni, mint a
specifikus antitest, a jelenséget foleg keresztreakcionak/”matrix hatasnak™ tulajdonitottuk. A
WB vizsgalataink soran egy ~50 kD-os és egy ~100 kDa-os diszkrét savot kaptunk az ~1.3 kDa
helyett, ez és a MS vizsgalataink megerésitették az aspecifikussagot. Ez egyértelmiien ravilagit
arra, hogy a hibas peptid nevezéktan miatti nem specifikus antitestek hasznalata az THC
vizsgalatok soran nem megfeleld (nem specifikus) eredményekhez és - mivel egy peptid
eloszlasdbol ¢és termelddési helyeibdl lehet kovetkeztetni a funkcioira - hibas
kovetkeztetésekhez vezethet.

Az IHC vizsgalataink szerint a ly-GnRH/CRZ peptid jelen van a CNS 0Gsszes
idegdtiicaban. Mivel a L. stagnalis-ban szamos neuron/neuron csoport anatomiailag és
funkcinalisan azonositott (diszkrét funkcidhoz van parositva) (Benjamin, 2008; Benjamin és
Kemenes, 2020; Benjamin és Crossley, 2020; Fodor és mtsai, 2020b), a peptid eloszlasa
iranyadhaté lehet a funkcidira és alapot adhat a fiziologias kisérleteknek. Tekintettel arra, hogy
a taplalkozasi magatartas elinditasaért felelés azonositott (~7-10 um atméréji) CV
interneuronok a CG-ben, valamint a taplalkozasi CPG altal generalt ritmust kovetd és a

taplalkozast végrehajtd pofaizmokat beidegz6 (~80-100 um atmérdjii) B3 és B4 motoneuronok
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a BG-ben (Benjamin, 2008; Benjamin ¢és Crossley, 2020; Brierley ¢és mtsai, 1997)
immunpozitivak voltak, feltételeztiik, hogy a ly-GNnRH/CRZ szerepet jatszhat a taplalkozasi
aktivitasban. Ugyanakkor, nem lattunk akut valtozast a taplalkozasi rataban a szintetikus peptid
injektalasa utan. Ez ellentétben all az A. californica-ban kapott eredményekkel, miszerint az
ap-GnRH/CRZ peptid injektalasa utan a taplalkozasi aktivitas akut gatlasa volt megfigyelheté
(Tsai és mtsai, 2010). Lehetséges, hogy a hasznalt peptid koncentracié (10 pg peptid/egyed) tul
alacsony volt ahhoz, hogy hatassal legyen a taplalkozasi ratdra. A talpon 1évd csillok
szabalyozasaban résztvevo A-csoport (McKenzie és mtsai, 1998) is ly-GnRH/CRZ-ip volt,
utalva arra, hogy a peptid részt vehet a mozgasi aktivitas iranyitasaban. Ezt megerésitették a
fiziologias vizsgdlataink, a ly-GnRH/CRZ peptid injektidldsa utdn a mozgasi aktivitds
szignifikansan csokkent. Ez, és a korabbi, A. californica és O. vulgaris vizsgalataval kapott
eredmények alapjan a GnRH/CRZ szerepe a mozgasi aktivitas iranyitdsaban univerzalisnak
tlinik az eddig vizsgalt fajok kozott. Ezt tovabb erdsiti az a megfigyelés, hogy a GnRH/CRZ
részt vesz a lab mozgasanak iranyitasaban a M. yessoensis kagyloban (Nagasawa ¢és mtsai,
2015a). A peterakas szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo (~30-50 um atmérd6jii) CDC sejtek a
CG-ban szintén immunpozitivak voltak, ezért arra kovetkeztettiink, hogy a peptidnek szerepe
lehet a reprodukcioban is. Korabbi tanulmanyok ezt mar prognosztizaltak a L. stagnalis és a
Haliotis asinina esetében (Koene, 2010; Young és mtsai, 1999). A ly-GnRH/CRZ peptid
injektalasat kovetéen megfigyeltiik, hogy a peterakasi viselkedés szignifikansan megvaltozott,
ami a lerakott petezsakok és peték szdmanak novekedésében nyilvanult meg. Ez ellentétben all
az A. californica-ban tapasztaltakkal, ahol az ap-GnRH/CRZ peptid injektalasa nem
befolyasolta a peterakast és egyes reprodukcids paramétereket (Tsai és mtsai, 2010).
Ugyanakkor, az A. californica peterakasaért felelés “bag” sejtek (Conn és Kaczmarek, 1989)
nem voltak ap-GnRH/CRZ-ip-ak (Jung és mtsai, 2014; Zhang és mtsai, 2008). Erdekes
megfigyelés, hogy a ly-GnRH/CRZ peptid injektalasa hatassal volt a poliembrionias peték
gyakorisagara is, de ennek az oka még nem tisztazott. A pénisz komplex szabalyozasaban részt
vevd, RCG-ben talalhato al és vl neuronok (De Boer és mtsai, 1997; De Lange és mtsai, 1998;
Koene, 2010) kozott is lattunk 1ly-GnRH/CRZ-ip sejteket. A nikkel-klorid felvétele az al ly-
GnRH/CRZ-ip neuronjai altal bizotnyittotta azt, hogy ly-GnRH/CRZ-ip neuronok rostokat
kiildenek a pénisz idegbe. A pénisz komplex szabalyozésa alapvetden szdmos neurotranszmitter
— példaul konopresszin, FMRFa, 5-HT - szinkronizacidjaval torténik, amelyek a CNS-bdl
érkeznek a pénisz idegen keresztiill (De Lange és mtsai, 1998; Koene, 2010). Az IHC
vizsgalataink kimutattak olyan idegelemeket a preputium hosszanti izmaban, amelyekben a ly-

GnRH/CRZ-immunjelodésés és az 5S-HT-immunjeldlédés kolokalizaliot mutatott. Minthogy a

66



ly-GnRH/CRZ-ip neuronok axonokat kiildenek a pénisz idegbe és a ly-GnRH/CRZ jelen van a
pénisz komplexben, ugy véljiik, hogy a ly-GnRH/CRZ kozvetleniil modulalja ennek a periférias
szervnek a miikodését. Ugyanakkor ennek a megerdsitéshez tovabbi fiziologias/farmakologiai
vizsgalatokra van sziikség. A peptid jelenlétét nem tudtuk kimutatni a himnds mirigyben, ez
egyértelmilen arra utal, hogy a ly-GnRH/CRZ kozvetleniil nem vesz részt az ivarsejtek
termelésében. Ugyanakkor, a szeminalis vezikulumok epitéliuma intenziv immunpozitivitast
mutatott, igy feltételezheté, hogy a |y-GnRH/CRZ 1észt vesz a spermiumok
tarolasanak/felszabaditasanak iranyitasaban, noha ennek igazoldsara még tovabbi vizsgalatokra
van sziikség. Erdemes megemliteni, hogy korabbi, rovarokban végzett tanulmanyok kimutattak,
hogy a CRZ fontos szerepet jatszik a spermiumok atadasaban és a kopuldcid idejének
fenntartasaban (Hou és mtsai, 2018; Tayler és mtsai, 2012). Mivel itt nem idegelemekben
figyeltiik a peptid jelolddését, valdsziniinek tartjuk, hogy itt valamilyen lokalis autokrin, vagy
parakrin szekrécio van. Az sem zarhat6 ki, hogy a szeminalis vezikulumokban termel6dd peptid
valamilyen indirekt moédon (visszacsatolassal) hatdssal lehet a gametogenezisre. Mindezek alapjan
ugy gondoljuk, hogy a ly-GnRH/CRZ peptid kulcsfontossaga a him parosodasi folyamatokban,
kiilonosen a megtermékenyitésben. Ahogy fentebb mar emlitettiik, a reprodukcid vizsgalatara
fokuszald tanulmanyok leirtdk, hogy a GnRH/CRZ stimulélta a spermatogoniumok osztodasat
¢s maszkulinacidjat, de gatolta a petesejtek novekedését a M. yessoensis-ben (Nagasawa és
mtsai, 2015c; Treen és mtsai, 2012), oogdénium és petesejt osztodast indukalt a H. asinine-ben
(Nuurai és mtsai, 2016), valamint fokozta az ovulaciot, a spermatogoniumok és oogéniumok
osztodasat a H. discus hannai-ban (Funayama és mtsai, 2019; Sharker és mtsai, 2021).
Mindezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy bar a GnRH/CRZ szdmos puhatestii faj
reprodukcidjaban részt vesz, de a gerinces GnRH-val ellentétben nem egy univerzalis
reprodukciot iranyito peptid. Tovabba, a GnRH/CRZ peptidek szerepe a reprodukcioban erdsen
faj specifikusnak tnik. Végil, mivel ly-GnRH/CRZ-ip rostokat lattunk a sziv
pitvarizomzatanak felszinén, tovabba mivel a szivmiikodést iranyitd neuronhaldézat modulacios
dopaminerg orias (~100-150 pm atmér6jii) RPeD1 sejtje és motoros HIJK sejtek (Benjamin,
2008; Benjamin ¢és Kemenes, 2013) is jelolodtek, feltételezziik, hogy a ly-GnRH/CRZ
peptidnek szerepe lehet a szivverés szabalyozasaban is. Hasonldan a pénisz komplexhez, a
szivmiikddés szabalyozasa szintén szamos neurotranszmitter szinkronizacidjaval torténik, ezek
egyike “sziv-serkentd motoneuronok” altal termelt 5-HT (Benjamin és Kemenes, 2013; Buckett
és mtsai, 1990). Az IHC vizsgalataink kimutattak olyan axon rostokat pitvar izomzatanak
felszinén, amelyekben a ly-GnRH/CRZ immunjel6lédés és az 5-HT immunjel6lddés

kolokalizalodott. Ez egyrészt megerdsiti a feltételezésiinket, masrészt megegyezik az O.
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vulgaris-ban kapott korabbi eredményekkel (Iwakoshi és mtsai, 2002; lwakoshi-Ukena és
mtsai, 2004), de a feltételezett funkcid6 megerdsitéshez tovabbi fiziologiai/farmakologiai
vizsgalatokra van sziikség. Eredményeink alapjan ugy véljik, hogy a ly-GnRH/CRZ peptid
leginkdbb a motoros mitkddések, vagyis az izommozgas kontrolljaban vesz részt. Tovabba,
ahogy korabban erre kovetkeztettek mar a rovarokban is (Veenstra, 2009), valosziniileg direkt

stimulacidval és neuromodulacioval fejtheti ki a hatasat.

6.2. Szex szteroid felvétel, szintézis és receptor-mediacio a L. stagnalis-ban

A puhatestii fajok koziil a L. stagnalis-nak vizsgaltak legrészletesebben a neuroendokrin és
reprodukcios rendszerét (Benjamin és Kemenes, 2013; Di Cristo és Koene, 2017; Fodor és
mtsai, 2020b; Fodor és mtsai, 2021a; Koene, 2010; Lagadic és mtsai, 2007; Pirger és mtsai,
2018). Ugyanakkor, eddig még nem volt olyan tanulmany, ami vizsgalta volna azt, hogy a L.
stagnalis fel tudja-e venni a gerinces szex szteroidokat a kornyezetbdl, vagy részletesen
elemezte volna azt, hogy a szex szteroid szintézisben és receptor-mediacioban részt vevo gének
megtalalhat6ak-e a modellallatban.

Habér a gerinces szex szteroirok kimutathatdak a puhatestii szovetekben, olyan konnyen
fel tudjak venni ket a kornyezetb6l és hosszu ideig tarolni azokat észterifikalt formaban, hogy
a jelenlétiik nem sziikségszeriien bizonyiték az endogén szintézisiikre (Scott, 2018). A folyamat
pontos megismerése érdekében, radioaktivan jelolt gerinces szex szteroidokkal kezeltiik a L.
stagnalis-t és vizsgaltuk a szteroidok felvételét, metabolizmusat és kitiriilését. Megerdsitettiik
azt a feltételezést, hogy a csigak fel tudjak venni a gerinces szteroidokat a kornyezetbdl.
Osszehasonlitva a M. edulis-al, aminek részleteiben vizsgaltak a szteroid felvételét (Katsiadaki
¢s mtsai, 2021; Schwarz és mtsai, 2017a, 2017b, 2018), a L. stagnalis esetében a felvételi rata
kortilbeliil négyszer lassabb volt. Valoszintisithetd, hogy a kagylok sziirogetd életmod;ja felelds
a gyorsabb abszorpcioért. A kagylokban ugyanakkor nem csak a felvételi rata volt gyorsabb,
hanem a szteroidok vizbdl vald elimindlodasanak mintdzata hiperbolikus, vagy exponencialis
fliggvényt mutatott. Ezzel ellentétben, a L. stagnalis esetében ez a mintazat viszonylag lineraris
volt (kivéve talan a P-t). Ugyanakkor nem zarhat6 ki, hogy a kiilonbséget a rovidebb kezelési
1d6 (8 ora — 24, vagy 48 ora) ¢s a lassabb felvételi rata okozta. A szteroidok felvétele mellett
azt is megfigyeltiik, hogy a csigak képesek észterifikalni 6ket. Hasonloan a korabbi, M. edulis-
ban kapott eredményekhez (Katsiadaki és mtsai, 2021), az EE> tint a legkevésbé
észterifikalhatonak, ennek az oka valdszinileg az, hogy a szteranvaz 17-es szénatomjanal
eredetileg 1évo B-hidroxil csoport (ez kapcsolodik zsirsavhoz az észterformalas soran) a-etinil

csoportra van cserélve. Mivel a P nem tartalmaz észterifikalkalhato hidroxil csoportot, a
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radioaktivitas az észter frakcioban arra utal, hogy ez a szteroid metabolizalodik a felvétel utan.
Korabbi tanulmanyok alapjan (Dimastrogiovanni és mtsai, 2015; Schwarz és mtsai, 2018) a
legvalosziniibb reakciok az A gyliri 5a redukcidja, illletve a 3-as és 20-as szétatomokon
talalhatd oxo-csoport cseréje B-hidroxil csoportra. Tovabba kimutattuk, hogy a szévetekbdl
kinyerhetd szteroid radioaktivitds viszonylag lassan tisztult ki (kb. 30% fogyas volt 10 nap
alatt), ez arra utal, hogy minden szteroid esetében a féléletidé legalabb két hét. Kapott
eredményeink 0sszevethetdk és konzisztensek a korabban kagylokon kapott megfigyelésekkel.

A 33. abran lathato, hogy bar tobb relevans gerinces gén homologja is megvan a L.

stagnalis-ban, két kulcs enzim - CYP11A és CYP19A — homolog transzkriptje/génje hianyzik.

\SU\R
/

. CYP11A 3p-HSD
Koleszterin ——————+ Pregnenolon » Progeszteron
CYP17l cYP17 l
. . 3g-HSD . .
17a-hidroxipregnenolon —— > 17a-hidroxiprogeszteron
cYPI7 l cYP17 l
. . 3B-HSD . CYP19A ..
Dihidroepiandroszteron » Androsztendion -~ ————-———-——— » Osztron
17B-HSD H 17B-HSD l 17B-HSD u
. 3@-HSD CYP19A .. .
Androsztendiol » Tesztoszteron ——————————— + Osztadiol

Sa-reduktaz lT

Dihidrotesztoszteron
mitokondrium endoplazmatikus retikulum

33. dbra: A klasszikus gerinces szex szteroidszintézis homoldogjanak vélt utvonal a L. stagnalis-ban. Hat
lépés (folytonos vonalu nyilak) — bar néhany nagyon alacsony aktivitassal — és az azokat katalizalo
enzimek génjei ugy tiinik, hogy jelen vannak a L. stagnalis-ban. Nem taldaltunk bizonyitékot arra, hogy
a CYPI14 és CYP194 (dolten jelezve) gének homologjai megtaldalhatéak a genomban, vagy a neurondlis
transzkrimptomban. Ez megerdsiti a feltételezést, hogy a gerinces szteroid szintézis két kulcsfontonssagu
lépése — koleszterin-oldallanc hasitas és aromatizdacio (szaggatott vonalu nyilak) — hidnyzik a
puhatestiiekben

Az oxidoreduktaz reakciokkal kapcsolatban azonositani tudtuk a 3B-HSD, 17B-HSD és Sa-
reduktaz gének homologjat. Ezeket a szekvencidkat mar tobb puhatestii fajban kimutattak,
példaul a Biomphalaria glabrata-ban, A. californica-ban és M. yessoensis-ben (Adema és
mtsai, 2017; Fodor és mtsai, 2020a; Scott, 2012; Thitiphuree és mtsai, 2019). A szekvenciak
megléte mellett ugy tlinik, hogy ezek az enzimek 4ltal katalizalt reakciok is végbemennek a L.
stagnalis-ban - példaul egy korabbi, radioaktiv jelolést és nyomon kovetést alkalmazd
tanulmany kimutatta a P5-P atalakitast (de Jong-Brink és mtsai, 1981). Mivel a homologok
megléte a puhatestiiekben nem feltétlentil jelenti azt, hogy ugyanaz a funkciojuk is, mint a
gerincesekben (a szubsztratjuk nem feltétleniil a szteroidok), hangstlyozni kell, hogy tovabbi

funkciondlis tanulmanyok sziikségesek annak megerdsitéséhez, hogy ezek a reakciok valdoban
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egy olyan szex szteroid bioszintézis utvonal részét képezik, amely ekvivalens a gerincesekben
megtalalhatoval. Ahogy mar az Irodalmi attekintésben emlitésre kertilt, egy nemrég megjelent,
két csigafajt vizsgalo tanulmany Kimutatta, hogy példaul az Sa-reduktaz szubsztratja(i) a haz
gerincesekben leirt funkciokkal.

A CYP enzimekkel kapcsolatban a vizsgalataink azt mutattak, hogy mas puhatestii
fajokhoz hasonldan, a CYP17 megtalalhato a L. stagnalis-ban is. Korabbi tanulmanyok alapjan
ugy tlinik, hogy - bar a legtobb vizsgalt faj esetében alacsony hatasfokkal - a P-Ad atalakitas
végbemegy a puhatestiickben (Fernandes és mtsai, 2011; Fodor és mtsai, 2020a; Scott, 2012).
Ezzel ellentétben, nem talaltunk homolog szekvencidt a CYP11A és CYP19A génekhez, ami
végs6 soron nem is olyan meglepd. Ahogy mar az Irodalmi attekintés 2.4. fejezetében is
emlitésre kertilt, a puhatestlickben eddig csak egyetlen olyan fehérje szekvenciat azonositottak,
amely “részlegesen ekvivalens” a gerinces CYP11A-val (Blalock és mtsai, 2018). A prekurzor
koleszterin kétségteleniil jelen van a L. stagnalis-ban (Altelaar és mtsai, 2005) - mi is tobbszor
kimértiik a CNS-ben azt — és azonositani tudtuk a koleszterin mitokondrium belsé membranjaba
torténd szallitasaért felelds StAR fehérje homologjat, amely elengedhetetlen a P5 szintézishez
(Stocco, 2000). Ez azt mutatja, hogy a koleszterin potencialisan hasznalhato forras a szex
szteroid szintézishez a L. stagnalis-ban. Ugyanakkor, sem ennél a modelallatnal, sem altalaban
a puhatestiicknél, legjobb tudasunk szerint nincs olyan tanulmény, amely bizonyitotta volna a
koleszterin-oldallanc hasitasi aktivitast. Fontos megjegyezni, hogy ennek a bizonyitasa
alapvetéen nagyon nehéz, mert nem lehet nyomon kovetési modszert alkalmazni, mivel a
sejtek/szovetek nem veszik fel a (radioaktivan) jeldlt koleszterint. Tovabba, feltételezhetd, hogy
a tobbi szteroidhoz hasonldan a puhatestiiek képesek a P5-t ,,készen” felvenni a kérnyezetbdl
és P-vé alakitani, de ezt még nem vizsgaltdk. A CYP11A-hoz hasonléan, nem talaltunk
homolég szekvenciat a CYP19A esetében sem. Ez megerdsiti azt, hogy ez a két gén specifikus
a gerincesekre, illetve kozvetlen 6seikre (Fodor és mtsai, 2020a; Scott, 2012) - a jelenlegi tedria
az, hogy a koleszterin-oldallanc hasitas megjelenése a korai gerincesekben volt a hajtdereje a
kitiintetett aromatizalé enzim (CYP19A) koevolucidjanak (Markov és mtsai, 2017). A korabbi
tanulmanyokhoz hasonléan a CYP19A gén homologjanak hidnya ellenére az anti-huméan-
CYP19A antitestet hasznalo IHC vizsgalataink fals pozitiv immunjelet adtak a CNS-ben. Két
cikkben csinaltak WB elemzést a M. edulis gonadok homogenizatumaban, ami soran az anti-
human-CYP19A antitest egy diszkrét ~60 kDa-os ,,band”-et mutatott (egyezést mutatva az
egereken kapott eredményekkel), ugyanakkor, tovabbi MS elemzést korabban nem csinaltak.
A WB vizsgalataink soran egy diszkrét (~30 kDa) és két amorf (~65 kDa és ~140 kDa) savot
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kaptunk, illetve az antitest a 140 kDa-0s ,,marker” savot is megjeldlte, ugyanakkor ez és az ezt
kovetd MS vizsgdlatok egyértelmilen megerdsitették az aspecifikussagot. Ahogy mar az
Irodalmi attekintésben is emlitésre kerilt, habar mutattak ki aromataz aktivitast a
puhatestiickben, példaul a M. edulis-ban (Hallmann és mtsai, 2019), a nagyon alacsony hatasfok
miatt ez valosziniileg a targyalt enzim promiszkuitas jelensége miatt volt és nem egy specifikus
“alternativ”’ aromatdz-szerli enzim okan. Egy nemrég megjelent tanulmany szerint lehetséges,
hogy két masik, puhatestiickben megtaldlhatdé CYP enzim - CYP10 és CYP3A — tdlti be a
CYPI1A és CYPI19A szerepét (Thitiphuree és mtsai, 2019) - ez azonban erdsen spekulativ és
meggyozden nem bizonyitott. Még ha ezeknek az enzimeknek meg is lenne a javasolt
aktivitasuk (feltehetdleg szintén a promiszkuitds miatt), a hozamok valdsziniileg tal alacsonyak
lennének egy szteroid-alapti hormonrendszer fenntartdsahoz a puhatestiekben. Ugyanakkor
érdemes megjegyezni azt a tényt, hogy a CYP10 enzim kodold szekvencigjat korabban mar
azonositottak a L. stagnalis-ban (Teunissen és mtsai, 1992), és ennck jelenlétét a mi
transzkriptom adataink is megerdsitették, de pontos szerepét nem ismerjiik jelenleg.

A receptor-mediacid kérdésének vizsgalata sordn eredményeink azt mutattak, hogy
nincs homolog szekvencia a L. stagnalis-ban a gerinces nPR és nAR génekkel - ez megerdsiti
a jelenlegi nézetet, miszerint ezek a gének csak a késoi gerincesekben jelentek meg (Fodor és
mtsai, 2020a; Markov és mtsai, 2017; Scott, 2012; Thornton, 2001). Az nPR gén homologjanak
hianya ellenére az anti-human-nPR antitesttel ismét fals pozitiv immunjelet kaptunk a CNS-
ben. O. vulgaris-on végzett hasonlé vizsgalatban anti-csirke-nPR antitestet alkalmazva, a mi
eredményeinkhez hasonloan, feltehetéen fals pozitiv jelolddést figyeltek meg. (Di Cosmo és
mtsai, 1998). A publikacioban hasznalt WB elemzés egy diszkrét ~70 kDa-os ,,band”-et
mutatott, ugyanakkor, tovabbi megerdsitd MS elemzést nem csinaltak. Az altalunk elvégzett
WB vizsgalatok soran harom diszkrét (~30 kDa, ~50 kDa, ~60 kDa) immunpozitiv savot
kaptunk, de az ezt kdvetdé MS vizsgalatok ismételten megerdsitették az aspecifikussagot, a
CYP19A-hoz hasonléan. A CYP19A ¢és nPR homoldgjanak kimutatasat célzé6 ITHC
vizsgalataink alatimasztak azt a nézetet, hogy a gerinces fehérjék ellen készitett antitesteket
(kiilonésen a poliklonalisakat) hasznaldé IHC vizsgalatok nagyon megbizhatatlanok a
gerinctelenek (specifikus) fehérjéinek azonositasara és lokalizaciojanak vizsgalatara (Baker,
2015b, 2015a; Fodor és mitsai, 2020a; Scott, 2012). A nPR és nAR génekkel ellentétben
azonositani tudtuk a gerinces nER homolog szekvenciajat. Tekintettel arra, hogy az Gsszes
eddig azonositott puhatestli nER esetében azt mutattak ki, hogy nem képesek E2-t megkotni,
ugy gondoljuk, hogy a ly-nER sem egy funkcionalis ER és messzemenden egyetértiink azzal,

hogy ezeket a ,,puhatestii nER” szekvencidkat mas néven kellene klasszifikalni. A PGRMCL1
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fehérje homolog szekvenciajat is megtalaltuk a L. stagnalis-ban, de feltételezziik, hogy — a
gerincesekhez hasonloan - nem koti meg a P-t. A legtobb gerincesben azt talaltak, hogy a
plazmaban keringd szteroid-kotoé globulinok (Bobe és mtsai, 2010) nagy affinitassal képesek
kotédni a kiilonbozé szteroidokhoz (Scott, 2012). Mivel a koté tulajdonsagaik nagyon
hasonldéak a nukledris receptorokhoz, elméletileg potencialis ,,szteroid receptor” jeldltek
lehetnének a puhatestiickben, azonban nem talaltunk homolog szekvenciat a L. stagnalis-ban.

JOvObeni tervek kozott szerepel az Irodalmi attekintésben emlitett gerinces mPR és

mPRy szekvencidk homoldgjainak azonositdsa és deorfanizacioja a L. stagnalis-ban, valamint

a progesztogének lehetséges, membran receptorokkal kozvetitett gyors hatasainak vizsgalata

elektrofiziologiai és biokémiai mérésekkel. Mindezek alapjan gy véljiik, hogy a L. stagnalis-

ban — ¢és altalaban a puhatestlieckben — leirt progesztogén okozta viselkedési és sejtes
valtozasoknak (Svigruha és mtsai, 2021a; Svigruha, 2021; Zrinyi és mtsai, 2017; Zrinyi, 2017)
harom lehetséges modja van: 1) specifikus ligand-receptor utvonal (mPRP és mPRy
receptorokon); 2) aspecifikus ligand-receptor utvonal (mas molekuldk receptorain, vagy 6si
multifunkcionalis receptoron - feltételezhetéen NRIH vagy NR1I/J/K); 3) a felvett
progesztogének metabolizalasaval jard biokémiai és fiziologias folyamatok anyag és energia

re-allokaciot igényelnek, ami kiilonb6zd szintli valtozasokban megjelenhet. JovObeni tervek

kozott szerepel tovabba a lehetséges membran ER azonositasa és deorfanizacidja a L. stagnalis-

ban, valamint az 6sztrogének lehetséges gyors hatasainak vizsgalata.

Kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy a 10 ng/L koncentraciot hasznald
progesztogén kezelés hatasara szignifikdnsan megnd az egyedek utddszama (lerakott
peteszam), ugyanakkor a petezsakok egy részében mindségi romlasa volt megfigyelhetd
(példaul poliembrionia) (Zrinyi és mtsai, 2017). Ezzel parhuzamosan kimutattuk, hogy
lecsokkent az egyedek spermiumszama (Zrinyi, 2017). Transzkriptomikai mérésekkel
megallapitottuk, hogy a szintén 10 ng/L koncentraciot alkalmazé progesztogén kezelés soran
nem valtozik a reprodukciot iranyitdé neuropeptidek expresszidja a CNS-ben. Ez alapjan ugy
gondoljuk, hogy a cs6kkent himivarsejtszam ellenére tapasztalt utodszam ndvekedés oka az,
hogy a hormonkezelés hatasara megvaltozik a hermafrodita egyedek reproduktiv allokacidja
(34. abra), ugyanakkor ez a valtozas nem a reprodukciot iranyitd neuropeptidek expresszidjanak

szintjén jelenik meg.
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34. abra: A hormonkezelés soran bekovetkezd reproduktiv allokdcio lehetséges kimenetelei

A reproduktiv allokacié valtozasanak tobb lehetséges kimenetele lehet (34. abra). Az els6, hogy
a ndstény reprodukios folyamatokra kozvetleniil forditodik az anyag- és energiamennyiség.
Attol fiiggden, hogy a forrdsok honnan szarmaznak, a folyamat ezzel parhuzamosan, vagy nem
eredményezi (A), vagy eredményezi (trade-off””) (B) a him vonalba valé allokacio csokkenését.
A masodik, hogy a him vonal funkcidja valtozik meg és igy a forrasok re-allokacidja a néstény
vonal irdnyaba megy a reproduktiv allokécios ,,trade-off” miatt (C). Természetesen még tovabbi
vizsgalatokra van sziikség annak a meghararozasahoz, hogy melyik tipus megy végbe a

progesztogén kezelés soran. JovObeni tervek kozott szerepel ennek a tisztazasa is. Korabbi

cikkek alapjan (példaul Hoffer és mtsai, 2012) a szex allokacio és a reprodukciora forditott
mind a him, mind a ndstény ,,investment”-et ugyanabban az egyedben a novekedéssel egyiitt.
Ezt csinadlhatjuk a himnds mirigyben - kvantifikdlva a petesejt és spermium termelést -, vagy
kvantifikalhatjuk az ugynevezett ,,végs6 reprodukcios termékeket”, tehat a petezsakokat és az
ejakulatumokat (vagy a szemindlis vezikulumokban raktirozott érett spermiumokat). Ha a
kapott értékeket standardizaljuk, akkor egy elég egyértelmii szex allokacios mérést kapunk.

Tovabbi jovébeni tervek kozott szerepel a szterolok puhatestiiek endokrin

folyamataiban bet6ltott potencidlis szerepének vizsgilata is. Egy nemrég megjelent

tanulmanyban kimutattak, hogy a paradsztrol A - ami egy aromatizalt szterol (azaz egy olyan

koleszterin metabolit, amely nem megy at oldallanc hasitason) — az &si szteroid receptor
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aktivatoraként viselkedett (Markov és mtsai, 2017). Nem feltételezziik, hogy a paradsztrolok a
,hianyzo 0sztrogének™ a puhatestiieckben, azonban ugy véljiik, hogy potencialis hormonalis
szerepilk van a puhatestii endokrin folyamatokban, habar nem feltétleniik a reprodukcio
kapcsan. Mivel aromatizalt ,,hossza-lanc” szteroidok igazoltan jelen vannak a szivacsokban
¢s a csalanozokban (Wang és Crews, 1996; Yan és mtsai, 2011), feltételezziik, hogy egy paralog
CYP valoszintileg katalizalja a puhatestli szterolok aromatizalasat. Fontos megjegyezni, hogy
mar szamos, reprodukcidval nem kapcsolatos szterolt (példaul epidioxiszterolok) azonositottak
az Aplysia nemzetségben (Pereira és mtsai, 2016). A potencialis szerepiiket tovabb erdsiti a mar
emlitett eredmény, hogy az Sa-reduktaz — ami egy nagyon Osi enzim ¢és ismert, hogy
szubsztratjai a szterolok (valamint a T és Ad) — farmakoldgiai gatlasa rendellenességeket

okozott a héj morfoldgiajaban az embrionalis fejlodés soran (Baynes és mtsai, 2019).
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7. OSSZEFOGLALAS

Noha a puhatestiiek széles korben a biologiai kutatasok modellallatai, egyes viselkedési

mintazataik, mint példaul a reprodukcid, cellularis és molekularis szintli szabalyozasa, a

(neuro)endokrin rendszer miikddése, beleértve a GnRH és a szex szteroidok szerepét is, a mai

napig nem tisztazott. Ezeket a nyitott kérdéseket szem elott tartva, doktori munkam célja volt

funkciondlis és evolucios szempontbdl megvizsgalni a puhatestiiek neuroendokrin rendszerét,

melynek modellallata a nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis) volt. Eredményeimet az alabbi

pontokban foglalom §ssze a t¢éméaban megjelent publikéaciok feltlintetésével.

1)

2)

Azonositottuk a ly-GnRH/CRZ peptid kodold régidjat, valamint leirtuk az aktiv
peptid jelenlétét a CNS-ben. Eredményeink alatimasztjak, hogy az amidalt
undekapeptid a funkciondlis/aktiv molekula a kagylok és csigdk esetében.
Molekularis filogenetikai vizsgalataink megerésitették, hogy az eredetileg

puhatestti GnRH-nak nevezett peptidek a CRZ csaladdal vannak rokonsagban.

Fodor 1, Zrinyi Z, Horvath R, Urban P, Herczeg R, Biiki G, Koene JM, Tsai PS, Pirger Z.
Identification, presence, and possible multifunctional regulatory role of invertebrate gonadotropin-
releasing hormone/corazonin molecule in the great pond snail (Lymnaea stagnalis). General and
Comparative Endocrinology. 2020 299:113621. (Q1; 1F2020: 2.822)

Fodor 1, Svigruha R, Bozso Z, Toth G, Osugi T, Yamamoto T, Satake H, Pirger Z. Functional
characterization and related evolutionary implications of invertebrate gonadotropin-releasing
hormone/corazonin in a well-established model species. Scientific Reports. 2021 11:10028. (D1;
1F2021: 4.996)

Az in vitro és in vivo kisérleteink azt mutattak, hogy a ly-GnRH/CRZ részt vesz a
mozgasi aktivitas és peterakas szabalyozasaban, valamint potencialis szerepe van a
szivszabdlyozas modulalasdban is, azaz egy multifunkcionalis peptid. Nem
talaltunk kapcsolatot a taplakozasi rataval, de fontos megjegyezni, hogy csak egy
peptid koncentraciot (10 pg peptid/egyed) hasznaltunk az in vivo kisérleteinkben,
igy lehetséges, hogy ez til alacsony volt ahhoz, hogy hatéssal legyen a taplalkozasi
ratara. A jovObeni vizsgalatoknak tovabbi koncentracio(k) hasznélatat is kell
célozniuk. Habar még csak kevés funkcionalis tanulmanyt publikaltak a gerinctelen
GnRH/CRZ kapcsan, eredményeink egyrészt megerdsitik, hogy az eredetileg
gerinctelen GnRH-nak elnevezett peptidek multifunkcionalisak és egyarant
felelések reproduktiv és nem-reproduktiv funkciok szabalyozasart, masrészt

tamogatjak azt a javaslatot, hogy a peptidcsaladot CRZ-ként kellene klasszifikalni.

Fodor |, Zrinyi Z, Horvath R, Urban P, Herczeg R, Biiki G, Koene JM, Tsai PS, Pirger Z.
Identification, presence, and possible multifunctional regulatory role of invertebrate gonadotropin-
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3)

4)

5)

releasing hormone/corazonin molecule in the great pond snail (Lymnaea stagnalis). General and
Comparative Endocrinology. 2020 299:113621. (Q1; 1F2020: 2.822)

Fodor |, Svigruha R, Bozsé Z, Toth G, Osugi T, Yamamoto T, Satake H, Pirger Z. Functional
characterization and related evolutionary implications of invertebrate gonadotropin-releasing
hormone/corazonin in a well-established model species. Scientific Reports. 2021 11:10028. (D1;
1F2021: 4.996)

A neuralis transzkriptom és genom adataink azt mutattak, hogy tobb, a szex szteroid
szintézishez kulcsfontossagi gén (példaul CYP11A), valamint a funkcionalis
nuklearis szex szteroid receptorok (példaul nPR) nem talalhatok meg a L. stagnalis-
ban. A meglévé gének és az enzimpromiszkuitas jelensége miatt nem zarjuk ki,
hogy a L. stagnalis (és altalaban a puhatesiiek) képesek a szintézis tutvonal
mindegyik 1épésére, ugyanakkor a legtobbet olyan alacsony hatasfokkal valositjak,
hogy a hozamok valdszinlileg tal alacsonyak lennének egy szteroid-alapu
hormonrendszer fenntartdsdhoz. Kétségkiviil fel kell tenni a kérdést, hogy a

puhatestiick természetes szelekcidja kedvezett-€ egy szex szteroid alapu endokrin

rendszer kialakulasanak.

Fodor |, Urban P, Scott AP, Pirger Z. A critical evaluation of some of the recent so-called 'evidence'
for the involvement of vertebrate-type sex steroids in the reproduction of mollusks. Molecular and
Cellular Endocrinology. 2020 516:110949. (Q1; 1F2020: 4.102)

Fodor 1, Koene JM, Pirger Z. Neuronal Transcriptome Analysis of a Widely Recognised Molluscan
Model Organism Highlights the Absence of Key Proteins Involved in the De Novo Synthesis and
Receptor-Mediation of Sex Steroids in Vertebrates. Malacologia. 2021 64(1):69-77. (Q4; 1F2021:
0.88)

Megerdsitettilk, hogy a puhatestlick képesek a kornyezetbdl felvenni,
metabolizalni, illetve hosszl ideig tarolni a szex szteroidokat. Ez aldtdmasztja azt,
hogy a puhatestli szovetekben megtaldlhato/mérhetd gerinces szteroidok nem

feltétleniil endogén eredetiick.

Fodor |, Schwarz T, Kiss B, Tapodi A, Schmidt J, Cousins ARO, Katsiadaki I, Scott AP, Pirger Z.
Studies on a widely-recognized snail model species (Lymnaea stagnalis) provide further evidence
that vertebrate steroids do not have a hormonal role in the reproduction of mollusks. Frontiers in
Endocrinology. 2022. 13:981564. (D1; 1F2021: 6.055)

Az THC vizsgalataink soran fals pozitiv immunjelet kaptunk a gerinces CYP19A és
nPR ellen készitett gerinces antitestek hasznalataval. Mivel egyik gén sem talalhato
meg a puhatestii (és altalaban a gerinctelen) genomokban, eredményeink
alatdmasztjak azt a nézetet, hogy a gerinces fehérjékre készitett antitesteket

hasznalé THC nagyon megbizhatatlan modszer a gerinctelenek fehérjéinek
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azonositasara és lokalizaciojanak vizsgalatara. A WB és MS vizsgélatok soran

kapott eredmények alataasztottak ezt a kijelentesiinket.

Fodor 1, Schwarz T, Kiss B, Tapodi A, Schmidt J, Cousins ARO, Katsiadaki I, Scott AP, Pirger Z.
Studies on a widely-recognized snail model species (Lymnaea stagnalis) provide further evidence
that vertebrate steroids do not have a hormonal role in the reproduction of mollusks. Frontiers in
Endocrinology. 2022. 13:981564. (D1; 1F2021: 6.055)

6) Bar sem a L. stagnalis-ban sem altalaban a puhatestiickben nem talalhato
funkcionalis nuklearis szex szteroid receptor, nem zarjuk ki, hogy a fizioldgias
mukodésiik megvaltozhat, ha gerinces szex szteroidoknak vannak kitéve. Ez
végbemehet membran szex szteroid receptorokon, mas molekuldk receptorain,
vagy egyszeriien lehet a szteroidok metabolizalasaval jar6 forras re-allokacid

kovetkezménye.

Fodor 1, Urban P, Scott AP, Pirger Z. A critical evaluation of some of the recent so-called 'evidence'
for the involvement of vertebrate-type sex steroids in the reproduction of mollusks. Molecular and
Cellular Endocrinology. 2020 516:110949. (Q1; 1F2020: 4.102)

Fodor 1 and Pirger Z. From dark to light - an overview of over 70 years of endocrine disruption
research on marine mollusks. Frontiers in Endocrinology. 2022 13:903575. (D1; IF2021: 6.055)

7) Kutatocsoportunk korabban tobb valtozast is kimutatott a L. stagnalis
reprodukciojaban kronikus progesztogén kezelések soran, ugyanakkor nem
mutattunk ki valtozast a reprodukcidt iranyitdé neuropeptidek expresszidjaban.
Feltételezziik, hogy a hormonkezelés hatasara megvaltozik a hermafrodita egyedek
reproduktiv allokacidja, ugyanakkor ez a valtozds nem a reprodukciot irdnyitd
neuropeptidek expresszigjanak szintjén jelenik meg. A reproduktiv allokacio-
véltozas pontos mechanizmusanak megértéséhez még tovabbi kutatdsokra van

sziikség.

Osszefoglalva, eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy a puhatestiiek

neuroendokrin rendszere kiilonbozik a gerincesek jol jellemzett neuroendokrin rendszerétol.
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8. SUMMARY

Although molluscs have been used extensively as model species to investigate neuroendocrine

processes regulating behaviours such as reproduction, there is a long-standing debate about

their (neuro)endocrine system including the role of the GnRH peptide and the function of the

sex steroid hormones. Keeping this in mind, my PhD work aimed to investigate the functionality

and evolution of the neuroendocrine system of molluscs by investigating the well-established

invertebrate model species, the great pond snail (L. stagnalis). My results are summarized in

the points below with the relevant publications being highlighted.

1)

2)

We identified the coding sequence of ly-GnRH/CRZ and confirmed the presence
of the active peptide in the CNS. Our findings suggest that utilization of the
amidated undecapeptide as the functional invGnRH/CRZ molecule is a common
feature in bivalves and gastropods. The molecular phylogenetic results supported
the notion that sequences originally termed molluscan GnRHs are more related to

CRZs

Fodor 1, Zrinyi Z, Horvath R, Urban P, Herczeg R, Biiki G, Koene JM, Tsai PS, Pirger Z.
Identification, presence, and possible multifunctional regulatory role of invertebrate gonadotropin-
releasing hormone/corazonin molecule in the great pond snail (Lymnaea stagnalis). General and
Comparative Endocrinology. 2020 299:113621. (Q1; IF2020: 2.822)

Fodor 1, Svigruha R, Bozso Z, Toth G, Osugi T, Yamamoto T, Satake H, Pirger Z. Functional
characterization and related evolutionary implications of invertebrate gonadotropin-releasing
hormone/corazonin in a well-established model species. Scientific Reports. 2021 11:10028. (D1;
1F2021: 4.996)

Our in vitro and in vivo experiments demonstrated that ly-GnRH/CRZ is involved
in the regulation of locomotion and reproduction and may play a role in the
modulation of heart control. Interestingly, we did not find any link to the feeding.
It should be noted that we used only one concentration (10 pg peptide/each animal)
during the injection so it remains possible that this concentration was too low to
cause any effect on feeding. Therefore, future physiological works should aim to
use further peptide concentrations. Although there is still only a limited number of
functional studies with invGnRH/CRZs, our findings add to a growing body of
literature supporting invGnRH/CRZ peptides as being responsible for the regulation
of both reproductive and non-reproductive functions. Moreover, our results support

the proposal that the originally named invGnRHs should be classified as CRZs.

Fodor |, Zrinyi Z, Horvath R, Urban P, Herczeg R, Biiki G, Koene JM, Tsai PS, Pirger Z.
Identification, presence, and possible multifunctional regulatory role of invertebrate gonadotropin-
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3)

4)

5)

releasing hormone/corazonin molecule in the great pond snail (Lymnaea stagnalis). General and
Comparative Endocrinology. 2020 299:113621. (Q1; 1F2020: 2.822)

Fodor |, Svigruha R, Bozsé Z, Toth G, Osugi T, Yamamoto T, Satake H, Pirger Z. Functional
characterization and related evolutionary implications of invertebrate gonadotropin-releasing
hormone/corazonin in a well-established model species. Scientific Reports. 2021 11:10028. (D1;
1F2021: 4.996)

Our neural transcriptome and genome data revealed the absence of several key
sequences/genes that are essential to accomplish the classical vertebrate-type sex
steroid synthesis, as well as the receptor-mediation of sex steroids. Given the
presence of the identified genes and the phenomenon of enzyme promiscuity, we
do not rule out that L. stagnalis (and molluscs in general) is able to perform all steps
of the vertebrate sex steroid synthesis pathway, but the yields are likely to be far
too low to maintain a sex steroid-based hormonal system. Clearly, one must
question whether natural selection in molluscs would have likely favoured the

evolution of a steroid-based endocrine system.

Fodor 1, Urban P, Scott AP, Pirger Z. A critical evaluation of some of the recent so-called 'evidence’
for the involvement of vertebrate-type sex steroids in the reproduction of mollusks. Molecular and
Cellular Endocrinology. 2020 516:110949. (Q1; 1F2020: 4.102)

Fodor 1, Koene JM, Pirger Z. Neuronal Transcriptome Analysis of a Widely Recognised Molluscan
Model Organism Highlights the Absence of Key Proteins Involved in the De Novo Synthesis and
Receptor-Mediation of Sex Steroids in Vertebrates. Malacologia. 2021 64(1):69-77. (Q4; 1Fz021:
0.88)

We confirmed that molluscs can absorb, metabolize, and accumulate vertebrate
steroids. This questions how much (if any at all) of the vertebrate sex steroids found

in molluscan tissues are of endogenous origin.

Fodor I, Schwarz T, Kiss B, Tapodi A, Schmidt J, Cousins ARO, Katsiadaki I, Scott AP, Pirger Z.
Studies on a widely-recognized snail model species (Lymnaea stagnalis) provide further evidence
that vertebrate steroids do not have a hormonal role in the reproduction of mollusks. Frontiers in
Endocrinology. 2022. 13:981564. (D1; 1F2021: 6.055)

Using antisera generated against the vertebrate CYP19A and nPR, our IHC revealed
immunopositive signal in the CNS. Since neither genes can be found in L. stagnalis
(and in invertebrates in general), this supports the idea that immunostaining using
(especially polyclonal) antibodies generated against mammalian proteins is a highly
unreliable procedure for identifying or localizing specific proteins in tissues when

applied to invertebrates. The WB and MS results obtained also confirmed this.

Fodor 1, Schwarz T, Kiss B, Tapodi A, Schmidt J, Cousins ARO, Katsiadaki I, Scott AP, Pirger Z.
Studies on a widely-recognized snail model species (Lymnaea stagnalis) provide further evidence

79



that vertebrate steroids do not have a hormonal role in the reproduction of mollusks. Frontiers in
Endocrinology. 2022. 13:981564. (D1; 1F2021: 6.055)

6) Although no functional nuclear sex steroid receptor can be found in L. stagnalis or
in molluscs in general, we do not rule out that molluscs do seem respond (i.e. their
physiology is potentially affected) in one way or another when exposed to
vertebrate sex steroids. This can happen via the identified membrane sex steroid
receptors, or via non-specific receptors (i.e. receptors for other compounds), or

simply as a result of source re-allocation caused by the metabolism of sex steroids.

Fodor |, Urban P, Scott AP, Pirger Z. A critical evaluation of some of the recent so-called 'evidence'
for the involvement of vertebrate-type sex steroids in the reproduction of mollusks. Molecular and
Cellular Endocrinology. 2020 516:110949. (Q1; 1F2020: 4.102)

Fodor 1 and Pirger Z. From dark to light - an overview of over 70 years of endocrine disruption
research on marine mollusks. Frontiers in Endocrinology. 2022 13:903575. (D1; IF2021: 6.055)

7) Our research group previously demonstrated that L. stagnalis’s reproduction alters
when the specimens are chronically exposed to progestogens. However, we did not
detect any change in the expression of neuropeptides responsible for the regulation
of the reproduction. We suppose that the reproductive allocation of the
hermaphroditic specimen changes due to the hormone exposure and this is not
manifested at the level of the expression of reproduction-related neuropeptides. The
mechanisms underlying the reproductive allocation change requires further

investigations.

In summary, our findings support the idea that molluscan endocrinology differs from

the well-characterized vertebrate endocrine system.
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9. KOSZONETNYILVANITAS

A doktori tanulmanyaim soran elért tudomanyos eredmények nem csak az én érdemem. Nem
tartanék most itt szdmos, szamomra fontos ember nélkiil, akik mindig batoritottak, segitettek,
inspiraltak és elviseltek. Ezton szeretném koszonetemet még egyszer kifejezni Nekik:

- Mindenek el6tt témavezetémnek, Dr. Pirger Zsoltnak, a szakmai vezetésért, rengeteg
segitségért és tanacsért, hogy megalapozta a kutatoi palyamat, hogy soha nem mondott nemet
az Otletemre és gondolatomra (barmilyen Oriiltek is voltak néha), hogy elviselte a szeszélyeimet
¢s hogy a laboron kiviil is szamtalan alkalommal segitett.

- Az Okofiziolégiai és Kornyezettoxikologiai Kutatocsoport/Adaptaciés Neuroetologiai
Kutatocsoport volt és jelenlegi tagjainak — Prof. Elekes Karolynak, Prof. Kiss Tibornak, Dr.
Maisz Gabornak, Dr. Molniar Evinak, Nagyné Fekete Zsuzsanninak — a szakmai
tanacsokért, biztatasért és a kisérletes munkéban valo segitségért. Kiilon kdszonettel tartozom
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12. Fiiggelékek

Fiiggeléek 1: A human nERa (#P03372) és az A. californica-ban azonositott ,,nNER”
(#NP_001191648) fehérje szekvencidjanak dsszehasonlitisa, bemutatva a homologiat, amely a
, puhatestii nER” elnevezéshez vezetett. A folytonos vonalu keret a DNS-kéto domént (C
domeén/DBD), mig a szaggatott vonalu keret a ligand-kéto domént (E domén/LBD) mutatja. A

P-box pirossal, a D-box kékkel, mig az AF2 motivum zélddel van jelélve.

HumaniER alfa 1 MTMTLHTKASGMALLHQIQGNELEPLNRPQLKIPLERPLGEVYLDSSKPA 50
Aplysia ER l — === 0
HumaniER alfa 51 VYNYPEGAAYEFNAAAAANAQVYGQTGLPYGPGSEAAAFGSNGLGGFPPL 100
Aplysia ER 1 mmm 0
HumaniER alfa 101 NSVSPSPLMLLHPPPQL-—-—-—-————-— SPFLOQPHGQQVPYYLENE-PSGYT 140
iplyeia ER AP ECURTL P A CCOOEGTAGS AL AT ST PG CT L 49
Human_ER alfa 141 VREAGPPAFYRPNSDNRRQGGRERLASTNDKGSMAMESAKETRYCAVCND 190
iplyeia ER R el vteaessaricovesy| 89
__P-box ___D-box___
Human_ER alfa 191 YASGYHYGVWSCEGCKAFFKRSIQGHNDYMCPATNQCTIDKNRRKSCQAC 240
Sl |||||||||||||||||||| e ||||| EEEREER
Aplysia_ER 90 NASGFHYGVWSQEQCKAFFKRSIQGPVDYICEAINTQTIDKHRRKSCQAC 139
Human_ER alfa 241 |RLRKCYEVGMMKGGIRKDRRG[G---RMLKHKRQRDDGEGRGEVGSAGDMR 287
iplyeia ER 40 R RO B MK G R K RN G TS S LK GKRCRADSS D - S 1
Human ER alfa 288 AANLWPSPLMIKRSKKNSLALSLTADQMVSALLDAEPPILYSEYDPTRPF 337
iplyeis ER 150 AN INGAGS KSR SR AS T Rl OKADLP MRS TINANLEAL 224
Human ER alfa 338 -'s"E'A'S'MM(;EL'T'N'ﬁibiiéL'\'/'HMI'WXRii\'/Eé’F’\'/BL’T’i'ﬁb'éifﬁ'ﬂi’éé}&wiﬁi'L'i 387
iplyeia ER 125 RN ADREL LT AKE POV TG LT GDOVHL ECCRELL, 274
Human_ER alfa 388§MIGLVWRSMEHPGK LLFAPNLLLDRNQGKCVEGMVEIFDMLLATSSRFRE 436
Aplysia_ER B S NRN RN R YRS S s R
Human_ER alfa 437EMMNLQGEEFVCLKSIILLNSGVYTFLSSTLKSLEEKDHIHRVLDKITDTLE 486
Aplysia B8 324 [T HCLNKEET LLLONTVLVNARVA - LOSFLKIGEMROLII DV~ L 6
Human_ER alfa 487EIHLMAKAGLTLQQQHQ —————— RLAQLLLILSHIRHMSNKGMEHLYSMKCE 530
: N I SN m....:\:.:....\i
Aplysia ER 365 - 407
Human ER alfa 531 566
Aplysia ER 408 457

Human ER alfa 567

Aplysia ER 458 HHHHSTQSSPQHSRAFPYHH-------——- 477
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Fiiggelék 2: A L. stagnalis homolog szekvencidinak (példdul a GnRH/CRZ neuropeptid kédolo

régioja) kereséséhez és azonositasahoz hasznalt relevans gerinctelen és gerinces szekvenciak

“query” szekvencia

Faj

NCBI azonosito szam

Gonadotropin-felszabatitd

hormon/corazonin (GnRH/CRZ) Octopus vulgaris BAB86782.1
Gonadotropin-felszabatitd . L
hormon/corazonin (GnRH/CRZ) Aplysia californica AHE78444.1
Gonadotropin-felszabatitd . .
hormon/corazonin (GnRH/CRZ) Mizuhopecten yessoensis BAH47639.1
Gonadotropin-felszabatitd .
hormon/corazonin (GnRH/CRZ) Crassostrea gigas ADZ17180.1
Follikulus stimulalé hormon (FSH) Homo sapiens AAA52476.1
Follikulus stimulalé hormon (FSH) Mus musculus AAB60705.1
Follikulus stimulalé hormon (FSH) Danio rerio AARB4282.1
Luteinizald hormon (LH) Homo sapiens CCP37870.1
Luteinizald hormon (LH) Mus musculus AAC52249.1
Luteinizalé hormon (LH) Danio rerio AAR84283.1

StAR-related lipid transzfer fehérje 3

Aplysia californica

XP_005099198.1

(StAR3)
StAR-related lipid transzfer fehérje 3 . .
(StAR3) Mizuhopecten yessoensis AXY92157.1
StAR-related lipid transzfer fehérje 3 .
(StAR3) Crassostrea gigas XP_011434195.2
StAR-related lipid transzfer fehérje 3 .
(StAR3) Rattus norvegicus NP_001014251.1
3a-hidroxisztreoid dehidrogenaz .
(30-HSD) Rattus norvegicus P23457.1
3B-hidroxisztreoid dehidrogenaz . .
(3p-HSD) Mizuhopecten yessoensis AXY92162.1
3B-hidroxisztreoid dehidrogenaz .
(3-HSD) Crassostrea gigas XP_011433629.1
3B-hidroxisztreoid dehidrogenaz .

(3-HSD) Rattus norvegicus NP_001007720.3
17a-hidroxilaz/17,20-liaz (CYP17) Aplysia californica XP_012941324.1
17a-hidroxilaz/17,20-liaz (CYP17) Mizuhopecten yessoensis AXY92158.1
17a-hidroxilaz/17,20-liaz (CYP17) Crassostrea gigas NP_001292231.1
17a-hidroxilaz/17,20-liaz (CYP17) Rattus norvegicus NP_036885.1

17B-hidroxisztreoid dehidrogenaz 8

Aplysia californica

XP_005103566.1

(17B-HSD11)

(17B-HSD8)
17 _hidrOXi(slz ;r;_ol_igge;};idrogenéz 8 Mizuhopecten yessoensis MHO040338.1
17 _hidei(SIZ ;rgf)l_ilcég(;};idmgenéz 8 Crassostrea gigas XP_011430925.1
17p -hidrOXi(slz;r;_ol_il(ég%l;idrogenéz 8 Rattus norvegicus NP_997694.1
17p-hidroxisztreoid dehidrogendz 11 Mizuhopecten yessoensis MH040339.1

17B-hidroxisztreoid dehidrogenaz 11
(17p-HSD11)

Rattus norvegicus

NP_001004209.1
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17B-hidroxisztreoid dehidrogenaz 11
(17B-HSD11)

Aplysia californica

XP_012939218.1

17B-hidroxisztreoid dehidrogendz 14
(17B-HSD14)

Mizuhopecten yessoensis

AXY92161.1

17B-hidroxisztreoid dehidrogenaz 14
(17B-HSD14)

Crassostrea gigas

XP_011423932.1

17B-hidroxisztreoid dehidrogenaz 14
(17p-HSD14)

Rattus norvegicus

NP_001178040.1

So-reduktaz 1 Crassostrea gigas EKC36980.1
Sa-reduktaz 2 Aplysia californica XP_005112214.1
Sa-reduktaz 1 Homo sapiens NP_001038.1

Aromataz (CYP19A) Mus musculus NP_001335102.1

Aromataz (CYP19A) Gallus gallus NP_001351628.1

Aromataz (CYP19A) Danio rerio NP_571229.3
Nuklearis 0sztrogén receptor (nER) Homo sapiens AAA52399.1
Nuklearis 0sztrogén receptor (nER) Mus musculus AAA37580.1
Nuklearis 6sztrogén receptor (nER) Gallus gallus NP_990514.1
Nuklearis 0sztrogén receptor (nER) Danio rerio NP_694491.1
Nuklearis 6sztrogén receptor (nER) Octopus vulgaris ABG00286

Nukledris 0sztrogén receptor (nER)
Nukledris 6sztrogén receptor (nER)

Aplysia californica
Lottia gigantea

NP_001191648
XP_009064842

Nuklearis androgén receptor (nAR) Homo sapiens P10275.3
Nuklearis androgén receptor (nAR) Mus musculus P19091.1
Nuklearis androgén receptor (nAR) Gallus gallus NP_001035179.1

Nuklearis androgén receptor (nAR) Danio rerio NP_001076592.1
Nuklearis progeszteron receptor (nPR) Homo sapiens P06401.4
Nukleéris progeszteron receptor (nPR) Mus musculus Q00175.2
Nuklearis progeszteron receptor (nPR) Gallus gallus NP_990593.1
Nuklearis progeszteron receptor (nPR) Danio rerio NP_001159807.1

Transzkogl'gé'jﬁ:'(‘g);gro'd'kom Mus musculus NP_031644.1
Szex hormon-ké&to globulin
(SHBG)/szex szteroid-koté globulin Mus musculus P97497.1

(SSBG)

Fiiggelék 3: A gerinces szex szteroid szintézis utvonalban és receptor-medidcioban részt vevd
gének L. stagnalis-ban azonositott homologjainak nukleotid és kiovetkeztetett fehérje
szekvencidi

>Lymnaea stagnalis_StAR-related lipid transzfer fehérje 3_mRNS

GGATTTTTAAATGTTACTGTGTGTGACAAGATGTTACTAAGGCGTTCATAGCATTGCTATTTGTTGCAGACGACA
TACACAATAGAAAGCATTCTGAGATTATCTCCCGTTTTCTAGTAATCTTGTGGATTCTACTTCTACCACCTTGGG
CACTTGTGAATACTGCTTTATGAATACTGTTGTTGTTGTTAATGATGCTAATTGTTATGCCGTCGCTTGGCTTAC
AATGATGGTCTCCGTGACGGCAACAACACACAGTGCGATTCAGCACGGACACAATGAACACTGGACGGAGGAACG
CCATTCTGTAGACTTTAGTTTTTAGCCGTTGCACCAACACATCGGGTCGTGCCTGATATCAACAGTCAGGATCGT
AAGTTCCATTTGAGACAAACGTGTGTTTGCGTGCCGTCAAGTCCCCCCCCCCTTTCCCCTAATAGATCCAGTTAT
ACGGTGGACCGCGTGTGTCATCCTGGGCTGACGATGATGATGATGGTGGTGGTGATACAAACATGGCGCACATCA
GTAAGATCTACACCATGGGACCCAATCACCACCCGAGCGTCACTTTTGTCCGGCAGATCAGCGATGTAGCCGTGG
TGGAGTCAGACCGGGACAACCAGGCCAAGCAGGCCGGCCATCTCATCTACAGCAGCATACATGGTGACGGCAGCA
GCAGCTCGTTGATACCAGCTCTGCAATCTTCTACTGACTCCTACTCTGGTCCGATGCCCCCTCCGGCCATCAATC
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CAGCTCTCAACAGCAGCATGGAGAGAGCCGGCTCCCTGGGTCAGGGCCGGATGTCATCCGTGAGGCGGACATTTT
GTCTGCTGGTTTTGTTTGATCTTATTCTCATGTTTATCCTGTGGGTCATCTACACTCAGCTGATCGGTGACACGG
GTTTCAAAGCTTTTGATAAGCAAGTCATCAATTACGATTTCAAGACATCTCTCTTTGATTCGGTGATGCTGTCAG
CGTCTAGATTCACACTTCTGCTGTTGGCCTATGCTTTGTTTAGAATCCAGCACTGGTGGATGATTGCTCTCTGCA
CTGCTGCCTCCTGTGCCGTTCTCATCGCCAAGATCTTCATTTTTGATTTTGAAGGCACCAAGAGCAGCAACAACC
CCCTGAGTTACTGCCTCATCATTATATCCTTTGTGCTGGCTTGGGCCGAGACCTGGTTCCTGGACTTCAAAGTTT
TACCGCAGGAGCAAAAGGCTCTTGAAAGACTCCGCCTTCACAGCACCCCCAACTATGGCTCGATCTATGTCCCCA
TCAGGCCCAGGTCCATGGTCGGAGATGACATGCAGTCCATTATCACAGAGGACAACAATCAGTTTTACTCACCTG
TTGAGTCACCAGCCGAGTCAGACACAGAGGAGGGAACTCATGCACAGGGAGTTGGGGACAGGACCAGCGTGTACC
GCAGTGTTCCCGTGTCAAAGGTCACAACACGCCAGGCAAGCCAAGCATCTATTAACACACTAGCCTTAGAGGAGA
ATGATTACATCCGGCTGGCCAAGCATTCCTGGGAGGTCCTGTGGACATACTACACCAGTCCAGAATCTGACTGGA
AGCTGGAGACGGGGAACAATGAGATGACGGGGGTCGTTCACAGCAAAAAGGTCAAGAGTGTCGGAAAGGTGTTCC
GATTAAGGGGTATTGTAGACATGCCAGCCAAAGAGCTGTATGAGGAGATGACATTCAAACCAGAACTGCAGTCCG
CATGGAATAAAGCCATCAAAGAATCTAGGGTTTTACAAGTTGTGGATGATCACACGGACGTCCTCTACAACGTTG
CTGCGGAGATCGCCGGCGGTGTGATCACCAGTCGAGACTTTGTCAGTTTACGCACCTGGGGTCAACGGGACGGCG
TTTACATTGGTTCTGGTATGGGCGTCAATCATCCTGACATGCCACCGCAGAAAAATTATGTCAGAGGCACAAATG
GAGCTGGTGGCTGGGTGTATAGACCTTGCCCGGGAGACGCTAGTAAAACTTTATTTTTCTGGTTCATGAATACAG
ACATCAAGGGCTGGTTTCCTCAGTCCCTGATTGACGCCAACATGGCCAAAGTCCTCATGGATTTCATTCAAGACC
TGCGCGTCCATGTCAAAAGTATAACACACTCCTAGCCAGCCCCTTACATGAACTTAGAGCAAACGTTACTTCAAT
TACCACACGAACCGTCTACGTTTGTATCAGATGCCAACCTGTGGAGACAGAGAGAGAGATAGCGGTATACGTTTG
TATCAGATGCCAACCTGTGGAGAGAGAGAGAGAAAGCTAGCTGTCCACCCATCAAGACTTTCATAAGGCAACTTG
AGGTTTTATGGTGTAAGCGTCCTTCAGAGGGGCTGCACTTCATGGCGATGCCATTTTAGTAACTGACCGTGTACG
GACAGTGATGTTTTGTTGTGACCAATGTGATGCTGTGTACACAACAGGAGATTCCAGCTCAGATATTTTCTGTGA
GCAGAGGACCAACATTTAAAATGTAACAACGGGCTCAATGCGGTGAGAACCATCCTAACAGATGTTTGCGTTAGT
TTGGCTACTGCGGTTGCCATACTCACCAGGTGGTTACGTGTATGTGTGTTTTCTTATAGATGTTTGGCTATGGTT
GCCATACTCACCAGGTGGTTACGTGTGTGTCGGTGTGTGTTTTCTTATAGATATTTGTTTGGCTACTACGGTTGC
TGTGCTCACCGGTTGATTGGTCTACAATATAATATTTGTTCAATATTTATGATTCAACTCTGTAAGATTTATGAC
TTGTATTTAGGATTACTCTAAGATGCCAATATCAAATGTGCAGTCACAAATGTCTTGGTGGCCTGTCAAAGTCAT
GAGCGTTAGATGAGTATTGAAAGGAAATAGAAGGAAATGCTACGGCATTGCTGTGCTCATCTTCATCAGACTGAT
ATCGTGACTTAGTTGAAAACAGTAAGTTTACCATGTGCATGACGTGGGGAAAGGGGG

>Lymnaea stagnalis_StAR-related lipid transzfer fehérje 3_fehérje
MAHISKIYTMGPNHHPSVTEFVRQISDVAVVESDRDNQAKQAGHLIYSSTIHGDGSSSSLIPALQSSTDSYSGPMPP
PAINPALNSSMERAGSLGQGRMSSVRRTFCLLVLEDLIIMFILWVIYTQLIGDTGFKAFDKQVINYDFKTSLEDS
VMLSASRFTLLLLAYALFRIQHWWMIALCTAASCAVLIAKIFIFDFEGTKSSNNPLSYCLITIISFVLAWAETWEL
DFKVLPQEQKALERLRLHSTPNYGSIYVPIRPRSMVGDDMOQSIITEDNNQFYSPVESPAESDTEEGTHAQGVGDR
TSVYRSVPVSKVTTRQASQASINTLALEENDYIRLAKHSWEVLWTYYTSPESDWKLETGNNEMTGVVHSKKVKSV
GKVFRLRGIVDMPAKELYEEMTFKPELQSAWNKATKESRVLOQVVDDHTDVLYNVAAEIAGGVITSRDEVSLRTWG
QRDGVYIGSGMGVNHPDMPPOQKNYVRGTNGAGGWVYRPCPGDASKTLFFWFMNTDIKGWEFPQSLIDANMAKVLMD
FIQDLRVHVKSITHS*

>Lymnaea stagnalis_3p-hidroxiszteroid dehidrogenaz mMRNS

AGTGTTATCTTGTCGCGGGCCACGAAACGACTCATCGCCTCGGGCTACAACAACACAGTGACACGGCTGCTGAGC
ACACGACTGTGTCGCCAAGCTCCAGGTGTGCTGTCGTCTGTCGTGCGAGGTGCCAAGGCCACCAGTGGTTTGCTT
TACGTGAGTAGGAGCTTCAGGGTGACGCCCCCACAACGAATCCACCAAGAGGGGCCGTACGGAGACCCCAAGACC
ACGATGGATTCCGGAAAATCCCCAACCACCCCTTCGACAATCACTCGGGCGGTAGGCGGGAAAGAAACCGGTTTC
GGTCAGGTTCTCCTAGAAGGGGGCCTTTCGGGTGACAAGGGATGTGGTGATCCATCACAGGTGACCGCCCTTGAA
GTCGAGGGCGCGATAAACGACGAGAATTCCGGAAACGCGTCGGCTGAGAATTCGCCCGCGGACGCCGGGCATGGT
GACGTCACATCGCTTGCAGAATCGGAGTTCGTGACCGGAACTGTGAGTCCGATTGCAGACTTTGAATCTCAGCAG
ACCGGACCCGTGGACGGCGATACGGGAAACCAAACGCAAGATTCGGAAAACCGAACACCGCCACCGGGTGAGATC
TCAACAAAATTCAGATATCAACTTAAGACATCGCCCACGAATGCAGACACAACCCAGAATCGGACCGGAAGCGAT
ATTCACACACTGACCGAGAATTTAAGGACAAGTTTCGGGGACAACTTCGGAATGTTTAAATGTCCGTTCTCCGAC
CAAGCCCTTCGGACAGCCGATGAGAAATCCGAACGGGCGCTGATTCCCGGGAGGATCAGCTCGAACTCGGGGACG
GTCTCAGAAATTTCCGAAACACCGCCTCACAACACCTGCGGCGCAACAGAACAAGATAATTCATCGGGAACGAGC
CTGGTGGGGGTGGGTCGTCATGAGCTTTCAGAAAGCAAGATGGCCGCGGACTCCGCTTCCGACAAAGGTTGGCGC
AATGGAGATGGAGATATCGTAGTCGTGACCGGCGGTAACGGGTTTTTCGGTCAGCATATTGTCAAGATGCTTCAC
CTGCGGGCCCCCCATGTGAGCGAGATCTGGGTTCTGGACATCGCACCATTTGAGCAAAAACTAGACTATCAACCA
ACCAAGAAGGTCAAATCGATCATCGGCGATGTAACTGACGCAAGGTTCACGGCCTACTTACTGCGGGGGGCGACC
TCAGTCATTCACGTGGCCGGAATCATGAGTTGGGGAACGTTTCCAGACATGGACGGCATGGAAAAGGTCAACGTC
AAAGGGACCCTGAACGTGCTGAACGCTTGCCTCAAGAACAGCGTCAAGCGGCTCGTATACTGCAGCACCGTCGAC
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GTGGCCGTAGGCAGCCAGCCAATCAGAGGAGGGGACGAAACGAACACGCGCGTGCCCGACAAGTTCCTGTTCCCG
GGTTATCCCGACACGAAGTATCACGGGGAGAGACTCATCCTGGGGTCCGGGCGCCCGAAGAGAGCCGACGGGGGL
CAACTGCAGACGGCGGTCCTCCGCGCCAACGTGTGTTATGGAGAGCTTGACCAATCCTATGTGACCAACGCTTTG
CGGATGGCTGAACAGAACAAGGGAGTGCTCTACCAGGTCGGAGATGGCTCTGCCATGTTCCAGCAGGCTTACGTG
GGCAACACAGCCTGGGCGTTCGTGTGTGCCGATTCCGCGATGAGGGAGAACCCAGAGCTCAGCAATGAAATCTTC
TACATCCCAGACAACACCCCCATCCAGAACAGCTTCAACTTCATAAGGCCCTACCTGGAGGCCCGGGGGTTCCAG
CTCTCACCTAGACCCATCAACTTCTCTCTGCTCCACGGAGCGGTGTCACTGGCTGAGGTCTTCGTGAAAGGGCTG
TCTCCGCTCGTAAGGCTGAGTCTGCCTTTCCAGTCATACACCCTCGCTTACATCAACACAGATCTCTACTTTAAT
GGCTCCAAGGCCAGGAGGGTGCTGAATTTTGAGCCTATTTATTCCCCCAACGAGGCCAGGGCGGCATCGATGATT
TACTATAAAACCGTTGATTTAGACGGAGGTCCTACAACGTGAAGAAATTCAAATTTAACATGTGACTACTTGGTG
GTTTGTAAGAGATGCCCGGCTACTGCTGTCTTTAAGTCGGATTACTTATTGTTAACAGACTGCATGATTTTTGGC
TCCTGTCTCAGCATTCGATGTTATTTCTTGCATATTTAAAGAAAAAAAAAATTATTATATGTCGGCCTTTGAATT
TTGTTCTTCCATTTAAAAAATCTATAACCATTTTTATATTCAGCCAGTACACCCGGCATTGCTCTGGTCTGTAGT
TGGAAAAAACAGCCAAAGGGTTTTCAGCCTCTCAAAGTACCAATCAAAATTTAAAATGTTCTCTTTT

>Lymnaea stagnalis_3p-hidroxiszteroid dehidrogenaz_fehérje
MDSGKSPTTPSTITRAVGGKETGFGQVLLEGGLSGDKGCGDPSQVTALEVEGAINDENSGNASAENSPADAGHGD
VTSLAESEFVTGTVSPIADFESQQTGPVDGDTGNQTQDSENRTPPPGEISTKFRYQLKTSPTNADTTONRTGSDI
HTLTENLRTSFGDNFGMFKCPFSDOALRTADEKSERALIPGRISSNSGTVSEISETPPHNTCGATEQDNSSGTSL
VGVGRHELSESKMAADSASDKGWRNGDGDIVVVTGGNGFFGQHIVKMLHLRAPHVSE IWVLDIAPFEQKLDYQPT
KKVKSIIGDVTDARFTAYLLRGATSVIHVAGIMSWGTFPDMDGMEKVNVKGTLNVLNACLKNSVKRLVYCSTVDV
AVGSQPIRGGDETNTRVPDKFLFPGYPDTKYHGERLILGSGRPKRADGGQLQTAVLRANVCYGELDQSYVTNALR
MAEQNKGVLYQVGDGSAMFQQAYVGNTAWAFVCADSAMRENPELSNEIFYIPDNTPIQONSFNFIRPYLEARGFQL
SPRPINFSLLHGAVSLAEVFVKGLSPLVRLSLPFQSYTLAYINTDLYFNGSKARRVLNFEPIYSPNEARAASMIY
YKTVDLDGGPTT*

>Lymnaea stagnalis_17a-hidroxilaz/17,20-liaz_ mRNS

ACAGTAAACGGGAAAGGAATAAAAGTTCAGTTGTTTACTCGACAGACTGCGAGAGAACAATCGTTATGAACTTTC
TCGTTACACTTCTGACGGGCGGCATAACACTGTGGCATTTGTGGGCCTGATATCCTCCGGATGAGCATCATTGCC
ACGGACAACACGAATCGGTTTCAGAGTGCTTTAGTTTGACCCTACTTTCTGAAGTTAGAGTTCCTATCTGAAGAA
ACACCACCCCCCCCAAGCCCACCCCCCACCCGACGTCACGATGTTCAGTGACATCATCCCCCGGGCTGACACGGL
CGTCCTGCTAGTGATCACCGCCGTCTTAGGTGCTGTTGTTTACCGGCTGTTGACCAGGAAGAAGCTCCGGTTGCC
TCCCTCTCCCAGAACTTGGCCGTTGCTAGGCAACATGTTGGATTTCAAAGACACAACGCTGACCAAAAAGTCTTT
GGAGTGGCAAGAACAGTACGGGCCCGTCGTGATGTTTTACTCGGGGCTCCGCCCATGGGTCATACTCGGCAGCAT
CGAGAGCCTTACAGAGGCGTACGTCCAGCGGGGGAACGACTTCGCCAACAAGCCCATGATCCCTTCCTTAGACCT
GATGAGCATGGGGGGTCGAGACATCGCATTCGCCCCTTACGGTCCGGACCTTAAGTACAGGAGGAAGATATGTTT
TCAGGCGATGCGTCACTACCTGACGGGCGACCAGCACACGAGACGAGTCCACCAGATCGTCGCGGAGGCCGTGCA
GGCGATGCTGCAGGAGCCGGGGCCCTTCAACCCCCACGCCCACTTCTCCCTGATCATCTTCAACATCCTGCACGC
CGCGTGTTTCGGCAGCACCGTGGCCATGGACGACCCCATCTACCAGGATTATCTCAAAGTCTTCGACTCCGAGTC
CGGGAAGGTCACGGGATACTGGGAGGACATTTTCCCCATCCTCACCCACTGTCCCACGCCGGCGTTCCGCARAGGC
CARGCGAGGACTCGAGGCCTTCGTTGCTTACATCCACCGGCACATTTCTGAACGGAGGTCCACCTTCGACGAGAG
CARGATGGAGACGCTGGTGGACAACATCCTCCTGACGGAGAGACAGCTGAGAGACGAAGACGCCGGCGGACGCCC
CGACATCACTGACGTCCACTTCTCCCTCATCATCTCGGACACGTTCATCGGCGGCACGGACACGACCAGGAACAC
GATGGACTGGATATTTCTGACCCTGGTGGCCGACGCCAAAGTTCAGCGGAGGGTCCATGACGAGATTCACCGGGT
CGTTGGAAATGGAGTCCCAGGTAAAGAACACAGACAAGGTCTGGCCTACACCGAGGCAGTGATACAAGAGGTCAT
GAGGCTCTACCCCGTGGTACCGATGGGGCTGCCTCACGAGACACTTTGCGACACACAGGTTTGTGGGTTCGACGT
GCCAGCAAAGACGGTGGTCGTCACGAACGTGTACGCCATCCATCGCGACCCGCGACACTGGGAGCACCCCGATAG
CTTCATCCCTGAACGCTTCATTGACAAGGACAGCGGAGCCCTCATCGCGCGCCCCAAGAGTTGGATCCCTTTCAA
CATCGGACCTCGAAACTGCGTGGGCGAGAACCTGGGCAGACAGAACCTGCTGTACACCGTGGTCTGCTTGCTGCA
GAAACTTCAGTTTTCTTTAAGTCCTGTCGGCGAAGACGTGGACATGGTCCCGCAGGATACTTGGTTTACGCTCGT
GCCAAAACCTTACGAAGTTGTCGTCAAACCACGTGATTAGGCAGGCGATGTCACACGAGGAGGGAACTCTCAAGA
CTGTTCAGGAAATGAGTGTAGTAATTTCCCCGTTTCTTTTGTTTTCTTTGTAAGTGGACACATTTGGCTACACGC
TACAGTTCAGTTTATAACAACACTCGCAGTCGTCCCCTCATGAGTTTTGGTTGTGCCACTCTTGTAAAAGAGCTA
AAGAATTAAATTTTGTACATTTTTTTTCTCCTAAACTATGCCATTCAAACTTTAACCCGACTCAGCCAAATTGTG
TGCTCTGGACACGTCCCATGAACGCAGTGTGTCAATGAACTGACAGCCAAAATGGTGTCACACAGAACCTATTGA
CGGGATTTCATTCTATGTTAATAGCAATGGACAAGGGAAAAATGCCTTTACCATGTGGATTTAAGATATTCATAT
TCCTGTTTTTCAATTTAGTCATTTTTTAAATATTAATCAATGCAACATTTGTTTATTGTTCGTCCTTCGCATTGG
GAGATGGCCAGGGCAATATTCGACTCGAGTAGTAGCCTTGACATGAACTGTATTTTGTTTAAAGTAAGGTAGAGT
TGCTCAGCTCGGAAGCCTCACTCTCTCGTCCTTGCCCATTTGATCCACAGTCAAGACTTAGTCAAGACGGCTGGA
GATAGACAAGAATGCAGTAGGTGACCAGGAGTGTTTCTTGTTCCACGTCGCAGGAGTTGTCGGAAGTTTCACTGT
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GACAATGTCATACCGCCCACGGGACTCCATCTCCAGGGTTAGATTTCAGAGTTCGCTTTGTCTTAGATGAGTTGC
CATCCAAGGTTAACAAGTCCTACCCCCCCCCACCCCTGGGTGCTGGTGATGATTTTTTCCTTTAGCTGGGGATTG
AACTGAAGACTACTATATTTATAGCTGAGGATTGATTCAGTTTAGGGTGCTACATATTTTGATACACATTCACTT
CAGTCAGAAATGAGAAATTAATTAATTCGTTTATTTAATCTGGTGATATAAATATTATTTAATGTTGACAATGTA
AGTATTTCAAAATAAAAAAAAAAAGGAAATAATTTATGTTTAAATTGCCAGAGTCCTTGCCAGAGTTGTTCTTCA
TCATGCCGACAGGTCGAATATAACGTGTTATTTCAGTTTATATCTATATTTCATGAATGTGTTTTAGTCATTTTA
AAGAATGGAGAGTGGTGCGAATATGAATACATTGTAATAATTATACATTACGGATAACTGCAACCAAGGACAGTG
TTACCAGGGATTTTGCTTATTAATAAAAAAAAAAAATATAAAGTTCATGATATCTTGACTTTTTAGTGTTTTCTT
CATCGCCAACTTCTGGTCGATAAAAACTAAACGTTTATTGACTTACAAAATACGAGTGTGTAAAAGTTCTGTTCT
GGTGGAAGCCTGCTACGGCGACAGCTGGCTCGGAAAAGGCTACTCTGTCTGGTGGCTCTCTGTTCTGGTGGCAGC
CTGCTACGTTGACAGCCTGCAGTGGATATACTGCTATGCTTGGTGGCACCCTGTTCATATTTTGAACTTGACTTG
AGCGAACATTGTCAAAGTTGCAATTAAACCCCACGTTGAAGAGCAA

>Lymnaea stagnalis_17a-hidroxilaz/17,20-liaz_fehérje
MFSDIIPRADTAVLLVITAVLGAVVYRLLTRKKLRLPPSPRTWPLLGNMLDFKDTTLTKKSLEWQEQYGPVVMFY
SGLRPWVILGSIESLTEAYVQRGNDFANKPMIPSLDLMSMGGRDIAFAPYGPDLKYRRKICFQAMRHYLTGDQHT
RRVHQIVAEAVQAMLQEPGPFNPHAHFSLI IFNILHAACFGSTVAMDDPIYQDYLKVFDSESGKVTGYWEDIFPT
LTHCPTPAFRKAKRGLEAFVAYTHRHISERRSTFDESKMETLVDNILLTERQLRDEDAGGRPDITDVHFSLIISD
TFIGGTDTTRNTMDWIFLTLVADAKVQRRVHDETHRVVGNGVPGKEHRQGLAYTEAVIQEVMRLY PVVPMGLPHE
TLCDTQVCGFDVPAKTVVVTNVYATHRDPRHWEHPDSFIPERFIDKDSGALTARPKSWI PFNIGPRNCVGENLGR
ONLLYTVVCLLQKLQFSLSPVGEDVDMVPQDTWFTLVPKPYEVVVKPRD*

>Lymnaea stagnalis_17p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 8_mRNS
GCTAAGGTTTAAGTGCAAAGGGGGAGCACAACCATGGCCTCTACTTTACAACTGGCTGGACGTCTTGCTTTAGTT
ACCGGTGGTGGAAGTGGAATCGGTAGAGCTGTTTGCACTATTCTTGCAAGAGAAGGTGCAAAGGTGGCTGTTGTT
GACATAAAAAAGTCCAGTGCACAAGAAACGGTATTATCTCTTTCACAATCATCTCAACATGAATCATTTGAAACT
AATGTGTCTTCATCGTCAGAGGTGACAAAACTTTTACAACAAGTAGAAGAAAAATTTAAGACTGCTCCTTCAATA
GCCATCCATGCAGCTGGCATCACCAAAGATAACTTTCTTCTGAAGCTGGATGAACAAAGCTTTGATGATGTCATT
AATGTTAACCTGAAAGGAACATTCCTAATAAATCAAGCTGTAGGTAGAGCCATGCAGAAAGCTAGGATTGAAAAC
GGGTCGATTGTGAATATTTCAAGTATTGTTGGAAAGAATGGCAATGTTGGCCAAGCAAATTATGCAGCATCTAAA
GCAGGAGTGATAGGACTCACAAAAACTGCTGCAAAGGAACTTTCTAGGTACAACATACGAGTGAATGCTGTCCTG
CCTGGATTCATCATCACCCCAATGACTGAGACAGTTCCTGATCATGTGATGCAGATGATCAAAGCAATGATTCCT
TTACAGAGATTTGGTCAACCAGAAGAGGTGGCAGAGGTATGTGCCTTCCTTGCCTCTCCACGTAGCAGCTACATA
ACAGGTCAAGCCATCGAGGTCACAGGTGGGCTAAATTTTTAGAAGCAGCTTCAATCGTTAAATTTCACCAAGTGC
AAAAATTGATTTTCTTATATATGTTATATTTATTTTAAATATTATAATTATAATGGATAATTTAAAACTAATAAT
TATGGCTGTTTTTCAAGCTCATGGATTTATATAAATATTTCCAGGTCTTACATTTTCCCATAAGCTTTGTGTGTA
ATTTTCATAATTAATATATATACCATTGCACCTTTTTTCTGAAAAAAAAAACTGGATGAGGTTTTCTCAGTACCG
TACTACTGATTCAGTGAAACTTTCCTGTACCGGTACTGTAAAACGAAAAAAATCATTTTTGCAAGTAGTTTTAAT
GCTGGGTTATTTAAAATTCTCTTGTGGTTAAAGAGGTCAGTTTAGACTAGTTTTGTAATTATGTTGTATAAAAAT
TATTTTTTCCAGGTAATTTAAAAATAAAACATATTCATGTGCAAATGAAAATATGAATTTTAAGGAGCCATTCTA
TAGCCATATTATATCAGAAATTTTGTTATACCAAGAATAGTGATGTTTCATTGTATATAGCTCATATTATTTATA
ATTCTATACACTCGGTAGTTATTGAAATTTCATCTGTGCCTGTTGATAATTGTCTTTTTAAATGTCTTTATCACT
GTATACAGCTGCAATATTTTTTGTTTTTACAAATAAAATGTGTTGTTATATTTTCCCTTTGTTTTGCAATTTCTT
GAACTTGAATCAAGATATATTCTATTTCAAATTTGTAACTGACTTGCAAGAGAAATGATTTTTAATGTATTTTCA
AAATATTTTAAAATCAAGAAAGAAATCATTTAAAAAAAACACTTCTGTGATAATATTATTTGTTTTAAGCTTGTT
GTTTGAAACTTAAATGTTAAAAAATGTAAAATTATCATATAAGTATTTCAAAAAAGTTATAATACAAATTTATAA
CACTACAATTACAATATGATTTGATACTTGTTGCCAGAATCAATAGTTATCCTTAATTATGCAAGATGATGTGAA
AAAGATTATTCTAGCCTTACATTTGTAATTATTCAAATTCAATAGTCTTATTTTCAATAGGTCTTCTAAAAATTT
GATTTTTAAAGAAATATTTAGTTTGCAAATCTTTGATATTAGAAGCATAGATATAGAATAGTGCCGTTGTGATGC
TATTGCCAAATATTCTATGACTATTTTGAAAATCACTTCATAAAAGCTAACCATATATAATCATCACGTTTTCAA
ATTGCACCTTATCAATTTAGTCTGGTTGCCCTATTTTTAAAAACAATTTTTTATTCTTATTATTAAGTGATCTTA
TAAAACATAACACATCACGAATTAAAGTGTAAAAAAATAATTTAAAATATTTTACATTGTCAGAACATTGTCCTC
TTTCTCTTATGGACTTTATTTTAAGCATCATTCCTAGTTATAACATACACAGGTGATTGATGACAAGTTATATTT
GATTGTTGAAAAAAAATTTTTAAGTTTTAAGGCAAATAAAAATGCAACATATTTTTTATGGCAATGATAACATGT
GTTTGTTTAGTTTTATTTGTTTTTTTTATGATACAATATTTAAAA

>Lymnaea stagnalis_17p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 8 fehérje
MASTLQLAGRLALVTGGGSGIGRAVCTILAREGAKVAVVDIKKSSAQETVLSLSQSSQHESFETNVSSSS
EVTKLLQQVEEKFKTAPSIAIHAAGITKDNFLLKLDEQSFDDVINVNLKGTFLINQAVGRAMQKARIENG
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SIVNISSIVGKNGNVGQANYAASKAGVIGLTKTAAKELSRYNIRVNAVLPGFIITPMTETVPDHVMQMIK
AMIPLQRFGQPEEVAEVCAFLASPRSSYITGQAIEVTGGLNF*

>Lymnaea stagnalis_17p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 9 mRNS
GCTTTCACTGGCTGTCAGTTCCTTGGTTCTCACTCAGGGCGTAGCGAATTTCCTTGCCTTTATCCTAACGGARAT
AAAAGTGAATTTTGAGTTCAGAGTATTTAATGCCTTTTTTCATTGACTTCAATGAAGTCTTCATATTACTATTAG
TATTAGGTTGGATAACAGTCAAGCCTTTATGAAAAATGGTGGCATTGTTTTTTGAATTTCTACTGACTTTTAAGA
ATCTAATAACTGCATTTGTACTGTCCTGGATTCACTTCTTTATACCCCCAATTTCTAAATGTGTGAGAGAAGAAA
TCGTGTTAATAACAGGGGCAGGCCATGGCTTGGGCCAAGGCATGTCTGTGGAGT TTGCGAAACATGGTGCAGTCA
CAGTTTTGTGGGATATCAATGCAGTTGGACTTGCTGACACTGTAAGAAAGATTGAAGCTGTTGGTGGCAAATGCT
ACCCCTATGTGTGTGATGTCAGGGACAGAAGGCAAGTCAAGAAAGTGGGAGATAAGGTTGGCACTGAGGTGGGCC
ACGTGACCATCCTCGTCAATAACGCCGGCATCGTCAACGGGAAGAAGCTGCTCGAGCTGGAGGACGAGGAGATAG
AGGACACGTTCAGCGTCAACCTGCTGGCTCAGATATGGACAACAAAACAATTTTTACCCTCTATGCTGGAGAACA
ACCATGGCCACATTGTCAACATGGGAAGTTCATGTGGACATATAGGATTAACCCACCTAGTGGATTATAGTGCCT
CCAAGTTTGGTGTGACAGGTTTCACTCAGACATTAAATTACGAACTTCATTTTTCTGGCCACGATGGCGTCCACA
CAACTCTGGTCAGTCCTTCCTACACCAAGACCACAATGTTTAAAGGGTGTCAAATGGCATATCCCAGCATTCTTC
CAGCGCTGGAGGTTGAGGCAACAGTTCAGAGAATTATGCAGGCAATTCTCACCAATCAAAATGAAGTTTGCATCC
CACGTATGGTCTACTTTATGACAGCACTGAAACACATGTTGCCTGTGTCAGCCATGCATGAAATCATAAGATTCT
TCCGTGCTGACAAATTCATGACAACTTTTGCTGGAGGCCAGCGATATTACAACACTTTAAATACAGAAGAGTGAT
CTTGACATCTGATGTTTTGTTTGGCCTGCATACATTCTTACTGTAACGAAGCACTTTGATAATATTTTCTTAAAA
GGGAAAAAAGAATTACTTTATATACTCATTCATTAGCCCACCCCCTTAGTTTTGGCCGGGTGAAGCCGCCTGCAA
AGTGTTTAACCCAATCTTAAGACCACCCCATAAAATAATATACCAGTAGAAATAATTGAAGCAATACGGTACTAA
ATTTTTAAAAAATATATAGTTTTTATCCAAAAACTAATGAACAAACAATATTTTTTATAACAGACACTCACTATG
TTTGTCTGCAGGCATATAAAGAAACCATACGGAACATTTCACCTTGGCAATCTACTTTGTTTGATGTAGGTACTT
TGATAGCCTATCGCGGAAGTCACAAAATGAGCACAAAATGAGTTTCCATTTTGCACACTGCCAATTTTTCCCTTG
GCTCTGTTGAATCTGCTGATTACATTGCTTTCTATGATAGAATCAATGCACCTGGGGAATATTATACACAAATCT
CCCATTACCTGATCATAAGCCAACCACCCCACTAACTCCCATGAAATATTTTCAAAAAAGTCCATTTTTGAATGA
GTATTTATGGTCAGTGCGAAATTTTAAAGGAATGAGGATGACAAAAATCTGTCTCTGTCATAAATTGTTGAGCAT
TTACAGTGGTCTTTATTCAATTTCTATTTCTGTTACCTACTGGATTTGAGTACAGCATTTATTTCAGTTTTATGT
GAACCTTTCAAGTGCAGATTTAACACATTCATTTGTATGTGTTCATTTTAATGTACATGTAACTAAGCTTGTATG
TGTTCATTTTAATGTACATGTAACTAAGTTTGTATGTGTTTAGTTTATTATACATGTAACTAAGTTTGTATGTGT
TTAGTTTATTATACATGTAACTAAGTTTTTATATTTTCATTTTAATGTTCATGTATGTTAAATTTGTTTTATGTT
TCATTTTAATGTATGTGTAACTAAGTTTATTTGTTTGTTTTCCATTTGAATGTATATATCTTTTATTATGTGAGG
TCACAAAGGTCAAGATGGACTAAATAATCTATTTAATGAACAATGTTTGTATTTATTTATATGTCTGCATGGTGA
TGTGCTATTATTTGCCCTCATATTTTTATACATCCTGTATTATAATTTGCTGTTTTCCATGTACAGTAGCCAGCA
ATATTTAAATGCATTTCAACCAAGCATTCTTGTACCTGGAAACCAGAATTGAACTAGTCAAAATTGCCAGTAATA
GAATACCAAATCTTATAAAGACAAAAAAATTCAAATTTTGTCAGTCTTTTGAARAAGGGAAAAATGGATGAGTTCT
TGCATTTGAAATCAGCAAATAAACAAGAGAAAATGTATGAATTATTATTGAATAGCAGCAACATAGAAGATTAAC
ATTTACCATTTTGTTTGTTGCACCGTCCTTAAAAAAAAAAAAAAAATTTGACCTCGTTTTTCCTACCAACGTCAA
GGCCACTGTTCTGATCACACAATGAAAGATTACAATAAATAAGAATCTCTAAACAAAGATATGTTGATTTAACAA
TTTAATTTGAGGATATTCATTGGTCTAGCAATTTTTTTTTAATCTATTGTTCTGATTTTTATAAAATATTTTTCT
TCATGTGCGGTTCATGGGTTCGGGGCCATCCATGAATGACAAAAGGCGTCTATGATAGAGGAGGGTCAAAARATG
TTGTCGATGTGTGATTAGTATCTTTTCTTTCTTTATGACATATTAATTGAGGATGTTGTTGGGTG

>Lymnaea stagnalis_17p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 9 _fehérje
MVALFFEFLLTFKNLITAFVLSWIHFFIPPTSKCVREETVLITGAGHGLGQGMSVEFAKHGAVTVLWDINAVGLA
DTVRKIEAVGGKCYPYVCDVRDRRQVKKVGDKVGTEVGHVTILVNNAGTIVNGKKLLELEDEE TEDTFSVNLLAQT
WTTKQFLPSMLENNHGHIVNMGSSCGHIGLTHLVDYSASKFGVTGFTQTLNYELHFSGHDGVHTTLVSPSYTKTT
MFKGCQOMAYPSILPALEVEATVQRIMQAILTNONEVCIPRMVYFMTALKHMLPVSAMHEI IRFFRADKFMTTFAG
GQRYYNTLNTEE*

>L ymnaea stagnalis_17p- hidroxiszteroid dehidrogenaz 11_mRNS

AGAGCCGCACTCAGGTCGTTAAAAAGCCGGGATATGCCCACCATTGTCCGTAGTCATAGTATTGAGGCCAGGTCC
TATGGACATCCCCTGAAATGCTGTACTTTGCTCTTCAGTTTTCAGAGCTTACACATGTTACTTCTTAAGTCTATA
GACCACTTAAAGTCTCAAAGTGGTCCATAGGTCTGGGTTACATTATACGACCTTATTATGACCCATCTGCCGTAT
CTCACTTTCTTTGTCTTTCAGAAAATTTTGAAACTAAATATTTCCAATAACTGGGAAAGGTAATTTTTTTTTTTA
AATTGCTGGAACAGCCTAGTTTTCAAAACAGTAAACATTGTTACCCTGGTAATTCCAGCAACTATGGGAGCCTTA
AAAGTCATTCTTGATCTTTTTCAAATCTTTTTTCTCATCATCTATCATTACATTGTTGCTGCATTTAAAGTCTTA
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GTCCCACCAAAGAGGAAGTCAATTGAAGGTGAGATAGCTCTAGTCACAGGTGCTGGCCATGGTATTGGCAGGGAG
CTCGCCTTGGAACTCTCCAAACTGGGAGCCACAGTGGTGTTGTGGGATGTCAACAAGGAAAACAATGAAAAAACT
GCAAAGGACATCAAGGCTGCTGGGGGAAAAGCTTTTGCATATACTTGTGATATCACAAGCTCTTCAAAAATTGCC
AGTGTGGCAAACGAAGTGAGAAGTAATGTAGGGGAGGTCACTATCCTGGTCAACAATGCTGGCATCATCAATTGT
GGCCCTTTCTTTGAGCTGACGGAGCCGGACATTAGAAGGACGTTTGAAGTGAATACCCTCTCACATTTCTGGATG
ATGAAAGAGTTTGTTACCTCCATGATTGCCAACAAACATGGCCATGTCCTAAATGTCATCTCCATGGCTGCTTTC
ACAGGTGCCACCATGATGACAGACTACTGTGCATCAAAGCACGGAGCCTATGGCTTATTTGTATCCCTGAGAGAC
GAGCTGCGACGAGACGGCCATTCAGAGTACATCAAGATGACGGCCCTGTGTCCAATGTTTGTTGATACAGGCCTA
ATCAAGAACTTCACACTGACACATGGACGTGTTTTGACTGCCAATGAAACTGCACTAGCTGGTATTGATGGGATG
CTGAGAAACTATGAACTCGTCTCTGTACCATCTTGGATTGTTTATTTTGCCAGGATATCTCAGAGCATCCTCCCA
CGGAATGCTGGACTGGAATTGGCCAAAAAATCTGGAATCAAGGTGGAGTCCCAGTACAAGAAGCAAAGTTAGACA
ACTCTTGATTACTTTATTTGTGAAATTTGCAAAACTATTTTTGATGAATTTTTTTTTTTTTAATTGAACTTTGCT
ACCTATTCCCTTATTTCTACTCTCAAAGTTACAATTTTTTATATTTTTTTTGACTAATTGAAGTCACTTGCAGCG
TGTATTTTTTAAAGAAATGATTTCCAATTTAAAGAATGTATCAAAAATAATAAAAATTGTAACAATTGGATATGC
TAAAATTATATGAGCATTTAATATTTTATATGTAGTAAGCTAAGATTTGTGTTGCATTTACCTATTTATCATAAT
CAGTATTTTCTTGTCTAGTTACTTAATCTGCTAATGACAATCACAAATTTTACTGCTTCAAATTGTATGTGTGTA
TATTATATGCAATTACTTTTTAACAGAAACATTTTGCTTATATTTGCACTCAAATTCCATAGCATACATTTGTGA
ACAAGAGGTGTGTTGTTGAAGCTTCAGTGTGTTTATAAAATTGTAAGCTTTATTGTTATTGTTAACTTATTGTTG
ACTGGTTACTTACAAGTTCAAATTACCAAATATGGTACTATTGTGATGTATAGAAAGTATTAATAGAAGAATTTG
GTACCAAATTCTTATAAAATATATACATTAACTAGGTAGTCCAAACCAAAACTTTTTTTTAGAATTTAGACTTTT
AAGGACACGTACTTGATAGAACTTTTAAATACAAGAAAATTGGCTATTTTTCATTTTGACAAACCATCCATTTTT
GTTGAACCATGACTACTAAACTAATAATCCTAGAAGTCCCAAATTTGGTCTACTTGCTCAAAACTTTACATATCT
AAAGCCCAATTTTTTTCAGGCATCTATAACCAACTATTAAAAAGTTATAAAGCTTAAAAAAGACACAAAAAAGTG
TTTTTCTGACTTTTTTTTATTTTGCGCCATGTTGAAAGCAAATTCAACTAAATTTATTCATAAAAAATCTTATAA
TTAACTTACAGAGACATATTATACATCAAATTAAAGAGTTTTTTAAACTGCTCATAATAATATGATAATAAACTG
AATCAAAATACAAATTAATATTGAAAAGGACATTAGAAACCATGTACTATATGTAAATTTATAAGAAATATTTTG
ACATATTCCATAGGAAAAAAGAAACAATTTAGATATGAAATTTCATAGGAAAGTAATAATAAACCCAAAACATTT
TACAAAAAAAATATTAAAAAATGGATCATTGATGAAGTAATCAATTGATGTCAACACATAACTACAGTTTCAAAG
ACTTATGCAATCTTGTCATTTATTTTTCAATATTTATTATATATACATTACTAAATACTTATTGCTCATTAGGAA
GGACGGGTGGCATCATTTATTATTACGAAAACAATTTTTTTAAAGATTTGACCATGAATTCTAGAGATCCAAATT
TCAATTGTTTGTGCCCTTTTAATTAAAAAAAAAACTAATTTCATTTTTAAATGCTTCTAAAATAAGTTTAGCTGA
TAGTTTTTTATGTCCTACATCTATCTAATAAATCATCCACATCTTTAATAGACTTGCACGGCCCGCCATGTTTCC
TAACTTTTAATGATAATTCAGAATTCTTAATAATAGAAGTAGAAGACTTTATTCTGTCTTAATTTTTGTTGATTT
TCAACAAACGTCTCCCAACATTTTGCTTAACTGTTTCTTCAAAATCAATACTTTCTTTTTTCAAATTATGTGCAC
GTTTTCTAGCAAATTGAAACAGCATTTGCTTAGAGGTTGCAGACTTTTTGTTAATAAATGACAATGTTTTGTTCC
GTTTGACGTGTAAGGATGTTCTATTGAACATGGAACAATTTCTTCTTCTATTTAAATCAAAATCATAATCTCCAA
AAGCACTCCCGCCAATTAGGTTTATGAGAGGACAGTGCTTAAGAGATTCTGACACATCTTCATCAAAAAAAGAAA
ATGTACCCCCATTTTAAAAATCTGATAGTTGCCAGGTACATACCATCTTGGTTTCTCCTGCCATGGTAGAGATTA
TTTTTAACAGAAGTTGTTTATCAGTGTTGTTATTTTTCAATAAACTTTATCACAGAATGAAGAGCACTGGAGTCA
ATGGACCATTCAGTACCAAAAACTGATAAAGAGATGTTCTCCAAAATTTTACCAGGCTCATCAAGCGAGATTTGG
AAACATTTAGCCATGGACTTTACATAGTAGTGAAATTCAGAATAAGTACATTTTTCATTGGTGACAATGTTCCAA
TAAGGTTAAAAAACTTGAACAAAAAAGAGCGCCACAGCTCGAACAAAGGTCATCCATAAGTCATCTTCTACATCC
AGCGCCACACTCTGAATTTTCGAGTTTCTATCAGAACCTGTATGCCGGATGAAAAAAATAACTTCATTTTGTCTC
TGTGAAATATAATGGCTAAAGCAGCTTTGAACCGGTTATTTTTGAAGCAGGGAATAGATGAAGCATTACAAAAAA
CAAGCCATTCTGCTCTACATCCATTTTTTTGGTCCCCTCTTGGGCCAAGAATGTCACAGCACATTCTGATAACTC
TCTTTGTGGCACTTTCAGAATCTTTTGAGTACCGGTATTTTCTTAAGTGGGCATTTTCATCTCTACCCAAACTTC
TACCAGTCGATTATCTTATATCTTTCTCGGCTAATAGCTCTTCCTCTTCAATAGCAATGCCCTAATAAAAAAGTG
GATTGCAAAAGAGAAAGTGTAATTTTATGTCAGAACTACAGATCACCATAACTTTCTGAAAGTCTGTGCGCTAAT
TGTGATGTCTAATAAAGTATTGGCATTTTTTGATGGCACTGGCTGAAAGGCCAAATACAGAATATCACCATTGTC
TAGAGTGATTTGGTGGTTAATACTTTTATGTTGGTCTCTAGATGTGCCATCACAGTGCATTTATTTCACTGAATT
TACCAGTATGGCATGCTTTTCAACTTTTGAGGCGCTAACAGTTGCTCCAGATTTTTTTTTTTTTTTCATGAAGCA
ACTTTGATGGTTGAGTCAAAAAGCTATTACTATTACCACATTAAGATACCCTTAACTTAATGCAACCAGTGAAGT
ATCCCCTTGAAACCCATGCACAGTAGCATCGCGAACCCCTCTGAAACATAGGAGCCAGAATGATCAATTCATTGA
TCGTGGGCCCTAAAAATAAAAAAGAAGAAGAAGATTTTTATCACCAGTATGAAAGCAAGGGAATATTTATTGCAC
CGGTGATGTTCATTAGCACTAAGTCATGCCTCTCAAGACGGATTACAAAAGCATTGGACTGTGATGAAGCTACTG
AGTAGATTAATGAGAAATACAAATATTTTGTAAATTAAACAACAGATGTCAAGCTTTAATTATGCTTAGACAAAA
TCCAAATTCAAAAGGTTTCAGCACATTCAATGCAACAAAATACATTAACATAATTATTTAAATTAAATTTTTGCA
TAATATATGTATATCATACTAACAAAAAAAACAATTAAAAAGATCAGGAGTTTAAGCAATATAAGATAAATTTAT
CTTAAATCTCAAGACTCAAATGTGAAAACATGATTTTTAGAAACATGGCAAAATGGCTGAATTCTGATAAAATTT
AGTTCATTTTTTCTTTCCCAATCATAATAATTGTTATGTTATACCTATAAAAAAAAAGGTACATTTTATTTGTGC
TTTTTACTAAATAGTAGCAGTTTATACAAATTTCTTGCATCAGGCCCTAAGCATGGTCAAAGGGACCAATTACTG
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ATGATTTACCATTTGTATTTAACAATGTATTCTAGGGGAAATACATTTTCAATCCAAGCATTTTTCCATATGTGT
AAATTTACTATGATAAAATTGCAGCGACTGTGAATGTGCCCAATCCAATATTTCTGGAGTTACAGGCCTATTGTG
TAAAAATTGGATTATTGCATGTTACAGGACAAATAGATAGATATTCAAAAGAGTAACCTGATCTCTTCATCCCTG
TATATGTTCGATCATAACACATGCTTTGAAAACCCTTATTACTAGCTTATTTGTTTGCTACTGCAGGCCTCAAAC
TTATTATTACTTATAAATTTAAAAAAAAAAAAGAACTGTGATAGATCAACATTGAGTGAGGAGAAAAGAGCATGA
TGAAATAAGCATCAGTTATGACTTGGTAATTGGTTTATATTATAGTTCACTAACTATGCAGACACAAGTATGCAC
CCATAATTTTTCTTGTTATCAACTGTTATCTGAATGAGACTATAGACTAGATAACTCTTCAGTGTTATCAGTTCA
AAATATGTAACATGTTGAATAAGTGATAAAAAAATATTTGTATTACATTTTTTTACTATATAATTTTAAAAATTA
ATACTTTTAAATTTATATTTATCATAGAAATTTATGTGATTATTATATACTACTCATAAGACTGCCAATATATTT
TATTCTTTCTTTTTATTTGAGTAAATCTTGCTCTCACTCTCATTTACCTATATATTATGTTTAATTACCAGCCTT
CTGGTCGTGGCCATAGCTGTTAAAATAGTCTTTGCCCTGTGAGAAATGTATAAATTTATCAGGTGTACCTGCCAT
TGACAATGCCTGGACAAAATTGGAAATTTGTAAGAAATGGCTACAAACAAAAATGATAAATTCATTTCAAAATTT
AACAAAATTGTTTCTTACAAGGGTGTATTTTTTTATGGTAGAGTGTTTTTTTTTTAATGGCAAGTTAACCATACC
GAAATCTTGTAGATTATAATATATGCATTACTGAAATGTATTTTCATGGCTCAAATAAATCGCTACTATTTTTAA
GA

>Lymnaea stagnalis_17p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 11 fehérje
MGALKVILDLFQIFFLIIYHYIVAAFKVLVPPKRKSIEGEIALVTGAGHGIGRELALELSKLGATVVLWDVNKEN
NEKTAKDIKAAGGKAFAYTCDITSSSKIASVANEVRSNVGEVTILVNNAGIINCGPFFELTEPDIRRTFEVNTLS
HEWMMKEFVTSMIANKHGHVLNVISMAAFTGATMMTDYCASKHGAYGLFVSLRDELRRDGHSEYIKMTALCPMEV
DTGLIKNFTLTHGRVLTANETALAGIDGMLRNYELVSVPSWIVYFARISQSILPRNAGLELAKKSGIKVESQYKK
Qs*

>Lymnaea stagnalis_17p-hidroxiszterooid dehidrogenaz 14 mRNS

TCAGTTAGTCTGATCATGTGATTTTAAAATCCTGCAAAATGGCGACATTATTGCGTTATAAAGATAGAGTTGTTG
TAGTTACAGGTGGTGCATCTGGGATCGGTCTTGGAGCAGT TAAAACCTTTGTTGAAAATGGTTCAAAAGTTGTAT
TCTGTGATATACAAGATAATGAAGGGAAGTCTATTGAATCCTCTCTGAATGCACAAGGTCCTGGTGAATGTAAAT
TTGTTGTATGTGATGTCAGCAAAGAAGACCAAGTGAAACATATGATTAGCACAGCAGTGGAAACTTATGGAAAAC
TTGATTGTCTGGTCAACAATGCTGGAGCACATCCACCTCACAAACCTATTGATGATTTCTCATCAGAAGAGTTCA
GACGACTATATGAAATTAATGTACTTGGTTTCTTTAATGCCTCAAAATTTGCCTTGCCACACTTAAGGAAGACTC
AGGGTAATATCATTAATAACGGCAGTCTAGTTGCATACATTGGACAACCTGGGGCTGTTACCTATGCAGCTACAA
AGGGTGCAATTATATCCATGACTAGAGCTCTAGCAATAGATGAAGCCAAGTACAATGTCAGAGTGAATTCATTCT
CACCTGGAAATATTTTTACACCACTATGGGAAAAGGCAGCGCTTGACTCACCTGACTATGACAAGTGCATTCAAA
CAGGCAAAGATGCTCAGCTCCTTGGAAGATTCGGAACTGTTGAAGAGTGTGGTTTAGTGTGTTTGTTTCTGGCAG
CAGATGCAACTTTCTGCACTGGTATTAACATCAATGTAAGTGGTGGTGCTGAGCTGGATTATGGCTACAAAAACA
AACTTGTAGTCCTAGCTTCATCAGAGTAGCCACATCAGCATTACTGATGAGGCTGTGTTCTCATAAGT TAAGATT
TTTTTCTATTCTTTGTTCAAAATTTCAATGT TTGAAAACTGCCTGGATATCTARAAGCATAATTTTTTATTAATCA
GAACTTTAAACAAAAATGTGCCATAATAATTTAATTGACAAAACCAAGATTGAGGTGTGTAGGATGAACATTTTT
TTATATTTATATTTTTCTACATTTATGGTAATCATGGGGATTTGTTTTATTTTCCCCATCAATAATGATTTGATC
CTAACCATAATCCAATGATATTAATATACATTGATTTTTTTGTGCCCCATAAAATCTACAACTTGTTTTGTTTGT
GTGTATTAGTGTTAATGTAAACAAAGTTTTATTTTTAAAGAAATCCGTTCACAGAAGCCTAATATACCAGTATTC
AAAATGATCATGATTCCAAACCTATTCCTGAAAAGGATCCCTACAGTTGAAGAGGTTCAATGAATATTCATCCTT
CTCTTTCATGACCTAAAATTGTTTACATTATTTGATGTAGAAAAGAACAGTTAATTAAAGAATTCAACTTTCTCA
AACTTTTCAAGAATGCCAGATTTTTTTTAACATTAGGTTATAAATCACATTCTAGAATGTCATAAAACACAGTGT
AAAATTGTTAAAACAAGACGTCTTTATTTTGATATCTACCCTTTACACAGATTTTTAAAGTAATTTTTTATAAAC
TTGCCATAAATCTTTCAATTATGCCATAATAACCTTTCACAGACTTTATTGTTATGTACAGTATATACAAGTTAA
ATATATTTGTGTCTTTCCTTGTATAGCATTTACTTCTAGCTATGAAAACTATTTCAGGGTATTGTTTGAAGTATA
CCGGTGTAAAAGCATTTTTCAACATCATGGAAATGTTCATTACTTTAGTTTTTAAGCCTAGCTCAAATTAAATTT
TATGTTTGTCTGTAATAAAAAAAGTATTTGCTCTTAGCTACACTATTTACCAAGAAAATGTCATTACTCTAGTCA
TAATTTATGTGAACATTTTAAACAAACTTTTTTTTATTTGACATGTACAACTTTCAGCTATCCCTACTATTCCTT
GTTATAGGGTATCTCATTATATGTATTATGGATATATCACTTTCTTCCCCATAGAAATTCTGTATTAGCGATGAG
ACAATTATACATATCTATATATAAATATTATCAACAAAAATGAGAATTTTGCTCACAATGTAATTTGCAGTTTAA
AAGTAAAGAGTTAATACTCATGTATGAGCCACAGCCTTAATAATATTGAACT TAATTACTATAGTACTAAATCAT
TTTTCAAACACCAGGTGAACTTGATCAGCCCTGCTGTACAAGAATTGCATGTAGGTTGGTGGTCATGTGATARAA
ATATTAAAATCCAAGTCACTCTGGTTTCTAAATTTATTTTTCTAATAAAGT TCAAAAGCAATCTGATGGGATATG
ATTAGGTATTGTTTAAAAAAAAATACAACATTTTTATAGTGTAAATTTTTAAAAATTAATAGAAATTTTGAAAAT
TTAAAAAACATATTTAAGCACTCAACAGAATTTTTTTCCCTTAAATTTTAATAGGCAAATTGTATGATGAACTTA
TGCGTAATGCACAAAAGCTTCAATAATTTTTTAAAATAAAATTATATTCTTCTGTGATCTTTATGTCTTCTTTTC
AACATCTTAAAATTTTTTATATGAGGGGGCATTAAAATAATTAGGCATATAATTTTGATGCAGCTTTTTGTGCTA
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TTTTATATAGTGATGTGCAAGGAGTTTACGATAACAAACATATTCAACTTTACAAGTTTTGCTTTTTTAAAAAAA
CTTTCTATATGCAAACTTAAAACATTTTGATATCTACCATATTTTACGGACTATAAGACACACTTTTTTCTTCGA
AAAATTGCCTCCAAAATTCAGGTGCGTCTTATACTGGAAATTAATATAAAAATAGTATAAAAAATAAATTTTTTT
TAATTGCTTAAAAATTAAGGTGCATCCTATAGTCTGTAGCATCTTATGGTCAGTAAAATACGATAATAATTTAAT
GAACAAAAAAACATCAACTGAATATTACAAGAAAAATTTAAATCATTTGATTTTTTAATTATTTACAAACAACAA
ATGACCTTATAAATGTGGTTTTAATAAATTAAGAGGTTTGGTCCAATCCATAGGACACAACAAAAGGCATAGGAA
ACAAATTGACCACCATGGACACCACATCTTGTGTCATTAATACAGTGACCAAAACATGAGAAACCCTACTTTGTT
GTTGTCCACTTGAGATAAAACGTGAGATCATGTTTCTTTATCTTCAGAAACCTCCTCATCAGGGGCACACTGAAA
AAGAAAAATAATCGTTATGTTATTGTTTTGGAGATAACCCCTCACTATCGCTACCGTGTTTTGATAAAAGTTTCA
ATCCACAAAATACTTACAAAATACTCCACAAAGCAAATCTGATTCTCCTCTATCCTCAACATGTACTGTAGAGAC
AGAAACCCTCGGCTGTCAGTTCTTATAGAAATCCTGGTGGACAGTGTCAAGGCTTTCACTGTGGGCTTTAGGAGA
CTGATTTTATATCTGGGGGAAAGTAACCAATTGTGAAAAGATTTGTTCAAAGATTTTACAAAAGAACTATTTTTT
GTTTTTAATAATTTGACAGCTTTTGAAGGCATATCTTTATGGAAAAAAAATGTAAAAACTTTAAATTTAAGTTAT
TAGATGAGTAGAAGAGACTTAACAGACATGAAGCAAAATAAAGCTTTTTTTTTTCCTTCCGTTTACTAAATGTAT
AATGATAATATGATCTTTTTTAATTCACAGAGGTTGATTAACATTTGCCCATTCATCCATTGCAATCAACCAAAC
CACTAATAATAATATTTGCAACCATGAAAATAGAAAAACTATTATCACAGTGTAACTCTTCTGAATTACCAGAAC
ATTTTTGTTTTCTTGCTTACCGATTTGTTTGTGTCTGTGTGCACTGGAATGACTCTACCATTTCTGAATCTTTGG
GGAATGACGACTGCAAAGAAAACAAAATTATGAAATTTAAAAGTATCTGTAACTAAACAGAGTGTTTTTTTTAAA
GTATTTTTAAAAAAGTATTTATTATTTCAAGATGGACATGGATCAGTTTAGGGTCCACGCAAGGAGATCAAAGAA
AGTTCATGAACACGGTCCAAGTGGAAGGATGTGGTGTTGGGGTGGCCAGAGCCCTTCGTGGGCTGCAGAGCCCAT
GATGAATTAAAGTTTAAAGTCAACATCAAGACTGCTGTTTTTAAAAAAATGTAATGCTAAAAATCATAATTAAAA
TTATATTTTTTTAATACCATTGTTACCGGCATGTAAGACAACTTAACCCATAAAAATCTGTTCAAAAGTCGGGGG
CTGTCTTATGAGCTGGTATACAGCATGCTGAAACTTCAGGGACATGTGCCCTCTAGTTCCAGTTTGGTTGATAGC
TTAGAAAACAAACAGCATGGCAGCTCCCAATGGGTTTATTGGTTTATCCTTCCTTTTAGCTTTAGAGTGAATTAG
AAAAAGTTTAATCCACTTGCACTGTTTTATGTTTACATGTTTGATGACATGTTAGATGACTAACAGCCTTATGTT
TATAAGTGAAAGTTATCATAAGCATTTGAATTAAAATTACCATATTGAAATCAAA

>Lymnaea stagnalis_17p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 14 fehérje
MATLLRYKDRVVVVTGGASGIGLGAVKTFVENGSKVVFCDIQDNEGKSIESSLNAQGPGECKFVVCDVSKEDQVK
HMISTAVETYGKLDCLVNNAGAHPPHKPIDDFSSEEFRRLYEINVLGFFNASKFALPHLRKTQGNT INNGSLVAY
TGQPGAVTYAATKGAT ISMTRALATIDEAKYNVRVNSFSPGNIFTPLWEKAALDSPDYDKCIQTGKDAQLLGREGT
VEECGLVCLFLAADATFCTGININVSGGAELDYGYKNKLVVLASSE *

>Lymnaea stagnalis_Sa-reduktaz 1_mRNS

GTCTACGATACGGGAGTTAACGGGAGGTCATTAACTTATTGTCCGCTTCTGTGGCAACACGTTAGCTAAACCATG
GCTGTCAGTTTTACAGACAAAATATTGTCTGTTTTATTTGAAAATGAGAAACAAACTTTGTGTTATTTGTCGTAT
TTGTTCTTCTTTTGGGGCGCATCGGTTTTAATTTCATTACTCACTGTAACAGCACCGTATGGTCGTTATTCTCGA
AGTGGTTGGGGTTTTTTCGTGCCGGGAAAATTTGCCTGGTTAGTGCAAGAATTACCATCATTTGTTTGTCCTTTA
CTTGTTTTATTTTACTCTGATTCACCAAAATCAAACAATTTCTTGAATATATTTGCACTGAGTTTATTTCTTCTT
CATTATTTTCAAAGAACCTTCATTTTTCCCTTCTTGATAAGAGGTGGAAAACCCACACCATTGATTCCTTTTCTG
ATGGCACTGATCTTTTGTATACTAAATGGCTATATGCAAGGGGCTTATATACTGAAGTTTGCAGATCTGCAGTGG
ACACCCGGCACTTCACTAAGGATTATAGCAGGTACAGCCATCTTCTTCACAGGCTTGTTGATCAACCTTCATTCG
GATCATATTCTAAGAAACCTCAGAAAGTCTGGAGAAACTGGATATAAAATTCCATATGGTGGTATGTTCAACTAC
ATTTCTGGGGCCAACTTCTTTGGTGAGATGGTGGAATGGTTTGGCTTTGCTATCCTCAACTGGACACTACCAACA
ATGGCATTTTCAGTTTTCACCCTGTGTAATGTTGGACCCCGAGCATTCCAGCACCACAGGTGGTACAAGGAAAAG
TTTGATGACTACCCTAGAAATAGAAAAGCCCTGATTCCATTTGTGCTGTAATGAGCGTCAGTTGTCTCCCCTCCC
AATAGAAAGGAAAGACATGGAATGATCAAATGAATGGATGTCAAAGGTCAACCAACCTGCTCCACTCTCCACACC
TTAGTTTTTATTTAATTTGAGCAACTTGAATGGTGTAGTTTACAAATGAAAGATTGCTGTTTCAACATCTGATCT
ATCATGCCAGTCGACAGCTGTTTCGACGGCTGGTCTATCACATCAATTGACATCTGTTTCAACGGCTAGTCTGTC
ATATCAATGGACTGCTGATTTTACAGCCTGAGTAATTATGTCAACTTGTTGGATAGCCTCATCTCAAGCAACTAA
AGATTTAGCTAGAAATTTATTTCATACATTTTTTACTGAGCTGCATTTATTTATAAATATTAGTGTACAAATGAG
GACAATTTTCTTTTGCTTCTGCAAATGTGAAATGCACAAAGCTTTAAGTAGTAAGTCTAGTTTCCAGCCATCTTT
TAGAGAATGGGGCTGGAAATAAAAAACTCGACTCTAATTAAATGAAAAAAAATCATACAACTTGCATGATGGTCA
CAAATTTCATTAACTCCATTCCAAGCACTCATCTCCCTCATACTCCATGATGGCATGGTTCTGTTAACAGCTTCC
ACAGAGGTGAGAGCTAAGACATTTATAACTGAAACAATGTCTGATTTCCTGCCATTGTTAGGTACTTTGTACTAA
CTAAAAAAAAAAAGACTGGGATGGGTTGTATGAGAAACAATATATTTTATGGCTGATTTAATTAAGTGATTAAAA
TATTGTTGTTAATAAATCTATACACTTAATTGCTTAAGTTTAATGTTAAGCAATTTTTAGAATTGAATGTTTTTG
ACAGAATACAATTTTTATACACTTAAAAGGGGCATAATCCACTCACATTTTAAAAATTTGATTGGGCATAATTTA
TTGTTGTATTTATTTCTGCATAATGTAATTCTATACTTAAAGTAAACATGATGTATTTCTATACTTAACTTGAAG
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TAGACATGATGTGTTTCTATACTTGAAGTAGACATGATGTGTTCAATACTAAATTGTGGTTTGAAAAGATAATAA
TAATAATTTATTTGTAAAACAAAATTTTTAATTTAAAAAAGGAACCTAATAAAACTTGATCAAAATGAATGTTAT
AAAAGTGTTGCACACTTTCTGACTATTCATCATTTTATAATTCCGTGATTAATTCATAGGAGATATCAAATTTTA
AAGGTATTTGTGAAAACTAAAACCCTTTTTAAATTTTGTTCAATAATTGTAAAAAAAGTTGTTTTTTAAAAATGT
ATTTGAAACATCCAATCTATGAATTAGAGATTAGAAAGATTTGAGGATTTAGAAAAACTTTAATGCAGTAAAAAA
AATCTTGGTACACTGTATATTAATTTCTATAGCTCACAATTTGAATCCACTTGCTCTTGTATTAAAATAAATATT
TTTCTCCTTGACCTTTTGACATTTATATTCCATCAGAAGCATTAATTTGATCTCCAGACAATGTTTCATTTTTTT
GACTTCCTTGTGAACTTAGTTTAGCATTTAAACTACTGAACAACGTTCACAGCTTATCCAAACATTTGAAACAGA
ATTCACCATTTTTTTAAAAAACACTTAGTAGAGATGGTTAGAAATACATTTACAAATCTAGCTTCTCCTTCATTA
CAAATTAATTATTTTTAATCAAGCACAGAAGGGAAGAACTTTTAAAAATGATGCAATTTCTACTTTTTATTTTTA
TGATATTCATGTCGTTTAACATATCGCTGCTTCCAGAGTTTGTTATATTATGTTTAGTTCCTTTATTAAATCTCC
ACACAAAGTGATATACCGGCTCATTTTGAATCTTTGATGTCAACATTCTGTGCTTGGAGTATCCTGATTTTACAC
ATTATTCTAACAAATTTGTAATGTTTATTTCTTTCATGACTGAGTTTTAGAGAACTGTTCACACATTTTTGCACA
AATTAGCAAATCATTTCTGTTTTTTAATTGTTTCATGTTTTTGAACTTATCCATGTCCTAAATTTCATTATTTTT
TTTCTGTTGTCTAAAATGTTAATTTTCTGCAATGATATTATCTGCTGTATAGACTTGGCTCTAGCTGACTTTGTT
TGTACTTGCATGGTTTACTATTGATTGCCATAGTTTTGTTACCGAAACTAACATTATCTGTAAGCTTAGAGACTG
AAACATTGTGTTTTTCTTTCTACCAAAATTGCATTTATCATAATTATTAATTAAGATGGAAAAAAATTATTTAAA
AGGAGGGAATATATGTTTATGGACATTTTTGGGTGGATTCATTTTTTTTTAAATGCAAATTTCAATTAAAAAAAA
AAATAAACTGCTACTGAAATATTATAAATCATCTTTTAAACAGACTGTAAGAATAACCGTGGCATGTAACAGTTT
TCATTTTCAATTTAAAATTTATTTTCTCCACTTCTCCAACACCCACAATAGTACCTCAATATAAAAATACTTAGT
TTTAAAAGAACTTATGATATTTTGAGTGATTAAAAAATAAGGATAACTGTTTACTTTGCTATTTGTCAATTGGAA
AAAAAATATGTTTATTTTGTGATATGTTAACTTTTTACTGCTAAATGTACTTAAAAAATAATTTTGTTGATTAAA
ATCTATGACTTTTGTTTAACCACTTTATTTCTGTTTATTTACTGTTCAATTTAAAATATTTTCAACATTTATCAG
AACCTTAACACAATTTTTATTTGCTTGTTAAAAACTTGAGAAAAGGAAATGTGCATCAATGTTATAAAACTGTAA
AAAGATTGATTGCATTCAGTATTTGCATCCAACTATTAGCTGGTTCAATCAATAACTTACCCCAAGAAGTCATTG
GGGCTAGACATGGCAGTGTTCACTGAATCACATATTGCTGGCTTTCAGTTCCATCCGAAGCTTATTCTTTTCATT
GAGTTTTAAAATTTTTCTTGTGATATTCACTATTGCTGCATTAAATTTTTTGAATTACTTTTGTGT

>l ymnaea stagnalis_Sa-reduktaz 1_fehérje
MAVSFTDKILSVLFENEKQTLCYLSYLFFFWGASVLISLLTVTAPYGRYSRSGWGEFEFVPGKFAWLVQELPSEFVCP
LLVLFYSDSPKSNNFLNIFALSLFLLHYFQRTFIFPFLIRGGKPTPLIPFLMALIFCILNGYMQGAYILKFADLQ
WTPGTSLRITIAGTAIFFTGLLINLHSDHILRNLRKSGETGYKIPYGGMEFNYISGANFFGEMVEWFGFAILNWTLP
TMAFSVEFTLCNVGPRAFQHHRWYKEKFDDYPRNRKALIPFVL*

>Lymnaea stagnalis_Sa-reductase 2 mRNS
GTTAACATGGCGAAACTATAATTTGCTACATGAAGTTATTACAATCTAGTATCCCTTTCGCACTTTCCCTCTACT
GACTCCCTAATGTGGATAACATTACTTTCGAGTATCGTTATCGGATGCTTTTCAAAACTTGTTAAAAAGGGTTGA
ATTTTATTTTTAGTTATTAATATTTATTTTTAATCACATCTTCATAATGCTTTTCGAGCCTATTCCTTATACCTT
TTATGAGCCTGGAACAACATACTTTTGGGTCCACTTTGGACTTATTATCCTAGGATTCATTGTTGCCTTGGCTAC
ATTAATTGGACAGTGGATAAATCCAGCCCCTTATGGAAAACATGAGAGAAATGATGTTAATTGGGGTCCAATGAT
TCCACAGCGGCTTGGACACATATTATCAGATGCTGTGCCCGGTGTTTTGATGTTTTCTTTGGTATTTTTTTTATA
CAGCCCAAATGAGAGTGAAAAAGGGCCAATCAACTATGTTTTTTTTGGCTTGTTTCTTATTCATACTATACACAG
GGGTATTATACACCCACTGACCATGAGATACAAGAATCCTAAAGTTGCTTTAGGAATAACACTTGGTGGTGGCAT
TCCAAATGTTTTATATCACTGGCTGAATGCAAACCACATTGGTGTGGCCGGGTACCACAGCACGTATTATTATGA
TCCCAGGTTTATTTTAGGTCTACTGGTCTTTGTGCTTGGTTTCATTATCAACAGACAGGCAGATTGGAAGCTGCG
TTCCCTGAGACACATTAAAGGTCACAGCACCACACATTTTATTCAGGGTGATGGCAGCAAGGGCTACTACATACC
CTATGGGGGACTGTATGAATTCATCTCATGCCCAAACTACTTTGGAGAACTTATTCAGTGGACAGGATGGACTCT
AGCTACTTGGTCATTAGCAGGATTTGTCTGGACCTGCTTTTCTGCTGCCACATTTTTTGCTAGATCTCGCCATAA
CCATCAATGGTACAAAGATCAGTTTCAGGACTATCCCCCAAACAGAAGAGCTCTGATACCGTTCATATTCTAAAA
TGTATTTATTTCAATAGCATTGCTCAGGGTATTTAACAAAATACATGTTTCATTTTCTGTTCAGGAAGGCTGTTG
GAATGGTTTTATTATATTGATTAATGTATGATTTCATGCTTATGTAAGTAAGGGTTGTAACTTCACTAAATATCA
TGATTCCAAAATGTTTAAATGTTATTGCGCAGCTAAATTGTTAAACTTAATAAGGAAAATATTTTTTAATTCTTT
TTCTCTGACATATTTTCCCTTGCTCAACTTTAAAAAAAATTAATTTTAAAACTTATCTGTACATTACTATTATTG
TTATTGATTCAGTTTCTGATGTCTTGTGTTGCGCATACTAAAAGTCAATTATAACTTGTATTTCTATGCTAAAAT
ACATCTTATTTAAATTAAATCAATGTAAAGTTTAAAATCATATTGTTATAAACTTTTATAGATATTAAAAATTGC
AAAATACCCCAGAGCTGTGTTGTACGTATAACAATACTGTATTCATACATCCGTGCTAACTTTATTTATTAGCCC
TACTTAAAATATTGGTAATGTTAAAGCTCCGACATGTCAGCTGTGGGACCATTTTGTCTAGAAGTGAATATACTC
ATTGATTTATTTCATGCTTTGTGCCTCAAATGTTTGAAAAGATTTACTGTTTTTTGTAAACTCTACTTTTACTAT
GTTTATTTCTGTGAGACATCGAATTATTAAACATAAAAAATGTATCTTATTTATCCTAA
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>Lymnaea stagnalis_Sa-reduktaz 2_fehérje
MLFEPIPYTFYEPGTTYFWVHFGLITLGFIVALATLIGOQWINPAPYGKHERNDVNWGPMIPQRLGHILSDAVPGV
LMFSLVFFLYSPNESEKGPINYVFFGLFLIHTTHRGITHPLTMRYKNPKVALGITLGGGIPNVLYHWLNANHIGV
AGYHSTYYYDPRFILGLLVEFVLGFIINRQADWKLRSLRHIKGHSTTHFIQGDGSKGYYIPYGGLYEFISCPNYFG
ELIQWTGWTLATWSLAGEVWTCFSAATFFARSRHNHQWYKDQFQDYPPNRRALIPFIFE*

>Lymnaea stagnalis_ nER (NR3D) receptor mRNS
ATGGTTTCTCCAAGCTCCTGCATGCAAGTCCTCCCTTTGGGAGGCTCAGGGGAGGTTGGTGCGGCACACCTCCAG
GCAGCCACCTCTACCACACCAGAGTCAGGATCTGGTCCCCTTCCTCATAACTTCCTTATGGAAGTGCATGGTGGA
ATGGGGACAAGTCCTCCCTCACATATGAAACAAGAAATAGGAGGGGCAGTTCCTGGCAGCAGCATCCAAGCTAAA
TTGTGCCAGGTTTGCAATGACAATGCTTCAGGCTTTCACTATGGTGTGTGGTCTTGTGAAGGATGTAAAGCTTTC
TTCAAGAGGAGTATACAAGGACCTGTTGATTATATATGTCCAGCCACCAATACATGTACTATAGATAAACATAGG
CGTAAAAGCTGCCAAGCTTGTAGATTACGGCGGTGCTATGAAGTTGGCATGAATAAAGGAAGTCAACGGAAAGAA
AGAAAAAGTAGTGCTAACACAAGTGGCCTGAAGGGCAAAAGATGTCGGGCAGATTCTTCAGATTCTGCTATTAAT
TCTACTAACAATGGAGCATCTTCATCAAAAGTATATTTTTCTTTTTCTCAGGCAGCCAAAAGGTCGAGAAGTGCA
TCCATCTTAGAAGCTCTTCAAAAAGCTGATCTTCCTGTTCTAGAGAGCTACCACAATCATAGTTTACCAGCAACT
CGTGTTCATCTTCTTAATACATTGATTAAATTAGCGGACAGAGAACTTGTGTATCTCATCAATTGGGCCAAACAT
GTACCAGGTTATACATGTCTGACCTTGAGTGACCAGGTCCACCTTATAGAGTGCTGCTGGATGGAGTTGCTCTTA
CTCAATTGTGCTTTCAGATCCATGGAGCATGAAGGACGAATACTTGTTTTTGCTCCTGACTTCCATCTAGAAAGG
CATCAGTGGGGTCTCACAGGGATGGGGGACGTGTTAGAGCAGGTGGCTGCTGTGTCAGAGCAAATGGTTTTGTAC
AACCTGAACAAGGAAGAGCTGCTGCTTCTGCAGGCTACAGTATTAGTAAATGCAGAAGTACGGCGATTGGACAGC
TTTGTGAAAATACAGGAGATGCGTCAAGTTATTCTCGATGTATTTATGGAAGTGGCTGGGCGTCATCAGGGTTAT
GGTAGCTGGCGACACGCACCGTCCATCCTTCTTTTGCTGACACATATTCGCCAAGCTGGGGAAAGAGGCATTTCA
TACTTCCAGCGGCTAAAGATGGAGGGTTGTGTGACCTTCTGTGACCTCCTTACAGAGATGCTTGATGCACATAAT
TCATCTGGTGAAAGGCGGAGGCTGCAACAACAGCAGCACCACCACCAGCAGTCTCAACAGCAACAACAACAGCAT
CATCCAACTCAACACCACCAGCACCAACAGCATCCAATGGCACCAGAATGA

>Lymnaea stagnalis nER (NR3D) receptor_fehérje
MVSPSSCMQVLPLGGSGEVGAAHLQAATSTTPESGSGPLPHNFLMEVHGGMGTSPPSHMKQEIGGAVPGSSIQAK
LCQVCNDNASGFHYGVWSCEGCKAFFKRSIQGPVDYICPATNTCTIDKHRRKSCOACRLRRCYEVGMNKGSQRKE
RKSSANTSGLKGKRCRADSSDSAINSTNNGASSSKVYFSFSQAAKRSRSASILEALQKADLPVLESYHNHSLPAT
RVHLLNTLIKLADRELVYLINWAKHVPGYTCLTLSDQVHLIECCWMELLLLNCAFRSMEHEGRILVFAPDFHLER
HOWGLTGMGDVLEQVAAVSEQMVLYNLNKEELLLLOATVLVNAEVRRLDSFVKIQEMRQVILDVEMEVAGRHOGY
GSWRHAPSILLLLTHIRQAGERGISYFQRLKMEGCVTFCDLLTEMLDAHNSSGERRRLQOQOHHHQQSQQOQOQH
HPTQHHQHQQHPMAPE *

>Lymnaea stagnalis PGRMC1_mRNS

CCTTGACCCATGTATTTTTTTATTATCACACGTCACGTTACAGGCTCAGGAAACATGGCCGACAATGATACACCA
CAAAGCGAGGAACAAACTGGAAGCCGACTAATAATGCGGATAGTTTCAGAATTATTTGGAAGTCCACTAAATCTT
GGATTGCTTGGTATTTGTGGTTTCCTTATTTATAAAATTATTTCTAGCAGACGGTCGACAGATTCCACACCAGTC
AAAGAGCCAGAGCTTCCTCCGTTAAAAAAACAAGACTTTACATTGGAGCAGTTAAGGGAATATGATGGAAAAGGA
TCCGATGGTCGTGTACTAATTGCTGTTAATGGAAAAGTCTTCGATGTCACCAGAGGGAAACGATTCTATGGTCCA
GGTGGCCCTTATGGGTTATTTGCAGGTCATGATGCCTCTAGAGCCTTAGCCACTTTCTCACTAGGAGAGGACGCC
TTGAAGAATGAATATGATGATCTAAGTGACCTCAACAGTCTTCAAATGGAAAGTATCAGGGAATGGGAAATGCAG
TTCCAAGAGAAGTATGTGTATGTTGGAAAGCTGCTGAAGCCAGGAGAACAGCCCACAGACTACAGTGACACAGAG
GATGATGAAAAGACAGAAACAGAGAAGAAAGTTGAATAAAGTATTACAAATGATAGACGTGGGATGCATGGGTTT
AAATTATGTTGTAAGCCAGTGTGAAAGGACAATACTAAAAGCCAGGTTGAATCACTGTGAGTTTGGTGATGGAAG
GAGACGCATCTGTTGACTGATCGTGAAACATTAAGTTTCTGTAATACTGATCGTGGAACATTAATTTTCTTGAAA
TCATATCTGCAACGTCTGGTTTTCCAAAAACAGAACTTTCCACATTTTGTTGATTATTCCTTTTGTTAATCCTAG
AGCTGTCGGATTGCCACAACTAAGATAACTTGTGAAGAATAAGATTATTATTCTTTTAAAGCTATTTTCCTTTTT
GGTCATCTGAAAATGTTTATTTAAAGTCAGCGTGAACGTCAGAATGAATATTCTTTCATATTATAACTTTCAATT
TATTCAGAAGTAAAAGTGAGTGAACTTTAAAATACATTACAGTATTAGAGTATAGTTTAGGCCTGTGCTCCTCAA
GAGATATAATTATTCCCAATTAATGTTTTCATAAAATTTACATACCCCCCCCCCCCCCCCTATAATTTTAATAGC
GTAAAGGTTAGCAGTTGTGATAAAAGTGTGTCGTGAAAAATTTACATACCCCCCCCCCCCCCCCCTATAATTTTA
ATAGCGTAAAGGTTAGCAGTTGTGATAAAAGTGTGTCGTGAGTGGTTTCCATTTTTTTCCCTTCTTCTATTGGGC
CTCACATGTGTTGCCACCAACATTTCATTAAGAAATATCTTCAACAAAGGACATAGCACAAGAACTTAGCATTTC
CAATTTTTTTTTTTTTTAATAGCTATGTAATCTTCCATTAAATTAGTTAAAATTCCTCTGTTTTAGCCATTCATT
CATGTCTCACTTTATGAGAACCACTGGCATAGGATGTAAGTTATTTTATAACTTATGGAATGACTTGAACTGATG
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TTCTTCTGCCGCGTGTAGCTGATTTATTTTAATTGTATCAAATGTGAAAAATTGATCTTCTTAAAAGACTGCCAT
CAGTGAACTGATATTGATATATATTGATGAAAATACTACAAATTTGTTTTTTCTTTCTAAAATACATTTATTCAT
GCTATAAATAAGAGGAAGCTGAATTTTCGGCTGTTTAATTCAGCAATGATAGAATCAGAACAAGTGGTACAACAA
CATGTCATCAGACAGTTCTAGGATTGATGCTATGCTTTTTTTAAATTACATTTTACTTTTCTACAAATATTTGTC
TTCATTAAACAGGAATTCAGGCTATAAGTTATATCTACTATTTAAAAGAAGATGAAACTGTGTGCATTGTTCCAT
AGTGCTAATTTGATCACCACACTAATATAGTAATTGAATTTCAATTCATTTTATTTTTATTACTGCTTTCTTGCT
TTTTTTTGGTCATCTTTGTCTGAAATATTGCAAATATAAATTGTGTGATAACCTAGAAGCACAGACACATAATAA
CCTGCAGTTTAACACTGTAAAAGGCTGGGTCTCTTTTAAATAAAATGTGTTAATAAAAGCTTGGGCAGGAGTAAA
ATGATGAAGAGAATGACTTGAGAGATAAGTGTTTATTATTCAAGGCCAATAACCTGTGACATTCAAGGCCAATAA
CCTGTGGCATTCAAGTTGATTTACCCATGGCATTGCTTGTACAAAGTTTACTGTATGGCTCTATAAAAATTATTT
TTAACAGACTTTCCTTGTATTGCAGAGACCACAATATTATTATACAGAAAATTTTAAAGATAGGTCTTGATTATT
GTTTTGTTATCTTGTCCATATTTGTACATATGGTGACCTGTTGCCAATAATTAATGCTTTAAAAATGTTTATAGA
AACATAAATGAGAAAAGAAAAAAAAATTCAACTCAAAATGTTTATGTCATTGTCTTTGTATCCAAACATTCAGTA
ATAAATGATCTTATAGAAAAC

>Lymnaea stagnalis. PGRMC1_fehérje
MADNDTPQSEEQTGSRLIMRIVSELFGSPLNLGLLGICGFLIYKIISSRRSTDSTPVKEPELPPLKKQDFTLEQL
REYDGKGSDGRVLIAVNGKVEFDVTRGKREFYGPGGPYGLFAGHDASRALATFSLGEDALKNEYDDLSDLNSLOMES
IREWEMQFQEKYVYVGKLLKPGEQPTDYSDTEDDEKTETEKKVE *

Fiiggelék 4: A GnRH neuropeptid szupercsalad filogenetikai fajanak megalkotasahoz hasznalt
preprohormonok/prepropeptidek aminosav szekvenciai az NCBI azonosito szamokkal. A vélt
szigndl peptidek (SignalP szoftverrel prediktilva) alahuzassal, a vélt aktiv peptidek sarga
szinnel, az amidaciora haszndlt glicin (G) kékkel, mig az aktiv peptid utani hasito hely
(KR/KKR/RKR) zélddel van jelélve.

>Anopheles_gambiae_ AKH (XP_563757)
MDTVKLFTVLLICASLMLITEAQLTFTPAWGKRSQGAMGINPLGSTFGQDACKTPVDSLLVIYRMIQAEAQKIVD
CSQK

>Apis_mellifera_ AKH (AEW68342.1)
MHRKLRPSFFAFSIILLLCLILNTIGVEAQLNFSTGWGKRSQRIGVVEWGVRTECATQAKPSVEQLLSVYHLIQIE
ARKMLDCRKLNE

>Bombyx_mori_AKH1 (NP_001104825.1)
MYKFTILFLVLACFIMAEAQLTFTSSWGGKRAAIAGTVSCRNDESLASIYKLIQNEAEKLLLCQKP
>Bombyx_mori_AKH2 (NP_001124365.1)
MGRALVLVLILSAALLVCEAQLTFTPGWGQGKRSEATDYRNDGCSSEDSVYTIYKLIKNEAEKFLACRS
>Daphnia_pulex_AKH (EFX68649.1)
MANHRILILTLLMIGLASAQVNESTSWGKRSPSTSTKAAEPPSAPSYRQNFHSKKVEPGTLETLPNNQHLPESFD
TVSSTIYDDAEEQRISISLPSPCLSILKSLLLVNQIVEFKNSPLDGRMHRFKIENLFPLPNRTCRLYIRR
>Drosophila_melanogaster AKH (P61855)
MNPKSEVLIAAVLFMLLACVQCQLTFSPDWGKRSVGGAGPGTFFETQQGNCKTSNEMLLE IFRFVQSQAQLFLDC
KHRE

>Nasonia_vitripennis_ AKH (ADM26613)

MNCRSLLALGLCLCVVLLQTRAAEGQLNFSTGWGKRS SHLLOPARASSSSSSSSSSSSTSAAAAAAASSGIGRPR
QQADLDYFLQRYYRRLRKIEAQRLANSQV

>Strigamia_maritima_AKH (from WGS, AFFK01019834.1)
MTKFTWLSMTLLVLMVEITVDVNGQINFSPGWGQGKRSLSDDKPVNGYSDCSETMIEVYRLLK
>Tribolium_castaneum_AKH1 (ABN79648.1)
MSRMFLIVVLIAFVGVCTAQLNFSTDWGKRSGSSAGSDANNCKEPVETIMLIYKIIQVSFENIPNSPQQIFAE
>Tribolium_castaneum_AKH2 (ABN79648.1)
MHRVLLTVLLITIVGLCAAQLNFTPNWGKRAPEGESNRCKESVDTIMLIYKIIQVFANYRNFFSHAIFLPERGAE
ISGL

>Hysibius_dujardini_AKH (from EST, CK326138.1)
MGSAVQSLGLGFLGALLLVQVLFFQVPTANSQLSFSTGWGHGKRSGNVPVNLAPADYRNGKANGDLCSAAYNEMA
VARIQELIQEEGFRQLACRKR

>Caenorhabditis_elegans_ AKH (NP_500770.1)

116



MQLYVVLCFLVLLGLSAGOMTFTDOWTKKRATLHKQLPVVTPEEPICPSDRVQAVFEQLDQLOKAQQRLTEYLAS
CAYPVEVPQKAEKM

>Aplysia_californica_ AKH (NP_001268793)
MESSSILLILVVLVIGTSTCLAQIHFSPDWGTGKRAVSTVTEKEI PHCWQIADKEI IDIMLLIQRTAKKLSSCLN
TCPEL

>Bithynia_siamensis_goniomphalos_ AKH (from EST, GAQQ01002646.1)
MAQTTMTSLLAVLLLLSLVLTPVISQIHFTPGWGSGKRSGRDDPSSSSSSSASSSSHSSSSIPLPFSSIDSCWAE
ADFRLFLQLARLVKREAKRFSQCLETENSMAENQENGPDFL

>Crassostrea_gigas_ AKH (from WGS, AFT101019272.1)
MLCKFCILAVVAVSLLSLTLGQVSFSTNWGSGKRSSSSFIAPQADDACWTKSNAKLLYDLMQOVIQKQVDRLVACQ
NSNDDLHRIW

>Hyriopsis_cumingii_AKH (from EST, CW693635.1)
MQTTCIIAVTLVALWTFTSAQISFSTNWGSGKRSGYQDLQSAACLDDLEINVMKDLAALIKMEANRAAKCI IDAK
TRKLTGVYETPDK

>Lottia_gigantea AKH (from EST, FC743844.1)
MSLSRNLSVLVCLCCLLSMCLAQIHFSPTWGSGKRSAPVQTYPDSSNTNCYDKLNTKILYQLVKIIKKESEELTA
CLLODDDFLRR

>Tritonia_diomedea AKH (from EST, EV287376.1)
MKIPDMHRTLHCSIPVLVLLMCVCSSLAQIHFSPGWEPGKRSMEEPTRANKMACYDQLDMSLLLDILKI IKRQAE
KLSYCTKSCPQL

>Priapulus_caudatus_AKH (from EST, AXZU01076239)
MHCILILATCLLGLYIHESSAQIFFSKGWRGGKRQEAPLMRHPTDVEEDTNQLVTTALGKESLKLGPSTEPLVDV
SLRDAKAWHLTYRTPS

>Brachionus_calyciflorus AKH (from EST, GACQ01031992)
MKNSASVAIICLSVLVVSIVFDKAMCNPQLTFSSDWSGGKRELENSKTISNDKLDLIGKINFH
>Capitella_teleta. AKH/GnRH1 (ELU16520.1)
MKHFTLLLVACIVVAYHMNTASAQFSFSLPGKWGNGKRAFSFSTL.PGRWGAQGKRASWTGATTDCSRME SDGMMSV
YAATQEEATKMLECMGKTSADKQENSLVGAPNINATLVLVSINFQKPISMKSDYETSFE

>Capitella_teleta AKH/GnRH2 (from WGS, AMQN01001996.1)
MNHMMVVLVACSVLAFQLHSAEAQGFSFSLPGKWGGAGKRSGGVPWLKDGLGECGTYDPSLVVELYKIIQAEAFR
LNECLMKAQREGN

>Helobdella_robusta_ AKH/GnRH (from WGS, AMQN01001996.1)
MNCLALFLACLVLSTVIILPAKSQFSFTPPGKWPFGTGKRDKIISDDDLTSFQEECFKQDPRILSQTFLRLQVON
LKCKF

>Anopheles_gambiae_ ACP (XP_563757.1)
MNSISSSRHLAAKLFLLVALCAVLLPVPSAGQVTFSRDWNAGKRAMPDS PVSGVAECSATWRSVNNLCAAVTKNT
QHLTLCETRSLLKSLQTDESSMESNSGNNLPMFSNNHT

>Bombyx_mori_ACP (NP_001124365.1)
MGRALVLVLILSAALLVCEAQLTFTPGWGQGKRSEATDYRNDGCSSEDSVYTIYKLIKNEAEKFLACRS
>Ixodes_scapularis_ ACP (from WGS, ABJB010491828.1)
MASVSRAALAFLLLGLLVVQHVQCQITFSKNWQPGKRGEMCSQREAQAVIKLRQVLEFR
>Nasonia_vitripennis_ACP (NP_001161199.1)
MGRRLSIGLAAAAILFSCMLHFALAQVTFSKGWGPGKRSALYETDCSRVNYKSLALLFHTLLAEVKHLMACDHQA
TVNYLQSVERQ

>Ostrinia_furnacalis_ACP (from EST, GAQJ01047301.1)
MNTVRCRGVTVVLVCALAMALVSAQITFSRDWTGGKRAAPMAIDCGQFTRLCRHFVHELKQ
>Strigamia_maritima_ACP (from WGS, AFFK01019675.1)
MKWIAVYLLLTIIVLTIVAPVEGQVTFSRDWTPAGKRGMDCGFVKTKLLRDIAVLLQVKYHFAELCMLTLAWLML
DGGQFTEILWTSCDGAFP

>Tribolium_castaneum_ACP (NP_001159497)
MALKFRVFALVAVLVLMAWMETGTQAQVTFSRDWNPGKRTENTDLHNTLKTASAVCHLLMNQVRQLASCDNNNEL
EPGATIFSGRR

>Apis_mellifera_CRZ (NP_001012981.1)
MVNSQILILFILSLTITIVMCQTFTYSHGWTNGKRSTSLEELANRNAIQSDNVFANCELQKLRLLLOGNINNQLF
QTPCELLNFPKRSFSENMINDHRQPAPTNNNY

>Bombyx_mori_CRZ (BAC66443.1)
MVTNITLILTLMTLASVTAQTFQYSRGWTNGKRDGHKRDELRDEVLERILTPCQLDKLKYVLEGKPLNDRLFVPC
DYIEEEVNQPKRYKGERNHELFDVFQ

>Daphnia_pulex_CRZ (ACJ05606.1)
MFINQYVRYSSSIAMAVRLYFVLLLVVVSAMAQTFQYSRGWTNGRKRSDPSFVQQQOWIQRNGHPIVVPAEFRSN
SFEDWSRYRINSEKVFLIVCSCVTFSKRDFMLISVGCHDDNR
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>Drosophila_melanogaster CRZ (AAF55046.1)
MLRLLLLPLFLFTLSMCMGQTFQYSRGWTNGKRSFNAASPLLANGHLHRASELGLTDLYDLQDWSSDRRLERCLS
QLQRSLIARNCVPGSDFNANRVDPDPENSAHPRLSNSNGENVLYSSANIPNRHRQSNELLEELSAAGGASAEPNV
FGKH

>Ixodes_scapularis_ CRZ (from WGS, ABJB010772673.1)
MSHYLGLSAVLLVCLAVTAYSQTFQYSRGWTNGKRRVAEMPLVGVPLRASNDHRALDEVLSKFTPRDRIVLERLG
HMVRVLDHAEEEQQEY

>Strigamia_maritima_CRZ (from WGS, AFFK01019339.1)
MGFQKTKLLLIVASILVFIICTSGQTFQYSKGWEPGRKRAVDRSYQVRDWDAGRKRENIRGLDSSTAWILGLKRA
AFN

>Priapulus_caudatus_ CRZ
MSLSRTLTTMLLLAIAALMLSHVTTAQTFHYSRGWEGRKRSDDSMVSSQQRNTKTPLMSILRHRLLKVRYSHSHL
TLLDSYFTRPVMP

>Aplysia_californica_GnRH/CRZ (NP_001191482)
MACRITSATTTLFSILLLIVIAELCSAQNYHFSNGWYAGKKRSSASLLRPEALGSSSSSSSNSGLDVTDADSSRG
GVSSLSGRGFGVGELRLVDSPCSIRLETLALINKLMQEEAARTIQRTCVANVPSGLRELLEGAASKLESENKW
>Lymnaea_stagnalis_ GnRZ/CRZ (this paper; MN385595)
MTSSNLMSTLLVLILVLLAVVHTTTAQNYHFSNGWYAGKKRSSPSYTGHI IGDSSSEAVRGPRTADEACNIRPEA
VLLINRIIQEEVARIQKVCTAETPSGLREILENAATRLDSESKW

EITRIITTCTNTVNDIADLQ

>Deroceras_reticulatum_GnRZ/CRZ (ARS01378.1)
MVCSKVTYATLAVTILVLALVQHSLSQONYHFSNGWYPGKKRSAATTSAANSDSGRRRGASASGALDEACGISPYA
LLLINRIVQDEVARLQKSCSPDLPSGFTEILENAANTLESDSKW

>Haliotis_laevigata GnRH/CRZ (AKR13997.1)
MSVLSSQGVTVSVLLLLLTVHAVAGONYHFSNGWHAGRKRGGDSTSCVFRKDILMLVNKLIMEESSRVAHRCQNA
VPHMDFTEPDTVDAESDGQLTDKRWK

>Haliotis_discus hannai_GnRH/CRZ (AZL93822.1)
MSVLSRQGVTVSVLVLAELCSAQNYHFSNGWYAGKKRSCVFRKDILMLVNKLIMEES SRVAHRCONGVPHMDFTE
PDTVEADSARRQETWRGQHQI.RLOERHPHACQSSASLLRPEALGSSSSSSSNSGLDVTDADSSRGGVSSLSGRGFE
GVGELRLQPADRQAMDSNSGLDVTDADSSRGGVSSLSGRGFGVGELRLVDSPCSIRLETLALNLRR
>Patinopecten_yessoensis_ GnRH/CRZ (ALS92801.1)
MSSYTQILVAQLLLAGLLVAVVSGONFHYSNGWQPGKRAPMMTSGTQLCSFRPHIKALLLWIIEDEVKRIKSCGS
SGYDDIINLLQSKQSGLPLSSGMPSDSQ

>Bithynia_siamensis_goniomphalos_ GnRH/CRZ (from EST, GAGS01040432.1)
MVRPVTTPSLSSFLLAACSCLMLMLLLLACPLPASAQSYHYSNGWNPGKRGIYGAASGPAVTDSGADDDLCLFRP
KVLAFISKAIMEEISRIEQLCFPVDAVSGLKALLQQTAAAQSSSSAGPKLPEDGAKASW

>Crassostrea gigas GnRH/CRZ (ADZ17180.1)
MKVSPCTQVIVMVLTLGLLCEVHAQNYHFSNGWQPGKRSYRGCTVRPEIRSILIKIIEDEVERIQKCSHSNIEDV
FSLIQEKTGVDAREV

> ottia_gigantea_ GhRH/CRZ (from EST, FC805607.1)
MMPVPLKYFGLALTLALVTELAVGQHYHFSNGWKSGRKRSGGVSNLCEMRPELINYINTLLSEELNRIKNTCNLN
TEDKDSDVDFSEGAFSRLONGLKLAADRKWKK

>Qctopus_vulgaris_ GnRH/CRZ (BAB86782.1)
MSATASTTSSRKMAFFIFSMLLLSLCLQTQAQNYHFSNGWHPGGKRSALSDIQCHFRQQTKALIEKILDEEINRI
ITTCTGPVNEIADL

>Ruditapes_philippinarum_GnRH/CRZ (from EST, GAEH01003426.1)
MNACILLTTLVIMITIEKVQGQSYHFSNGWNPGKRSMQEPVCHFRQDVQTLVLKLIEDEVYRMLSDPSCIGGVPT
LRNFLKKDLAYTVPLDDKK

>Capitella_teleta_ GhRH/CRZ (from WGS, AMQN01007383.1)
MYRLELGCICSFCFCLLLCLACLQGCQGQAYHFSHGWFPGRKRSAPVSEKSSLLSEFPTSHGYAPIRSQKSSEIM
DFFQYKRPIQRDDTPSTFDKEMCRMRPHVQQOMIQDLINIEARRMAVECKSTIESAESSQQQREEDYPIKALEDWL
RRGQGRLRRMESTIRDESNE

>Danio_renio_GnRH (AAL99294)
MEWKGRLLVQLLLLVCVLEVSLCQHWSYGWLPGGKRSVGEMEATFRMLDPGDTVLSIPADSPMEQLSPIHIVNEV
DAEGLPLKGQRYSDRRGRV

>Homo_sapiens_GnRH1 (NP_000816.4)
MCLRMKPIQKLLAGLILLTWCVEGCSSQHWSYGLRPGGKRDAENLIDSFQEIVKEVGQLAETQRFECTTHQPRSP
LRDLKGALESLIEEETGQKKI

>Gallus_gallus_GnRH1 (NP_001074346.1)
MEKSRKILVGVLLFTASVAICLAQHWSYGLQPGGKRNAENLVESFQEIANEMESLGEGQKAECPGSYQHPRLSDL
KETMASLIEGEARRKEI
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>Gallus_gallus GnRH2 (AEZ51861.1)

MAPGGCLLLALLLLAGTAQGQHWSHGWYPGGKRDLSAPQAT PAWSPWLVPSRGRKSRYDPPAKAKASRLKVPPPV
DPAELYVVTERYRQHRLVLSALRSIFRSEVVQRKREAQRDAEDSAALSEEHRLLMAWNDAENARQRARR
>Cionia_intestinalis_GnRH6 (AAP06794)
MLDIEKDELAALLQRENSAFRDLLYHKNAGNFEKSDSGKFGSLKPQNNFPHLDLGLGVDLDAVDOWNRYKQANAQ
RMQDLGVPVNARQHWSYEFMPGGRRAAWENANVGVPVSROHWS YEYMPGGRRSAGQHAMTKRQHWSKGY SPGGKK
RSVDLSEFDDQGRRITKHEGMPEEPFKVEQPRPRNGIHGPAGLDQNEPDWKNWMNEQPAVSSDDKGTDVE
>Strangylocentrotus_purpuratus_GnRH (XP_800179.1)
MKQIITSLVSISAALLLEVLISEYTPRCNGQVHHRFSGWRPGGKKRSDAAEVNSNKITIERPQLPICQTTEERQL
LEGDSDILGDLRRAANRMRLLQLFNLSKTRLNDLNDATSNEVDERPVYGDYLGTGL

Fiiggeléek 5: Az IHC ¢és WB kisérletek soran hasznalt elsédleges antitestek részletes leirasa
1) anti-ly-GnRH/CRZ antitest

- Immunogén: CNYHFSNGWY A-amid KLH-val konjugalva, megfelelve a szekvenalas és tomegspektrometria

soran azonositott ly-GnRH/CRZ aktiv peptidnek (QNYHFSNGWY A-amid)

2) anti-human GnRH antitest

- Immunogén: pQHWSY GLRPG-amid konjugacio nélkiil
- A protein szekvencia nem adott ,,hit”-et sem az NCBI Blast-ot hasznalva, sem a L. stagnalis genom és neuralis

transzkriptom adatainkat hasznalva (nincs szekvencia atfedés a nem homolodg L. stagnalis fehérjékkel).

3) anti-human CYP19A antitest

- Immunogén: a human aromatdz enzim 221-270 aminosav tartomanya (NCBI referencia szekvencia:
NP_001334185.1) konjugacid nélkiil. Az antitest szamos gerinces fajban mutat immunreaktivitast.

- Sem az immunogén sem a teljes protein szekvencia nem adott ,hit”-et sem az NCBI Blast-ot hasznalva, sem a
L. stagnalis genom és neuralis transzkriptom adatainkat hasznalva (nincs szekvencia atfedés a nem homolog L.

stagnalis fehérjékkel).

4) anti-human nPR antitest

- Immunogén: csirke petevezeték citoszolbol tisztitott nPR (NCBI referencia szekvencia: NP_990593.1)
konjugacioé nélkiil. Az antitest szamos gerinces fajban mutat immunreaktivitast. A legtobb relevans tanulmany az
IHC-t csirke nPR ellen termeltetett antitesttel (vagy kis human nPR fragmentek ellen termeltetett antitesttel) végzi
emberi szovetekben.

- NCBI Blast-t hasznalva, a teljes protein szekvenciaval vald keresés harom korabban azonositott L. stagnalis

fehérjét eredményezett: a munkdm soran azonositott nER homologot (#QIH29348.2; ~43 kDa), a ,retinoid X
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receptor’-t (#AAW34268.1; ~48 kDa) és a ,retinoic acid receptor’-t (#ADF43963.1; ~52 kDa). Mindharom

esetében nagyon alacsony volt a homologia (~25%).

Fiiggelék 6: A ly-GnRH/CRZ preprohormon szekvencidjanak dsszehasonlitasa az NCBI
Protein adatbazisban talalhaté, mas csigafajokban leirt iInvGNnRH/CRZ preprohormon
szekvencidkkal. A piros négyzet jeloli az “érett” peptideteket a tribazikus hasito hellyel és az
alfa amidacios szignallal. A konzervalt aminosavak csillaggal vannak jelolve. A szigndl peptid

szekvencidk eleje, valamint az asszocialt peptid szekvenciak vége nincs mutatva.

szignal peptid asszocidlt peptid

GpedestAbbey | L Ll L b ol 1 "

lw Aplysia califonica  EAMAELFE I LLLv-- - -1 AELCEA@NYHF SNEMY ABKKREE~S- - L L.RPEA L ESEEEESSNSE. BV B -0ESREEvEE. SEREFEvVEELRLvE - - -LEFcE
2.Lymnaeastagnalis MEEMLMEELLVL I LVLLAYVHERE P ] |} AVREPRMAD- - - -EAcN
3Haliotisasining - - - - - - - - - - oo
4.Haliotis laevicata EEEEVEvVEvLLLLL-- - -FVHAVA
5. Deroceras reticulaum | Y AL AV I LVLAL - - - - - vEHEL

Al
Al

[Species/Abbrv. * * % A * A x m aa A xx

1. Aplysia californica @MY H F BNEN Y A @K KR
2. Lymnaea stagnalis @l Y H F ENEM v A BKKR

Fiiggelék 7: Azonositott konzervailt domének (,,specifis hits”) a L. stagnalis-ban azonositott
proteinek szekvencidjaban

>Lymnaea stagnalis_StAR-related lipid transfer protein 3

1 = 150 o] Fan Ere] 450 40

Query sexq, S —

hydrophobic limand binding site

Specific hits HENTHL
Superfanilies MENTAL superfamily C SHFEGE superfanily dl

>Lymnaea stagnalis_3B-hydroxysteroid dehydrogenase

1 10 ne S0 00 Sim 613

Query se«q. S ——

actise site
MADIR) bimding site

Superfanilies { MADB_Rossmann superfamily >

>Lymnaea stagnalis_17a-hydroxylase/17,20-lyase

1 = 5 215 e 375 4510 Son
Query seq, e —————
Specific hits p450
Superfanilies p450 superfamily

>Lymnaea stagnalis_17p-hydroxysteroid dehydrogenase 8

i S0 i 150 200 i
Query seq. S ——
actiee sibe & b
HADCPY birdina site o0 ‘L “h Y k b h ik Y
homodimer interface Spbk Sk A Sk oA sEin, ), b £ B0 R

homotatramer interface § 4 ey —rYywryrTe S W W T A& i b AR
Specific hits BKR_SDR_c g
Superfanilies | NADB_Rossmann superfamily
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> Lymnaea stagnalis_17p-hydroxysteroid dehydrogenase 9

1 S0 1w 150 200 250 e I

fluery seq. w

putative NADUES binding site i) Y Fy F Yy A
substrate birding slteJ_.l FY Y
homodimer interface | § Lokh Sk Uthh bR o Sk
Specific hits 17beta-HSDXI-1ike_SDE_c

Superfanilies NADB_Rossmann superfamily

> Lymnaea stagnalis_17p-hydroxysteroid dehydrogenase 11

1 1] 1o 150 20 50 F0E

Query seq, e

wotive site ) | A

putative NADCPY binding site plog 2 F Fo A A A0
substrate banding site 4 A 4
homadiner interface § 4 rry ey Y A ey
Specific hits r 17beta-HSDXI-1ike_SDR_c B
Superfanilies NADBE_Rossmann superfamily |

> Lymnaea stagnalis_17p-hydroxysteroid dehydrogenase 14

1 30 100 150 Zmn 50 e

Query seq. e ——————

actise site
RADLF) bimdira site

Superfanilies MADE_Rossmann superfamily >

>Lymnaea stagnalis_Sa-reductase 1

1 Bl 1m0 150 200 250 et
Query seq. e S S ——

Superfanilies |_' FEAT superfamils j

4

>l ymnaea stagnalis_5ae-reductase 2

1 S ine 150 ne 50 54

Query seq,
Superfanilies |_' FEAT superfard Iy

> Lymnaea stagnalis_nER

1 75 150 25 300 375 450 457

duery seq,
zinc binding site o) . Y ‘ ligard bindirg site |0 YA k LY
DHA binding site * coactiuabor recoanition site 4 (1Y
diper mter-Pm:e bk IL direr interfece §) Ty Y

Specific hits r NR_LBD_ER_like
Superfanilies HE_DBD_lihe superiandily NE_LBD superfamily

>Lymnaea stagnalis PGRMC1

1 = =L 75 1w 125 15 175 195

Query seq,

Specific hits
Superfanilies Cyt—-b5 superfamily
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Fiiggelék 8: A gerinces szex szteroid szintézis utvonalban és receptor-mediacioban részt vevo
gének L. stagnalis-ban azonositott homologjainak fehérje szekvencia egyezése (homologia) egy

reprezentativ puhatestii (A. californica) és gerinces (R. norvegicus) faj szekvencidival

Fehérje Homoloégia puhatestiivel Homolégia gerincessel
(“identity %” és “similarity %”) (“identity %” és “similarity %”)

StAR 57.9 és 69.2 (A. californica) 31.6 és 46.1 (R. norvegicus)
3B-HSD 32.3 és 43.6 (A. californica) 18.0 és 27.8 (R. norvegicus)
CYP17 45.6 és 63.2 (A. californica) 28.4 és 43.6 (R. norvegicus)
17B-HSD 65.6 és 78.2 (A. californica) 53.3 és 68.2 (R. norvegicus)
5aRed 71.8 és 83.3 (A. californica) 41.7 és 60.1 (R. norvegicus)
nER 82.3 és 87.7 (A. californica) 30.0 és 41.8 (R. norvegicus)
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