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1. Bevezet6

A progeszteront, tesztoszteront és 17p-0sztradiolt - mint a legfobb 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 eldszor ezeknek a szex szteroidoknak a jelenlétérdl a puhatestiiekben
(Hagerman és Wellington, 1957). Akkoriban ésszerii volt a feltételezés, hogy ezek a szteroidok endogén
eredetiiek és ugyanolyan hormonalis funkcidt tdltenek be a puhatestiickben, mint a gerincesekben - az els6
ezt leird funkcionalis tanulmanyt mar 1959-ben publikaltak (Aubry, 1959). Ebben a hitben az elmult 70
évben a puhatestiiek szaporodasanak szabdlyozasdval foglalkoz6 szdmos tanulmany fokuszalt a gerinces
hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely gerinctelen homoldgjaira, a szex szteroidokra, valamint a
szintézistikkel és jelaltviteli mechanizmusukkal kapcsolatos fehérjékre. Analitikai, biokémiai,
immunhisztokémiai, molekularis biologiai és viselkedési méréseket hasznalva tobb szaz cikk arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy 1) a gerinces gonadotropin-felszabaditdé hormon puhatestii homoldgjanak
ugyanaz a funkcidja, mint a gerincesekben; 2) a puhatestiiek képesek a gerinces szex szteroidok de novo
szintézisére; 3) a puhatestiieckben megtalalhatéak funkcionalis szex szteroid kot receptorok és 4) a
puhatestiiek igy vagy ugy reagalnak, ha gerinces szteroidoknak vannak kitéve.

Azonban 2010-t6]1 kezdve kritikai Osszefoglalok 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, 2020; Fodor és Pirger, 2022; Horiguchi és Ohta, 2020; Minakata
és Tsutsui, 2016; Pirger és mtsai, 2018; Scott, 2012, 2013, 2018).

2. Célkitiuzések

A puhatestli neuroendokrinolégia vita targyat képzo hipotézisei és megvalaszolatlan kérdései alapjan
munkénk f6 célja az volt, hogy kisérletes titon részletesen elemezziilk a nagy mocsari csiga (Lymnaea
stagnalis), mint puhatestii modellallat neuroendokrin rendszerét funkcionalis és evolucids szempontok
alapjan. Eredményeinkkel hozza kivantunk jarulni a puhatestiieck neuroendokrin és reprodukcios
rendszerének kialakulasanak és szabalyozo folyamatainak pontosabb megértéséhez, egyben alapokat

nytjtani a neuroendokrin szabalyozas egyes altalanos torvényszerliségeinek pontosabb megismeréséhez.

Vizsgalataink soran az alabbi célokat tliztiik ki:

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

- Elemezziik a GnRH neuropeptid szupercsalad evolicids kapcsolatait
- Vizsgaljuk a ly-GnRH/CRZ transzkript és peptid eloszlasat a kozpontban €s periférian
- Azonositjuk az aktiv ly-GnRH/CRZ peptidet és leirjuk annak fiziologias szerepét
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- Azonositjuk a gerinces szex szteroid szintézisben és receptor-mediacioban részt vevd gének
homologjait a L. stagnalis-ban

- Vizsgaljuk a szteroidok felvételét, metabolizalodasat és kitirtilését

- Vizsgaljuk, hogy vajon valtozik-e a reprodukcidt iranyitd neuropeptidek expresszidja hosszitava

progesztogén kezelés hatasara

3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok

A kisérleteinkhez 4-5 honapos, ivarérett (felndtt) csigdkat hasznaltunk sajat, parazitamentes
tenyészetiinkbol (BLKI, Tihany). Az &llatokat 20 L-es tartalyokban tartottuk alacsony réz tartalmn,
mesterséges ,,csigavizben” kozel allandd, 20 + 1.5 °C homérsékleten, folyamatos levegoztetéssel, 12 6ras
fény — sotét ciklusban, hetente minimum harom alkalommal salataval etetve oket. Az allatokon végzett
kisérleteket a Balatoni Limnologiai Kutatointézet Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga éltal kidolgozott és
engedélyeztetett eljaras szerint végeztiikk (VE-1-001/01890-10/2013).

3.2. Neuralis transzkriptom szekvenalas és bioinformatika

Nukletoid szekvenalashoz a csigak teljes idegrendszerét kipreparaltuk, homogenizaltuk, majd az RNS-t a
Direct-zol™ RNA MiniPrep kit segitségével izolaltuk. A mintdk RNS tartalmat Qubit 3.0 késziilék és Qubit
BR RNA Kit hasznalataval kvantifikaltuk, majd mindségi ellenérzést is végeztiink Agilent Bioanalyzer
2100 késziilékkel és RNA 6000 Nano Kit-el. Nanopore szekvenalasi modszert hasznaltunk a kodold régiok
azonositasahoz. A szekvenalashoz sziikséges konyvtarat a cDNA-PCR Kit segitségével készitettiik. A
homolog szekvencidk kereséséhez relevans gerinctelen és gerinces szekvenciakat hasznaltunk ,,query”-ként
az NCBI adatbazisbol. A szekvencia korrekciohoz a konszenzus szekvenciakat Gsszehasonlitottuk a L.
stagnalis el6zetes genom adatokbdl szarmaztatott virtualis cDNS szekvencidkkal, amelyekhez konzorciumi
partnerként hozzaférésiink van. Az azonositott szekvenciakat feltdltottitk az NCBI Nucleotide adatbazisba,
majd konzervalt domén keresést végeztiik az NCBI CDD/SPARCLE szoftverrel, hogy ellendrizziik azt,
hogy a kulcsrégiok valoban megtalalhatdak-e a kdvetkeztetett funkcionalis fehérje szekvenciakban.

3.3 Filogenetikai elemzés

A ly-GnRH/CRZ neuropeptid molekularis filogenetikai vizsgalata soran a Maximum Likelihood médszert
alkalmaztuk. A filogenetikai fa megalkotasahoz sziikséges szekvencia Osszehangolas elvégzéséhez a ly-
GnRH/CRZ preprohormonja/prepropeptide mellett a GnRH neuropeptid szupercsalad tovabbi, NCBI
adatbazisban elérhet6 56 preprohormonjanak/prepropeptidének aminosav szekvencidjat hasznaltuk. A
szekvenciak Osszehangolasat a Molecular Evolutionary Genetics Analysis v7 szoftver segitségével
csinaltuk. A filogenetikai elemzés megbizhatosagat ado ,,bootstrapping” 1000 ,,bootstrap” replikacioval lett

készitve.



3.4. Az aktiv ly-GnRH/CRZ neuropeptid extrakcidja és tomegspektrometriai vizsgalata

Az aktiv ly-GnRH/CRZ peptid kozponti idegrendszerben valo jelenlétének kimutatasahoz az allatok teljes
kozponti idegrendszerét preparaltuk, extrahaltuk és nagy teljesitményii folyadékkromatografidval kapcsolt
tomegspektrometriai modszerrel és matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcids/ionizacios repiilési ido/repiilési
id6 tomegspektrometriai modszerrel vizsgaltuk.

3.5. A ly-GnRH/CRZ expresszidjanak reverz transzkripcios-PCR elemzése

A ly-GnRH/CRZ expresszidjat a kozponti idegrendszerben, a szivben, a himnds mirigyben és a szeminalis
vezikulumokban vizsgaltuk. A mintakb6l RNS-t izolaltunk, majd a RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit-el cDNS-t csinaltunk.

3.6. Immunhisztokémia

A teljes idegrendszerben (ly-GnRH/CRZ; GnRH) CYP19A; nPR), a szivben (ly-GnRH/CRZ; 5-HT) és a
reprodukcios rendszerben (ly-GnRH/CRZ; 5-HT) végeztiink immunhisztokémiai vizsgalatokat. A mintakat
fixaltuk, majd a mintakat 20%-o0s cukoroldatban tartottuk. Az inkubalast kovetden a mintakat kriomatrixba
agyaztuk, majd 12-14 pm vastag kriosztat sorozatmetszeteket készitettiink, amiket zselatinos
targylemezekre helyeztiink. Blokkolas utan a mintékat kiilonboz6 elsddleges antitestekkel, majd a megfeleld
masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A megfestett szoveteket egy megfeleldé hullamhossz-sziird
beallitasokkal és transzmisszios detektorral rendelkez6 TCS SP8 DMI konfokdlis lézer pasztazo
mikroszkoppal értékeltiik ki.

3.7. Neuronok retrograd jelolése nikkel-lizin toltéssel

A jobb oldali agyduc anterior és ventralis lebenyében talalhatd neuronok visszatoltéséhez a teljes
idegrendszert a hozza tartozo6 pénisz ideggel egyiitt kipreparaltuk az allatokbdl és az ideg végét egy nikkel-
lizin oldatot tartalmaz6 kamraba tettiik. Inkubalas utan a nikkelt 5-10 csepp rubeansav szaturalt alkoholos
oldataval precipitaltuk, majd immunhisztokémiat végeztiink.

3.8. Peptid szintézis és injektalas

A ly-GnRH/CRZ aktiv peptid szintézisét szilard fazisu folyamattal végeztiikk Fmoc kémia alkalmazasaval.
A peptidlancokat Tentagel S-Ram gyantan elongaltuk és a szintézist CEM Liberty Blue géppel végeztiik. A
kapott nyers peptidet reverz fazisi nagyhatékonysagu folyadékkromatografia segitségével tisztitottuk.
Ahhoz, hogy teszteljiik a ly-GnRH/CRZ aktiv peptid lehetséges szerepét a taplalkozasban, mozgasi aktivitas
¢s reprodukcioban, allatok testliregébe/hemolimfajaba 10 pg peptidet injektaltunk.

3.9. Viselkedési tesztek

Az allatokat kontroll és ly-GnRH/CRZ injektalt csoportokra osztottuk és a viselkedési tesztek soran
vizsgaltuk a taplalkozasi ratat (harapasok szdma/2perc), a mozgasi aktivitast (megtett utvonal/Sperc),
valamint a peterakast (lerakott peteszakok és peték szama).

3.10. L. stagnalis egyedek kezelése jelolt szteroidokkal
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A szteroidok felvételének, metabolizalodasanak és kiiiriilésének vizsgalatdhoz 17p-[3H]-Ez, [3H]-T, [3H]-P)
és 17-[*H(N)]-EE. radioaktivan jeldlt “standard”’-eket hasznaltunk. A radioaktivitis mennyiségét
szcintillacié szamold késziilékkel mértiikk. A kezelés utan minden csoportbol az allatok felét azonnal
lefagyasztottuk (kiiiriilés 0. napja), a masik felét tiszta “csigavizbe” tettiik kitiriilés céljabol, majd 10 nap
elteltével lefagyasztottuk éket. Minden egyes szteroid esetében kiszamitottuk a “clearance” ratat.

3.11 Jelolt szteroidok extrakcidja és elvalasztasa

Ahhoz, hogy extrahaljuk a szdvetekbdl a radioaktivan jelolt szteroidokat, a lefagyasztott allatokat
szobahémérsékleten felolvasztottuk, a lagy szovetet kipreparaltuk, szaritottuk és lemértiik a tomegiiket. A
szoveteket metanollal és etil acetattal extrahaltuk. Hogy elvalasszuk a szabad, vizoldékony és észterifikalt
metabolitokat, az extraktumok egy részét beparoltunk és particionaltuk.

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

Ahhoz, hogy azonositsuk a gerinces antitestek altal jelolt molekuldkat, az allatok teljes idegrendszerét
kipreparaltuk, homogenizaltuk, futattuk 10%-0s SDS-PAGE gélben és blottoltuk 4t nitrocelluloz
membranra a ,,standard semi-dry blotting” modszert kovetve. A membrant blokkoltuk, majd a megfelel6
elsédleges és masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A kemilumineszcenciat a Western Blotting Luminol kit
segitségével vizualizaltuk. A tomegspektrometrias azonositishoz a megfelelé savokat kivagtuk a
parhuzamos SDS-PAGE gélbdl, ezt kovette a festékmentesités, tisztitas és gélen beliili emésztés. A
peptideket szilard fazisu extrakcioval tisztitottuk. A proteomikai vizsgalat egy Bruker EASY-nLC-vel
kapcsolt nano-ESI tomegspektrométerrel tortént.

3.13. Kronikus progesztogén kezelés

A hormonkezelések soran progeszteron, drospirenon, gesztodén és levonorgesztrel hatdéanyagokat
hasznaltunk. Az allatok 21 napig egyszerre kaptak a 4 hatéanyagot 10 ng/L ekvi-koncentracioban, a kisérleti
beallitas tiikrozi a kdrnyezeti szituaciot.

3.14. Osszehasonlité neurilis transzkriptom szekvenalas és bioinformatika

A 21 napos kezelés utan az egyedekbdl kipreparaltuk a teljes idegrendszert, RNS-t izolaltunk, illetve
mennyiségi- és mindségi ellendrzést végeztiink. A szekvenalashoz sziikséges konyvtarat a NEBNext Ultra
II Directional RNA Library Prep Kit for [llumina segitségével készitettiik. A konyvtarhoz 400 ng mRNS-t
izolaltunk a teljes RNS mintabol a NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module hasznalataval. Az
MRNS-eket fragmentaltuk, a szalak végének alakitasa utan raligaltuk az adaptereket, majd amplifikaltuk a
konyvtarat. Az elkészitett konyvtarat mindségi ellendrzését 4200 TapeSation System using D1000 Screen
Tape, mennyiségi ellendrzését pedig Qubit 3.0 késziilékkel végeztiik. A szekvenalas NovaSeq6000
késziilékkel tortént. A ,,read”-eket a 13 reprodukciot iranyitd neuropeptid prekurzor kodolo szekvenciajara

térképeztiik, megszamoltuk hany ,,read” esett egy célszekvenciara és normalizaltuk az értékeket.



4. Eredmények

4.1. A ly-GnRH/CRZ nukleotid és peptid szekvenciaja

A neuralis transzkriptom szekvenalasa utan sikeresen meghataroztuk a kodold szekvenciat, a teljes
preprohormon nukleotid szekvenciaja 1225 bp hosszu. Azonositottuk a szignal peptidet, az “érett” peptidet
egy tribazikus hasitoé hellyel és egy alfa amidacids szignallal (QNYHFSNGWYAGKKR), valamint ly-
GnRH/CRZ-asszocialt peptidet). Varakozasunknak megfeleléen az “érett” peptid szekvenciaja nagyon
konzervalt, mig a szignal peptid és a ly-GnRH/CRZ-asszocialt peptid szekvenciaja nagy variabilitast mutat.
A tomegspektrometriai vizsgalatok megerdsitették a prediktalt aktiv undekapeptid jelenlétét a kdzponti
idegrendszerben. Ezen korabbi eredmények és a mi eredményeink alapjan gy gondoljuk, hogy az amidalt
undekapeptid hasznalata, mint funkcionalis/aktiv GnRH/CRZ egy kdzds vonas a csigakban és kagylokban
4.2. Filogenetikai elemzés

Hogy naprakésszé tegyiik a GnRH neuropeptid szupercsalad evolicios kapcsolatait az tjjonnan aznositott
ly-GnRH/CRZ-vel (és egyéb kozelmultban azonositott szekvenciaval), molekularis filogenetikai vizsgalatot
is végeztiink. Eredményeink egyértelmiien alatamasztottak, hogy az eredetileg puhatestii GnRH-nak
nevezett peptidek nincsenek szorosabb rokonsagban a gerinces GnRH csaladdal, mint a CRZ, AKH és ACP
csaladokkal.

4.3. A ly-GnRH/CRZ transzkript és peptid jelenléte a kozponti és periférias szovetekben

Az RT-PCR vizsgalataink azt mutattak, hogy a ly-GnRH/CRZ neuropeptid transzkriptje minden vizsgalt
szovetben jelen van. A specifikus antitestet alkalmazd immunhisztokémiai vizsgalataink azt mutattak, hogy
a ly-GnRH/CRZ peptid jelen van a CNS minden idegdicaban. A specifikus anti-ly-GnRH/CRZ antitest és
a nem specifikus anti-human-GnRH antitest jelolésének Osszehasonlitdsa soran megallapitottuk, hogy
mindketté ad pozitiv jelet a kozponti idegrendszerben, de nagyon eltéré mintazattal. A periférias szovetek
koziil abundans ly-GNnRH/CRZ-ip axon rostokat talaltunk a szivpitvar felszinén az izomrostok
hossztengelyére merdlegesen, maguk a szivizomrostok nem jelolédtek. A himnds mirigyben nem
detektaltunk pozitiv jelet, azonban a szeminalis vezikulumok szeminalis epitéliuma intenziv
immunpozitivitast mutatott.

4.4. A ly-GnRH/CRZ szerepe a viselkedési mintazatokban

Megfigyeléseink alapjan, a ly-GnRH/CRZ peptid nem okozott valtozast a taplalkozasi rataban. Ezzel
ellentétben, a ly-GnRH/CRZ peptid jelentds valtozast indukalt a mozgasi aktivitasban. A mozgasi
aktivitashoz hasonldan a ly-GnRH/CRZ peptiddel injektalt allatok reprodukcids aktivitasa is jelentdsen
megvaltozott. Eredményeink egyrészt megerdsitik, hogy az eredetileg gerinctelen GnRH-nak elnevezett
peptidek multifunkciondlisak ¢és egyarant felelések reproduktiv és nem-reproduktiv funkciok

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



4.5. A gerinces szex szteroid szintézisben és receptor-mediiciéban részt vevé gének homolégjai a L.
stagnalis-ban

A szex szteroidok szintézisében szerepet jatszo enzimek koziil nem talaltunk homolog szekvenciat a
gerinces CYP11A, CYPI9A ¢és 3a-HSD génekhez. Ezzel ellenétben sikeresen azonositottuk a
szteroidgenezist akutan regulalé fehérje, 3p-HSD, CYP17, 17—HSD és 5a-reduktaz gének homologjait.
Nem talaltunk homoldg szekvenciat a receptor-mediacioban szerepet jatszo gerinces nPR, nAR, szex
szteroid-koté globulin és transzkortin génekhez, azonban azonositottuk a gerinces nER és PGRMCI1
homologjait.

4.6. Radioaktivan jelolt szteroidok felvétele

Minden csigat tartalmazd tankban jelentds csokkenés volt a radioaktivitasban, a P felvétele volt a
leggyorsabb. Eredményeink alatamasztjak, hogy bar a gerinces szex szteroirok kimutathatoéak a puhatestii
szovetekben, olyan konnyen fel tudjak venni ket a kdrnyezetbol és hosszi ideig tarolni azokat észterifikalt
forméban, hogy a jelenlétiilk nem sziikségszertien bizonyiték az endogén szintézisiikre.

4.7. Jelolt szteroidok megoszlasa a szovetekben a Kkiiiriilési periodus elején és végén

A szovetekben talalhaté metabolitok extrakcidjat és fazis elvalasztiasat kovetd vizsgilatok nagyaranyu
radioaktivitast mutattak a P, E; és T esetében a lipidben gazdag heptan frakcioban, ahol az észterifikalt
EE; aranya sokkal alacsonyabb volt. A maradék radioaktivitas nagy része a szabad szteroidokat tartalmazo
80%-0s etanol frakcioban volt mérhetd. A vizoldékony frakcioban a radioaktivitdsnak csak egy nagyon
alacsony aranya volt kimutathato. Tiz nap kiliriilési periddust kdvetden a radioaktivitasnak ~70%-a még
mindig jelen volt az allatokban. Az EE»-t kivéve minden szteroid aranya magasabb volt az észter frakcioban,
ami a szabad szteroidok preferencialis kitiriilését jelenti.

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

Habar a CYP19A és nPR gének nem talalhatoak meg a L. stagnalis-ban, az anti-human-CYP19A és az anti-
human-nPR antitesteket hasznalé IHC vizsgalataink soran immunpozitiv jelet kaptunk a kdzponti
idegrendszerben. Ahhoz, hogy azonositsuk (vagy legalabb részben jellemezziik), melyek azok a molekulék,
amikhez az antitestek k6tédnek és nem specifikus immunjelet eredményeznek, WB vizsgalatot csinaltunk
a teljes CNS homogenizatumabol. A CYP19A antitest egy diszkrét és két amorf savot eredményezett, illetve
a 140 kDa-os ,,marker” savot is jelolte. A GnRH antitest 2 diszkrét savot, az nPR antitest pedig 3 diszkrét
savot adott. A ~30 kDa-os savot a CYP19A és az nPR antitest, mig az ~50 kDa-os savot a GnRH ¢s az nPR
antitest is jelolte. A tomegspektrometrias vizsgalatok soran a ,,band”-ekben kapott fragmentek és a human
CYP19A, GnRH és nPR protein szekvencidk, illetve az in silico prediktalt fragmentjeik 6sszehasonlitasa
sordn megerdsitettiik a homolog szekvenciak hianyat. A SWISS-Prot adabazist hasznalva néhany fehérjét

is tudtunk azonositani a ,,band”-ekben, amelyeket az antitestek lehetségesen jelolnek, de még tovabbi



vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy meghatarozzuk pontosan mit jelolnek meg a gerinces antitestek.
Osszességében, ezek az eredmények alatamasztjék azt a predikciot/hipotézist, hogy ezek a gerinces fehérjék
nem jelennek meg a puhatestiickben.

4.9. A reprodukcidoban szerepet jatszo neuropeptidek génexpresszioja hormonkezelt csigakban
Célkitlizéseink alapjan vizsgaltuk, hogy a 10 ng/L-es progesztogén kezelés hatasara megvaltozik-e a feln6tt
allatok kozponti idegrendszerében a reprodukcidban szerepet jatszo neuropeptidek expresszios szintje. A
génexpresszios elemzéseink azt mutattdk, hogy a kontroll csoporthoz viszonyitva egyik neuropeptid
expresszioja sem valtozott szignifikansan a kezelt csoportban. Mindezek alapjan gy véljiik, hogy a L.
stagnalis-ban — és altalaban a puhatestlieckben — leirt progesztogén okozta viselkedési és sejtes
valtozasoknak harom lehetséges modja van: 1) specifikus ligand-receptor utvonal (mPRP és mPRy
receptorokon); 2) aspecifikus ligand-receptor utvonal (mas molekuldk receptorain, vagy Osi
multifunkcionalis receptoron - feltételezhetéen NRI1H vagy NRII/J/K); 3) a felvett progesztogének
metabolizalasaval jar6 biokémiai és fiziologias folyamatok anyag és energia re-allokaciot igényelnek, ami

kiilonboz0 szintli valtozasokban megjelenhet.

5. Osszefoglalas

Noha a puhatestiiek széles korben a biologiai kutatasok modellallatai, egyes viselkedési mintazataik, mint
példaul a reprodukcid, cellularis és molekularis szintii szabalyozasa, a (neuro)endokrin rendszer miikodése,
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 funkcionalis és evolucids szempontbol megvizsgalni a
puhatestiick neuroendokrin rendszerét, melynek modellallata a nagy mocsari csiga (Lymnaea stagnalis)

volt. Eredményeimet az alabbi pontokban foglalom 6ssze a témaban megjelent publikaciok feltiintetésével.

srer

jelenlétét a CNS-ben. Eredményeink alatdmasztjak, hogy az amidalt undekapeptid a
funkciondlis/aktiv molekula a kagylok és csigak esetében. Molekularis filogenetikai
vizsgalataink megerdsitették, hogy az eredetileg puhatestii GnRH-nak nevezett peptidek a CRZ

csaldddal vannak rokonsagban.

2) Az invitro és in vivo kisérleteink azt mutattak, hogy a ly-GnRH/CRZ részt vesz a mozgasi
aktivitas és peterakas szabalyozasaban, valamint potencialis szerepe van a szivszabalyozas
modulalasaban is, azaz egy multifunkcionalis peptid. Nem talaltunk kapcsolatot a taplakozasi
rataval, de fontos megjegyezni, hogy csak egy peptid koncentraciot (10 ug peptid/egyed)

hasznaltunk az in vivo kisérleteinkben, igy lehetséges, hogy ez tal alacsony volt ahhoz, hogy
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3)

4)

5)

6)

hatassal legyen a taplalkozasi ratdra. A jovObeni vizsgalatoknak tovabbi koncentracid(k)
hasznalatat 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.

A neuralis transzkriptom és genom adataink azt mutattdk, hogy tobb, a szex szteroid
szintézishez kulcsfontossagl gén (példaul CYP11A), valamint a funkcionalis nuklearis szex
szteroid receptorok (példaul nPR) nem talalhatok meg a L. stagnalis-ban. A meglévd gének és
az enzimpromiszkuitas jelensége miatt nem zarjuk ki, hogy a L. stagnalis (és altalaban a
puhatestiek) képesek a szintézis utvonal mindegyik 1épésére, ugyanakkor a legtobbet olyan
alacsony hatasfokkal valositjak, hogy a hozamok valosziniileg tul alacsonyak lennének egy
szteroid-alapii hormonrendszer fenntartasahoz. Kétségkiviil fel kell tenni a kérdést, hogy a
puhatestiiek természetes szelekcidja kedvezett-e egy szex szteroid alapu endokrin rendszer

kialakulasanak.

Megeroésitettiik, hogy a puhatestliek képesek a kornyezetbdl felvenni, metabolizalni, illetve
hosszu ideig tarolni a szex szteroidokat. Ez alatamasztja azt, hogy a puhatestli szovetekben

megtalalhato/mérhet6 gerinces szteroidok nem feltétleniil endogén eredetiiek.

Az THC vizsgalataink soran fals pozitiv immunjelet kaptunk a gerinces CYP19A és nPR ellen
készitett gerinces antitestek hasznalataval. Mivel egyik gén sem talalhaté meg a puhatestii (és
altalaban a gerinctelen) genomokban, eredményeink alatimasztjak azt a nézetet, hogy a
gerinces fehérjékre készitett antitesteket hasznaldé IHC nagyon megbizhatatlan modszer a
gerinctelenek fehérjéinek azonositasara és lokalizacidjanak vizsgalatira. A WB és MS

vizsgalatok soran kapott eredmények alataasztottak ezt a kijelentesiinket.

Bar sem a L. stagnalis-ban sem altalaban a puhatestiickben nem talalhatd funkcionalis
nukledris szex szteroid receptor, nem zarjuk ki, hogy a fiziologias mitkodésiik megvaltozhat,
ha gerinces szex szteroidoknak vannak kitéve. Ez végbemehet membran szex szteroid
receptorokon, mas molekuldk receptorain, vagy egyszertien lehet a szteroidok

metabolizalasaval jard forras re-allokacio kovetkezménye.



7) Kutatocsoportunk korabban tébb valtozast is kimutatott a L. stagnalis reprodukcidjaban
kronikus progesztogén kezelések soran, ugyanakkor nem mutattunk ki valtozast a reprodukciot
iranyitd neuropeptidek expresszidjaban. Feltételezziik, hogy a hormonkezelés hatdsara
megvaltozik a hermafrodita egyedek reproduktiv allokacidja, ugyanakkor ez a valtozas nem a
reprodukciot iranyité neuropeptidek expresszidjanak szintjén jelenik meg. A reproduktiv
allokacio-valtozas pontos mechanizmusanak megértéséhez még tovabbi kutatasokra van

sziikség.

Osszefoglalva, eredményeink egyértelmilen arra utalnak, hogy a puhatestiieck neuroendokrin

rendszere kiilonbozik a gerincesek jol jellemzett neuroendokrin rendszerétol.
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