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NEUROPEPTYDOMIKA SYSTEMU NEUROENDOKRYNOWEGO OWADOW

WSTEP

Postep jaki dokonat sie w erze ,omik” na
przetomie XX i XXI w. spowodowal przejscie
z podejscia redukcjonistycznego, skoncen-
trowanego na poszczegolnych strukturach
molekularnych, do strategii zakladajacej ho-
listyczne spojrzenie na komoérke i organizm
(LEGockl 2004). Mimo szerokich perspektyw
wynikajacych z poznania sekwencji geno-
mu szeregu gatunkow, kluczowym wydaje
sie by¢ prowadzenie badan nad kodowany-
mi przez geny peptydami i biatkami (Ha-
IDER i PAL 2013). Wsrod peptydow wyroznia
sie bardzo istotng grupe zwigzkow zwanych
neuropeptydami. Sa to zwiazki, ktére nale-
za do neuroaktywnych biomolekul, synte-
tyzowanych i wydzielanych przez komorki
ukladu nerwowego. Ich obecnos¢ potwier-
dzono w osrodkowym ukltadzie nerwowym
oraz wielu innych tkankach i narzadach
zarowno organizmow kregowych, jak i bez-
kregowcow (SKOLD 2006). Nalezg do nich
neurotransmitery, neuromodulatory i neu-
rohormony. Neurotransmitery to substancje
biologicznie czynne, ktére przenosza impulsy
nerwowe pomiedzy neuronami, a takze mie-
dzy neuronami a komoérkami mieSniowymi
lub gruczotowymi. Neuromodulatory sa cza-
steczkami, ktore laczac sie z receptorami w
blonie pre- i/lub postsynaptycznej modulu-
ja neurotransmisje, ograniczajac lub nasila-
jac synteze i wydzielanie neurotransmiteréw,
czy regulujac liczbe receptorow dla neuro-
transmiteréw w blonie postsynaptycznej. Z
kolei neurohormony to hormony syntety-
zowane przez tkanke nerwowsa, wydzielane
przez komorki nerwowe, ktore dziatajac lo-

kalnie oraz na odleglos¢ modyfikuja struk-
ture i czynnos$¢ tkanek organizmu. Zdecy-
dowana wiekszoS¢ neuropeptydow odgrywa
role neuromodulatorow, ale moga takze pel-
ni¢ funkcje neurotransmiterow i neurohor-
monéw (DAHLIN 2005). Kompletny zestaw
neuropeptydow kodowanych przez geny da-
nego organizmu nazywamy jego neuropep-
tydomem. Rozdzielanie, identyfikacja oraz
ocena struktury i funkcji neuropeptydow
sa przedmiotem badan stosunkowo nowej
gatezi nauki okreslanej jako neuropeptydo-
mika (FALTH i wspélaut. 2007). Profil neuro-
peptydéw ulegajacych ekspresji zalezny jest
przede wszystkim od stanu fizjologicznego
organizmu oraz warunkow Srodowiska, w
ktorym zyje. Obecnie gléwna technika sto-
sowana w neuropeptydomice przy okreslaniu
profilu neuropeptydowego jest spektrometria
mas (ang. mass spectrometry, MS). Polega
ona na wykrywaniu skladu aminokwasowe-
go peptydéw w oparciu o stosunek masy do
ladunku, uprzednio zjonizowanych atomoéw
lub czasteczek. Z tego powodu jest jedna z
wiodacych technik umozliwiajacych jakoscio-
wa oraz iloSciowa ocene biosyntezy bialek i
peptydow (w tym neuropeptydow) ekstraho-
wanych z tkanek, a takze z pojedynczych
komoérek owadzich.

Ze wzgledu na podobienstwo funkcjonal-
ne systemow owadzich do ukladow kregow-
cow, przedstawiciele tej gromady stanowia
dogodny model do badan w zakresie funk-
cjonowania ukladu neuroendokrynowego, a
takze identyfikacji skladowych neuropepty-
domu (HARTENSTEIN 2006). Ponadto, wiele
neuropeptydow owadzich wykazuje wyrazne
podobienistwo zaréwno pod wzgledem struk-
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tury, jak i funkcji do odpowiednikow wy-
stepujacych u ssakow (NASSEL i WEGENER
2011). Identyfikacja neuropeptydow owa-
dzich oraz poznanie ich dzialania moze wiec
stworzy¢é naukowe podstawy do zaprojek-
towania peptydomimetykow wykorzystywa-
nych w medycynie do leczenia choréb u lu-
dzi. Peptydy dzialajace hamujaco na procesy
zwiazane z reprodukcja i pobieraniem po-
karmu, moga znalezé w przyszlosci zastoso-
wanie jako selektywne Srodki ograniczajace
liczebnos¢ owadow szkodliwych dla czlowie-
ka z medycznego lub gospodarczego punktu
widzenia.

UKEAD NEUROENDOKRYNOWY
OWADOW - BUDOWA I FUNKCJE

Neuropeptydy odgrywaja zasadnicza role
w regulacji proceséw fizjologicznych zarow-
no u owadow, jak i zdecydowanej wiekszosci
pozostalych gromad zwierzat (HARTENSTEIN
2006). Scista integracja uktadu nerwowego i
endokrynowego owadéw, warunkuje kontrole
nad procesami krotkotrwalymi, np. reakcja
walki lub wucieczki, oraz procesami dtugo-
trwalymi, zwiazanymi ze wzrostem, dojrze-
waniem czy metabolizmem (SCHMIDT-NIELSEN
2008). Gloéwne narzady wewnatrzwydzielni-
cze owadow tworza komorki neurosekrecyjne
zlokalizowane w moézgu i1 zwojach brzusz-
nego lancuszka nerwowego, a takze tkanki

gruczolowe, m.in. ciata kardialne (tac. corpo-
ra cardiaca, CC), ciatla przylegle (lac. corpora
allata, CA) oraz gruczoly protorakalne (ang.
prothoracic gland, PG). U muchowek CC, CA
i PG skupione sa w jeden kompleks, zwany
gruczolem pierscieniowym, ktéry okala prok-
symalne zakoniczenie naczynia grzbietowego.
Z kolei u przedstawicieli pozostalych rzedéow
owadow CC i CA sa oddzielnymi struktura-
mi lub tworza kompleks bez gruczolu pro-
torakalnego (NASSEL i WEGENER 2011). CC i
CA oraz zakonczenia komoérek neurosekre-
cyjnych znajdujace sie w bezposrednim kon-
takcie z naczyniem funkcjonuja jako narzad
neurohemalny (AGUI i wspoélaut. 1979, CAR-
ROW i wspoétaut. 1981). Kluczowa struktura
uktadu neuroendokrynowego, odpowiadajaca
za synchronizacje i koordynowanie procesow
wydzielania wewnetrznego, jest mozg. W jego
budowie wyrézni¢c mozna trzy czeSci: przo-
domoézgowie (tac. protocerebrum), Srodmo-
zgowie (tac. deutocerebrum) i tylomoézgowie
(tac. tritocerebrum). Konektywy laczace mozg
ze zwojem podprzelykowym tworza tzw. ob-
raczke okoloprzelykowa (HARTENSTEIN 2006).
Lokalizacja komoérek mneurosekrecyjnych w
mozgu jest zréznicowana, cho¢ u wszyst-
kich gatunkéw mozna wyrézni¢ wieksze ich
skupienia. Jedno w grzbietowo-przysrodko-
wej czeSci protocerebrum — pars intercere-
bralis (PI) oraz po jednej grupie komorek w
czeSci bocznej mozgu - pars lateralis (PL).
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy strukture ukladu neuroendokrynowego owada (wg HARTENSTEIN 2006).
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Produkty komoérek zlokalizowanych w PI i
PL stanowiace neurosekret, transportowa-
ne sa do kompleksu retrocerebralnego CC/
CA. Transport neurosekretu do CC przebie-
ga od komoérek intercerebralnych aksonami
skupionymi w nervi corporis cardiaci I (NCC
I) oraz aksonami komoérek lateralnych two-
rzacych nervi corporis cardiaci II (NCC II). Z
kolei bezposrednie polaczenie miedzy neuro-
nami moézgu a CA zapewniaja nervi corporis
allati I (NCA 1), zas ze zwojem podprzetyko-
wym, CA lacza sie poprzez nervi corporis al-
lati I (NCA 1) (Ryc. 1). W kompleksie retro-
cerebralnym nastepuje czasowa akumulacja
neurohormonéw, ktore nastepnie uwalniane
sa do hemolimfy. CC oprécz funkcji magazy-
nujacej zdolne sa do produkcji i wydzielania
wlasnych hormonéw (MARCINIAK i wspoétaut.
2011). Uklad neuroendokrynowy pelni kon-
trole nad prawidlowym przebiegiem proce-
sow fizjologicznych, regulujac homeostaze
calego organizmu owada (KODRIK 2008). Re-
gulacja ta oprécz indukowania procesu li-
nienia i metamorfozy charakterystycznej dla
owadow holometabolicznych przejawia sie m.
in. w kontroli uwalniania lub magazynowa-
nia lipidow i weglowodanéw w ciele tluszczo-
wym (EWER i wspoélaut. 1997, GADE i wspot-
aut. 1997). Wiele neuropeptydow wykazuje
dzialanie miostymulujace badz mioinhibicyj-
ne, regulujac kurczliwos¢ zaréwno miesni
trzewnych, jak i somatycznych (SCHOOFS i
NACHMAN 2006). Neuropeptydy odgrywaja
réwniez istotna role w regulacji behawio-
ru oraz procesie poszukiwania i pobierania
pokarmu (DILLEN i wspétaut. 2013). Zwigz-
ki te odpowiadajg takze za prawidlowy prze-
bieg diurezy, transport jonoéw, sklerotyzacje
i melanizacje kutikuli oraz procesy zwiaza-
ne z reprodukcja. Ponadto, jako kluczowe
czasteczki sygnalizacji neuroendokrynowej w
sposoOb istotny wplywaja na regulacje cyklu
okotodobowego, odbior sygnalow ze Srodowi-
ska, reakcje na stres, zdolnos¢ uczenia i za-
pamietywania oraz aktywnos¢ lokomotorycz-
na owadow. O wysokim stopniu specjalizacji
uktadu neuroendokrynowego w koordynowa-
niu proceséw zyciowych u owadow sSwiadczy
fakt, ze wiele neuropeptydéw wykazuje ple-
jotropowa funkcje fizjologiczna (MARCINIAK i
wspotaut. 2011).

KRYTERIA KLASYFIKACJI
NEUROPEPTYDOW OWADOW

Intensywne badania prowadzone w za-
kresie neuropeptydomiki owadoéw pozwolity
na identyfikacje znaczacej liczby neuropepty-
dow, ktore pogrupowano w odrebne rodziny.
Ze wzgledu na mozliwos¢ modulowania licz-
nych procesow fizjologicznych przez okreslo-
ny neuropeptyd, kategoryzacje funkcjonalng

zastapiono klasyfikacja strukturalna, opie-
rajaca sie na podobienstwie sekwencji ami-
nokwasowych (MARCINIAK i wspotaut. 2011).
Zblizona sekwencje aminokwasowa wykazuja
peptydy, ktére powstaly z tego samego bial-
ka prekursorowego, kodowanego przez kon-
kretny gen. Z uwagi na mozliwos¢ kodowa-
nia kilku biomolekul przez jeden gen, liczba
identyfikowanych neuropeptydéw przewyzsza
liczbe genow niezbednych do ich biosynte-
zy. Ponadto, u coraz wigkszej liczby owadow
identyfikowane sa kodowane przez te same
geny bioanalogi, wykazujace nieznaczne réz-
nice w sekwencji aminokwaséw (ALTSTEIN i
NASSEL 2010). Dodatkowo, w niektorych ro-
dzinach neuropeptydowych, oprocz peptydow
o kompletnej liczbie aminokwaséw, ziden-
tyfikowano formy skrocone, ktére rowniez
kodowane sg przez te same geny. Obecnie,
dzieki dynamicznemu rozwojowi technik
neuropeptydomiki, poznano sekwencje ami-
nokwasowe ponad kilkuset neuropeptydow
owadzich. Wedlug obowiazujacej od 2010 r.
nomenklatury strukturalnej pogrupowane sa
one w 32 rodzinach neuropeptydowych (Co-
AST i SCHOOLEY 2010). Jak dotad, skrécone
formy N-terminalnie wydluzonych odpowied-
nikéw stwierdzono w przypadku przedsta-
wicieli rodziny krotkich neuropeptydéow F
(ang. short neuropeptides F, sNPF). Sa to w
wiekszosci przypadkow undekapeptydy, czyli
peptydy skladajace sie z jedenastu amino-
kwasow o konserwatywnym C-terminalnym
motywie xPxLRLRFa. U Schistocerca grega-
ria zidentyfikowano dodatkowo dwie formy
skrécone N-terminalnie o trzy aminokwasy.
Jak wykazaly badania, oktapeptydowa forma
o identycznej sekwencji pojawia sie takze u
wielu innych gatunkéow owadow, m.in. Apis
mellifera czy Tribolium castaneum. Z kolei
sekwencje form ,kompletnych” u roéznych
gatunkow réznig sie trzema terminalnymi
aminokwasami N-konca. Prowadzone dotych-
czas badania wykazaly, ze formy: komplet-
na i skrécona moga w sposob istotny réznic
sie aktywnosScia fizjologiczna (DILLEN i wspo6l-
aut. 2013). Ze wzgledu na postepujacy roz-
woj technik stosowanych w badaniach nad
neuropeptydomem, zdefiniowana dotychczas
przynaleznosé¢ peptydow do poszczegdlnych
rodzin, moze podlegac zmianom. Przykltad
stanowia wspomniane wczeSniej neuropep-
tydy F, sNPF oraz miosupresyny, ktore po-
czatkowo traktowano jako wspéOlna rodzine
peptydow podobnych do FMRF-amidu (Phe-
-Met-Arg-Phe). Obecnie jednak tworza one
odrebne rodziny neuropeptydow, z powodu
braku pokrewienstwa przejawiajacego sie w
kodowaniu ich prekursorow przez odrebne
geny oraz w wiazaniu z odrebnymi recepto-
rami (COAST i SCHOOLEY 2010, NASSEL i WE-
GENER 2011).
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STRATEGIE STOSOWANE
W BADANIACH NEUROPEPTYDOMU
OWADZIEGO

Mimo iz historia badan nad peptydami
siega poczatku XX w., metody pozwalajace
na ich wydajna ekstrakcje i analize opra-
cowano stosunkowo niedawno. Nowocze-
sna aparatura, ktéra stanowi zaplecze tech-
niczne neuropeptydomiki, pozwala pokonac
wiekszos¢ trudnosSci zwiazanych z identyfi-
kacjg i badaniem roli neuropeptydow zwie-
rzat zaréowno kregowych, jak i bezkregowych
(SCHRADER i wspoétaut. 2014). W przypadku
bezkregowcow kluczowe znaczenie ma umie-
jetnos¢ oczyszczenia, a nastepnie praca z
niewielka iloscia analitu, ktéry stanowia ba-
dane neuropeptydy wyekstrahowane uprzed-
nio z okreslonych struktur uktadu neuroen-
dokrynowego.

W badaniach nad identyfikacja neuro-
peptydow wyrozni¢ mozna dwie zasadni-
cze strategie dotyczace sposobu pozyskiwa-
nia i analizy materialu (Ryc. 2). Pierwsza z
nich opiera si¢ na przygotowaniu ekstraktu
z wypreparowanej struktury ukladu neu-
roendokrynowego, frakcjonowaniu otrzyma-
nego ekstraktu, a nastepnie identyfikacji
neuropeptydow w poszczegolnych frakcjach
z wykorzystaniem spektrometrii mas (CLY-
NEN i wspotaut. 2003). W przeciwienstwie
do badan proteomicznych, gdzie identyfiko-
wane biatka poddaje sie wstepnemu trawie-
niu przy udziale trypsyny lub innych enzy-
mow proteolitycznych, analiza peptydow nie
uwzglednia etapu trawienia z udzialem pep-
tydaz. Dzieki temu mozliwa jest identyfikacja
natywnej sekwencji aminokwasowej neuro-
peptydéw wraz ze wszystkimi modyfikacjami

potranslacyjnymi (FRICKER i wspoétaut. 2006).
Nastepujaca po Smierci organizmu proteoliza
niewielkiej ilosci danego biatka nie stanowi
problemu w identyfikacji zachowanej czesci,
natomiast degradacja peptydu wystepuja-
cego w znacznie nizszych stezeniach, moze
W sposob istotny wplyna¢ na wynik anali-
zy (CLYNEN i wspétaut. 2003). Bardzo cze-
sto mniejsze frakcje bedgce wynikiem frag-
mentacji danego biatka, wykazuja silniejszy
sygnatl niz obecne w tym samym ekstrak-
cie peptydy. Problem ten mozna zniwelowac
izolujac tkanki charakteryzujace sie wysoka
zawartoscig peptydow przy jednocze$Snie ni-
skim poziomie enzymoéw degradujacych (DE-
SIDERIO 1999, CHE i FRICKER 2005). Innym
rozwigzaniem jest zastosowanie kolumny
powinowactwa w celu oddzielenia peptydow
od produktéow posrednich degradacji bia-
lek. Alternatywny sposob stanowi ekstrakcja
peptydow potaczona z natychmiastowg inak-
tywacja proteaz odpowiedzialnych za gene-
rowanie fragmentéw bialtka, utrudniajacych
interpretacje wynikéw. Ponadto, obecnosé
grupy amidowej na C-koncu wielu peptydow
pozwala natychmiast odr6zni¢ je od pofrag-
mentowanych sekwencji biatek, ktore nie
wykazuja tego rodzaju modyfikacji (FRICKER
i wspotaut. 2006). Do rozdzialu skladnikow
badanej probki (ekstraktu) najczesciej stosu-
je sie wysokosprawna chromatografie cieczo-
wa i elektroforeze kapilarna (HORGAN i KEN-
Ny 2011). W neuropeptydomice do separacji
neuropeptydow (1-10 kDa) nie wykorzystuje
sie natomiast elektroforezy dwuwymiarowej,
ktéra bardzo dobrze sprawdza sie w roz-
dziale bialek o masie 10-200 kDa i punkcie
izoelektrycznym pomiedzy 4 a 10. Klasyczna

P—

Ryc. 2. Strategie stosowane w neuropeptydomice do identyfikacji neuropeptydow:

Izolacja tkanki (1), Izolacja pojedynczej komorki (2a), Przygotowanie ekstraktu/roztworu ekstrakcyjnego (2b), Frakcjo-
nowanie otrzymanego ekstraktu metoda elektroforezy kapilarnej (3), Pobranie frakcji zawierajacej neuropeptydy (4),
Naniesienie pojedynczej komorki lub fragmentu ekstraktu na matryce spektrometru masowego (5), Analiza widma

masowego (6).
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Ryc. 3. Spektrum masowe (MALDI-TOF) otrzymane przez bezposrednie profilowanie tkanki (peptydowy
odcisk palca) odwlokowego nerwu segmentalnego chrzaszcza Zophobas atratus.

Ustawienia zoptymalizowano dla peptydéw o nizszym zakresie stosunku m/z: 600-3500.

procedura oczyszczania i rozdzialu pepty-
dow polegala na seryjnym poddaniu homo-
genatu chromatografii cieczowej. Rozdzielone
peptydy poddawane sa nastepnie procedurze
sekwencjonowania. Poczatkowo sekwencje
aminokwasowe peptydoéw ustalano metodg
degradacji Edmana, polegajaca na sukce-
sywnym odlaczaniu oznakowanych amino-
kwasow z N-konca czgsteczki peptydu. Pro-
cedura ta jest jednak bardzo czasochlonna i
wymaga duzej iloSci materialu biologicznego
(CLYNEN i wspotaut. 2003). Z tego wzgledu
pierwsza izolacja owadziego neuropeptydu,
proktoliny, wymagata wykorzystania 125.000
karaczanoéw Periplaneta americana (STARRAT
i BROWN 1975). Obecnie dzieki wprowadze-
niu bardziej precyzyjnych technik, wiarygod-
ne wyniki uzyskuje sie ograniczajac jedno-
czes$nie liczbe osobnikow badanego gatunku
modelowego.

Druga strategia =zaklada analize neu-
ropeptydéw bezposrednio w tkankach bez
wczesniejszej ekstrakcji (Ryc. 2). Polaczenie
metody polegajacej na znakowaniu komo-
rek i techniki MS, umozliwia charakterysty-
ke neuropeptydomu na poziomie pojedyn-
czych neuronow. Dzieki tej metodzie mozli-
wa jest identyfikacja skladu neuropeptydow
w obrebie calych gruczotéow, np. CC, CA
lub PG (NEUPERT i PREDEL 2005). Uzyska-
ne w ten sposéb widmo masowe okresla-

ne jest mianem peptydowego odcisku palca
(ang. peptide fingerprint) tkanki/komorki
(Ryc. 3). Ograniczenie analizy do konkret-
nych komorek, typow komoérek neurosekre-
cyjnych oraz tkanek gruczolowych pozwala
okresli¢ ich funkcje na tle pozostatych skla-
dowych ukladu neuroendokrynowego. Sta-
nowi to punkt wyjsScia dla dalszych badan
nad rola neuropeptydow syntetyzowanych
w komoérkach wyznakowanych immunocyto-
chemicznie (FRICKER i wspétaut. 2006). Za-
stosowanie takiej strategii dalo mozliwos¢
identyfikacji w ostatniej dekadzie ponad 450
neuropeptydow bezkregowcow oraz otwo-
rzylo nowe perspektywy efektywnej analizy
neuropeptydoméw kolejnych gatunkow owa-
dow. Poczatkowo okreslanie profilu neuro-
peptydowego pojedynczych komoérek stoso-
wano w odniesieniu do organizméw krego-
wych (HUMMON i wspélaut. 2006). Z czasem,
sktad neuropeptydéw zaczeto analizowac
rowniez w pojedynczych neuronach bezkre-
gowcOow. Pierwsze opublikowane wyniki do-
tyczyly badan przeprowadzonych na mie-
czakach morskich i stodkowodnych, takich
jak odpowiednio Aplysia californica i Lymnea
stagnalis. Ze wzgledu na stosunkowo duza
wielko§¢ neuronoéw oraz wzglednie nieskom-
plikowana budowe ukladu nerwowego, or-
ganizmy te stanowia dogodny model do ba-
dan w zakresie neuropeptydomiki (CLYNEN
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i wspétaut. 2003). Analize neuropeptydomu
dla zidentyfikowanych pojedynczych neuro-
néw owada po raz pierwszy przeprowadzono
w oparciu o MS i znakowanie dekstranem
tetrametylorodaminy. U karaczana P. ameri-
cana w kazdej z oSmiu analizowanych tylno-
bocznych komoérek nerwowych zwoju meta-
torakalnego uzyskano wysoce powtarzalne
widma masowe dwudziestu jeden neuro-
peptydéw z rodziny peptydow podobnych
do FMRF-amidu (NEUPERT i PREDEL 2005).
Wspélczesne podejscie neuropeptydomiki nie
ogranicza sie do badan profilu peptydowego
pojedynczych komorek, ale koncentruje sie
rowniez na analizie skladu struktur subko-
morkowych. Ocena zawarto$ci pecherzykow
o duzej gestosci, w ktérych transportowane
sg neuropeptydy, pozwala na uzyskanie in-
formacji dotyczacych biosyntezy, zatadunku i
przemian tych zwigzkow. W obrebie jednego
pecherzyka wykry¢ mozna kilka produktow
odrebnych genéw, ulegajacych koekspresji w
okreslonym stanie fizjologicznym organizmu.
Pecherzyki o Srednicy 1 pm, to jak dotad
najmniejsze probki biologiczne profilowane
z wykorzystaniem MS (CLYNEN i wspoétaut.
2003). Badanie organelli odgrywajacych role
w szlakach wydzielniczych poszerza wiedze
na temat sygnalizacji wewnatrz- i miedzyko-
morkowej, w ktorej uczestnicza neuropepty-
dy (PREDEL 2001).

Inne podejscie metodologiczne, polegajace
na obrazowaniu réznic w profilu neuropep-
tydowym hemolimfy owadéw kontrolnych i
poddanych dziataniu okreslonego czynnika,
daje mozliwo$¢ oceny zmian ekspresji genow
dla neuropeptydéw zaangazowanych w odpo-
wiedz fizjologiczng. Przykladem takiej analizy
moze byc¢ badanie profilu neuropeptydow od-
powiadajacych za reakcje immunologiczne w
hemolimfie D. melanogaster, indukowanych
stymulacja ukladu odpornosciowego poprzez
wprowadzenie komorek bakteryjnych Staphy-
lococcus aureus (CLYNEN i wspotaut. 2003).
Udoskonalenie obecnych strategii badaw-
czych pozwoli zwiekszy¢ dynamike badan
neuropeptydoméw owadow i znacznie ulatwi
analize na ograniczonych iloSciach materia-
hu biologicznego. Najnowsze strategie iden-
tyfikacji i opisu neuropeptydoméw nie tyl-
ko owadow, ale takze innych bezkregowcow,
zakladaja analize MS w oparciu o badanie
transkryptoméw komoérek/gruczotéow neu-
roendokrynowych. Pozwala to na dokladne
okreslenie wszystkich neuropeptydow synte-
tyzowanych u badanego gatunku w danym
stanie fizjologicznym. Neuropeptydomika nie
jest wiec galezia nauki odseparowana od
pozostalych dziedzin, ale ich integralng cze-
Scia, wykorzystujaca dane z analiz genomi-
ki i transkryptomiki (ONS i wspélaut. 2016,
ZATYLNY-GAUDIN i wspoélaut. 2016). Zidenty-

fikowane sekwencje aminokwasowe neuro-
peptydow podlegaja nastepnie archiwizacji w
bazach danych tworzac biblioteki neuropep-
tydowe (ALTSTEIN i NASSEL 2010). Oprécz wy-
krywania neuropeptydéw wraz z ich modyfi-
kacjami potranslacyjnymi, dazy sie takze do
identyfikacji sekwencji receptoréow, z ktérymi
lacza sie wykryte neuropeptydy (LEE 2016).

SPEKTROMETRIA MAS W
NEUROPEPTYDOMICE OWADOW

Istota MS jest wykonanie widma maso-
wego w pelnym zakresie stosunku masy
do tadunku elektrycznego (m/z obojetnych
pierwotnie czasteczek, polaczone najczesciej
z fragmentacja jonéw macierzystych. Bar-
dzo wysoka czulos¢ tej techniki sprawia, ze
stanowi ona optymalne narzedzie do analizy
wysoce ztozonych zwigzkow i ich mieszanin.
Ocena wynikow dokonywana jest na podsta-
wie interpretacji uzyskanego finalnie widma
masowego (HORGAN i KENNY 2011). Pomimo
roznic w konstrukcji poszczegolnych spek-
trometrow mas, jak i stosowanych procedu-
rach zaleznych m.in. od rodzaju analizowa-
nych czasteczek (biatek, peptydow lub meta-
bolitow), w kazdym spektrometrze wyroznic
mozna stale elementy budowy. Naleza do
nich: uklad wprowadzania prébki, generator
jonow, analizator m/z, detektor, rejestrator i
analizator danych (Ryc. 4).

Pierwszym etapem procedury badawczej
jest jonizacja badanej probki, ktora umozli-
wia nastepnie odchylenie strumienia uzyska-
nych jonéw w polu elektrycznym. Panujaca
wewnatrz ukladu préznia, dzieki ktérej w
ruch obdarzonych tadunkiem czasteczek nie
ingeruja gazy, uzaleznia trajektorie wiazki
jonow wylacznie od oddzialywania z polem
elektrycznym. Uformowana wiazka kierowa-
na jest nastepnie do analizatora mas, gdzie

jony cieikie Z*

jony posrednie Y~
detektor

jony lekkie X*

Zrodlo pola
elekiromagnetycznego

\/Qd wprowadzania probki

Ryc. 4. Ogélna budowa spektrometru mas.
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nastepuje rozdzielenie jonow wedlug stosun-
ku ich masy do ladunku. Sygnal pradu jo-
nowego jest ostatecznie przeksztalcany przy
udziale detektora w sygnat elektryczny, re-
jestrowany i wizualizowany w postaci widma
masowego. Obrazuje ono czestosé wykrywa-
nia przez detektor jonéw o okreslonym sto-
sunku masy do ladunku (HEBDA 2009).

O zaawansowaniu technologicznym spek-
trometrii mas $wiadczy m.in. réznorodnosc¢
technik jonizacji oraz analizy badanych
zwiazkow. Wyroznia sie dwie podstawo-
we metody jonizacji czasteczek: ,miekka” i
stwarda”. Do jonizacji biomolekut, takich jak
neuropeptydy, stosuje sie metode miekka,
podczas ktérej tworzy sie jedynie jon mole-
kularny (czasteczkowy). Z kolei podczas jo-
nizacji twardej, czasteczka np. kwasu orga-
nicznego rozpada sie na mniejsze fragmen-
ty tzw. jony potomne (PORTOLES i wspotaut.
2011). Wsréd nowoczesnych metod genero-
wania jonow najczesSciej stosowana w neu-
ropeptydomice jest desorpcja laserowa z
udzialem matrycy (ang. matrix assisted laser
desorption and ionisation, MALDI) oraz elek-
trorozpylanie (ang. electrospray ionisation,
ESI). MALDI zaliczana jest do lagodnych
metod jonizacji, podczas ktorej nie dochodzi
do fragmentacji czasteczek (ProDzICH 2013).
Matryca posiadajaca zdolno$sé do absorpcji
energii wiazki lasera, przekazuje ja nastep-
nie badanej substancji. PoSrednictwo matry-

cy w transmisji energii, zabezpiecza probke
przed rozkladem. Z kolei istota ESI jest do-
prowadzenie do jonizatora badanej substan-
cji w mieszaninie wody i lotnego zwiazku,
celem przeprowadzenia jej w stan aerozolu.
Kolejny etap polega na odparowaniu roz-
puszczalnika z mikroskopijnych kropel w
komorze prézniowej do momentu, w kto-
rym z wyjsciowej kropli pozostanie wylacznie
analizowana czasteczka. Mimo iz procedura
ESI, podobnie jak MALDI, nie doprowadza
do rozpadu peptydow, zapewnia wieksza
precyzyjnos¢ ze wzgledu na mozliwos¢ obda-
rzenia analizowanych czasteczek wigcej niz
trzema ladunkami. Umozliwia to uzyskanie
sygnalu przy istotnie mniejszych wartosciach
m/z, pozwalajac na zastosowanie analizato-
ra o nizszym spektrum mas i wygenerowa-
nie odpowiedniego widma masowego (MEULE-
MAN i wspoétaut. 2008, BANERJEE i MAZUMDAR
2012).

Do alternatywnych metod warunkujacych
powstawanie jonéow w MS naleza réwniez
termorozpylanie (ang. termospray, TE), joni-
zacja chemiczna (ang. chemical ionisation,
CI), bombardowanie szybkimi atomami (ang.
fast-atom bombardment, FAB), bombardowa-
nie jonami (ang. secondary ion mass spec-
trometry, SIMS), klasyczna desorpcja lase-
rowa (ang. laser desorption, LD), jonizacja
chemiczna pod cisnieniem atmosferycznym
(ang. atmospheric pressure chemical ionisa-
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Ryc. 5. Spektrum fragmentacyjne jonu o stosunku m/z 1274,7.

Oznaczono jony fragmentacyjne pozwalajace na okreslenie sekwencji aminokwasowej KIGKMVSFPRIa charaktery-
stycznej dla peptydu Zopat-PVK-2 (peptydy z rodziny CAPA) wystepujacego u chrzaszcza Zophobas atratus.
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tion, APCI), jonizacja w plazmie wzbudzone;j
indukcyjnie (ang. inductively coupled pla-
sma, ICP) oraz jonizacja elektronami (ang.
electron ionisation, EI). APCI, ICP oraz EI
jako metody jonizacji twardej nie sa wyko-
rzystywane do identyfikacji biomolekutl, ta-
kich jak peptydy, ktére nie powinny ulegac
fragmentacji podczas analizy. Ponadto, ICP i
EI nie nadaja sie¢ do analizy zwiazkow nie-
trwalych termicznie (HORGAN i KENNY 2011).
Roéznorodnosci technik jonizacji odpo-
wiada szeroki wachlarz sposobow analizy,
okreslony przez budowe analizatoréw. Do
najczesciej wykorzystywanych nalezy analiza-
tor czasu przelotu (ang. time of flight, TOF)
stosowany rownolegle z jonizatorem MALDI.
Zasada dzialania TOF polega na pomiarze
czasu uzaleznionym od m/z dla translokacji
jonéw z jonizatora do detektora.
Identyfikacje konkretnych sekwencji ami-
nokwasowych umozliwia tandemowa spek-
trometria mas (ang. mass spectrometry/
mass spectrometry, MS/MS), bedaca wyni-
kiem polaczenia dwoch analizatoréw TOF. W
tym przypadku jony pierwotne po wstepne;j
analizie fragmentowane sa do postaci jonéw
potomnych, ktorych czas przelotu mierzo-
ny jest przez drugi analizator (GOGICHAEVA
i wspétaut. 2007). Do fragmentacji docho-
dzi na skutek przerywania wigzan peptydo-
wych, indukowanego zderzeniami czgsteczek
(Ryc. 5). Fragmentacja biatek zachodzi w
nastepstwie indukcji zderzeniowej (ang. col-
lision-induced dissociation, CID), indukcji
rozpadu z wychwytem elektronéw (ang. elec-
tron-capture dissociation, ECD) lub rozpa-
du z transportem elektronéw (ang. electron-
-transfer dissociation, ETD) (ELVIRI 2012).
Inny rodzaj roéwnie popularnego analizatora
stanowi analizator kwadrupolowy (ang. qu-
adrupole, QP). Tworza go cztery symetrycz-
nie rozmieszczone roéwnolegle prety, prze-
puszczajace jony o konkretnej wartosci m/z.
Do pretow tworzacych kwadrupol przyklada-
ny jest prad zmienny o ustalonym napieciu
oraz czestotliwosci. Spektrum jonéw filtro-
wanych na podstawie masy mozna zmini-
malizowa¢ lub zmaksymalizowaé¢ regulujac
napiecie pradu lub liczbe kwadrupoli. Anali-
zator ten stosowany jest najczesciej w spek-
trometrach wyposazonych w jonizator ESI
(BANERJEE i MAZUMDAR 2012). Alternatyw-
na mozliwoscia bardzo czulego analizatora
o podobnej zasadzie dzialania jest pulapka
jonowa (ang. ion trap, IT). W zaleznosci od
parametrow pradu przytozonego do elektrod,
w pulapce jonowej mozna uwiezi¢ jony o
okreslonej wartosci m/z. Znajdujace sie we-
wnatrz pulapki atomy helu pod ci$nieniem,
zderzajac sie z jonami spowalniaja ich ruch,
utrudniajac tym samym ucieczke z pulapki.
Dodatkowo jony w stanie wzbudzonym moga

ulegac¢ fragmentacji w wyniku zderzen z ato-
mami helu (XU i wspoétaut. 2009). Do réw-
nie popularnych analizatoréow m/z naleza:
sektor magnetyczny (ang. magnetic sector,
SM), sektor elektryczny (ang. electric sec-
tor, SE), liniowa pulapka jonowa (ang. linear
trap quadrupole, LTQ), analizator cyklotro-
nowego rezonansu jonow (ang. ion cyclotron
resonance, ICR), analizator cyklotronowego
rezonansu jonéw z fourierowska transfor-
macja wynikow (ang. fourier transform ion
cyclotron resonance, FT-ICR), oraz orbitrap
(orbitrap, OT). FT-ICR w przeciwienstwie do
innych analizatoréw nie niszczy wygenero-
wanych jonow, dzieki czemu moga by¢ one
poddane dalszej analizie w innych warun-
kach (HORGAN i KENNY 2011). Uzyskane na
podstawie analizy widm masowych wyniki,
po wprowadzeniu do specjalistycznego opro-
gramowania, porownywane sa nastepnie z
sekwencjami znanych neuropeptydoéw. Prze-
szukiwanie baz danych odbywa sie najcze-
Sciej z zastosowaniem wyszukiwarek typu
Mascot, SEQUEST, X! Tandem, Peaks Stu-
dio czy ProSight PC (LEE 2016). Réznorod-
nos$¢ jonizatorow, analizatorow i detektoréow
jonow zestawianych w sposob umozliwiaja-
cy optymalne wykorzystanie ich potencjatu,
wraz z zaawansowanymi metodami rozdziatu
mieszanin, a takze rosnacymi zasobami da-
nych i mozliwosSciami obliczeniowymi kom-
puterow umozliwia precyzyjng identyfikacje
neuropeptydow bez koniecznosci predykcji
ich sekwencji aminokwasowej a priori. Sytu-
uje to spektrometrie mas na czele stosowa-
nych obecnie technik neuropeptydomiki.

OWADY O ZNANYM
NEUROPEPTYDOMIE

Identyfikacja skladowych neuropepty-
domu zwierzecych modeli badawczych po-
zwala Sledzi¢ wystepowanie rodzin neu-
ropeptydowych w obrebie poszczegolnych
typow zwierzat (ZHANG i wspoétaut. 2014).
Rozwoj technik rozdzialu i detekcji neuro-
peptydow umozliwia obecnie identyfikacje
tego rodzaju neuromolekul u owadoéw, ni-
welujac dotychczasowe ograniczenia wyni-
kajace z niewielkich rozmiarow wiekszosci
gatunkéw. Do najlepiej poznanych rodzin
neuropeptydow owadow naleza: pirokini-
ny, miosupresyny, sulfakininy, tachykininy,
peptydy adypokinetyczne, neuropeptydy F,
kréotkie neuropeptydy F, allatotropiny i al-
latostatyny, a takze peptydy regulujace roz-
wo6j i linienie (MARCINIAK i wspoétaut. 2011,

SLOCINSKA 1 wspolaut. 2015). Neuropepty-
dy bedace przedstawicielami tych rodzin
identyfikowane sa najczeSciej podczas

analizy neuropeptydomu owadow. Prowa-
dzone dotychczas badania w zakresie neu-
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Tabela 1. Owady o znanym neuropeptydomie.

Liczba zidentyfikowanych

Gatunek neuropeptydow Zrédto

Aedes aegypti 75 PREDEL i wspétaut. 2010
Anopheles gambiae 45 RIEHLE i wspétaut. 2002
Apis mellifera 158 HAN i wspétaut. 2015
Bombyx mori 45 ROLLER i wspoétaut. 2008
Calliphora vomitoria 31 NeuroPep

Camponotus floridanus 39 SCHMITT i wspotaut. 2015
Chilo suppressalis 51 XU i wspotaut. 2016
Delia radicum 40 ZOEPHEL i wspotaut. 2012
Diploptera punctata 22 NeuroPep

Drosophila melanogaster 42 YEW i wspoétaut. 2009
Galleria mellonella 14 NeuroPep

Glossina morsitans 51 CAERS i wspoétaut. 2015
Gryllus bimaculatus 12 NeuroPep

Helicoverpa armigera 10 NeuroPep

Helicoverpa zea 12 NeuroPep

Heliothis virescens 50 BERG i wspoétaut. 2007
Leptinotarsa decemlineata 12 NeuroPep

Locusta migratoria 52 CLYNEN i SCHOOFS 2009
Lucilia cuprina 45 RAHMAN i wspoétaut. 2013
Manduca sexta 34 NeuroPep

Mastotermes darwiniensis 163 CHRISTIE 2015

Musca domestica 17 NeuroPep

Nasonia vitripennis 51 HAUSER i wspoétaut. 2010
Neobellieria bullata 18 VERLEYEN i wspotaut. 2004
Periplaneta americana 59 NeuroPep

Rhodnius prolixus 42 ONs i wspotaut. 2009
Schistocerca gregaria 44 CLYNEN i SCHOOFs 2009
Tribolium castaneum 80 L1 i wspotaut. 2008

ropeptydomiki pozwolily zdefiniowac liczbe
neuropeptydéw tworzacych neuropeptydomy
okreslonych gatunkéw owadéw. W ostat-
nim dziesiecioleciu nastapil znaczny wzrost
liczby publikacji dotyczacych badan nad
neuropeptydomem, ktore stanowia jednak
niewielki odsetek artykuléw publikowanych
na temat analiz proteomicznych (SCHRADER
i wspolaut. 2014). Co wiecej, wsrod pu-
blikacji z zakresu neuropeptydomiki tylko
niewielka czes¢ dotyczy owadzich modeli
badawczych. Z dostepnych zrédet informa-
cji jakim sa bazy danych, mozna uzyskaé
szybko ocene stanu wiedzy na temat liczby
i typu neuropeptydow zidentyfikowanych u
danego gatunku owada (Tabela 1). Przykla-
dem jest stosunkowo nowa baza NeuroPep,
przy pomocy ktorej okreslic mozna liczbe,
nazwy, sekwencje aminokwasowe oraz przy-

naleznos$¢ neuropeptydéw do konkretnej ro-
dziny. Jednak, podobnie jak w przypadku
publikacji naukowych, przeszukiwanie baz
danych roéwniez wskazuje na deficyt infor-
macji dotyczacych skladu neuropeptydowe-
go u przedstawicieli poszczegbélnych rodza-
jow owadéw. Ze wzgledu na ogromna licz-
be oraz istotny wplyw wielu gatunkéw na
Srodowisko i zycie czlowieka, coraz wiecej
uwagi koncentruje sie¢ na poznaniu mecha-
nizméw regulujacych procesy fizjologiczne
wliczajac czasteczki regulatorowe. Przyklad
tego rodzaju dzialan stanowi dlugotermi-
nowy ,Manhattan Project of Entomology”,
okreslany réwniez jako ,iSk”. Celem badan
prowadzonych w ramach tego projektu jest
zsekwencjonowanie przez zespoly na catym
Swiecie genomoéw 5000 gatunkow stawono-
gow, w tym owadow o priorytetowym zna-
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Tabela 2. Neuropeptydy owadéw wykazujace homologie do hormonéw kregowcéw (wg TAGHERT i VEEN-
STRA 2003, FONAGY 2006, HARTENSTEIN 2006, VAUDRY i wspoétaut. 2009, COAST i SCHOOLEY 2010, MAR-

CINIAK i wspotaut. 2011, REYNOLDS 2013).

Neuropeptyd owadzi Homolog kregowcow Funkcja

Allatostatyny Statyny/Somastatyna/Galanina Inhibicja syntezy i wydzielania hormonéw z cor-
pora allata/przedniego plata przysadki mozgo-
wej

Allatotropiny Liberyny/Somatotropina Stymulacja corpora allata/przedniego plata
przysadki mozgowej do biosyntezy i sekrecji
hormonoéw

Hormony adypokinetyczne Glukagon Uwalnianie substratéw energetycznych do ptly-

Hormony adypokinetyczne/ko- Gonadoliberyny
razonina

Neuropeptydy F i krotkie neu- Neuropeptydy Y
ropeptydy F
Peptyd insulinopodobny Insulina

Inotocyna Wazopresyna/Oksytocyna

Peptydy diuretyczne podobne Kortykoliberyna
do kortykoliberyny

Sulfakininy Cholecystokinina
Tachykinino-podobne peptydy Substancja P

noéw ustrojowych (hemolimfy/krwi)

Regulacja wzrostu i rozwoju oraz rozmnazania

Regulacja procesow zwiazanych z odzywianiem,
modulowanie aktywnosci kurczliwej miesni
przewodu pokarmowego

Obnizanie poziomu substratéow energetycznych
w plynach ustrojowych (hemolimfie/krwi)
Regulacja proceséw zwiazanych z diureza, regu-
lacja skurczow miesni

Zwiekszenie funkcji sekrecyjnych przez cewki
Malpighiego, stymulacja uwalniania kortykotro-
piny

Hamowanie pobierania pokarmu

Stymulowanie kurczliwosci miesni gladkich jelit

Peptydy CAPA Neuromedyna U Stymulacja skurczéw miesni trzewnych
Peptydy podobne do FMRFa- Peptydy z rodziny RFamidu Regulacja skurczow serca i miesni trzewnych
midu

Peptydy diuretyczne podobne Kalcytonina
do kalcytoniny

Regulacja proceséw osmotycznych

czeniu dla czlowieka. Jak dotad do iden-
tyfikacji neuropeptydomu nominowano 703
gatunki owadow, w tym 256 z rzedu Hyme-
noptera oraz 63 gatunki stawonogoéw z pod-
typu Chelicerata, 25 gatunkéw z podtypu
Crustacea i 6 gatunkéw z podtypu Myria-
poda (EvANs i wspélaut. 2013). Realizacja
projektu iSk pozwoli zidentyfikowaé geny
kodujace m.in. neuropeptydy owadow.

Jak dotad najlepiej poznano neuropep-
tydomy owadow, ktore wykorzystywane sa
jako organizmy modelowe w badaniach eks-
perymentalnych. Istotne jest réwniez to, ze
znacznie wiecej informacji uzyskaé¢ mozna
na temat skladu neuropeptydowego owa-
dow o odpowiednio duzych rozmiarach, w
przypadku ktérych izolacja struktur ukla-
du neuroendokrynowego jest latwiejsza. U
wiekszosci owadow konstytutywny zestaw
neuropeptydéw odpowiedzialnych za regula-
cje podstawowych procesow fizjologicznych
jest bardzo podobny. Niemniej jednak, zi-

dentyfikowane neuropeptydy mimo przyna-
leznosci do jednej rodziny oraz pelnienia
tej samej funkcji fizjologicznej, czesto wy-
kazuja roznice w sekwencji aminokwasowej
w zaleznosci od gatunku owada (CLYNEN i
SCHOOFs 2009, NASSEL i WEGENER 2011).
Ponadto, wiele owadéw zyjacych w Srodo-
wiskach o niesprzyjajacych warunkach po-
siada unikatowe neuropeptydy zapewniajace
im odpowiednie przystosowanie na drodze
adaptacji, warunkujgce przetrwanie organi-
zmu (DAVIES i wspoétaut. 2014, TERHZAZ i
wspotaut. 2015).

ZNACZENIE BADAN NAD
NEUROHORMONALNA REGULACJA
PROCESOW ZYCIOWYCH U OWADOW

Udowodnienie w wielu biotestach klu-
czowej roli ukladu neuroendokrynowego w
regulacji procesow fizjologicznych u owa-
dow motywowalo badaczy do identyfikacji
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i ustalania funkcji (bardzo czesto plejotro-
powej) wielu neuropeptydéw, co ostatnio
stanowi szczegéOlnie szybko rozwijajacy sie
kierunek badan. Pierwsze prace nad re-
gulacja proceséw zyciowych owadow przez
neuropeptydy mialy miejsce juz na poczat-
ku XX w. Glowna strategia prowadzonych
doswiadczen opierala sie wtedy na usuwa-
niu poszczegolnych struktur wydzielajacych
hormony, a nastepnie obserwacji morfolo-
gii i behawioru oraz monitorowaniu fizjo-
logii owada. Juz w 1917 r. polski pionier
neuroendokrynologii owadow, Stefan Kopec,
dowiodl, ze przewiazka zaglowowa zaci$nie-
ta miedzy glowa a tulowiem gasienicy Ly-
mantria dispar uniemozliwia jej metamorfo-
ze. Wykazal on tym samym, ze moézg owa-
da wydziela zwiazki, ktére dziatajg nie tyl-
ko lokalnie, ale wywieraja takze wplyw na
odleglte narzady (KopEC 1917, 1922). Mimo
odkrycia endokrynowego dzialania hormo-
noéow peptydowych, nie podejrzewano wtedy
jak duze podobienstwo w zakresie struk-
tury i funkcji ukladu neuroendokrynowego
laczy owady i kregowce. Analogie pomiedzy
funkcjonowaniem ukladu retrocerebralne-
go owadow i ukladem podwzgorze-przysad-
ka moézgowa kregowcow wykryto dopiero
kilkanascie lat poézniej (HARTENSTEIN 2006,
DE LooF i wspoétaut. 2012). Ponadto, wie-
le neuropeptydéw owadzich posiada cechy
funkcjonalne ich odpowiednikéw u kregow-
cow (Tabela 2). Niektore z nich wykazujg
rowniez podobienstwo strukturalne w za-
kresie sekwencji C-terminalnej oraz modyfi-
kacji potranslacyjnych. Przykladowo, ziden-
tyfikowane u owadéw neuropeptydy tworza-
ce rodzine NPF uznane zostaly za homo-
logi neuropeptydéw Y (ang. neuropeptides
Y, NPY), ktore wystepuja u kregowcow.
W przypadku D. melanogaster i czlowieka
neuropeptydy te tworza 36-aminokwasowg
sekwencje o wspélnym C-terminalnym mo-
tywie RX RX,, gdzie dla NPF X =V a X, =F,
natomiast dla NPY X =Q a X =Y (NASSEL i
WEGENER 2011). Fenyloalanine (F) i tyro-
zyne (Y) roézni jedynie grupa hydroksylowa
znajdujaca sie w pozycji para niepolarnego
pierscienia aromatycznego tyrozyny. W obu
przypadkach aminokwas znajdujacy si¢ na
C-koncu jest zmodyfikowany przez przyla-
czenie grupy amidowej, ktorej obecnosc¢ jest
niezbedna dla aktywnosci fizjologicznej tych
neuropeptydow (BOBINSKA i wspotaut. 2008).
Polega ona przede wszystkim na regulacji
procesow zwiazanych z odzywianiem (wzma-
ganie pobierania pokarmu), modyfikowa-
niu aktywnosci kurczliwej miesni poszcze-
g6lnych odcinkéw przewodu pokarmowego,
kontroli rytmoéw okolodobowych i procesow
zwiazanych z zapamietywaniem, a takze na
modulacji reakcji lekowych (NASSEL i WE-

GENER 2011). Podobienstwo pomiedzy NPF
i NPY sprawia, ze wykorzystanie owadéw
jako organizméw modelowych do badan
biomedycznych w zakresie neuroendokryno-
logii moze dostarczy¢ wymiernych efektow
w postaci nowych biotestéw do analizowa-
nia mechanizmoéw zwigzanych z regulacja
pobierania pokarmu u zwierzat. To tylko
jeden z wielu potwierdzonych przyktadow
strukturalno-funkcjonalnych analogii pomie-
dzy neurohormonalna koordynacja procesow
zyciowych u owadow i kregowcoéw. Sugeruje
to wiele potencjalnych mozliwosci wykorzy-
stania takich biotestow rowniez do badania
procesow rozwoju schorzen zwigzanych
z ukladem  wydzielania wewnetrznego.
Poznanie neuropeptydomu owadziego oraz
roli poszczegblnych jego komponentow moze
okazac¢ sie w przyszlosci pomocne przy za-
projektowaniu antagonistow 1 agonistéw
receptorow ssaczych w celu ograniczenia
zaburzen wzrostu i rozwoju, lokomocji, re-
akcji na bodzce, gospodarki wodno-elektro-
litowej, metabolizmu, proceséw zwigzanych
z reprodukcja oraz innych patologii o pod-
lozu neuroendokrynowym (GRUBER 2014).
Zainteresowanie badaczy funkcjami owa-
dzich neuropeptydéw nie ogranicza sie je-
dynie do wykorzystania ich w przemysle i
poszukiwania nowych farmaceutykow. Poza
tym doswiadczenia przeprowadzone z wyko-
rzystaniem neuropeptydow regulujacych od-
zywianie u owadow oraz peptydow dziatajg-
cych gonadoinhibicyjnie sugeruja mozliwosé
opracowania specyficznych peptydomimety-
kow, ktére moga zostaé wykorzystane jako
bioinsektycydy (GADE i GOLDSWORTHY 2003,
FoNnaGgy 2006). Stosowane obecnie $rod-
ki fosforoorganiczne dzialajace owadobodjczo
sa inhibitorami cholinoesteraz. Oddzialujac
na plytki motoryczne wywotuja ostatecznie
paraliz mies$ni, przy czym ich dzialanie nie
jest specyficzne tylko wzgledem owadow.
Ponadto, przedostajac sie do woéd grun-
towych powoduja powazne skazenie wody
azotanami, fosforanami oraz zwiazkami or-
ganicznymi dzialajacymi toksycznie na ro-
Sliny i zwierzeta (RASTOGI i wspotaut. 2010).
Z tego wzgledu pozadane jest rozwiazanie
polegajace na wykorzystaniu s$Srodkéw za-
wierajacych zwigzki, ktore w sposob spe-
cyficzny reguluja procesy fizjologiczne owa-
dow w celu ograniczenia ich zerowania oraz
zdolnosci do reprodukcji. Najwieksza zaleta
tego rodzaju zwiazkow jest wybiorcze dzia-
lanie, a takze bardzo szybka biodegradacja
w Srodowisku. Z kolei najwieksza trudnosc¢
stanowi opracowanie sposobu ich aplika-
cji do wnetrza ciala owada. Natura zwiaz-
kow peptydowych uniemozliwia skuteczne
podanie ich owadom droga pokarmowsa ze
wzgledu na bezposredni rozklad przy udzia-
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le enzymoéw trawiennych (ALTSTEIN i wspol-
aut. 2000). Z tego powodu starania skon-
centrowane sg takze na sprzeganiu pepty-
déw z czastkami pelniacymi role platformy
no$nikowej, umozliwiajacej penetracje ku-
tikuli owada, lub 2z substancjami zabez-
pieczajacymi przed degradacja z udzialem
peptydaz. Jak dotad udalo sie opracowac
pseudopeptydy wzbogacone o wielkogabary-
towe przestrzennie struktury chemiczne, ta-
kie jak pierscien indanu, czy cyklopropylu
przytaczone do aktywnego rdzenia czastecz-
ki, ktore zapewniaja opornosS¢ na enzymy
peptydolityczne, przy zachowaniu aktywno-
§ci biologicznej (NACHMAN i wspotaut. 1999).
Tego rodzaju efekt zaobserwowano po po-
laczeniu allatostatyny o C-koncowym mo-
tywie PISCF, wyizolowanej z ¢my Manduca
sexta (Manse-PISCF), z lektyna, pochodzaca
z cebulek przebisniegu $niezyczki Galan-
thus nivalis (FITCHES i wspoétaut. 2002). Do
zwigzkow, ktore podobnie jak allatostatyny
hamuja zerowanie i selektywnie ograniczaja
liczebnos¢ owadéw naleza peptydy gonado-
inhibicyjne. W tym przypadku uwaga bada-
czy skoncentrowana jest przede wszystkim
na czynnikach oostatycznych i moduluyja-
cych biosynteze trypsyny (ang. trypsin mo-
dulating oostatic factor, TMOF) Aea-TMOF
oraz Neb-TMOF w jecie odpowiednio koma-
ra Aedes aegypti i muchy Neobellieria bul-
lata (BOROVSKY i wspotaut. 2016). W tym
samym celu wykorzysta¢ mozna inne hor-
mony peptydowe, takie jak Neb-kolostatyne
czy neuroparsyny. Prowadzone dotychczas
badania wykazaly, ze iniekcje tych hormo-
néw hamuja rozwoj jajnikow, proces wzro-
stu i dojrzewania oocytow, zaburzaja syn-
teze i transport witellogenin oraz redukuja
ilos¢ sktadanych jaj u chrzaszcza Tenebrio
molitor. Ponadto dowiedziono, ze iniekcje
Neb-kolostatyny wywotuja u T. molitor zmia-
ny w jajniku indukujac atrezje pecherzykow
jajnikowych (WASILEWSKI i ROSINSKI 2007,
CZARNIEWSKA i wspotaut. 2014). Wyniki ba-
dan nad neurohormonalna regulacja proce-
séow zyciowych u owadoéw z pewnoscia znaj-
da w przyszlosci zastosowanie praktyczne
na szeroka skale. Odkrywanie nowych wla-
Sciwosci endogennych peptydow u owadow
moze w znaczacy sposob poszerzyC zakres
aplikacyjny badan prowadzonych w dziedzi-
nie neuropeptydomiki oraz neuroendokry-
nologii bezkregowcéw (CLAEYS i wspoélaut.
2005, FONAGY 2000).

Streszczenie

Zasadnicza role w regulacji proceséw fizjologicznych
oraz utrzymaniu homeostazy u zdecydowanej wiekszosci
organizméw zwierzecych odgrywa uktad neuroendokry-
nowy. Jak dotad bardzo dobrze poznano funkcje neuro-
hormonalnych mediatorow regulujacych procesy zyciowe
cztowieka. W ostatniej dekadzie uwaga badaczy sku-

pia sie na identyfikacji i ocenie funkcji neuropeptydow
owadzich oraz kodujacych je gendéw. W niniejszej pracy
scharakteryzowano budowe i funkcje uktadu neuroendo-
krynowego owadow, przedstawiono aktualny stan wiedzy
dotyczacy trudnosci i strategii badan neuropeptydomu
tych zwierzat ze szczegélnym uwzglednieniem spektro-
metrii mas, a takze obowiazujacej obecnie zasady kla-
syfikacji neuropeptydéw. Ponadto opracowano wykaz ga-
tunkéw owadoéw o znanym neuropeptydomie, okreslono
funkcjonalne podobienstwa pomiedzy neuropeptydami
owadow i ich homologami wystepujacymi u kregowcow
oraz zaprezentowano potencjalne mozliwosci aplikacyjne
badan prowadzonych w zakresie neuropeptydomiki. Do-
stepne dane literaturowe wskazuja, ze neuropeptydy zi-
dentyfikowane dotychczas u modelowych gatunkéw owa-
dow, takich jak Drosophila melanogaster moga postuzyc
w przyszlosci do projektowania nowych farmaceutykow
oraz Srodkow ograniczajacych liczebnosé owadow szko-
dliwych z medycznego i gospodarczego punktu widzenia.
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THE NEUROPEPTIDOMICS OF INSECTS NEUROENDOCRINE SYSTEM

Summary

Essential role in the regulation of all physiological processes and maintenance of homeostasis in the vast ma-
jority of animal organisms plays a neuro-endocrine system. So far, very well known to features are neuro-hormonal
mediators regulating life processes of human. Over the last decade attention of researches has focused on iden-
tification and evaluation functions of insect neuropeptides and genes encoding them. In the present review, the
structure and functions of insect neuro-endocrine system are characterized, the current state of knowledge on the
difficulties and strategies in the neuropeptidomics research of these animals, with special emphasis on the use of
mass spectrometry and the current rules of neuropeptides classification. Moreover, a list of known neuropeptidome
insect species is presented, functional similarities between insect neuropeptides and their homologues occurring in
vertebrates are defined and potential applications of research in the field of neuropeptidomics ewaluated. Available
literature data suggest that neuropeptides so far identified in the insect model organism such as Drosophila mela-
nogaster, may be used in the future to design a new generation of pharmaceuticals and bioinsecticides limiting the
number of harmful insects from medical and economic point of view.
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