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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CA

CBG

CC

CP—a, CP-3

DFP
DH
DOPA
dpm
EcdR
EGF
EH
ELH
ER
GABA
GR
hRAR
hsp27, hsp90

LCP
LDH

Manduca RAR

hormon antydiuretyczny

hormon adypokinetyczny

corpora allata

biatko transportujace kortykosterydy w surowicy
corpora cardiaca

formy biatka trasportujacego hormon juwenilny
w hemolimfie Manduca sexta
diizopropylofluorofosforan

hormon diuretyczny
3,4—dihydroksyfenyloalanina

rozpady na minutg

receptor ekdysterydowy

epidermalny czynnik wzrostu

hormon wylinkowy

hormon sktadania jaj

receptor estradiolowy

kwas y-aminomastowy

receptor glukokortykoidowy

gen ludzkiego receptora kwasu retinowego
biatka szoku termicznego o masach
czasteczkowych 90 kDa 127 kDa

gen biatka szoku termicznego
5—hydroksytryptamina (serotonina)
hemolimfowy czynnik wzrostu
insulino—podobny czynnik wzrostu
inozytolo—1,4,5—trifosforan

hormon juwenilny

bisepoksydowy homolog hormonu juwenilnego
biatko wiazace hormon juwenilny

specyficzna esteraza hormonu juwenilnego
stata dysocjacji

biatko kutikuli larwalnej

dehydrogenaza mleczanowa

gen z Manduca sexta o sekwencji homologicznej do genu

ludzkiego receptora kwasu retinowego



MRCH
OVA
PBS
PMSF
PR
PTTH

SBP
TR
usp

V-erbA

w/v

receptor mineralokortykoidowy

hormon melanizacji i czerwonego zabarwienia
albumina z jaj kurzych

roztwor soli fizjologiczne;

fluorek kwasu p—toluenosulfonowego

receptor progesteronowy

hormon protorakotropowy

receptor kwasu retinowego

receptor kwasu 9-cis retinowego

biatka transportujace hormony ptciowe w surowicy
receptor hormonu tyroidowego

"ultraspiracle protein"— homolog receptora retinoidow
receptor witaminy D3

receptor biatka wirusowego erbA

stosunek wagowo—objetosciowy

Wszystkie pozostate skroty zostaty uzyte zgodnie z zasadami obowigzujgcymi w

European Journal of Biochemistry, "Informacje dla autoréw " (1991).
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STRESZCZENIE

Potwierdzono, ze homogenne biatko wiazace hormon juwenilny (JHBP) z
hemolimfy larw Galleria mellonella, izolowane wedlug procedury OZYHARA i
KOCHMANA (1987) i uzywane do doswiadczen, jest niezdegradowane.
Przeciwciala monoklonalne wytworzone do oczyszczonego JHBP rozpoznaja w
hemolimfie biatko o takiej samej ruchliwosci elektroforetyczne;.

Stwierdzono, ze hormon juwenilny (JH) zmniejsza ruchliwos¢
elektroforetyczna JHBP, w warunkach nie-denaturujacych. Efekt ten jest
specyficzny, gdyz JH nie wplywa na ruchliwos¢ elektroforetyczng innych biatek.

Za pomoca techniki wirowania w gradiencie ggstosci sacharozy, pokazano,
ze wigzanie hormonu juwenilnego do JHBP zmienia wspotczynnik sedymentacji z
wartosci 2.3 S dla wolnego biatka do wartosci 2.71 S dla kompleksu JHBP-JH.

Wyniki sieciowania aldehydem glutarowym wykazuja, ze wiazanie
hormonu nie prowadzi do oligomeryzacji JHBP.

Wyniki trawienia JHBP wybranymi enzymami proteolitycznymi $wiadcza,
ze jest ono odporne na proteolizg. Trypsyna, chymotrypsyna, karboksypeptydaza
A, oraz karboksypeptydaza Y nie obnizaja aktywnos$ci JHBP. Jedynie trawienie
subtylizyna 1 pepsyna prowadzi do inaktywacji bialka wiazacego JH. W wyniku
dzialania pepsyny obserwuje si¢ bardzo szybka utrat¢ zdolnosci wigzania hormonu
przez JHBP, podczas gdy trawienie subtylizyng zachodzi wolno: po 16 godzinach
trawienia w temperaturze 25 OC biatko zachowuje 30% aktywnos$ci poczatkowe;.
Pokazano, ze hormon juwenilny chroni JHBP przed inaktywacja przez
subtylizyng: po 16 godzinach trawienia biatka wiazacego JH, w obecnosci
ligandu, w 250C, aktywnos$¢ poczatkowa jest zachowywana w 70%. Pseudo—
pierwszorzedowe stale degradacji JHBP wynosza 6.5 x 10 s-1 w nieobecnosci
hormonu i 2.7 x 10-5 s-1 w obecnosci hormonu. Efekt ochronny wywierany
przez JH jest specyficzny dla JHBP.



W wyniku degradacji JHBP przez subtylizyng powstaje jeden glowny
produkt o masie czasteczkowej okoto 30 kDa oraz kilka polipeptydéw o masie 20—
25 kDa, ktore sa szybko degradowane do mniejszych fragmentow. Glowny
produkt trawienia JHBP subtylizyna zachowuje zdolno$¢ do wigzania hormonu.
Wyznaczone za pomoca analizy Scatcharda state dysocjacji JH I dla tego produktu
i dla natywnego JHBP wynosza odpowiednio 207 nM 1 86 nM.

Na podstawie powyzszych rezultatbw mozna wnosi¢, ze JHBP po
zwiazaniu hormonu juwenilnego zmienia swoja konformacje. W poszukiwaniu
znaczenia zmiany konformacyjnej (istnienia receptora membranowego)
wyznaczono krzywa czasowa wiazania [I125]JHBP, w obecnosci lub nieobecnosci
hormonu, do frakcji membranowej otrzymanej z ciala tluszczowego Galleria
mellonella.
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1. PRZENOSZENIE SYGNALOW HORMONALNYCH

Sir Vincent Wigglesworth napisat: "The universality of the basic framework of
living matter, whether this be thought of in terms of fine structure of the cell or of the
chemical processes that go forward within it, is I suppose among the major discoveries of
this century" (WIGGLESWORTH, 1965). Wiele badan poswigconych poznaniu
strukturalnych 1 molekularnych podstaw dziatania hormonéw potwierdza mysl wyrazona
przez tego badacza. We wstepie niniejszej pracy, oproécz hormonu juwenilnego,
przedstawiono przyktady hormonéw znalezionych dotychczas u owadéw 1 opisano ich
dziatanie. Omowiono takze podstawowe mechanizmy przenoszenia sygnatu
hormonalnego u kregowcow 1 u owadow, w nadziei, ze taki uktad pozwoli na stworzenie
bardziej przejrzystego obrazu molekularnych mechanizméw hormonalnych kierujacych

rozwojem ontogenetycznym owadow.

I.1. Kregowce

1.1.1. Przenoszenie hormonéw do wnetrza komorek docelowych

Znane sg cztery mechanizmy przenoszenia sygnatu hormonalnego przez btong

komorkowa. Obejmuja one:

—wolng lub ulatwiona dyfuzj¢ hormonu przez blong 1 wigzanie do

wewnatrzkomoérkowego receptora,

—receptor transmembranowy, z wewngtrzna, allosteryczng aktywnoscig kinazowa,

(enzymatyczng) regulowana wiagzaniem hormonu,

— receptor transmembranowy uruchamiajacy, poprzez biatko G, system przekaznikoéw

informacji drugiego rzedu, w odpowiedzi na wiazanie hormonu,

— transmembranowy kanat jonowy regulowany wiazaniem hormonu.

We wszystkich opisanych powyzej mechanizmach zmiana konformacyjna
receptora indukowana ligandem jest krytycznym zdarzeniem, posredniczacym w

przemianie informacji hormonalnej w biologiczna odpowiedz komorki.



1.1.1.1. Receptory wewnatrzkomorkowe—czynniki transkrypcji

W komorkach docelowych dla hormonéw piciowych, glukokortykoidow,
mineralokortykoidow, witaminy D3, retinoidow 1 tyroidéw znaleziono specyficzne
receptory, ktore w odpowiedzi na wigzanie ligandu reguluja aktywnos$¢ transkrypcji
gendow bedacych pod kontrolg hormonu (PIKE, 1991, PETKOVICH, 1992; CHAN 1
wsp., 1989). Badania strukturalne i1 funkcjonalne wykazaty, ze receptory wymienionych
hormonow naleza do jednej rodziny i posiadaja podobng organizacj¢ struktur

domenowych (Rys.1).

DHA Hollémon i GR
[Oa%[mm]  57% | MR
7[00 %] 55, ] PR
i B2 o S| 30% & ER
FlaZAlE]  <15% ] VDR
Ha2% e 1% | T3R .
17% TR,
& 7% 1 V.-erbA
15% | RAR ,
FrEAavmEE 6% ] RAR

Rysunek 1

Schematyczne poréwnanie organizacji strukturalnej biatek nalezgcych do
rodziny receptorow hormonow sterydowych. Wedtug PIKE'A (1991).

GR, receptor glukokortykoidowy; MR, receptor mineralokortykoidowy; PR, receptor
progesteronowy; ER, receptor estrogenowy; VDR, receptor witaminy D3; T3R, i T3RB’ receptory
hormonu tyroidowego; V-erbA, receptor biatka wirusowego erb A; RAR, i RARﬁ, receptory
kwasu retinowego; A/B, D,E,F, symboliczne oznaczenia domen funkcjonalnych.

Domene F, wystepujaca w receptorze estrogenowym, oznaczono linig przerywana.

Cyfry oznaczajg procent homologii sekwencji w stosunku do receptora glukokortykoidowego.
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Struktur¢ domeny wiazacej DNA (domeny D) w receptorze estrogenowym
badano przy pomocy techniki dwuwymiarowego NMR (SCHWABE 1 wsp., 1990). Ten
zasadowy rejon czasteczki zawiera dwa motywy sekwencyjne Cysp—Cysp (w obrebie
tzw. palcow cynkowych), z ktorych kazdy jest stabilizowany przez jeden atom cynku.
Domena wigzaca DNA wykazuje bardzo duza homologi¢ wsrod biatek receptorowych,
spokrewnionych z czynnikami transkrypcji. C—koncowy fragment czasteczki receptora
zajmuje rozlegta 1 bardziej ztozona, o mniejszej homologii sekwencji, domena wiazaca
hormon (domena E) (PIKE, 1991). N-koncowa domena (A/B) jest najprawdopodobniej
niezbedna do aktywacji transkrypcji (TORA 1 wsp., 1988).

W nieobecnosci ligandu receptory hormonéw sterydowych pozostaja w jadrze w
nieaktywnym heterokompleksie, ktorego rdzeniem jest 1 czasteczka receptora 1 2
czasteczki biatka szoku termicznego - hsp90 (PRATT, 1990). Przykladowo,
nieaktywowany receptor glukokortykoidowy jest heterotetramerem zbudowanym z biatka
zdolnego do wiazania hormonu 1 DNA (receptora), dwoch czasteczek hsp90 1 jednej
czasteczki biatka o masie 59 kDa (REXIN 1 wsp., 1992). Pokazano, ze hsp90 odpowiada
za utrzymanie niefunkcjonalnego stanu receptora glukokortykoidowego (CADEPONT 1
wsp., 1991).

Wiazanie progesteronu prowadzi do zmiany konformacyjnej receptora zlokalizowanej w
domenie wiazacej] hormon (FRITSCH 1 wsp., 1992). Konsekwencja jest zwolnienie hsp90
z kompleksu 1 dimeryzacja receptora (DE MARZO 1 wsp., 1991). Aktywacja zalezna od
hormonu (w znaczeniu nabycia lub zwigkszenia zdolnosci wigzania do DNA) wydaje si¢
by¢ ztozonym procesem, ktory w przypadku receptorow sterydowych moze obejmowac
procesy fosforylacji/defosforylacji (RANGARAJAN 1 wsp., 1992; MOUDGIL, 1990) i/lub
dysocjacji biatka bedacego sktadnikiem kompleksu przed aktywacja.

Aktywowany receptor wiaze si¢ specyficznie do fragmentow DNA tzw. sekwencji
wzmacniajacych ("hormone response elements") 1 reguluje transkrypcje genow bedacych
pod kontrola hormonu (BRONEGARD i wsp., 1987, CHAN i wsp., 1989). Stabilne
wigzanie receptoréOw kwasu retinowego, witaminy D3 1 hormonu tyroidowego do DNA
wymaga ich heterodimeryzacji z czynnikiem jadrowym, ktoérym jest receptor kwasu 9-cis
retinowego (RXR), co rézni je od receptorow hormonéw sterydowych (BUGGE 1 wsp.,
1992; DURAND 1 wsp., 1992).
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1.1.1.2. Receptory transmembranowe o aktywnosci tyrozylowej kinazy biatkowe;

Dziatanie insuliny, epidermalnego czynnika wzrostu (EGF) oraz innych
polipeptydowych czynnikoéw tropowych jest oparte o ich wiazanie do specyficznych
receptorow transmembranowych, zdolnych do prowadzenia reakcji fosforylacji lub do
aktywacji zasocjowanych z nimi kinaz biatkowych, w odpowiedzi na sygnat hormonalny
(NISSLEY i wsp., 1985; GAMMELTOFT i OBBERGHEN, 1986; STAROS 1 wsp,
1985; SCHINDLER i wsp., 1992). Receptory transmembranowe o aktywnoSci
tyrozylowej kinazy biatkowej naleza do wigkszej rodziny kinaz biatkowych, do ktérych
zalicza si¢ takze nie—receptorowe kinazy oraz produkty wirusowych onkogenow
(TAYLOR, 1989).

Badania YARDEN i1 SCHLESSINGER (1987) pozwolity na stwierdzenie odwracalnej
oligomeryzacji receptora EGF zachodzacej pod wplywem wiazania ligandu. Elektroforeza
oczyszczonego receptora, inkubowanego z hormonem, przeprowadzona w warunkach
nie-denaturujacych, wykazala obecnos¢, roznigcych si¢ ruchliwoscia elektroforetyczna,
dwoch form receptora: monomeru o duzej ruchliwosci (170 kDa) 1 dimeru o matej
ruchliwosci.

Sieciowanie receptorowej domeny wiazacej EGF wykazalo, ze wiazanie hormonu
prowadzi poprzez zmian¢ konformacyjng 1 dimeryzacj¢ do zwigkszenia powinowactwa
receptora do ligandu (HURWITZ i wsp., 1991). Wynikiem wiazania EGF jest takze
stymulacja aktywnos$ci kinazowej receptora 1 w konsekwencji autofosforylacja reszt
tyrozylowych (SASAKI 1 wsp., 1985). Po autofosforylacji wzrasta aktywno$¢ kinazowa
receptora w stosunku do egzogennych substratow (YU 1 CZECH, 1986, BERTICS 1
GILL, 1985). Sieciowanie [125T)EGF zwiazanego z receptorem, trawienie kompleksu
trypsyna, 1 mikrosekwencjonowanie rozdzielonych peptydow pokazato, ze w wiazaniu
hormonu uczestnicza: N-koncowa domena receptora i1 reszta tyrozyny—101 w czasteczce
EGF (WOLTIJER 1 wsp., 1992).

1.1.1.3. Receptory transmembranowe zwigzane z systemem przekaznikéw informacji
drugiego rzedu

Jest to najlepiej poznany system przenoszenia sygnalu hormonalnego przez btong
komorkowa. Wiele hormondéw wykorzystuje przekazniki informacji drugiego rzedu takie
jak: cAMP, jony Ca2t, czy fosforany inozytolu. Ten system przenoszenia sygnatu
obejmuje trzy elementy:
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- receptor transmembranowy, ktory w wyniku wigzania ligandu oddziatywuje z drugim
sktadnikiem systemu; biatkiem G - wiagzacym GTP ,

- biatko G, ktore w odpowiedzi na sygnat receptora aktywuje trzeci sktadnik systemu;
element efektorowy, najczesciej enzym lub kanat jonowy,

- element efektorowy zmieniajacy stezenie wewnatrzkomorkowego przekaznika

informacji drugiego rzedu.

Grupa receptorOw zwigzanych z biatkami G obejmuje wszystkie podtypy
muskarynowych receptorow amin adrenergicznych, receptory serotoniny 1 wielu
hormonow peptydowych, a nawet receptory opsyny — membranowego biatka siatkowkai,
bioragcego udzial w przekazywaniu impulsu $wietlnego w procesie widzenia (NEER 1
CLAPHAM, 1988). Receptory te, pomimo roznej specyficznosci, sa strukturalnie
podobne. Wszystkie, oczyszczone dotad, naleza do grupy glikoproteidow
transmembranowych. Transmembranowy segment o siedmiu o-helisach oddziela
zewnatrzkomorkowa, N-koncowa czesc receptora od C—koncowego
cytoplazmatycznego fragmentu czasteczki (BIRNBAUMER 1 wsp., 1990). Wsrod
spokrewnionych biatek receptorowych stopien homologii sekwencji jest najwigkszy w
obrgbie transmembranowej czegsci czasteczki 1 cytoplamatycznej C—koncowej petli
(BIRNBAUMER 1 wsp., 1990). LEFKOWITZ 1 CARON (1988) podaja model
strukturalny receptoréw adrenergicznych, wedlug ktorego transmembranowe o—helisy
receptora uczestnicza w tworzeniu hydrofobowej kieszeni - miejsca wigzania hormonu.
Wywolana zwigzaniem ligandu zmiana konformacyjna jest przenoszona przez segment
transmembranowy do cytoplazmatycznej, C—koncowej czgéci czasteczki receptora.
Badania wplywu punktowych mutacji na aktywacje muskarynowego receptora
acetylocholinowego pokazaty, ze dwie reszty tyrozylowe zlokalizowane w obrgbie
domeny transmembranowej odgrywaja wazng role w indukowanej ligandem aktywacji
receptora (WESS 1 wsp., 1992). C—koncowa petla receptora jest odpowiedzialna za
aktywacj¢ odpowiedniego dla danego typu efektora biatka G, zasocjowanego z membrang
po cytoplazmatycznej stronie komorki (LEFKOWITZ 1 CARON, 1988). Biatko G jest
heterotrimerem, zbudowanym z podjednostek o, B 1 y. Zwigzanie hormonu powoduje
dysocjacj¢ kompleksu na dwa sktadniki: podjednostke o, o aktywnosci GTPazy, zwiazang
z GTP 1 dimer By (BIRNBAUMER i wsp., 1990).

Rodzina bialek G obejmuje 6 podrodzin posredniczacych w regulacji systemow
efektorowych (Tabela 1).
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Tabela 1
Klasy biatek G, ich receptory i systemy efektorowe. Wediug KATZUNGA (1992).

Biatka Receptory dla:

G
. G . Amin p-adrenergicznych, glukagonu, Cyklaza adenylowa/cAMP
histaminy, serotoniny i wielu innych. 5
Gi Amin ap—adrenergicznych, Wiele obejmujacych:
. opioidow, acetylocholiny
. (receptorow muskarynowych), . cyklaze adenylowa/cAMP,
. serotoniny i wielu innych. - otwarcie kanatow K/
‘ - zwolnienie akcji serca,
- fosfolipaze C/IP3, Ca2™,
. diacyloglicerol.
Goff Odorantow (nabtonek wechowy). Cyklaza adenylowa/cAMP.
Gy NeurotransmiterOw mozgowych. Jeszcze nie znane.
Gq Bombezyny, serotoniny, Fosfolipaza C/IP3,Ca2+,
i (receptory SHT 1. )i wielu innych. diacyloglicerol.
G¢ Fotonow (rodopsyna). Fosfodiesteraza
‘ . ¢cGMP/cGMP

Sklonowano 1 okreslono sekwencje aminokwaséw dla dwunastu réznych podjednostek o
kregowcow (BIRNBAUMER i wsp., 1990). Wszystkie one zawieraja zestawy sekwencji
homologicznych do sekwencji bakteryjnego czynnika elongacji TU zaangazowanych w
wigzanie 1 hydroliz¢ GTP. Mniej heterogenne podjednostki 3 1 Y moga tworzy¢ cztery
typy dimerow: B36Ya, B36"h, B35Ya B35Yp. Zaréwno podjednostki a jak 1 dimery Py sa
zaangazowane w aktywacje efektorow (BIRMBAUMER 1 wsp., 1990).

Systemy efektorowe 1 dziatanie poszczegodlnych przekaznikow informacji drugiego
rzedu sa od siebie zalezne. Przykltad moze stanowi¢ wzajemna regulacja kinazy C i1
stezenia jonow wapnia. Aktywnos$é tej kinazy jest regulowana przez Ca2™, fosfolipidy i
diacyloglicerol (HINCKE, 1988; MOLLEYRES i RANDO, 1988). Badania w systemie
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in vitro (odwrocone pecherzyki otrzymane z erytrocytow) pokazaly, ze z koleir kinaza C
bezposrednio stymuluje aktywnos¢ membranowe] pompy wapniowej, a wigc reguluje
stezenie Ca2™ (SMALLWOOD i wsp., 1988).

Fosforylacja jest jednym z najwazniejszych sposobow regulacji i1 dziatania wielu
przekaznikow informacji drugiego rzegdu (FUKADA 1 wsp., 1990; HANSSON 1 wsp.,
1988). Odgrywa ona kluczows rolg¢ w takich procesach jak: odczulenie receptorow, czy
modyfikacja aktywnosci biatek np. receptorowych kinaz tyrozylowych ( PALCZEWSKI 1
wsp., 1989; SCHWORER i wsp., 1986, COCHET 1 wsp., 1984).

Biatko Gq aktywujac fosfolipazg C wyzwala hydrolize¢ fosfatydyloinozytolo-4,5-
bisfosforanu do przekaznikow informacji drugiego rzedu; diacyloglicerolu 1 inozytolo-
1,4,5,-trifosforanu. Pierwszy z nich aktywuje lub wzmaga aktywacj¢ biatkowej kinazy C
(MOLLEYRES 1 RANDO, 1988; SEIFERT 1 wsp., 1987), drugi uwalnia Ca2™ z
magazynow wewnatrzkomorkowych. Przy podwyzszonym poziomie Ca2t wazrasta jego
ilos¢ zwigzana z kalmoduling, biatkowym aktywatorem enzymow m.in. Ca2*—zaleznych
kinaz biatkowych. Najprostszym 1 najlepiej poznanym biatkiem nalezacym do rodziny
kinaz biatkowych jest kinaza zalezna od cAMP. Wiazanie cAMP do podjednostki
regulatorowej enzymu wywotuje zminy konformacyjne prowadzace do dysocjacji, a tym
samym do aktywacji podjednostki katalitycznej kinazy (TAYLOR, 1989).

1.1.1.4. Transmembranowe receptory o funkcji kanatu jonowego regulowane wigzaniem
ligandu

Na membranach komorek docelowych dla acetylocholiny, kwasu y—
aminomastowego (GABA), aminokwasow: glicyny, asparaginianu glutaminianu, innych
neurotransmiterow i hormonow znajdujg si¢ receptory — kanaty jonowe ("ligand—gated
channels") (GASIC 1 HEINEMANN, 1991).

Zwigzaniu ligandu towarzyszy otwarcie kanatu, dla okreslonego jonu, co powoduje
selektywny przeptyw ok. 104 aniondw lub kationéw w ciagu milisekundy i prowadzi do
zmiany membranowego potencjalu spoczynkowego komorki wzbudzeniowej (GASIC 1
HEINEMANN, 1991). Generalnie, kanaly aktywowane przez acetylocholing lub
glutaminian powoduja pobudzenie, natomiast aktywowane przez glicyng 1 GABA
powoduja wygaszenie, stanu wzbudzenia komorki (GASIC 1 HEINEMANN, 1991).
Istnieja dwa gltowne mechanizmy modulacji przepuszczalnosci kanatow jonowych:
oddzialywanie kanatu z biatkami wiazacymi GTP (biatkami G) 1/lub fosforylacja biatek
kanatu lub biatek z nim zasocjowanych (REUTER i SIGEL, 1991). Nikotynowy receptor



15

dla acetylocholiny jest najprawdopodobniej najlepiej poznanym receptorem
membranowym dla neurotransmiterow (HUCHO, 1989). Jest on pentamerem
zbudowanym z 2 podjednostek alfa 1 po jednej beta, gamma 1 delta, ktore tworza
pseudosymetryczna, cylindryczng struktur¢ transmembranowego kanatu kationowego o
srednicy 8 nm. Kazda z tych podjednostek zawiera cztery segmenty transmembranowe,
ktorych oba konce (aminowy i karboksylowy) znajduja si¢ po cytoplazmatycznej stronie
membrany (IMOTO 1 wsp., 1988). Wiazanie acetylocholiny do podjednostek o wywotuje
zmian¢ konformacyjng receptora powodujac otwarcie centralnego kanatu, przez ktory
jony sodu dostajg si¢ do wnetrza komorki (HUCHO, 1986). Badania mutagenetyczne 1
modyfikacje kowalencyjne pozwolity na identyfikacj¢ reszt aminokwasowych
wyscielajacych wewnetrzng powierzchni¢ kanatu 1 na okreSlenie struktury kanalu
zamknigtego 1 otwartego (AKABAS 1 wsp., 1992). Obiecujacym dokonaniem jest
funkcjonalna rekonstytucja receptora w sztucznych membranach lipidowych
(SCHURHOLZ i wsp., 1992), ktora pozwoli na jego szczegdtowa charakterystyke.
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1.2. Owady

1.2.1. Rodzaje hormonow wystepujacych u owadow

Hormony znalezione u owadéw, z wyjatkiem hormonu juwenilnego, mozna
zaliczy¢ do analogicznych klas strukturalnych wystepujacych u kreggowcoOw: hormonow
sterydowych, polipeptydowych, pochodnych aminokwasow 1 kwasow tluszczowych.
Tabela 2 podaje przyktady hormonéw owadzich.

Tabela 2
Przyktady wybranych hormondéw owadzich i ich dziatanie.

. Hormony polipeptydowe
Hormon adypokinetyczny AKH

Hormon protorakotropowy PTTH
: Hormon wylinkowy EH
i Bursykon

- Hormon melanizacji i czerwonego
. zabarwienia MRCH

. Hormon diuretyczny DH

: Hormon antydiuretyczny ADH
Neuroparsyna

Hormon skladania jaj ELH

- Hemolimfowy czynnik wzrostu
. HTF

i Allatotropina

. Allatostatyna

. Hormony sterydowe

20—-Hydroksyekdyzon
¢ (hormon linienia)

. Stymuluje uwalnianie lipidow w ciele

: thuszczowym.

i Aktywuje gruczoly protorakalne.

Wywoluje zachowanie wylinkowe.

. Odpowiedzialny za twardnienie i ciemnienie
- kutikuli.

. Odpowiedzialny za melanizacjg i pigmentacje
© kutikuli.

Zwigksza wydalanie wody.

i Hamuje wydalanie wody.

. Dzialanie przeciw-juwenilne i przeciw-

: diuretyczne..

¢ Indukuje wydzielanie jaj.

i Stymuluje tworzenie kutikuli.

Aktywuje syntez¢ 1 wydzielanie JH.
. Hamuje syntezg i wydzielanie JH.

Synchronizuje procesy rozwojowe — przyspiesza
: T0ZWOj.
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- Pochodne aminokwasow

Katecholaminy Zaangazowane w ciemnienie kutikuli.
Serotonina i oktopamina Indukuja wydzielanie hormonéw peptydowych.
. Kwas y—aminomaslowy, Wywoluja skurcze migéni.

- L-asparaginian i L-glutaminian

- Pochodne kwasow

- thuszczowych

- Prostaglandyny Indukuja proces skladania jaj, posrednicza w

: odpowiedzi na infekcj¢ bakteryjna.
Hormonjuwemlny* ......................... Synchromzujeprocesyrozwqowe .........................................

. opdznia rozwdj, stymuluje dojrzewanie jaj.

*nie nalezy do zadnej z hormonalnych grup krggowcow

Jednym z najintensywniej badanych 1 dzigki temu najlepiej poznanych hormonow
peptydowych owadow, jest hormon adypokinetyczny (AKH) syntetyzowany 1
wydzielany przez corpora cardiaca (CC). Wsrdéd wyizolowanych dotychczas AKH,
pochodzacych z roznych zrodel, przewazaja dwie formy: dziesigciopeptyd - AKH 1
(STONE 1 wsp., 1976) 1 osmiopeptyd - AKH II (SIEGERT 1 wsp., 1985). Wyjatek
stanowia dziewigciopeptydy znalezione u Manduca sexta i Heliotis zea (KONOPINSKA i
wsp., 1992). Wszystkie znane AKH maja zablokowane oba konce: aminowy - kwasem L-
piroglutaminowym, karboksylowy - grupa amidowa (KONOPINSKA i wsp., 1992).
Tkankami docelowymi dla AKH sa: ciato tluszczowe 1 migsnie (MORDUE 1 STONE,
1979). Gtowng funkcjg fizjologicznga AKH jest aktywacja glikogenolizy w ciele
tluszczowym (VAN MARREWIJK i wsp., 1980) oraz ciagu reakcji prowadzacych do
zwigkszenia ilosci dostarczanych lipidow 1 szybkosci uwalniania kwasoéw tluszczowych w
migsniach owadow podczas lotu (MORDUE 1 STONE, 1979). W ciele tluszczowym
hormon adypokinetyczny stymuluje aktywnos$¢ fosforylazy glikogenowej w sposob
zalezny od jonow wapnia (VAN MARREWIJK 1 wsp., 1991). W tej samej tkance
dziatanie hormonu adypokinetycznego prowadzi do hydrolizy triglicerydow do
diglicerydow, przez mechanizm obejmujacy cAMP 1 prawdopodobnie lipazg
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lipoproteidowa. Diglicerydy, w formie lipoproteidow, sa transportowane przez hemolimfe
do migsni, gdzie nastgpuje uwolnienie kwaséw thuszczowych 1 ich utlenienie. W
hemolimfie efektem dziatlania AKH jest interkonwersja lipoproteidéw. Proces ten
pokazano in vivo obserwujac, po wstrzyknieciu hormonu, przemiang lipoproteidéw o
duzej gestosci w lipoproteidy o matej gestosci (VAN DER HORST 1 wsp., 1981; VAN
DER HORST 1 wsp., 1984). Zmniejszenie gestosci lipoproteidow nastgpuje na skutek
przytaczenia duzej ilosci diglicerydow, ktore jest mozliwe dzigki wigzaniu apolipoforyny
IIT do zmieniajacego swa gestos¢ biatka (SURHOLT 1 wsp., 1988, STROBEL 1 wsp.,
1990).

W uktadzie in vitro zbadano degradacj¢ AKH (RAYNE 1 O'SHEA, 1992). Znakowany
radioaktywnie hormon inkubowano z cialem tluszczowym, migsniami lub cewkami
Malpighiego lub frakcjami membranowymi otrzymanymi z tych tkanek. Stwierdzono, ze
AKH krazacy w hemolimfie jest degradowany przez endopeptydazg¢ 1 aminopeptydazy

zasocjowane z membrang tkanek omywanych hemolimfa.

Hormon protorakotropowy (PTTH), produkowany 1 wydzielany przez komorki

lateralne mozgu (AGUI 1 wsp., 1979), aktywuje gruczoly protorakalne do produkcji
hormonu linienia — ekdyzonu. Synteza i/lub wydzielanie PTTH s3 kontrolowane przez
czynniki $rodowiskowe (DOANE, 1972; CYMBOROWSKI i BOGUS, 1976;
CYMBOROWSKI, 1977; CYMBOROWSKI, 1984), a takze przez hormon juwenilny
(HIRUMA, 1986) oraz biogenne aminy (MUSZYNSKA-PYTEL i CYMBOROWSKI,
1978a).
Podobnie jak inne owadzie neurohormony, hormon protorakotropowy wystepuje w kilku
formach molekularnych. Dwie formy PTTH, znalezione u dorostych Bombyx mori sa
polipeptydami o masie czasteczkowej 4400 Da 1 22 000 Da (BOLLENBACHER 1 wsp.,
1984; NAGASAWA 1 wsp., 1984). Wzgledne stgzenia obu form ulegaja zmianie w czasie
rozwoju osobniczego B.mori (O'BRIEN 1 wsp.,1986). NAGASAWA 1 wsp. (1984)
stwierdzili, ze PTTH o nizsze] masie czasteczkowej stanowi heterogenny uktad trzech
homologicznych polipeptydow réznigcych si¢ sekwencja aminokwasowa. PTTH o
wyzsze] masie czasteczkowej sklada si¢ z dwoch identycznych tancuchow
polipeptydowych, z ktorych kazdy zbudowany jest ze 109 reszt aminokwasowych
(HOFFMANN i JOOSSE, 1991). Dziatanie wysokoczasteczkowej formy PTTH
prowadzi do specyficznej, zaleznej od cAMP fosforylacji 34 kDa biatka gruczotow
protorakalnych (ROUNTREE i wsp., 1992).
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W szczytowym momencie metamorfozy organy neurohemalne mézgu (komplex
corpora cardiaca-corpora allata uwalniaja neurohormon, ktory wywoluje zachowanie
pozwalajace na wydostanie si¢ owada dorostego z kutikuli poczwarkowe;
(COPENHAVER 1 TRUMAN, 1986), 1 ktory aktywuje proces syntezy bursykonu
(REYNOLDS 1 wsp., 1979). Jest to hormon wylinkowy (EH), ktorego czas uwalniania
jest precyzyjnie regulowany przez dwa czynniki: obnizenie st¢zenia ekdyzonu hamujacego
wydzielanie EH do czasu osiagnigcia petnego rozwoju imaginalnego 1 impuls mozgowy,
ktory na sygnat zegara biologicznego aktywuje neurony do produkcji 1 wydzielania
hormonu wylinkowego (COPENHAVER 1 TRUMAN, 1986). Z gtéw dorostych owadow
Bombyx mori wyizolowano cztery formy EH 1 okreslono ich strukturg pierwszorzedowa
(KONO 1 wsp., 1991). U Manduca sexta znaleziono tylko jedna form¢ hormonu
wylinkowego — kwasny polipeptyd o 62 resztach aminokwasowych (TERZI 1 wsp.,
1988). c¢cDNA hormonu wylinkowego z Manduca sexta zostalo sklonowane 1
ekspresjonowane w owadziej linii komérkowej za pomoca wektora opartego o
bakulowirusa (ELDRIDGE 1 wsp., 1991). Badania TRUMANA 1 wsp. (1980) wskazuja,
ze istotnym krokiem w dziataniu EH moze by¢ wzrost stezenia cGMP. Hormon
wylinkowy znaleziono u wszystkich dotychczas badanych owadéw (HOFFMANN i
JOOSSE, 1991).

Za ciemnienie 1 twardnienie nowej kutikuli owadow dorostych odpowiedzialny jest
bursykon, polipeptydowy hormon (40 kDa), uwalniany z komoérek neurosekrecyjnych
zwojow odwilokowych (TRUMAN, 1973). Wydaje si¢, ze dziala on na metabolizm 1/lub
wychwytywanie przez komorki epidermy 1 hemocyty tyrozyny 1 dopaminy (REYNOLDS,
1983), zwiazkow, ktorych pochodne s3 czynnikami utwardzajacymi 1 nadajacymi
zabarwienie kutikuli (ANDERSEN, 1985; KRAMER 1 wsp., 1989). Wyniki doswiadczen,
w ktorych pokazano, ze wstrzyknigcie bursykonu powoduje wzrost stgzenia cCAMP w
epidermie (DELCHAMBRE 1 wsp., 1979) oraz fakt, ze cAMP na$laduje dzialanie
bursykonu w bio—testach (VON KNORRE 1 wsp., 1972), moga $wiadczy¢ o tym, ze
cAMP posredniczy w dziataniu bursykonu. Stwierdzono jednak réwniez, ze puromycyna i
aktynomycyna D hamuja zdolno$¢ bursykonu do stymulacji syntezy kutikuli (FOGAL 1
FRENKEL, 1969), co wskazywaloby, ze dlugofalowe dziatanie bursykonu obejmuje
regulacje transkrypcji i/lub translacji.

Innym hormonem odpowiedzialnym za zabarwienie kutikuli jest hormon
melanizacji i czerwonego zabarwienia (MRCH). Jest to neuropeptyd, o masie
czasteczkowej 6400-8000 Da, zaangazowany w gromadzenie melaniny w kutikuli 1
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omochromu w epidermie niektorych gatunkéw Lepidoptera (np. u Leucania separata)
(MATSUMOTO 1 wsp., 1981). Trzy formy molekularne tego hormonu, rézniace si¢
sekwencja aminokwasowa, wyizolowano z ekstraktow mozgowych dorostych owadow
Bombyx mori (MATSUMOTO 1 wsp., 1985).

Diureza u owadow jest kontrolowana przez dwa rodzaje hormonow o
przeciwstawnym dziataniu: hormon diuretyczny (DH) i antydiuretyczny (ADH).
Funkcja tych neuropeptydoéw jest zapewnienie rownowagi jonowej i wodnej. Hormon
diuretyczny wyizolowany z moézgu Manduca sexta jest polipeptydem o 41 resztach
aminokwasowych (KATAOKA 1 wsp., 1989b). Jest on wydzielany przez kompleks
mozg - corpora cardiaca - corpora allata 1 powoduje wydalanie plynow przez cewki
Malpighiego oraz hamowanie resorpcji przez jelito proste. Badania prowadzone in vitro
nad rola cAMP w dziataniu hormonu diuretycznego u Locusta migratoria pokazaty, ze
DH stymuluje cyklaze adenylowa 1 sugerowaly istnienie dwoch odrgbnych miejsc
receptorowych dla tego hormonu w cewkach Malpighiego (MORGAN 1 MORDUE,
1985). Badania in vivo (TROETSCHLER i KRAMER, 1992) wykazaty, ze pod wptywem
hormonu diuretycznego w jelicie prostym osobnikow dorostych oraz w ciele thuszczowym
1 cewkach Malpighiego larw Manduca sexta nastgpuje wzrost stezenia cAMP. Hormon
antydiuretyczny, ktory jest wydzielany przez CC podwyzsza resorpcje pltynow przez jelito
tylne oraz moze w sposéb bezposredni hamowa¢ wydalanie plynow przez cewki
Malpighiego (SPRING 1 wsp., 1988).

Neuroparsyna A - dominujacy neurohormon u Locusta migratoria - jest
produkowana przez medialne komorki neurosekrecyjne, a nastgpnie transportowana do
corpora cardiaca i stad wydzielana do hemolimfy (GIRARDIE 1 wsp., 1985). Jest to
bogaty w cysteing polipeptyd, o 83 resztach aminokwasowych, spigty szescioma mostkami
disiarczkowymi (GIRARDIE i wsp., 1990; HIETTER 1 wsp., 1991). W ekstraktach
corpora cardiaca znaleziono wiele izo-form neuroparsyny o roznej dtugosci N-konca
(GIRARDIE i wsp., 1990). Mo6zgi larw 1 osobnikow dorostych produkuja znaczne ilosci
transkryptow kodujacych 107 aminokwasowy prekursor neuroparsyny. Procesowanie
prekursora polega najprawdopodobniej na odcigciu od N-konca kolejno dwoch
peptydow: peptydu sygnatowego o 22 resztach aminokwasowych 1 dipeptydu
(LAGUEUX 1 wsp., 1992). Neuroparsyna wykazuje dziatanie przeciw-diuretyczne 1
przeciw-juwenilne. Pokazano (GIRARDIE 1 wsp., 1987), ze usunigcie neuroparsyny,
przez injekcj¢ surowicy skierowanej przeciwko temu neurohormonowi, indukuje

powstawanie form przejsciowych owada lub jego przedwczesne dojrzewanie. Badania CC
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Locusta migratoria prowadzone in vitro sugeruja, ze neuroparsyna nie wplywa na
szybkos¢ biosyntezy hormonu juwenilnego ale najprawdopodobniej na jego degradacje
(GIRARDIE 1 wsp., 1987).

Hormon skladania jaj (ELH), syntetyzowany 1 wydzielany przez neurony
sekrecyjne, dziala jako zwiazek endokrynny powodujac uwalnianie jaj. Jednoczesnie
pokazano, ze ELH indukuje, zalezny od roznicy potencjatéw, wolny przeptyw jonow Na™
wykazujac dziatanie neurotransmitera (KIRK 1 SCHELLER, 1986).

Hemolimfowy czynnik wzrostu (HTF), ktory zostal wyizolowany z hemolimfy
larw ostatniego stadium Manduca sexta (WIELGUS, 1983) najprawdopodobniej
zwigksza szybkos¢ odktadania kutikuli. Jest on oligomerem sktadajacym si¢ z dwoch
rodzajow podjednostek o masach czasteczkowych 69 kDa 1 74 kDa.

Dziatanie ekdysterydow — hormonow linienia, wbrew swojej nazwie, obejmuje nie
tylko jeden, szczegoélny proces w rozwoju, ale jest istotne dla catego zycia owada.
Ekdysterydy, tak jak hormony juwenilne, wykazuja dziatanie morfogenetyczne, we
wczesnych  okresach rozwoju 1 gonadotropowe, w poézniejszych. Dziatanie
morfogenetyczne obejmuje biochemiczne 1 fizjologiczne zmiany zwigzane z promocja
procesow linienia 1 wzrostu (KOOLMAN, 1990), a dziatanie gonadotropowe kontrole
syntezy witelogenin u samic nalezacych do Diptera (DeLOOF 1 wsp.,1984) oraz
prawdopodobnie wzrost szybkosci spermatogenezy u samcow (HAGEDORN, 1989).
Ekdyzon — klasyczny hormon  ekdysterydowy - jest  pierwszym z  hormonow
bezkregowcow, ktory zostat otrzymany w czystej formie (BUTENANDT 1 KARLSON,
1954). Do dnia dzsiejszego poznano wiele ekdysterydow 1 zwiazkow
ekdysterydopochodnych (KOOLMAN, 1990). Ekdyzon jest syntetyzowany z cholesterolu
przez gruczoly protorakalne, w ktorych zdaje si¢ funkcjonowaé zegar biologiczny
regulujacy wydzielanie ekdyzonu w rytmie dobowym (CYMBOROWSKI i1 wsp., 1991)
Aktywnos¢ gruczotow protorakalnych znajduje si¢ pod kontrola hormonu
protorakotropowego, ekdyzonu dziatajacego przez sprzezenie zwrotne (SAKURAI i
WILLIAMS, 1989) oraz pod bezposrednig lub posrednig kontrola hormonu juwenilnego
(SAKURAI 1 wsp., 1989; SAKURAI 1 IMOKAWA, 1988; WATSON 1 wsp., 1988).
Zrodtem cholesterolu jest dieta, gdyz owady nie sa zdolne do jego syntezy (CLAYTON,
1964). W hemolimfie ekdyzon jest przeksztatcany w 20-hydroksyekdyzon, ktory dla
wigkszosci owadow stanowi forme aktywna hormonu w stadiach larwalnych. Pomimo, ze
stwierdzono istnienie specyficznych 1 niespecyficznych biatek transportujacych
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ekdysterydy w hemolimfie niektérych owadow, aktywna forme stanowi wolny hormon
(WHITEHEAD, 1989). Powszechnie przyjmuje si¢, ze ekdysterydy "wchodza" do
wnetrza komorki przez wolng dyfuzj¢. Hamowanie, przez jony potasu oraz inhibitory
Na™/KT-ATPazy, wnikania ekdysterydow do wnetrza komorek sugeruje jednak
mozliwos¢ istnienia aktywnego transportu tych hormonéw (SPINDLER 1 SPINDLER-
BARTH, 1989).

Katecholaminy petnia u owadow dwie zasadnicze funkcje: dziataja jako
neurotransmitery, oraz sa czynnikami sieciujacymi w procesie tworzenia kutikuli
(EVANS, 1980; BRUNET, 1980). FREEMAN (1966) pokazal, ze dopamina obniza
amplitude 1 czestotliwos¢ skurczoOw jelita, a adrenalina 1 noradrenalina wywotuja
przeciwny efekt. W mozgu owadoéw znaleziono dihydroksyfenyloalaning (DOPA),
dopaming, noradrenaling (FRONTALI i HAGGENDAL, 1969; KRUEGER 1 wsp., 1990;
MACFARLANE 1 wsp., 1980) i adrenaling (OSTLUND, 1954). Katecholaminy lub ich
pochodne znaleziono rowniez we widknach nerwowych jelita przedniego, cewkach
Malpighiego, w epidermie 1 w ciele tluszczowym (KLEMM, 1972; STOLEY 1
DOWNER, 1987). Syntez¢ L-DOPA w izolowanych zwojach mézgowych Periplaneta
americana $ledzili OWEN 1 BOUQUILLON (1992). Pokazali oni, ze L-DOPA powstaje
przez hydroksylacje L-tyrozyny. Podwyzszanie poziomu DOPA przez inhibitory
dekarboksylazy sugeruje, ze jest ona metabolizowana do dopaminy. Wyniki tych badan
wskazuja, ze metabolizm L-DOPA u owadow jest podobny do metabolizmu u
kregowcow. Profil rozwojowy zmian stezenia DOPA 1 dopaminy wyznaczono w catym
ciele dla Drosophila melanogaster za pomoca chromatografii (HPLC) potaczone) z
detekcja elektrochemiczng (MARTINEZ-RAMIREZ i wsp., 1992). Stezenie DOPA
rosnie do osiagni¢cia maksymalnej wartosci w trzecim stadium larwalnym, obniza si¢
przed linieniem poczwarkowym 1 dalej pozostaje state. Stezenie dopaminy rosnie
rownolegle do kazdego linienia: larwa—larwa, larwa—poczwarka 1 poczwarka—owad
dorosty.

Serotonina (5-hydroksytryptamina) zostala znaleziona w mobzgu, nerwie
brzusznym 1 corpora cardiaca wielu owadow (KUSCH, 1975; CANTERA 1
CARLBERG, 1988; MACFARLANE i wsp., 1990; MUSZYNSKA-PYTEL i
CYMBOROWSKI, 1978a,b). Tak jak inne biologicznie aktywne aminy serotonina dziata
jako neurotransmiter i/lub neuromodulator w systemie nerwowym owadow (EVANS,
1980). Stezenie serotoniny i jej metabolitu kwasu S—hydroksyindoleoctowego podlega
dziataniu cyklicznego zegara biologicznego (“circadian rhythms") (MUSZYNSKA-
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PYTEL i CYMBOROWSKI, 1978b; JAGOTA 1 HABIBULLA, 1992). Serotonina
stymuluje lub wzmacnia skurcze jajowodéw (CHALAYE, 1974), a u Calliphora
erythrocephalla w bardzo niskich stgzeniach (102 M) indukuje aktywnos¢ wydzielnicza
gruczotow slinowych (BERRIDGE 1 PATEL, 1968). Serotonina reguluje zmiany dobowe
aktywnosci ruchowej (MUSZYNSKA-PYTEL i CYMBOROWSKI, 1978a,b), a takze
wywiera znaczacy wpltyw na funkcjonowanie organdéw trzewiowych 1 serca u owadow;
moze np. powodowaé rytmiczne skurcze jelita przedniego (BROWN, 1965), serca
(COLLINS i MILLER, 1977), lub cewek Malpighiego (CROWDER 1 SHANKLAND,
1972). W tej ostatniej tkance dzialanie serotoniny jest bardzo podobne do efektu
wywolywanego przez hormon diuretyczny (MADDRELL 1 wsp., 1969) - serotonina
stymuluje wydzielanie ptynow, jednakze stymulacja ta nie zalezy od cAMP (MORGAN i
MORDUE, 1984). Obecno$¢ receptoréw serotoniny stwierdzono w sercu (COLLINS 1
MILLER, 1977) i w migsniach cewek Malpighiego (CROWDER i1 SHANKLAND,
1972).

W systemie nerwowym karaluchow znaleziono znaczne ilosci glutaminianu,
asparaginianu i GABA (RAY, 1965). Dzialanie GABA, neurotransmitera hamujacego,
polega na zwigkszeniu przepuszczalnosci membran dla jonéw chlorkowych w centralnym
systemie nerwowym. L—glutaminian w stezeniu 10-9 g/l indukuje zmiane potencjatu
nerwowego wywotujacego skurcze migsni. W migsniach szkieletowych szaranczy jest on
1000 razy efektywniejszy w dziataniu niz L—asparaginian lub jakikolwiek inny aminokwas
(USHERWOOD 1 MACHILI, 1968). W systemie nerwowym Periplaneta americana
istnieje system aktywnego transportu dla GABA 1 glutaminianu (BERMUDEZ i wsp.,
1988).

Poza wymienionymi, wystepujacymi u kregowcdéw, neurotransmiterami
znaleziono u owadéw unikalne aminy biogenne. OSTLUND (1954) stwierdzit obecnos¢
u wielu gatunkow owadow substancji ("catechol-4") r6znej od adrenaliny, noradrenaliny
czy dopaminy. Inna biogenna amina; czynnik S, wyizolowana z Periplaneta americana 1
Leucophaea maderae, w niskich stezeniach pobudza neurony i powoduje odpowiedz

migéni na stymulacj¢ nerwowg (COOK, 1967).

Obecnos¢  wielonienasyconych kwaséw tluszczowych 1 ich pochodnych
(etkozanoidow) stwierdzono u wielu gatunkéw owadow (STANLEY-SAMUELSON, i
wsp., 1986; OGG 1 wsp., 1991, BLOMQUIST 1 wsp., 1991; OGG 1 wsp., 1993). Owady
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sa zdolne do syntezy wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, gdyz posiadaja Al2-
desaturaze, ktora przeksztatca kwas olejowy do kwasu linolowego (BLOMQUIST 1 wsp.,
1991). Gtownym prekursorem eikozanoidow jest kwas arachidonowy, ale u owadow
substratami moga by¢ rowniez kwasy homo-linolenowy czy eikozapentenowy. Syntezg
prostaglandyn typu E 1 F pokazano u Musca domestica (WAKAYAMA 1 wsp., 1986).
Najlepiej poznana 1 udokumentowana funkcja prostaglandyn jest indukcja procesu
sktadania jaj u samic (LOHER 1 wsp., 1981). Stwierdzono, ze dwa enzymy drogi
biosyntetycznej prostaglandyn lub aktywnych biologicznie zwiazkoéw podobnych do
prostaglandyn; syntetaza i lipoksygenaza sa przenoszone z samca do samicy podczas
kopulacji (LANGE, 1984; RAGAB 1 wsp., 1987; RAGAB 1 wsp., 1991). Badania OGG 1
wsp. (1991) pokazaty obecnos¢ prekursoréw prostaglandyn w hemocytach 1 pozwolily na
postawienie hipotezy o uczestniczeniu eikozanoidow w odpowiedzi humoralnej 1
komorkowej owada na infekcje bakteryjng. STANLEY-SAMUELSON 1 wsp. (1991)
pokazali, ze zahamowanie biosyntezy eikozanoidéw w stadium larwalnym Manduca sexta
prowadzi do ostabienia zdolnosci larw do usuwania bakterii z hemolimfy, a stopien

ostabienia zalezy od st¢zenia specyficznych inhibitorow trzech enzyméw: fosfolipazy Ao,

cyklooksygenazy 1 lipoksygenazy.

Owady, podobnie jak kregowce, "postuguja sig¢" czterema systemami

przenoszenia sygnatu hormonalnego.

1.2.2.1. Owadzie receptory wewnatrzkomorkowe —czynniki transkrypcji

Nie zawsze pamigta si¢, ze pierwszym hormonem sterydowym, dla ktorego
zaproponowano model dzialania obejmujacy tworzenie kompleksu hormon-receptor i
regulacje¢ aktywnosci gendéw przez wigzanie do DNA, byt ekdyzon (CLEVER i
KARLSON, 1960). Badania prowadzone in vitro na S$liniankach Drosophila
melanogaster pozwolity na zaproponowanie modelu genetycznej kontroli tworzenia
pufow na chromosomach politenicznych pod wplywem dzialania ekdyzonu
(ASHBURNER 1 wsp., 1974). Wedtug tego modelu kompleks ekdyzon — receptor hamuje
grupe gendéw zwanych péznymi 1 aktywuje grupe genow wczesnych. Produkty genow
wczesnych aktywuja geny pozne, a jednoczesnie znosza aktywacje genéw wczesnych.
Kompleks ekdysterydu z receptorem (EcdR) wiaze si¢ do specyficznych miejsc DNA tzw.
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"ecdysteroid-responsive elements" i reguluje transkrypcje genu bedacego pod kontrola
hormonu. Badania oddzialywania receptora ekdysterydowego Drosophila melanogaster z
sekwencja promotorowa hsp27 (gen biatka szoku termicznego hsp27) pokazaly, ze
receptor wiaze si¢ do DNA w formie dimeru o masie czasteczkowej 270 kDa (OZYHAR i
wsp., 1991). Rozpoznawany przez receptor fragment DNA posiada sekwencje
palindromowa, ktora wykazuje duze podobienstwo do sekwencji rozpoznawanych przez
receptory sterydowe kregowcow. Ostatnie badania pokazaly, ze niewielkie biatko o
nazwie "usp", bedace homologiem receptora RXR kregowcow, indukuje wigzanie
receptora ekdysterydowego do miejsca promotorowego hsp27, co potwierdzaloby
hipotez¢ dziatania receptora w heterokompleksie z biatkiem usp (YAO 1 wsp., 1992).

Receptor ekdysterydowy z Drosophila melanogaster zostal sklonowany 1
scharakteryzowany (KOELLE i wsp., 1991). Zachowane s3 w nim dwie domeny
charakterystyczne dla biatek nalezacych do rodziny hormonow sterydowych: domena
wiazagca DNA 1 domena wiazaca hormon. Porownanie sekwencji EcdR z sekwencjami
innych biatek z rodziny receptoréw hormonoéw sterydowych pozwolito na umieszczenie
receptora w podrodzinie, do ktorej naleza ludzki receptor tyroidowy, ludzki receptor

witaminy D3 1 ludzki receptor kwasu retinowego.

CHANG 1 wsp. (1980) pokazali istnienie w komoérkach Kc Drosophila
melanogaster  cytosolowego biatka (masa czasteczkowa = 80 kDa) wiazacego
specyficznie i z duzym powinowactwem (K ~10-8 M) hormon juwenilny i posiadajacego
wilasciwosci receptora cytoplazmatycznego. W innych tkankach docelowych dla JH
(gruczot przedny i integument z Galleria mellonella) takze znaleziono cytosolowe bialka,
o duzym powinowactwie do hormonu (WISNIEWSKI i wsp., 1988; WISNIEWSKI i
KOCHMAN, 1984). W komorkach Kc Drosophila, zidentyfikowano biatko, o masie
czasteczkowe] ok. 49 kDa, wiazace fotoznacznik — analog JH (CHANG 1 wsp., 1985).
Biatko to zbudowane jest z dwoch podjednostek 1 wigze si¢ z DNA-—celuloza. Po
zaznakowaniu technika foto—powinowactwa biatko to zostalo oczyszczone (WANG 1
wsp., 1989). Biatka, o wtasciwosciach receptora JH, znaleziono tez w ciele ttuszczowym
Drosophila melanogaster (SHEMSHEDINI i1 wsp., 1990) 1 Leucophaea maderae
(ENGELMAN i wsp., 1987). Obecne u Drosophila melanogaster biatko wykazuje cechy
klasycznego receptora: wiaze JH specyficznie 1 z duzym powinowactwem (K4 = 6.7 nM),
wiazanie JH jest wsycalne, a obecnos¢ biatka tkankowo-specyficzna 1 skorelowana z
biologiczng aktywnoscia hormonu.

Najlepiej poznanym receptorem hormonu juwenilnego jest biatko z epidermy Manduca
sexta. W tej tkance znaleziono dwa typy jadrowych miejsc wiazacych, specyficznych dla
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JHI(Kg= 7 1 33 nM)1 dla analogu JH - [ 1251] jodowinylometoprenu Kq=4159
nM) (OSIR 1 RIDDIFORD, 1988). Stwierdzono, ze przynajmniej jedno z dwoéch 29 kDa
biatek ekstrahowanych z jadra 0.4 M KCl oraz obecnych w cytosolu epidermy 1 ciata
tluszczowego, wiaze naturalne homologi JH (PALLI 1 wsp., 1990). Badania pokazaty
rowniez, ze ekstrakt jadrowy, zawierajacy 29 kDa biatko wiazace JH, zawiera tez 29
kDa biatko, ktore wiaze si¢ do genu bedacego pod kontrola JH 1 kodujacego biatkowy
sktadnik kutikuli larwalnej (LCP 14) (PALLI 1 wsp., 1990). Eksperymenty
elektroforetyczne ("gel retardation studies") pozwolity na stwierdzenie, ze gen LCP 14
zawiera dwa rejony do ktorych wiaze si¢ biatko jadrowe: —241 do —491 od 5' konca 1
+209 do +409 w pierwszym intronie LCP14. Powyzsze eksperymenty wydajq si¢
swiadczy¢, ze 29 kDa biatko jest receptorem hormonu juwenilnego.

Poniewaz stwierdzono, ze dwa retinoidy wykazuja niewielki efekt juwenilny, cDNA
ludzkiego receptora kwasu retinowego (hRAR) zastosowano jako sond¢ do znalezienia u
Manduca sexta genu o sekwencji DNA homologicznej do hRAR (Manduca RAR)
(PALLI 1 wsp., 1991). 13 z 14 aminokwaséw C-koncowego palca cynkowego jest
identycznych w obu biatkach; ludzkim 1 owadzim kodowanych przez geny RAR.
Pokazano, ze transkrypcja Manduca RAR jest pod pozytywna kontrola 20-
hydroksyekdyzonu. Hormon juwenilny opdznia szybko$¢ indukcji transkrypcji wywotang
20-hydroksyekdyzonem. Wedtug autoréw biatko genu Manduca RAR nie jest wczesnie]
znalezionym 29 kDa jadrowym receptorem lecz czynnikiem transkrypcji, ktorego st¢zenie

jest modulowane przez JH.

1.2.2.2. Owadzie receptory transmembranowe o aktywnosci tyrozylowej kinazy
biatkowej

Niektore z hormondéw owadow wykazuja podobiefnistwa strukturalne 1/lub
funkcjonalne do hormonoéw polipeptydowych kregowcow dziatajacych w oparciu o
system przekaznikow informacji drugiego rzedu. MATSUMOTO 1 wsp. (1985)
stwierdzili, ze N—-koncowe sekwencje formy I 1 III hormonu melanizacji 1 czerwonego
zabarwienia (MRCH 1 1 MRCH 1II) oraz ludzkiego IGF-2 s3a podobne. Za pomoca
immunizowanych surowic w hemolimfie Manduca sexta znaleziono peptydy podobne do
insuliny 1 glukagonu kregowcow (KRAMER 1 wsp., 1980), a w ekstraktach otrzymanych
z jelita srodkowego 15 kDa peptyd podobny do glukagonu (TAGER 1 KRAMER, 1980).
Niskoczasteczkowa form¢ PTTH (4400 Da), nazwang bombyksyna, ze wzgledu na
homologi¢ sekwencji do insuliny kregowcow, zakwalifikowano do rodziny peptydow
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insulinowych (ADACHI 1 wsp., 1989). Bombyksyna jest zbudowana z dwoch tancuchow
A 1 B potaczonych mostkami disiarczkowymi. Znaleziono wiele form molekularnych tego
hormonu, roznigcych si¢ jednym lub kilkoma aminokwasami, a takze ro6zne cDNA dla
prekursora bombyksyny (ADACHI 1 wsp., 1989; IWAMI 1 wsp., 1990; LAGUEUX 1
wsp., 1990). Badania znalezionych cDNA pokazaly, ze organizacja domenowa
preprobombyksyny jest taka sama jak u preproinsuliny, co sugeruje, ze struktura
trzeciorzgdowa 1 modyfikacje posttranslacyjne tych hormonéw sa takie same.

Znana jest struktura 1 specyficzno$¢ receptora insulinowego owadoéw (FERNANDEZ-
ALMONACID i ROSEN, 1987). Z genomu Drosophila melanogaster wyizolowano DNA
kodujace domeneg kinazowg tego receptora (PETRUZZELLI 1 wsp., 1986). Za pomoca
przeciwcial wykazano jej homologi¢ do domeny kinazowej ludzkiego receptora

insulinowego 1 pokazano istnienie formy ufosforylowane;.

1.2.2.3. Owadzie receptory transmembranowe zwiazane z systemem przekaznikow
informacji drugiego rzedu

System przekaznikéw informacji drugiego rzedu jest powszechnym systemem
przenoszenia sygnatu hormonalnego, rowniez u owadéw. Pokazano (WANG 1 wsp,,
1990), ze w ciele ttuszczowym Locusta migratoria oktopamina 1 AKH, podobnie jak
forskolina (roslinny diterpen) indukuja wzrost poziomu cAMP 1 diacyloglicerolu, a
dziatanie oktopaminy w utlenianiu lipidow podczas lotu owadéw powoduje wzrost cAMP
1 jonobw wapnia (PIMPLEY, 1985). Stwierdzono, ze hormon diuretyczny wywotuje
zmiany w poziomie cAMP w cewkach Malpighiego (MORGAN 1 MORDUE, 1985).
cAMP posredniczy w dziataniu czynnikoéw hipertrehalosemicznych (MORDUE 1 STONE,
1979), a poziom trehalozy moze by¢ stymulowany przez Ca2* (McCLURE i STEELE,
1981). W gruczotach slinowych Amblyomma americanum inozytolotrifosforan powoduje
uwalnianie Ca2* z mikrosomalnych magazynéw wewnatrzkomorkowych (RODDY i
wsp., 1990). Produkty hydrolizy inozytolotrifosforanu moga stymulowa¢ wychwytywanie
jondéw wapnia przez poza-mitochondrialny sktadnik gruczotéw slinowych.

Badania farmakolologiczne, wiazania w moézgu karaluchéw; pifluthixolu, zwiazku o
dziataniu antagonistycznym w stosunku do dopaminy, pozwolity na identyfikacje
receptora dopaminy i1 stwierdzenie jego podobienstwa do podtypu D-1 (stymulujacych
cyklaze adenylowa) receptorow dopaminy z mozgu ssakow (NOTMAN 1 DOWNER,
1987). Indukowany przez wiazanie dopaminy wzrost produkcji cAMP jest zalezny od

GTP 1 soli jednowartosciowych kationow. Reszta anionowa hamuje efekt wzrostu
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produkcji cAMP indukowany hormonalnie, a jednoczesnie stymuluje podstawowg syntezg
cAMP (ORR 1 wsp., 1988).

Owadzia linia komoérkowa Sf9 zostata wybrana jako model do badania zwigzanych z
cyklaza adenylowa owadzich receptorow oktopaminy (ORR 1 wsp., 1992). Kompleks
receptora z enzymem jest zasocjowany z membrana, wymaga GTP 1 jest wrazliwy na
forskoling. Receptor jest specyficzny dla oktopaminy i nie powoduje wzrostu st¢zenia
cAMP w odpowiedzi na serotoning lub dopaming. Stezenie oktopaminy potrzebne do
osiggni¢cia 50% maksymalnego wzrostu syntezy cAMP wynosi 3.5 pM. Zwiazki o
dziataniu agonistycznym w stosunku do receptora oktopaminy powoduja specyficznie
odczulenie aktywowanego receptora (obnizenie produkcji cAMP) (ORR 1
HOLLINGWORTH, 1990).

Badania nad wptywem oktopaminy i cAMP na wiaczanie radioaktywnego fosforanu do
bialek w homogenatach 1 w nienaruszonych preparatach zwojow mozgowych
Schistocerca gregaria pokazaly, ze fizjologiczne dziatanie oktopaminy moze obejmowac
fosforylacje biatek, w ktorej posredniczy cAMP (ROTONDO 1 wsp., 1987). U owadow
znaleziono wiele kinaz, ktorych aktywnos$¢ jest regulowana przez przekazniki informacji
drugiego rzedu. Z tkanki nerwowej Apis mellifera oczyszczono dwie kinazy zalezne od
cAMP (ALTFELDER i MULLER, 1991). Pierwsza kinaza o masie czasteczkowej 180
kDa posiada strukture tetrameryczna z dwoma podjednostkami katalitycznymi 1 dwoma
regulatorowymi, ktore dysocjuja po przylaczeniu cAMP. Druga kinaza o masie
czasteczkowej 80 kDa jest dimerem o jednej podjednostce katalitycznej 1 jedne;
regulatorowej. Podjednostki regulatorowe obu kinaz wystepuja w formie ufosforylowane;j
lub defosforylowanej. W tkance nerwowej Apis mellifera obecne sa rowniez kinazy,
zalezne od CaZt i fosfolipidow (ALTFELDER 1 wsp., 1991). Kinazy C wykryto w
cytosolu 1 we frakcji nierozpuszczalne] mozgu Manduca sexta (QIU 1 wsp., 1990a, b).

1.2.2.4. Owadzie transmembranowe receptory—kanaty jonowe regulowane wigzaniem
ligandu

W tkance nerwowej owadow znaleziono nikotynowy receptor acetylocholinowy
(DUDAI, 1978). Oczyszczony receptor, podobnie jak u kregowcow, jest
pentamerycznym kanatem jonowym zbudowanym z czterech typow podjednostek.
Wrhasciwosci kanatu badano rekonstytuujac receptor w sztucznych, ptaskich btonach
lipidowych (HANKE 1 BREER, 1986). Stwierdzono, ze cholinergiczne zwiazki o
dziataniu agonistycznym aktywuja otwarcie kanatu dla jonoéw oraz, ze jego whasciwosci sa
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podobne do wiasciwosci receptora acetylocholinowego u kreggowcow. o—Bungarotoksyna
z jadu zmii jest zasadowym, krotkim polipeptydem czgsto stosowanym do lokalizacji 1
badania nikotynowych receptorow acetylocholiny u kregowcéw. Przy pomocy o—
bungarotoksyny zlokalizowano 1 scharakteryzowano nikotynowe miejsca wigzania
acetylocholiny w mozgu karaluchow (ORR 1 wsp., 1990). Analiza Scatcharda wykazata
obecnos$¢ jednej klasy miejsc wiazacych o statej dysocjacji 1.09 nM 1 pojemnosci 8926
fmola/mg biatka. BENKE 1 BREER (1989) wyizolowali endogenne, niskoczasteczkowe
inhibitory cholinergicznych miejsc wiazacych w tkance nerwowej Locusta migratoria 1
pokazali, ze moga one in vivo pelni¢ funkcj¢ endogennych, specyficznych modulatorow

receptorow acetylocholinowych u owadow.
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2. HORMONY JUWENILNE

2.1. Struktura

Nazwa  "hormon  juwenilny" (JH) obejmuje grupe  homologoéw
seskwiterpenoidowych (Rys.2); w tym pie¢ monoepoksydéow (BERGOT 1 wsp., 1981;
TOBE 1 FEYEREISEN, 1983), oraz jeden bisepoksyd (JHB3 ) (RICHARD 1 wsp.,
1989).
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Rysunek 2

Wzory strukturalne naturalnych enancjomerow homologéw hormonu
juwenilnego. Wediug TOBE i FEYEREISENA (1983); RICHARDA i wsp., (1989).

Rysunek przedstawia enancjomery (10R,11S) homologéw JH 0, izo-JH 0, JH | i JH Il oraz
homolog (10R) JH lll. Konfiguracja naturalnego JHB4 nie jest znana.
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2.2. Rola fizjologiczna

Hormon juwenilny, obok ekdyzonu, jest jednym z glownych czynnikow

niezbednych do prawidtowego rozwoju owada. Generalnie, dzialanie JH prowadzi do
hamowania rozwoju, we wczesnych stadiach (larwa, poczwarka) 1 do aktywacji procesow
zwiazanych z rozmnazaniem, w stadium owada dorostego (KUMARAN, 1990).
Dotychczasowe badania pokazaly, ze hormon juwenilny wywiera wplyw na wszystkie
etapy zycia owada; reguluje embriogenez¢ (KUMARAN, 1990), hamuje zmiany zwigzane
z metamorfoza (TANO 1 wsp., 1988), stymuluje procesy zwiazane z reprodukcja 1
zachowaniem migracyjnym (KUMARAN, 1990), inicjuje zachowanie wabigce i/lub
produkcje feromondéw w stadium imago (CUSSON 1 McNEIL, 1989), posredniczy w
zakonczeniu diapauzy (LEFEVERE, 1989; DE KORT i wsp., 1987). JH hamuje swoja
biosynteze przez nieklasyczne sprzgzenie zwrotne, w ktorym uczestniczy centralny system
nerwowy (TOBE i STAY, 1979). Hormon juwenilny moduluje takze syntezg i dzialanie
ekdyzonu (HIRUMA, 1986; SAKURAI i wsp., 1989; WATSON 1 wsp., 1988). Obecnos¢
JH jest niezbedna do syntezy 1 wydzielania PTTH, a tym samym do produkcji ekdyzonu w
przedostatnim stadium larwalnym Bombyx mori (HIRUMA, 1986). Na poczatku
ostatniego stadium larwalnego JH blokuje aktywno$¢ 1 wrazliwo$¢ gruczotow
protorakalnych na PTTH (SAKURAI 1 wsp., 1989).
Hormon juwenilny wspotdziata w regulacji rozwoju owadoéw z innymi hormonami, z
ktorych szczegoOlne znaczenie odgrywa ekdyzon. Jedynie w obecnosci ekdyzonu
przejawia si¢ morfogenetyczna aktywnos¢ JH (KUMARAN, 1990). Przykiadem
wspoéltdziatania obu hormondéw moze by¢ regulacja ekspresji genow larwalnych
(MEMMEL i KUMARAN, 1988) Ilub kontrola realizacji programu genetycznego
komorek epidermalnych (RIDDIFORD, 1975). Oba hormony sa niezbedne do produkcji
witelogenin, lipoproteidow niezbednych do dojrzewania jaj, gdzie jedna z funkcji JH jest
zwigkszenie wrazliwo$¢ tkanek produkujacych witelogeniny na ekdyzon (ADAMS i
FILIPI, 1988). Podczas cyklu rozrodczego u samic karaluchow Blaberus discoidalis
hormon juwenilny wspotdziata rowniez z neurohormonami, ktore wzmacniaja stymulacje
syntezy biatek wywotywana przez JH (KEELEY 1 wsp., 1988).

U podioza funkcji fizjologicznych JH lezy wiele procesow biochemicznych.
Jednym z nich jest regulacja (indukcja lub hamowanie) syntezy biatek larwalnych.
Hormon juwenilny jest odpowiedzialny m.in. za indukcj¢ w ciele tluszczowym
Dendroides canadensis (XU 1 DUMAN, 1991) i Tenebrio molitor (XU 1 wsp., 1992)

biatek przeciwdziatajacych zamarzaniu, za hamowanie syntezy dwoch glownych
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biatkowych substancji zapasowych (LHP49 1 LHP46) hemolimfy Corcyra cephalonica
(ISMAIL 1 DUTTA-GUPTA, 1988) lub hamowanie syntezy jednego z hemolimfowych
biatek larwalnych (masa czasteczkowa = 76 kDa 1 pI=5.8) Trichoplusia ni (JONES 1 wsp.,
1988). Pokazano, ze podtozem molekularnym tych procesow jest regulacja przez JH
ekspresji genoéw kodujacych biatka, ktorych synteza jest pod kontrola hormonu
(RIDDIFORD, 1986; BOSQUET 1 CALVEZ, 1985; JONES 1 wsp., 1988; MEMMEL 1
KUMARAN, 1988; DITTMANN 1 wsp., 1989). Istnieje wiele doniesien na temat
stymulacji syntezy witelogenin przez JH (HATAKEYAMA 1 OISHI, 1990; KEELEY 1
wsp., 1988; IBANEZ i wsp.,1987). GOLD 1 DAVEY (1989) donosza, ze JH stymuluje
rowniez gromadzenie biatek w dodatkowych gruczotach piciowych samcow Rhodnius
prolixus. Hormon juwenilny wplywa na okresowe funkcje organizmu owadow tj.
melanizacja kutikuli (HIRUMA i1 RIDDIFORD, 1988), a takze na funkcje ogolne.
STEPIEN 1 wsp. (1988) pokazali, ze traktowanie komoérek Kc Drosophila melanogaster
hormonem juwenilnym w stezeniu 10-12-10-9 M prowadzi najpierw do zwigkszenia
syntezy biatek mitochondrialnych, a nastgpnie do wzrostu aktywno$ci mitochondrialnej
oksydazy cytochromowej. Autorzy stwierdzili, ze w dziataniu JH na mitochondria
posredniczy jadro, gdyz nie obserwowano odpowiedzi na hormon w eksperymentach
prowadzonych na izolowanych organellach Co wigcej, analiza biatek mitochondrialnych
w dwuwymiarowej elektroforezie pokazata zmiang ruchliwosci dwoch biatek
kodowanych przez DNA jadrowe.

Aby pelni¢ tak rozmaite 1 czgsto pozornie rozbiezne funkcje, stezenie JH musi by¢

precyzyjnie kontrolowane podczas cyklu zycia owada.

2.3. Stezenie w hemolimfie

Profil zmian stgzenia hormonu juwenilnego w hemolimfie, od przedostatniego
stadium larwalnego do stadium imago Galleria mellonella, wyznaczony przez
PLANTEVIN 1 wsp. (1984), przedstawia Rys.3. Stezenie hormonu okreslano metoda
radioimmunologiczng (RIA) po konwersji JH, obecnego w badanej probce hemolimfy, do
JH diolu.

Stezenie hormonu podczas stadiow larwalnych jest wysokie (maksimum 35 nM jest
obserwowane w drugim dniu przedostatniego stadium). Podczas linienia larwa—larwa,
larwa—poczwarka stezenie JH jest bardzo niskie (nie wigcej niz 4 nM). Poziom hormonu
jest niewysoki u poczwarek (Srednie stezenie ok.8 nM), ale bardzo wzrasta pod koniec
tego stadium, co jest szczegolnie widoczne u samic (36 nM w ostatnim dniu). U dorostych
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samic nie znaleziono JH podczas gdy u dorostych samcow jest on obecny, a pierwszego
dnia jego stezenie wynosi 12 nM. Zmiany stezenia JH w hemolimfie larw dwoch ostatnich
stadiow Manduca sexta wykazuja podobne prawidtowosci do znalezionych u Galleria
mellonella (RIDDIFORD, 1980).

Opisane powyzej zmiany ste¢zenia hormonu juwenilnego w czasie zycia owada sa

wynikiem dziatania dwoch przeciwstawnych procesow: biosyntezy i1 degradacji.

STEZENIE
(nM) 4

0 202 4602 46 800242460

WIEK (dni)
Bl e I GSigre I ¢ poczwarka I Td'poczwarka] d imago
larwalne larwalne 9

imago

Rysunek 3

Profil zmian rozwojowych stezenia JH w hemolimfie Galleria mellonella. wedtug
PLANTEVIN i wsp. (1984).

Stezenia JH wyznaczono metodg radioimmunologiczng.

2.4. Regulacja poziomu
2.4.1. Biosynteza

Poszukiwania drog biosyntezy homologéw hormonu juwenilnego rozpoczgto od
sprawdzenia klasycznego szlaku syntezy zwiazkoéw terpenoidowych. Badania nad
wilaczaniem in vitro przez corpora allata (CA) Manduca sexta prekursorow

znakowanych 14C pokazaly, ze biosynteza szkieletu weglowego JH III prowadzi od
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octanu do pirofosforanu izopentynylu wedlug drogi biosyntezy cholesterolu
(SCHOOLEY 1 wsp., 1973; TOBE 1 FEYEREISEN, 1983). Prekursorami wyzszych
homologéw JH sg octan i pirogronian (Rys.4), a klasyczna droga biosyntezy prowadzi do
odpowiedniego pirofosforanu  homoizopentynylu. Pirofosforany izopentynylu 1
homoizopentynylu sa nastgpnie izomeryzowane do pirofosforanow dwumetyloallilu 1 cis—
3—metylopentynyl-2—en—1-ylu odpowiednio, jak pokazano dla homogenatow CA z
Manduca sexta (BAKER 1 wsp., 1981). Koncowe etapy biosyntezy sa wspolne dla
wszystkich monoepoksydowych homologéw JH. Pirofosforan farnezylu jest
przeksztatcany w farnezol, utleniany do kwasu farnezylowego, a nastgpnie epoksydowany
do JH III kwasu w obecnosci NADPH i tlenu atomowego, a w koncu metylowany do JH
III (REIBSTEIN i wsp., 1976).

3
Octan (C) > HMG CoA > Mewalonian JH I
I\ Jai
4 o o oM
2
- 1
Propionian (C3) =——> HEGCoA —* Homomewalonian JHOD

)\ ﬁu izo~JHO
0 0" o~ OH

0

Rysunek 4

Prekursory i biosynteza homologéw monoepoksydowych hormonu juwenilnego.
Weditug TOBE i FEYEREISENA (1983).

HMG CoA, hydroksymetyloglutarylo CoA; HEG CoA, hydroksyetyloglutarylo CoA.
Cyfry podajg ilo$¢ czasteczek substratu.
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Wydaje si¢, ze dwa ostatnie etapy biosyntezy JH roznig si¢ kolejnoscia w
zaleznosci od rzedu. U Dictyoptera i Orthoptera, gdzie JH 111 jest jedynym znalezionym
homologiem, kwas farnezylowy jest metylowany przez O-metylotransferazge do
farnezylanu metylu, a nast¢pnie epoksydowany do JH III (PRATT 1 wsp.,1975;
HAMNETT 1 PRATT, 1978). U Lepidoptera, gdzie wystepuja wyzsze homologi JH,
kwasy farnezylowe sa najpierw epoksydowane do JH-kwasow przez 10,11-epoksydaze, a
pozniej metylowane do odpowiedniego homologu hormonu juwenilnego (REIBSTEIN 1
wsp., 1976). Donorem reszty metylowej jest S—adenozylometionina (SCHOOLEY 1 wsp.,
1976; METZLER 1 wsp.1971; FEYEREISEN i FARNSWORTH, 1987a).

Biosynteza wyzszych homologow, ktéra zachodzi u Lepidoptera (SCHOOLEY 1 wsp.,
1984), wydaje si¢ by¢ wynikiem zdolnosci CA tych owadéw do katabolizmu
aminokwasow o rozgatezionych tancuchach bocznych, takich jak i1zoleucyna lub walina
do propionylo-CoA (BRINDLE i wsp., 1988). Wedtug BRINDLE'A 1 wsp. (1992) CA
owadow nie nalezacych do Lepidoptera, ktére nie posiadaja transaminazy rozgatgzionych
aminokwasow nie sa zdolne do wykorzystania ich w biosyntezie hormonu 1 w

konsekwencji do syntezy wyzszych homologéw JH.

2.4.2. Degradacja

W hemolimfie pierwsza, zasadnicza reakcja, prowadzaca do inaktywacji hormonu
juwenilnego jest hydroliza wigzania estrowego (SLADE 1 ZIBITT, 1972). W innych
tkankach droga degradacji (w zaleznosci od tkanki) moze by¢: hydroliza wiazania
estrowego, hydratacja pierécienia epoksydowego lub utlenienie wigzania podwojnego
(HAMMOCK i QUISTAD, 1976; WISNIEWSKI i wsp., 1986). Nieaktywne produkty
tych reakcji s3 dalej metabolizowane, najczesciej do JH-kwasu-diolu (MEYER 1
LANZREIN, 1989), a nastgpnie wydalane po koniugacji z siarczanami lub glukoza (ROE
1 VENEKATESH, 1990).

W hemolimfie Lepidoptera znaleziono dwie klasy esteraz hormonu juwenilnego
(SANBURG 1 wsp., 1975). Specyficzne sterazy JH (JHE), o niskiej statej Michaelisa i
duzej predkosci maksymalnej (ABDEL-AAL 1 HAMMOCK, 1988), sa odporne na
hamowanie przez diizopropylofluorofosforan (DFP) (SANBURG 1 wsp., 1975). Esterazy
ogoélne, o szerokim spektrum substratow, sa hamowane przez DFP (SANBURG 1 wsp.,
1975). W hemolimfie larw ostatniego stadium, u 11 gatunkow Lepidoptera, stgzenie
esteraz JH osiaga maksimum dwukrotnie: w okresie larwy wedrujacej 1 u $wiezo wyklutej
przedpoczwarki (JONES 1 wsp., 1982). Przypuszcza si¢, ze u Manduca sexta pierwszy
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szczyt jest indukowany przez czynnik neurosekrecyjny (JONES 1 wsp., 1981), drugi przez
hormon juwenilny (HAMMOCK, 1985).

Specyficzne esterazy JH zostaly oczyszczone z hemolimfy tylko kilku gatunkéw owadow.
JHE 2z hemolimfy Manduca sexta oczyszczono do homogennosci (1700 razy)
(COUDRON 1 wsp., 1981). Bialko to zbudowane jest z jednego tancucha
polipeptydowego o masie czasteczkowej 68 kDa 1 wykazuje odmienne state szybkosci
hydrolizy dla réznych homologow JH. Specyficzna esteraza JH z hemolimfy larw
Galleria mellonella zostata oczyszczona 2630 razy (RUDNICKA 1 KOCHMAN, 1984).
Stata Michaelisa dla tego enzymu jest niska 1 wynosi 2.1x10-8 M. Esteraza z
G.mellonella, podobnie jak wyizolowana przez chromatografi¢ powinowactwa JHE z
hemolimfy 7richoplusia ni (HANZLIK 1 HAMMOCK, 1987) jest biatkiem wystepujacym
w kilku formach molekularnych roznigcych si¢ punktem izoelektrycznym. System
ekspresji esterazy JH z Heliothis virescens w komorkach Spodoptera frugiperda, ktory
opracowano w oparciu o wektor bakulowirusa (HAMMOCK 1 wsp., 1990), pozwoli na
otrzymanie JHE w ilosci wystarczajacej do prowadzenia szczegdlowych badan
biochemicznych 1 fizjologicznych .

Wydaje si¢, ze JHE w hemolimfie 1 innych tkankach (ciato tluszczowe, gruczot przedny,
integument) jest enzymem cytoplazmatycznym (HANZLIK 1 HAMMOCK, 1988;
WISNIEWSKI i wsp., 1986). Hydrolaza epoksydowa JH moze wystepowa¢ w tkankach
w obu formach; cytoplazmatycznej i zwiazanej z membrang (WISNIEWSKI i wsp.,
1986). WING 1 wsp. (1981) stwierdzili, ze u 7richoplusia ni JHE z ciala thuszczowego 1
hemolimfowa sa nierozréznialne pod wzgledem punktu izoelektrycznego 1 specyficznosci
hamowania. Jest to zgodne z hipoteza, ze cialo tluszczowe jest miejscem biosyntezy i
wydzielania esterazy JH do hemolimfy (WHITMORE 1 wsp., 1974; HAMMOCK 1 wsp.,
1975; WING 1 wsp., 1981).

2.4.3. Regulacja biosyntezy

Aktywnos¢ biosyntetyczna corpora allata jest Scisle regulowana, zaréwno
podczas metamorfozy jak i1 reprodukcji (TOBE 1 STAY, 1985; ACLE 1 wsp., 1990).
Czynnikami wplywajacymi na aktywno$¢ biosyntetycznag CA sa: hormon juwenilny
(TOBE 1 STAY, 1979), czynniki srodowiskowe (DE KORT 1 KHAN, 1984; LESSMAN 1
HERMAN, 1983; BOGUS i CYMBOROWSKI, 1981), a takze ekdyzon (WHISENTON i
wsp., 1985). Czynniki te wywieraja wptyw na aktywnos¢ CA przez impulsy nerwowe
(GOODMAN, 1990; SZIBBO i TOBE, 1983) i/lub poprzez peptynergiczne substancje
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transportowane aksonami bezpo$rednio do CA lub uwalniane do krwi (SCHARRER,
1987). Neuropeptydy moga wplywaé na corpora allata stymulujaco (allatotropiny)
(GRANGER i SEHNAL, 1974; MUSZYNSKA-PYTEL, 1987; UNNI i wsp., 1991;
BOGUS i CYMBOROWSKI, 1984) lub hamujaco (allatostatyny) (WILLIAMS, 1976;
SZIBBO i TOBE, 1983; PAULSON i1 STAY, 1985).

Ogromnego postepu dokonano ostatnio w dziedzinie oczyszczania 1 okreslania
pierwszorzedowej struktury neuropeptydow regulujacych aktywnos¢ CA (WOODHEAD i
wsp., 1989; PRATT 1 wsp., 1989; PRATT 1 wsp., 1991). KATAOKA 1 wsp. (1989a)
oczyscili trzynastopeptyd z ekstraktow mozgowych Manduca sexta, ktéry odwracalnie
stymuluje szybkos¢ syntezy JH w CA swiezo wyklutych samic. Badania prowadzone
przez UNNI 1 wsp. (1991) wskazuja, ze stymulacja dotyczy wczesnych etapow
biosyntezy, a nie wptywa na dwa ostatnie: epoksydacj¢ 1 metylacje. Z gtow nie wyklutych
jeszcze samic Manduca sexta oczyszczono (KRAMER 1 wsp., 1991) pigtnastopeptyd—
allatostatyng, ktora w sposob odwracalny silnie hamuje aktywnos¢ CA u larw ostatniego
stadium 1 u dorostych samic. BHASKARAN 1 wsp. (1990) pokazali, ze CA larw
ostatniego stadium Manduca sexta sa hamowane nieodwracalnie. Na skutek tej inhibicji

gruczoly, w ostatnim stadium AM.sexta mogg produkowac tylko JH-kwas.

Uwalnianie JH-kwasu do hemolimfy przez CA w ostatnim stadium larwalnym
stwierdzono juz wcze$niej (BHASKARAN i wsp.,1987; WISNIEWSKI i wsp., 1987). U
Manduca sexta przyczyna tego zjawiska jest utrata aktywnosci metylotransferazy JH-
kwasu (BHASKARAN 1 wsp., 1987), u Galleria mellonella przewaga degradacji nad
synteza hormonu (WISNIEWSKI i wsp.,1987). JH-kwas jest produkowany jedynie w
stadium przedpoczwarkowym, pozniej jego synteza ustaje (BHASKARAN 1 wsp., 1987).
Wydzielany do hemolimfy JH-kwas jest wychwytywany 1 metylowany do hormonu przez
dodatkowe gruczoly piciowe samcow (DAHM i wsp., 1981) 1 dyski imaginalne
(BHASKARAN i wsp., 1986, WISNIEWSKI i wsp., 1987), w ktorych stwierdzono
znaczacy poziom metylotransferazy JH-kwasu (SPARGANA i1 wsp., 1985). Tak wigc JH-
kwas wydaje si¢ petni¢ rolg¢ prohormonu w stadium przedpoczwarkowym, a CA
przechodzi z syntezy hormonu na syntez¢ prohormonu podczas linienia z larwy do
poczwarki (BHASKARAN 1 wsp., 1986).

U podtoza regulacji biosyntetycznej CA leza najprawdopodobniej procesy zwigzane z
systemem przekaznikow informacji drugiego rzedu, ktore obejmuja kinaze¢ C, cykliczne
nukleotydy, neuromodulatory i wapn (TOBE, 1990). FEYEREISEN 1 FARNSWORTH
(1987b) pokazali, ze estry forbolu hamuja biosyntez¢ JH w izolowanych CA z Diploptera
punctata, implikujac zaangazowanie kinazy C w regulacje aktywnosci gruczolow. W tym
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samym ukladzie badawczym stwierdzono, ze biosynteza 1 uwalnianie JH zalezy od
stezenia Ca2t w medium inkubacyjnym; 3-5 mM stezenie jest potrzebne do osiagniecia
przez CA maksymalnej aktywnosci biosyntetycznej (KIKUKAWA 1 wsp., 1987).

2.5. Transport

BARBER i wsp. (1981) pokazali, ze hormon juwenilny obniza kooperatywno$¢
przejScia fazowego liposomow, zbudowanych z dipalmitoilofosfatydylocholiny, z fazy
zelu do fazy ciekto—krystalicznej. JH wykazuje wigc zdolno$¢ do perturbacji membran
fosfolipidowych, ktora jest konsekwencja jego lipofilowosci. Stwierdzono (MAYER 1
BURKE, 1976), ze JH i jego analogi wiaza si¢ niespecyficznie do takich biatek jak
albumina wotowa 1 watrobowy, mikrosomalny cytochrom P450, a u wielu gatunkow
owadoéw znaleziono w hemolimfie biatka (nalezace do klasy lipoproteidow), ktore
niespecyficznie i1 stabo, za to z duza pojemnoscig wiaza JH (GILBERT 1 wsp., 1976;
WHITMORE i GILBERT, 1972). Nie dziwi wiec fakt, ze chociaz stezenie JH w
hemolimfie jest nizsze od krytycznego stezenia micelarnego (KRAMER 1 wsp., 1976a),
owady posiadaja specyficzne hemolimfowe biatka transportujace o wysokim
powinowactwie do hormonu (JHBP).

Za kryterium powinowactwa biatek wiazacych JH przyjeto stala dysocjacji o wartosci
10-6 M (GOODMAN i CHANG, 1985), ktora dzieli je na dwie grupy:

- JHBP, dla ktorych Kq jest mniejsza od 10-6 M,
- biatka o niskim powinowactwie, o K4 wigkszej niz 10 -6 M.

Biatka nalezace do pierwszej grupy posiadaja jedno miejsce dla hormonu w czasteczce 1
charakteryzuja si¢ duza specyficznoscia wigzania, czasteczki bialek drugiej grupy
posiadaja wiele miejsc wiazacych o matej specyficznosci (GILBERT 1 wsp., 1976).

JHBP zapobiega przed adsorpcja JH na lipofilowych powierzchniach tkanek
(HAMMOCK i wsp., 1975; GILBERT i wsp., 1976), a takze stanowi ochrong¢ przed
degradacja hormonu przez niespecyficzne esterazy (SANBURG 1 wsp., 1975). Biatko nie
chroni jednak hormonu przed degradacja przez JHE. Badania poréwnawcze kinetyki
hydrolizy 1 wigzania JH Il ABDEL-AALA i HAMMOCKA (1988) pokazaly, ze jedynym
ograniczeniem degradacji JH II przez specyficzna esteraz¢ JH, w czasie pojawiania si¢ jej
w hemolimfie, jest stata dysocjacji kompleksu JHBP-JH.

Maksymalna pojemnos¢ miejsc wigzacych JH w hemolimfie larw ostatniego
stadium Galleria mellonella jest rowna 2x10-> M (OZYHAR i wsp., 1983). Dla larw

Manduca sexta st¢zenie miejsc wigzacych JH jest w przyblizeniu state we wcze$niejszych



39

stadiach, a na poczatku 1 na kofcu ostatniego stadium larwalnego wynosi 1.5x107 M
(GOODMAN i GILBERT, 1978). Pomimo istotnych réznic w wartoSciach
bezwzglednych profile zmian stezenia JHBP w hemolimfie G.mellonella 1 M.sexta sa
podobne do profilu wszystkich biatek hemolimfowych, nie za$§ do profilu stgzenia
hormonu juwenilnego (GOODMAN i GILBERT, 1978; OZYHAR i wsp., 1983,
GOODMAN, 1985).

2.5.1. Specyficzne biatka wiazace 1 transportujace hormony juwenilne w hemolimfie

Do dnia dzisiejszego zidentyfikowano wiele specyficznych, hemolimfowych JHBP.
Pod wzgledem wiasciwosci molekularnych stanowig one heterogenna grupe biatek, ktora
mozna podzieli¢ na cztery podgrupy (TROWELL, 1992):

— wysokoczasteczkowe lipoforyny (glikolipoproteidy) o dwoch podjednostkach
biatkowych (200-250 kDa i 70-85 kDa), zaangazowane w transport diglicerydow,
— lipoproteidy wystgpujace u Orthoptera,

— niskoczasteczkowe biatka Lepidoptera, zbudowane z jednego faficucha
polipeptydowego,

— wysokoczasteczkowe glikolipoproteidy, zbudowane z dwoch tancuchow
polipeptydowych (88 kDa i 79 kDa), wystepujace u diapauzujacych Lepidopiera.

Tabela 3 podaje cechy znanych JHBP.

Tabela 3
Wybrane informacje o specyficznych hemolimfowych JHBP.

Zrédto masa pl hormon Kg [M] odnosnik
[kDa] stadium
lipoforyny
Apis mellifera ~450 = JHIII d 3.4x10"8 DEKORT i wsp., 1984
Chironomus thummi ~400 = 1I0RJHII 1 1.97x10~8 WISNIEWSKI i STEUERNAGEL, 1990
Diploptera punctata 680 10RJHII d 2.71x10" KING i TOBE, 1988

Drosophila melanogaster ~ 400 =~ JHII 1 1.5x10"9 SHEMSHEDINIi WILSON,1988

Leptinotarsa decemlineata 10RJHII d 9.0x10"% DEKORTi KOPMANSCHAP,1987b
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DE KORT i KOOPMANSCHAP,1987a
DE KORT i KOOPMANSCHAP,1987b
DE KORT i wsp.,1984

KOEPPE i wsp.,1988
KOVALICK i KOEPPE,1983
KOEPPE i wsp.,1984a

DE KORT i wsp.,1984
DE KORT i KOOPMANSCHAP,1989

HARTMANN, 1978

KOOPMANSCHAP i DE KORT,1988
DE KORT i wsp.,1984

DE KORT i KOOPMANSCHAP,1987b
DE KORT i KOOPMANSCHAP,1987b
HARTMANN i wsp.,1987

DE BRUIJIN i wsp., 1986

EMMERICH i HARTMANN, 1973

KRAMER i CHILDS,1977
KRAMER i CHILDS,1977
WISNIEWSKI i STEUERNAGEL, 1990

LENZ i wsp.,1986
LENZ i wsp.,1986
LENZ i wsp.,1986
TURUNEN i CHIPPENDALE, 1981

LENZ i wsp.,1986
LENZ i wsp.,1986
LENZ i wsp.,1986

OZYHAR i KOCHMAN, 1987
OZYHAR i KOCHMAN, 1987
OZYHAR i KOCHMAN,1987

LENZ i wsp.,1986
LENZ i wsp.,1986
LENZ i wsp.,1986

GOODMAN i wsp.,1978a
KOEPPE i wsp., 1984b
PRESTWICH i wsp., 1988
KRAMER i wsp.,1974
KRAMER i wsp., 1976b
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JH 11 1 1.3x1077 LENZ i wsp.,1986
30 JHI 1 2.0x10"7 KRAMER CHILDS,1977
JHII 1 2.7x10°7 LENZ i wsp.,1986
29 JHI 1 2.8x10°7 LENZ i wsp.,1986
M.quinquemaculata 30 JHI 1 9.0x10"8 KRAMERi CHILDS,1977
Ostrinia nubilalis JHII 1 1.2x10”7 LENZ i wsp.,1986
31 5.0 JHI 1 1.3x1077 LENZ i wsp.,1986
JH I 1 1.8x10°7 LENZ i wsp.,1986
Paramyelais transitiella 30 JHI 1 2.2x10"7 KRAMERi CHILDS,1977
Plodia interpunctella 30 JHI 1 1.3x108 KRAMERi CHILDS,1977

bialka diapauzujacych Lepidoptera

Busseola fuscata ~500 10RJH I - 1.2x107  osIRi wsp., 1991

I, larwa; e, embrion; d, owad dorosty; IV, czwarte stadium; V, pigte stadium.

Badania immunochemiczne, przeprowadzone wsrdd larw Lepidoptera nalezacych
do kilku rodzin (GOODMAN 1 wsp., 1991), wykazaly duze rdznice strukturalne
pomigdzy JHBP pochodzacymi z réznych zrodet. Sposrod 6 monoklonalnych przeciwcial
(rozpoznajacych rozne epitopy) skierowanych do JHBP z hemolimfy Manduca sexta,
tylko jedno rozpoznawato JHBP pochodzace z gatunkéw z poza tej rodziny.

Ze znanych dotychczas hemolimfowych JHBP wciaz niewiele zostato
oczyszczonych (TROWELL, 1992). Wsrod nich znajduje sig¢ kilka niskoczasteczkowych
JHBP (KRAMER i wsp., 1976b; OZYHAR i KOCHMAN, 1987; PRESTWICH i
ATKINSON, 1990). Tylko dla jednego biatka - larwalnego JHBP z Manduca sexta
znana jest sekwencja aminokwasowa (LERRO 1 PRESTWICH, 1990). cDNA tego biatka
zostato oczyszczone, sekwencjonowane i1 ekspresjonowane w owadziej linii komorkowe;j
Sf9. Dla dwoch innych, hemolimfowych biatek wiazacych JH: z larw Galleria mellonella
1 Platyprepia virginalis znany jest jedynie fragment sekwencji (ok. 30 aminokwasoéw) od
N-konca (PRESTWICH i1 ATKINSON, 1990).

Od dawna interesowano si¢ specyficznosciag 1 budowa miejsca wigzania hormonu w
JHBP. Chociaz przeprowadzono wiele badan, dotyczacych specyficznosci wigzania
homologow 1 enancjomerow JH (GOODMAN 1 wsp., 1978b; PETERSON 1 wsp., 1977,
PRESTWICH 1 wsp., 1987, Tabela 3) wciaz niewiele wiadomo na temat budowy miejsca
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wiazacego hormon w czasteczce JHBP. Autorzy pracy (GOODMAN 1 wsp., 1978b)
poswieconej specyficznosci hemolimfowego JHBP z Manduca sexta, na podstawie
wynikow badan kompetycyjnych, pokusili si¢ o przedstawienie hipotetycznego modelu
miejsca wigzania JH. Zaproponowali model bruzdy, potozonej na powierzchni czasteczki
biatka, w ktorej oddziatywania pomigdzy JHBP a hormonem obejmuja wszystkie czesci
czasteczki JH: grupe estrowa, pierscien epoksydowy, tancuchy boczne 1 fancuch gtéwny.
Mapowanie miejsca wiazacego w biatku Manduca sexta pokazato, ze w wiazanie
hormonu zaangazowane sq dwa rejony: Asp 1-Glu 34 1 Ala 184—Asn 226 (TOUHARA i
PRESTWICH, 1992). Rejon Ala 184—Asn 226, o przewidywanej hydrofobowej
strukturze B bierze prawdopodobnie udzial w rozpoznaniu hydrofobowego tancucha
gtownego JH. Poniewaz 5 z 6 cystein znaleziono w rejonach kontaktowych, autorzy
(TOUHARA i PRESTWICH, 1992) przypuszczaja, ze mostki disiarczkowe lacza oba

rejony tworzac rodzaj kieszeni dla hormonu.

Badania immunoelektroforetyczne i immunoprecypitacyjne przeprowadzone na
larwach Manduca sexta pokazaly, ze zrodtem JHBP jest ciato thuszczowe, ktore szybko
uwalnia syntetyzowane biatko bez jego magazynowania (NOWOCK 1 wsp., 1975).
Pokazano réwniez (KOEPPE i1 wsp., 1988), ze ciato tluszczowe osobnikoéw dorostych
Leucophaea madere syntetyzuje prekursor hemolimfowego 220 kDa JHBP — biatko o
masie 275 kDa. Mechanizm procesowania i/lub modyfikacji prekursora nie jest znany.
Dwie obserwacje wskazywalyby na proteolityczny charakter procesu. Pierwsza jest
hamujacy wptyw jaki wywiera PMSF na tworzenie si¢ form molekularnych JHBP z
hemolimfy larw  Galleria mellonella (OZYHAR i KOCHMAN, 1986). Druga
identyfikacja, w elektroforezie dwuwymiarowej, wielu biatek z hemolimfy Manduca sexta
rozpoznawanych przez przeciwciata skierowane do hemolimfowego JHBP z tego owada
(GOODMAN 1 wsp., 1990).
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3. CEL PRACY

Wsréd wielu znanych hemolimfowych bialek wigzacych hormon juwenilny
jedynie kilka zostalo oczyszczonych. JHBP z Galleria mellonella oczyszczono do
homogennosci i wstepnie scharakteryzowano (OZYHAR i KOCHMAN, 1987).
Do tej pory badnia nad relacja JH - specyficzne biatka wiazace JH skupialy si¢ na
okresleniu ich powinowactwa do stereoizomeréw, homologéw 1 analogow
ligandu. Dotychczas, dla zadnego z tych bialek, nie zbadano wlasciwosci
kompleksu jaki tworzy ono z hormonem juwenilnym.

Nie do konca poznana jest rowniez funkcja jaka in vivo pelni JHBP.
Oprocz powszechnie przyjetej hipotezy o chronieniu hormonu przez biatko
wigzace przed degradacja przez niespecyficzne esterazy 1 adsorpcja na
lipofilowych powierzchniach tkanek, postawiona zostala juz w latach
siedemdziesiatych hipoteza wedlug ktorej JHBP uczestniczyloby w rozpoznaniu
hormonu przez tkanki docelowe (w Dyskusji przedstawiono wyniki badan
popierajacych t¢ hipotezg).

Otwartym wciaz pozostaje pytanie czy istnieje u owadow system
rozpoznajacy hormon zwiazany z biatkiem. Pierwszym krokiem w odpowiedzi na
to pytanie powinno by¢ okreslenie wlasciwosci kompleksu JHBP-JH 1 poroéwnanie
ich z wlasciwosciami wolnego biatka co stanowilo cel niniejszej pracy.



Wigkszo$¢ wynikdw przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej
zostala zaprezentowana w nastg¢pujacych doniesieniach:

Publikacje:

1.E. WIECZOREK i M. KOCHMAN (1991) Conformational change of the
haemolymph juvenile-hormone-binding protein from Galleria mellonella. Eur.
J. Biochem. 201, 347-353.

2.M. KOCHMAN i E. WIECZOREK (1991) Molecular mechanism of the
juvenile hormone action. Acta Biochim. Polon. 38, 393-405.

Komunikaty:

1.0graniczona proteoliza biatka transportujacego hormon juwenilny. XXV
Konferencja Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, 1989 Torun, Polska

(poster).

2.The effect of juvenile hormone on molecular properties of juvenile hormone
binding protein from the haemolymph of Galleria mellonella (L). 15th
Conference of European Comparative Endocrinologists, 1990 Leuven, Belgia
(ustny komunikat) Abstrakt, Red. European Society for Comparative
Endocrinology, str.48.
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4. MATERIALY I METODY

4.1. Odczynniki

Racemiczny [10-3H] hormon juwenilny I (cis-10,11-epoksy-7-etylo-3,11-
dimetylo-trans,trans-2,6-[10-3H] tridekadienonian metylowy) o radioaktywnosci
wiasciwej 15.5Ci/mmol pochodzit z NEN Chemicals. Na[1251] zakupiono w firmie
Pol-atom. (10R,11S) hormon juwenilny I (lot 29C-0011-1), subtylizyn¢ 3.4.21.14 (typ
VIII Carlsberga), chymotrypsyn¢ 3.4.21.1 (traktowang (-)-1-chloro-3-tozyloamido-
4-fenylo-2-butanonem), trypsyne 3.4.21.4 (traktowang chlorowodorkiem (-)-1-chloro-3-
tozyloamido-7-amino-2-heptanonu), karboksypeptydazg A 3.4.17.1 (traktowana
diizopropylofluorofosforanem), fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF), p-nitrofenylo-
fosforan, diaminobenzydyng¢ N ,N'-metyleno-bis-akrylamid, pepsyn¢ A 3.4.23.1,
karboksypeptydaze¢ Y, koniugat: anty-mysie IgG - peroksydaza zakupiono w Sigmie.
Dehydrogenaze mleczanowa 1.1.2.3 z migéni  kroliczych  otrzymano z
Boehringer-Mannheim GmbH. Aldolaza fruktozobisfosforanowa 4.1.2.13 z mig$ni
krolika, oczyszczona wedlug PENHOETA 1 wsp. (1969) byta ofiarowana przez
mgr R. Michalczyka. Heterogenny preparat albuminy z jaj kurzych, p-nitrofenol, jodek
sodu zakupiono w firmie Polskie Odczynniki Chemiczne. Czysty preparat albuminy z jaj
kurzych, sacharoza, Serva Blau G (Coomassie brilliant blue G), B-merkaptoetanol i
zelatyna pochodzity z firmy Serva. Standardy niskoczasteczkowe, kolumny PD-10
zakupiono w firmie Pharmacia. Akrylamid, pirydyna, aldehyd glutarowy (1,5-pentadial)
pochodzity z firmy Merck. Jodogen (1,3,4,6-tetrachloro-3«,6a-difenyloglikoluril)
zakupiono w firmie Pierce. Nitroceluloza pochodzita z firmy Schleicher & Schuell.
Mysie monoklonalne przeciwciatla przeciwko JHBP byly przygotowane przez

drJ. Szkudlarka z firmy Middle European Diagnostics.

4.2. Hodowla owadow, zbieranie hemolimfy i ciala thuszczowego

Larwy Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) hodowano na pozywce
przygotowywanej wedtug SEHNALA (1966), zawierajacej wosk pszczeli (375g), mleko
w proszku (250g), suszone drozdze (125g), kasz¢ kukurydziang (500g), glicerol
(250ml), make pszenng (250g) i midd (ok.300g). Hodowle prowadzono w ciemnosci
przy wilgotnosci wzglednej 40-60% w temperaturze 28-30 ©C. Larwy VII stadium 1
dnia rozpoznawano po ciemnym, prawie czarnym zabarwieniu kutikuli oraz po 2 mm
szerokosci kapsutce glowowej. Bezposrednio przed zbieraniem hemolimfy lub ciala
thuszczowego larwy anestezjowano przez zanurzenie w wodzie destylowanej, nastgpnie

dwukrotnie ptukano w wodzie destylowanej przed zbieraniem tkanki.
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a) zbieranie hemolimfy:

Po odcigciu drugiej pary odnoézy tulowiowych wyplywajaca hemolimfe (ok. 20
ul) zbierano za pomoca pipety Pasteura 1 umieszczano w probowce polietylenowe;

zanurzone] w suchym lodzie. Hemolimfe przechowywano w temperaturze - 20 °C.

b) zbieranie ciala thuszczowego:

Larwe umieszczano na szkietku podstawowym pod binokularem. Po rozcigciu
integumentu larwy wzdluz, po stronie brzusznej, wycinano ciato tluszczowe przez
przecigcie S$ciggien faczacych je z innymi tkankami. Cialo tluszczowe zbierano do
probowki z buforem 5 mM Hepes, 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.1 mM CaCl,, pH 8.5
zanurzone] w tazni lodowej 1 przechowywano w temperaturze - 80°C (UENO i wsp.,
1983).

4.3. Przygotowywanie szkla laboratoryjnego uzywanego do pracy z hormonem
juwenilnym

Szkto, ktore bylo uzywane do pracy z roztworami wodnymi hormonu
juwenilnego bylo wczesniej pokrywane glikolem polietylenowym. Szkto umieszczano na
kilka godzin w 1% roztworze glikolu polietylenowego 20 000 (Calbiochem), ptukano
woda destylowang i suszono w 120 ©°C (KRAMER 1 wsp., 1976b).

4.4. Pomiar aktywnosci bialek: biatka wiazacego hormon juwenilny, aldolazy i
fosfatazy alkalicznej

Wiazanie JH - aktywno$¢ JHBP - definiowano jako ilo$¢ nanomoli hormonu
juwenilnego zwiazanego z 1 miligramem biatka (w warunkach testu) 1 mierzono metoda
weglowa (GOODMAN i wsp., 1976) w obecnosci 0.1% zelatyny, jak opisano w pracy
OZYHARA i KOCHMANA (1987). Do szklanej probowki, zawierajacej 60 pmoli JH I
(o radioaktywnosci whasciwej 2.7 x 1014 dpm/mol), dodawano 20 pl JHBP (okoto 1
ug) 1180 ul 0.1% zelatyny w buforze 10 mM Mops, 100 mM NaCl, pH 7.2 1 mieszano
(vortex). Aktywnos¢ prob JHBP trawionego proteazami w obecnosci nieznakowanego
hormonu juwenilnego, okreslano po dodaniu [3H] JH I o radioaktywnosci whasciwej
takiej by otrzyma¢ koncowe stezenie 1 radioaktywno$¢ wiasciwa jak w probach JHBP
trawionego w nieobecno$ci JH.

Pomiary radioaktywnosci probek wykonywano w liczniku scyntylacyjnym LS 3801 firmy
Beckman. Koktail scyntylacyjny zawieral: 500 ml 1,4-dioksanu, 100 ml toluenu, 26 g
naftalenu, 4 g dwufenoksyoksazonu oraz 80 mg p-bis(O-metylostyrylo) -O-benzenu.
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Aktywno$¢  aldolazy  fruktozobisfosforanowe;j oznaczano  testem
enzymatycznym w 25°C wedlug BLOSTEIN i RUTTERA (1963), zastgpujac bufor
glicylo—glicynowy buforem 100 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.5. Reakcj¢ rozpoczynano
przez dodanie 20-50 pl odpowiednio rozcienczonej aldolazy do kuwety z 1 ml
mieszaniny reakcyjnej i rejestrowano spadek absorpcji przy 340 nm. Kuweta zawierala
nastepujace odczynniki w stgzeniach koncowych: 100 mM Tris, 1 mM EDTA, 2.5 mM
fruktozo-1,6-bisfosforan, 0.15 mM NADH, ok. 15 jednostek/ml izomerazy
fosfotriozowej 1 ok.1 jednostke/ml dehydrogenazy L—a—glicerolofosforanu.

Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej okreslano w 100 ul frakcji membranowe;
zawieszonej w buforze B (patrz 4.10.), do ktorej dodawano 650 pl
p-nitrofenylofosforanu o stezeniu koncowym 5 mM, w buforze 50 mM Trs, pH 10.
Proby inkubowano przez 35 minut w 37 °C, po czym do kazdej dodawano po 75 pl
IN NaOH. Proby mieszano (vortex) i mierzono absorpcje¢ przy 440 nm. Ilos¢

uwolnionego p-nitrofenolu okreslano wedtug krzywej standardowe;.

4.5. Otrzymywanie bialka wigzacego hormon juwenilny

Homogenne biatko wiazace hormon juwenilny (JHBP) otrzymywano z
hemolimfy larw VII stadium, 4 dnia mola woskowego Galleria mellonella wedtug
OZYHARA i KOCHMANA (1987).

4.6. Elektroforeza zelowa

Elektroforeze w warunkach nie-denaturujacych prowadzono wedtug DAVIESA
(1964). Elektroforeza dyskowa (kolumienki) byla prowadzona w 10% zelu
rozdzielajacym. Plytkowa elektroforeze prowadzono w gradiencie zelu rozdzielajacego
(10-20%) zawierajacego rownolegle gradient sacharozy (0-10%). Zele byly barwione
Coomassie brilliant blue G-250 wedlug DIEZEL'A 1 wsp. (1972). Elektroforeze w
obecnosci SDS prowadzono wedtug LAEMMLI'EGO (1970) w dwoch rodzajach
gradientu zelu rozdzielajacego: 10-20% lub 10-27% zawierajacego rownolegle gradient
sacharozy 0-10% je$li nie zaznaczono inaczej. Zele byly barwione srebrem wedhg
MORRISSEY"A (1981).

Aby okresli¢ szybkos¢ trawienia JHBP subtylizyna w obecnosci lub nieobecnosci
hormonu juwenilnego, reakcje w probach JHBP trawionego subtylizyna przerywano za

pomocg PMSF po odpowiednim czasie, proby zamrazano i po rozmrozeniu rozdzielano
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elektroforetycznie na zelu w warunkach nie-denaturujacych. Po wybarwieniu
intensywnos¢ rozdzielonych pasm biatkowych byla mierzona za pomoca densytometru
laserowego 2202  Ultroscan (LKB). Intensywno$¢ pasm odpowiadajacych
niestrawionemu biatku byla uzyta do oszacowania, za pomoca programu EUREKA 1.0
(BORLAND, 1985), pseudo-pierwszorzedowej statej szybkosci trawienia.

4.7. Wirowanie w gradiencie gesto$ci sacharozy

Proby 50 ul JHBP (64 pg biatka/probowke) nawarstwiano na powierzchnig
roztworu o liniowym gradiencie (5—20%) gestosci sacharozy przygotowanym w buforze
10 mM Mops, 100 mM NaCl, pH 7.2 wedtug STONE'A (1974) 1 wirowano w rotorze
SW 50.1 (Beckman) przy 37 000 rpm (wzgledna sita odsrodkowa 92 000 x g na
szczycie probowki) przez 30 godzin w 5 O9C. W eksperymencie przeprowadzonym w
obecnosci hormonu juwenilnego gradient sacharozowy zawieral 52 pM JH I (o
radioaktywnosci wiasciwej rownej 1.1x1013 dpm/mol). Jako standardu wewnetrznego
uzyto czystego preparatu albuminy z jaj kurzych. Po zakonczeniu wirowania zbierano
frakcje o objetosci 100 pl 1 mierzono: wigzanie hormonu juwenilnego, fluorescencje
albuminy z jaj kurzych (wzbudzenie przy 295 nm, emisja przy 332 nm), wspotczynnik
refrakcji 1 radioaktywnos¢ frakei.

4.8. Sieciowanie bialek aldehydem glutarowym
4.8.1. Sieciowanie aldolazy

Sieciowanie aldolazy fruktozobisfosforanowej z migéni krolika prowadzono
wedtug HERMANA 1 wsp. (1979) z modyfikacjami, przy zmieniajacym si¢ nadmiarze
aldehydu glutarowego nad biatkiem. Do 20 pl préby aldolazy o stezeniu koncowym
monomeru rownym 2 uM dodawano 1 pl aldehydu glutarowego o st¢zeniu koncowym
zmieniajacym si¢ od 0.66 mM do 42 mM (nadmiar aldehydu nad biatkiem od 330 do
21000 razy) 1 inkubowano w temperaturze 20° C, w buforze 100 mM Mops, pH 8.2. Po
5 minutach reakcj¢ przerywano przez dodanie do kazdej proby 20 ul 4% SDS w
buforze 125 mM Tris, pH 6.8, zawierajacym 20% sacharoze, 2% [-merkaptoetanol 1
0.02% btekit bromofenolowy 1 mieszano (vortex). Nieprzereagowany aldehyd glutarowy
usuwano przez dodanie hydrazyny w stezeniu koncowym 10 krotnie wyzszym niz
stezenie aldehydu. Probki gotowano przez 10 minut 1 po 2 godzinach inkubacji w
temperaturze pokojowej poddawano elektroforezie w obecnosci SDS.
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4.8.2. Sieciowanie biatka wiazacego hormon juwenilny i1 biatek kontrolnych

Roztwory biatkowe: JHBP, dehydrogenazy mleczanowej 1 albuminy z jaj
kurzych, kazdy o st¢zeniu koncowym monomeru 3.43 uM w buforze 200 mM Mops, 5
mM EDTA, inkubowano réwnolegle w nieobecnosci lub obecnosci 34 pM hormonu
juwenilnego I w temperaturze 40 C przez 1 godzing. Nastgpnie proby sieciowano
aldehydem glutarowym o stezeniu koncowym 17 mM (5000 krotny nadmiar) przez 1

godzing w temperaturze pokojowej. Pozostate warunki zachowano jak wyze;.

4.9. Trawienie enzymami proteolitycznymi

4.9.1. Trawienie biatka wigzacego hormon juwenilny

Trawienie trypsyna, chymotrypsyng lub pepsyng prowadzono przy stosunku
wagowo-wagowym proteazy do JHBP rownym 1:50, w temperaturze 25° C. Reakcje
rozpoczynano przez dodanie 150 pl proteazy o ste¢zeniu 80 nM (1.6 ug/ml, trypsyna), 64
nM (1.6 pg/ml, chymotrypsyna), 45 nM (1.6 pg/ml, pepsyna) w buforze 100 mM Mops,
pH 84 (pH 2.0 w przypadku pepsyny) do takiej samej objetosci JHBP o stezeniu 2.5
uM (80 pg/ml) w buforze 10 mM Mops, 100 mM NaCl, pH 7.2. Koncowe pH ukladu
wynosito 8.2 (pH 2.3 w przypadku préby JHBP z pepsyna). Po okreslonym czasie z
mieszaniny reakcyjnej pobierano 100 ul probki 1 przenoszono je do probowek
zawierajacych 100 ul PMSF o stezeniu 2 mM w buforze 100 mM Mops, pH 8.4,
mieszano (vortex) i inkubowano przez 15 minut w temperaturze 25 ©C, po czym
oznaczano aktywno$¢ JHBP.

Trawienie karboksypeptydaza A prowadzono przy stosunku wagowo-
wagowym proteazy do JHBP rownym 1:200, w buforze 100 mM Mops, 100 mM NaCl,
pH 7.5, zawierajacym 1% LiCl (w/v), w temperaturze 25 ©C. Przed trawieniem 35 pl
JHBP o stezeniu 25 uM (800 pg/ml) w buforze 10 mM Mops, 100 mM NaCl, pH 7.2
byto inkubowane w nieobecnosci lub obecnosci JH I o stgzeniu 30 pM przez 18 godzin
w 5 OC. Reakcje rozpoczynano przez dodanie 315 ul karboksypeptydazy A o stezeniu
12.8 nM (0.44 pg/ml) w buforze 100 mM Mops, 100 mM NaCl, pH 7.5, zawierajacego
1.1 % (w/v) LiCl. Po okreSlonym czasie z mieszaniny reakcyjnej pobierano 20 ul préobki
1 natychmiast mierzono aktywno$¢ JHBP.

Trawienie karboksypeptydaza Y prowadzono przy stosunku wagowo-
wagowym proteazy do JHBP rownym 1:100, w buforze 100 mM pirydyna/octan, pH 5.5
w temperaturze 25 OC. Przed trawieniem prébka 35 ul JHBP o stezeniu 25 uM byta
inkubowana w obecnosci lub nieobecnosci JH I jak wyzej. Reakcj¢ rozpoczynano przez
dodanie 315 pl karboksypeptydazy Y o stezeniu 14.6 nM (0.89 pg/ml) w buforze 100
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mM pirydyna/octan, pH 5.5. Po okreslonym czasie z mieszaniny reakcyjnej pobierano
20 pl probki i natychmiast mierzono aktywnos$¢ JHBP.

Trawienie subtylizyng prowadzono przy stosunku wagowo-wagowym proteazy
do JHBP rownym 1:50 w temperaturze 25 OC. Przed trawieniem 380 ul JHBP o
stezeniu 10 puM (320 pg/ml) w buforze 10 mM Mops, 100 mM NaCl, pH 7.2
inkubowano w obecnosci lub nieobecnosci 12 uM JH I przez 18 godzin w 5 OC. Reakcje
rozpoczynano przez dodanie do proéby JHBP takiej samej objetosci subtylizyny o
stezeniu 0.23 uM (6.4 pg/ml) w buforze 100 mM Hepes, pH 8.0. Koncowe pH uktadu
wynosito 7.8. Po okreSlonym czasie z mieszaniny reakcyjnej pobierano probki o
objetosci 100 pl i przenoszono je do probowek zawierajacych 100 pl 2 mM PMSF w
buforze 100 mM Hepes, pH 8.0. Proby mieszano (vortex) i inkubowano przez 15 minut
w temperaturze 25 OC. Nastgpnie proby byly dzielone na dwie czesci, pierwsza
uzywano do okreslenia aktywno$ci JHBP, druga zamrazano i przechowywano w -20 °C
do chwili wykonania elektroforezy.

4.9.2. Trawienie aldolazy

Trawienie aldolazy fruktozobisfosforanowej z migsni krolika karboksypeptydaza
A prowadzono przy stosunku wagowo-wagowym karboksypeptydazy A do aldolazy
rownym 1:10 000. Trawienie aldolazy subtylizyna prowadzono przy stosunku
wagowo-wagowym subtylizyny do aldolazy réwnym 1:2000. Pozostale warunki

trawienia zachowano jak dla trawienia JHBP tymi enzymami.

4.10. Otrzymywanie frakcji membranowe;j z ciala thuszczowego

Frakcj¢ membranowsa otrzymywano z ciala ttuszczowego larw VII stadium 4
dnia Galleria mellonella wedtug UENO 1 wsp. (1983). Ciato tluszczowe wycinano z
larw pod binokularem i1 umieszczano w probowce zawierajacej bufor: 5 mM Hepes, 130
mM NaCl, 5 mM KCl, 0.1 mM CaCl, , pH 8.5, umieszczonej w tazni lodowej. Ciata
tluszczowe zebrane z 15 larw ptukano trzykrotnie buforem A (50 mM Hepes, 0.1 mM
CaClp, 1 mg/ml albuminy z surowicy wotowej, pH 8.5) i homogenizowano w tazni
lodowej, w szklanym homogenizatorze, trzydziestoma przesunigciami teflonowego
ttoka. Nastepnie homogenat wirowano przy 800 x g przez 10 minut w temperaturze
40C. Otrzymany supernatant wirowano przy 10 000 x g przez 20 minut w temperaturze
40C. Osad, zawierajacy membrany, plukano jeden raz buforem A 1 po ponownym
wirowaniu zawieszano w 400 pl buforu B (10 mM Hepes, 2 mM CaCl,, 1 mg/ml
albuminy z surowicy wotowej, 10% sacharoza (w/v), pH 7.0) i przechowywano w

temperaturze -80 OC jako frakcj¢ membranowa.
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Stopien oczyszczenia frakcji membranowej okreSlano na podstawie aktywnosci

specyficznej fosfatazy alkaliczne;.

4.11. Jodowanie bialka wigzacego hormon juwenilny

JHBP znakowano jodem 125 lub jodem 127 wedlug zmodyfikowanej procedury
FRAKER i SPECKA (1978). Do probowki szklanej, optaszczonej 100 pg jodogenu
rozpuszczonego w 100 pl chloroformu, po odparowaniu rozpuszczalnika, dodawano
50 ul JHBP o ste¢zeniu 6.4 uM (0.32 nmola) w buforze 0.2 M fosforan, pH 6.5 1 50 ul
Nal (0.375 nmola) o radioaktywnosci 0.25 MBq (dla jodu 125) w buforze jak wyzej.
Reakcje prowadzono przez 10 minut w 09C. Produkty reakcji rozdzielano przez
natychmiastowe naniesienie mieszaniny reakcyjnej na kolumng PD-10 wyréwnowazona
buforem 10 mM Mops, 100 mM NaCl, 1 mg/ml albuminy z surowicy wotowej, pH 7.2,
w ktorym  prowadzono tez rozdzial. Radioaktywne frakcje wysokoczasteczkowe

zamrazano i przechowywano w temperaturze - 20 °C.

4.12. Wigzanie znakowanego bialka wigzacego hormon juwenilny do frakcji
membranowej

Test wigzania prowadzono w szklanych probowkach pokrytych glikolem
polietylenowym. Do pustych probowek, w ktorych oznaczano wigzanie w obecnosci
hormonu, dodawano po 10-25 nmoli JH I w 1 ul heksanu. Standardowa mieszanina
reakcyjna zawierata 50 pg frakcji membranowej (biatko), 130 fmola (1251 JHBP
(20 000 cpm) w 400 ul buforu C (5 mM Mes, 4 mM CaClp, 1 mg/ml albuminy z
surowicy wolowej, 1 mg/ml zelatyny, pH 6.5). Wiazanie niespecyficzne oznaczano w
obecnosci 1000-3000 krotnego nadmiaru nieznakowanego JHBP. Proby inkubowano w
59C przez odpowiedni czas, po czym wirowano przy 4000 rpm przez 10 minut. Osad
przemywano buforem C i po ponownym wirowaniu oznaczano radioaktywno$¢ osadu w

liczniku promieniowania gamma 1612 firmy LKB.

4.13. Oznaczanie st¢zenia bialtka

Stezenie JHBP okreslano spektrofotometrycznie przy diugosci fali 280 nm,
przyjmujac warto$¢ wspotczynnika absorpcji A'™ 0.1 % roztworu réwna 0.73 wedtug
OZYHARA i KOCHMANA (1987). Stezenie biatka we frakcji membranowej okreslano
za pomoca metody BRADFORD (1976), stosujac jako standard albuming z surowicy

wolowej.
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4.14. Western blotting

Western blotting JHBP 1 hemolimfy prowadzono wedlug zmodyfikowane)
procedury TOWBINA 1 wsp. (1979). 9 ug czystego JHBP, 600 pg biatek hemolimfy
oraz mieszaning tych dwoch prob rozdzielono elektroforetycznie w 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach nie-denaturujacych. Po zakonczeniu elektroforezy zel
podzielono na trzy takie same czgsci i1 biatka z kazdej z nich przeniesiono na trzy kawatki
nitrocelulozy przez elektroblotting prowadzony w buforze 15.6 mM Trs, 120 mM
glicyna, pH 8.3, w temp.49C, przy natezeniu pradu 10 mA, przez 2 godziny. Nastgpnie
jeden kawalek nitrocelulozy wybarwiono czerniag amidowa, a dwa pozostale poddano

interakcji z przeciwciatami wedtug nastegpujacego protokotu:

- blokowanie 2% roztworem zelatyny w PBS (10 mM fosforan sodu, 30 minut
150 mM NacCl, pH 7.4; sdl fizjologiczna)

- plukanie 0.05% roztworem detergentu Tween w PBS 3x10 minut

- inkubacja z roztworem mysich przeciwciat monoklonalnych 120 minut

skierowanych do JHBP w PBS (préba) lub
inkubacja z PBS (kontrola)

- ptukanie 0.05% roztworem detergentu Tween w PBS 3x10 minut
- ptukanie PBS 10 minut
- inkubacja z roztworem koniugatu anty-mysie lgG-peroksydaza 120 minut

w PBS (préba i kontrola)

- wywolywanie 1% roztworem (w/v) diaminobenzydyny
zawierajgcym 0.1% HoO5 (objgtosciowo-objgtosciowy)

- ptukanie wodg destylowang

4.15. HPLC

Analizy HPLC prowadzono w systemie chromatograficznym firmy Waters
wyposazonym w detektor fotodiodowy. Probke biatkowa o objetosci 1.5 ml
wyrownowazong 0.4 mM buforem fosforanowym, 10 mM NaCl, pH 6.2 naniesiono na
kolumng CM-SW3 (Beckman). Rozdzial prowadzono w 100% roztworze A (10 mM
bufor fosforanowy, pH 5.7) przez pierwsze 3 minuty, a nastgpnie w liniowym gradiencie
0-75% roztworu B (roztwor A zawierajacy 500 mM NaCl) przez 22.5 minuty, ze stalq
predkoscia przeptywu rowna 1 ml/minute, w 20°C. Absorpcj¢ monitorowano w sposob

ciagly przy 280 nm.

4.16. Degradacja i oznaczanie metabolitéw hormonu juwenilnego

Do probowek zawierajacych [SH]JH I o radioaktywnosci whasciwej 2.42x1013
dpm/mol (3.3 pM, 80 000 dpm) w 1 ml buforu 5 mM Mes, 4 mM CaCly,1 mg/ml
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albuminy z surowicy wotowej, 1 mg/ml zelatyny, pH 6.5 dodawano po 1 ml buforu 10
mM Mops, 100 mM NaCl, pH 7.2. Préby mieszano 1 pobierano z nich po 100 pl na
oznaczenie radioaktywnosci i po 100 pl na oznaczenie metabolitow JH w probie
wyjsciowej. Do pozostatych 1800 ul dodawano po 50 pl frakcji membranowej (50 pg
biatka). Proby mieszano (vortex) 1 inkubowano w temperaturze pokojowej. Po
okreslonym czasie kazda prob¢ wirowano przez 2 minuty przy 10 000 rpm 1 pobierano
po 100 ul do oznaczenia ilosci metabolitow i1 pozostatego JH.

Metabolity oznaczano metoda podziatowa wedtug SHARE'A 1 ROE (1988). Do
100 pl proby dodawano 400 pl metanolu 1 312 pl izooktanu. Probe mieszano (vortex) i
wirowano przy 1000 x g przez 5 minut. Z rodzielonych faz (gérnej izooktanowej 1 dolnej
metanolowo-wodnej) pobierano po 100 pl do pomiaru radioaktywnosct w liczniku
scyntylacyjnym. Wspotczynnik podziatu dla JH I pomiedzy faze izooktanowa 1
metanolowo-wodng wynosit 71/29, a dla metabolitéw JH I odpowiednio: 97/3 JH kwas,
97/3 JH diol 1 99/1 JH kwas-diol.
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5. WYNIKI

Aby upewni¢ si¢, ze uzywane do doswiadczen biatko wiazace JH jest nie-
zdegradowane wykonano Western blotting hemolimfy 1 hemolimfowego JHBP,
wyizolowanego z larw Galleria mellonella wedlug procedury OZYHARA i
KOCHMANA (1987). Nitrocelulozg traktowang kolejno (protokoét, 4.14.): roztworem
mysich przeciwcial monoklonalnych, skierowanych do JHBP, a nastgpnie koniugatem
anty-mysie IgG-peroksydaza 1 wybarwiong diaminobenzydyna w obecnosct HyO»
(probe) pokazuje Rys.5. Jak wida¢, ruchliwos¢ oczyszczonego JHBP odpowiada
ruchliwosci biatka rozpoznawanego w hemolimfie przez przeciwciala monoklonalne
skierowane do JHBP.

JHBP
JHBP HEM *'WEm

1.'} o a gl

Rysunek 5
Western blotting hemolimfy i JHBP.

9 pg czystego JHBP (JHBP), 600 ng biatek hemolimfy (HEM), oraz mieszaning tych dwoch
préb (JHBP+HEM) rozdzielono elektroforetycznie w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
nie-denaturujgcych. Po zakonczeniu elektroforezy biatka przeniesiono na nitroceluloze przez
elektroblotting i poddano interakcji najpierw z przeciwciatami skierowanymi do oczyszczonego
JHBP, otrzymanymi w myszy, a nastepnie z koniugatem anty-mysie IgG-peroksydaza.
Detekcje prowadzono za pomocg diaminobenzydyny w obecnosci HyOo (MATERIALY i
METODY).
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W $ladach zawierajacych hemolimfe (Rys.5, HEM lub HEM + JHBP), oprocz giownego
pasma, odpowiadajacego ruchliwosci oczyszczonego JHBP, widoczne jest dodatkowo
stabe, okragle pasmo biatka o duzej ruchliwosci, ktore jest najprawdopodobniej
produktem degradacji JHBP w hemolimfie. Pasma tego nie wida¢ w $ladzie
zawierajacym tylko oczyszczone biatko (Rys.5, JHBP). Proba kontrolna (nitroceluloza
nie traktowana roztworem przeciwcial monoklonalnych, skierowanych do JHBP)
wykazata, ze ani oczyszczone JHBP ani zadne z biatek hemolimfowych nie reaguja

niespecyficznie z odczynnikami stosowanymi w tescie.

W warunkach fizjologicznych w hemolimfie Gallena mellonella 94% JHBP
wystepuje w kompleksie z hormonem juwenilnym. Celowym i interesujgcym wydawato
sie poznanie wtasciwosci kompleksu JHBP z hormonem, ktére nie byty dotychczas

badane.

5.1. Wplyw ligandu na wlasciwosci bialka wigzacego hormon juwenilny

We wszystkich doswiadczeniach, w ktérych badano wiasciwosci kompleksu
JHBP-JH stosowano takie stezenie hormonu aby iloS¢ kompleksu byta nie mniejsza
niz 94% catkowitej iloci biatka. W obliczeniach przyjmowano statg dysocjacji dla JH |
z Galleria mellonella wyznaczong przez OZYHARA i KOCHMANA (1987), rowng
8.5x10-8 M.

5.1.1. Wptyw na ruchliwosc¢ elektroforetyczng

Wplyw hormonu juwenilnego na ruchliwo$¢ elektroforetyczna biatek: JHBP 1
nieoczyszczonej albuminy z jaj kurzych, rozdzielonych w zelu poliakrylamidowym, w
warunkach nie-denaturujacych, przedstawia Rys.6. Porownujac Slady A (nieobecnos¢
hormonu w probie 1 w zelu) 1 C (hormon obecny w probie 1 w zelu) mozna zauwazy¢,
ze w warunkach zapewniajacych prawie catkowite obsadzenie JHBP ligandem (~99%
kompleksu JHBP-JH, slad C) ruchliwos¢ biatka wiazacego JH jest mniejsza niz wtedy
gdy wedruje ono w nieobecnosci ligandu (Slad A). Jesli hormon znajduje si¢ jedynie w

probie (Slad B) tylko bardzo nieznaczna czgs¢ czasteczek JHBP wedruje wolnie;.
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Rysunek 6

Wptyw hormonu juwenilnego na ruchliwos¢ elektroforetyczng JHBP. wediug
WIECZOREK i KOCHMAN (1991).

1 yg czystego JHBP (A-E) i/lub 10 ug nieoczyszczonego preparatu albuminy z jaj kurzych
(D-G) nanoszono na zele (kolumienki), w wodnym roztworze 20% sacharozy i 0.01% btekitu
bromofenolowego. Elektroforeze prowadzono wedtug DAVIESA (1964). Obecno$¢ 6 uM JH | w
nanoszonych probkach biatkowych lub obecno$¢ 20 uM JH | w zelu jest zaznaczona powyzej
kazdego $ladu (+). Biatka barwiono Coomassie brilliant blue G-250.

JHBP, biatko wigzace hormon juwenilny; OVA 1, OVA 2, OVA 3, sktadniki nieoczyszczonego
preparatu albuminy z jaj kurzych.

Zmniejszenie ruchliwosci kompleksu w stosunku do nieobsadzonego biatka jest
szczegblnie dobrze widoczne przy poréwnaniu Sladow D 1 E, ktére oprocz JHBP
zawieraja nieoczyszczony preparat albuminy z jaj kurzych. W nieobecnosci hormonu
biatko wiazace JH wedruje w zelu wolniej niz najwolniejszy sktadnik heterogennego
preparatu albuminy z jaj kurzych - OVA 1 (Slad D), podczas gdy przy wysycajacym
stezeniu JH ruchliwos¢ JHBP jest mniejsza niz ruchliwo$¢ najwolniej wedrujacego
sktadnika albuminy ($lad E).

Doswiadczenie to pokazuje rowniez specyficznos¢ wptywu hormonu na biatko wiazace
JH, gdyz ruchliwos$¢ zadnego ze sktadnikoéw albuminy z jaj kurzych (OVA 1, OVA 2,
OVA 3) nie ulega zmianie w obecno$ci hormonu ($lady F 1 G).
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5.1.2. Wptyw na wiasciwosci hydrodynamiczne

Aby okresli¢c wptyw wiazania hormonu juwenilnego na wiasciwosci molekularne
(ksztatt czasteczki) JHBP, wykonano jego wirowanie w liniowym gradiencie gestosci
sacharozy, w obecnosci lub nieobecnosci ligandu. Wyniki przedstawiono na Rys.7
(JHBP oznaczone kotkami). Jako standard wewnetrzny zastosowano czysty preparat
albuminy z jaj kurzych (oznaczonej na Rys.7 trojkatami), przyjmujac sp( v dla albuminy
rowny 3.55 S. Obliczono, ze wspotczynnik sedymentacji JHBP w nieobecnosci hormonu
juwenilnego, wynosi 2.30 S; tyle samo ile podaja OZYHAR i KOCHMAN (1987).
Wiazanie hormonu zwigksza wspotczynnik sedymentacji JHBP do wartosci 2.71 S,
pozostajac bez wplywu na stala sedymentacji albuminy z jaj kurzych, co ponownie
dowodzi specyficznsci wptywu hormonu na ksztalt czasteczki JHBP.

RADIOAKTYWNOSC (dpm)x10 3 WIAZANIE JH (dpm)x10 3 20
FLUORESCENCJA
-3 L16
2 Lo
L 1 -5
0

0 5 10 15 20 25 30 35 40
NUMER FRAKCJI

Rysunek 7

Wirowanie JHBP w gradiencie gestosci sacharozy. wediug WIECZOREK i KOCHMAN
(1991).

Dwie prébki JHBP (koétka) zawierajgce czystg albuming z jaj kurzych (tréjkaty) jako wewnetrzny
standard byly wirowane w gradiencie gestosci sacharozy 5-20%, jak opisano w MATERIALACH
| METODACH. Znaki otwarte symbolizujg wirowanie w nieobecnosci hormonu juwenilnego,
znaki zamkniete wirowanie w obecnosci 5.2 pM JH | o radioaktywno$ci wtasciwej réwnej
1.1x1013 dpm/mol. Po zakonczeniu wirowania zbierano 100 pl frakcje, w ktérych mierzono
wspotczynnik refrakcji (B--0), fluorescencje albuminy (wzbudzenie przy 295 nm, emisja przy
332 nm; (A--A) radioaktywnos$¢ (e--e) i aktywnosé JHBP (0--0).
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Aby upewni¢ si¢ czy sacharoza nie wplywa specyficznie na wiasciwosci
sedymentacyjne JHBP  i/lub kompleksu JHBP-JH poréwnano ruchliwosé
elektroforetyczng biatek: JHBP 1 heterogennego preparatu albuminy z jaj kurzych
(kontrola) wyznaczong w zelach polimeryzowanych w nieobecnosci lub obecnosci JH
i/lub 10% sacharozy. Wyniki elektroforezy przeprowadzonej w warunkach nie-
denaturujacych (Rys.8) pokazuja, Ze obecno$¢ sacharozy zmniejsza ruchliwos¢
wszystkich analizowanych prob, ale sacharoza nie wywiera specyficznego wplywu na
czasteczki JHBP ani na kompleks biatka z hormonem.
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Rysunek 8
Wplyw sacharozy na efekt zmiany ruchliwo$ci elektroforetycznej JHBP.

1 ug homogennego JHBP (A-H) i 10 ug nieoczyszczonego preparatu albuminy z jaj kurzych
(E-H) nanoszono na zele (kolumienki) w roztworze wodnym 20% sacharozy i 0.01% btekitu
bromofenolowego. Elektroforeze prowadzono wediug DAVIESA (1964). Obecno$¢ 10 %
sacharozy, 7.7x10°5 M JH | w nanoszonych prébkach biatkowych i 2 yM JH | w zelu jest
zaznaczona powyzej kazdego $ladu (+). Biatka barwiono Coomassie brilliant blue G-250.
JHBP, biatko wigzace hormon juwenilny; OVA, nieoczyszczony preparat albuminy z jaj
kurzych.
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5.1.3. Poszukiwanie form oligomerycznych

Opisany wptyw wigzania hormonu juwenilnego na wiasciwosci sedymentacyjne
biatka wiazacego JH mozna tlumaczy¢ wynikiem oligomeryzacji czasteczek JHBP,
zachodzacej pod wpltywem wiazania ligandu Aby stwierdzi¢ czy taki proces ma miejsce
przeprowadzono sieciowanie JHBP 1 bialek kontrolnych w obecnosci lub nieobecnosci
hormonu juwenilnego. Pierwszy etap obejmowal dobranie czynnika sieciujacego,
warunkow reakcji oraz biatek stanowigcych kontrole skutecznosci sieciowania 1
specyficznosci efektu hormonalnego. Rys. 9 przedstawia elektroforezg, przeprowadzong
w obecnosci SDS, aldolazy sieciowane] aldehydem glutarowym przez 5 minut w
temperaturze pokojowej. Slady zawieraja kolejno: kontrolg oraz produkty reakcji, w
ktorych nadmiar czynnika sieciujacego nad aldolaza zmieniat si¢ od 330 do 21000 razy.
Tylko przy bardzo duzym nadmiarze aldehydu glutarowego obserwuje si¢ nieznaczne
ilosci oligomerow aldolazy. Ponadto wraz ze wzrostem stgzenia aldehydu ruchliwos¢
elektroforetyczna monomeru ulega nieznacznemu zwigkszeniu, najprawdopodobniej na

skutek sieciowania wewnatrzczasteczkowego.

Nadmiar aldehydu
glutarowego — 330 660 1300 2600 5200 10500 21000
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Rysunek 9
Sieciowanie aldolazy aldehydem glutarowym - elektroforeza w obecnosci SDS.

Aldolaze (stezenie koncowe monomeru 2x106 M) sieciowano aldehydem glutarowym
(stezenie koncowe 0.66 od mM do 42 mM) przez 5 min. w temp. 20 °C. Po tym czasie reakcje
przerywano przez dodanie takiej samej objetosci buforu 125 mM Tris, pH 6.8 zawierajgcego
4% SDS, 20% sacharoze, 2% B-merkaptoetanol i 0.02% btekit bromofenolowy. Po wymieszaniu
i 5min. inkubacji w temp. 20°C nadmiar aldehydu glutarowego usuwano przez dodanie
hydrazyny w stezeniu koicowym 10 krotnie wyzszym niz stezenie aldehydu. Nastepnie préby
nanoszono do studzienek zelowych. Elektroforeze prowadzono w homogennym 10% zelu w
obecnosci SDS. Rozdzielone biatka barwiono srebrem. Slady zawierajg kolejno: kontrole - nie
sieciowang aldolaze (-); aldolaze sieciowang aldehydem glutarowym w podanym nadmiarze
reagenta nad biatkiem.
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Ze wzgledu na niezbyt korzystne wyniki sieciowania aldolazy do dalszych badan
zdecydowano si¢ na uzycie tetramerycznej dehydrogenazy mleczanowej (LDH), ktéra
fatwo ulega kowalencyjnemu wigzaniu pomigdzy podjednostkami. Biatko to najpierw
sieciowano 1000 krotnym nadmiarem aldehydu glutarowego przez czas od 5 do 30
minut. Takie warunki byly wciaz nie wystarczajace do caltkowitego usieciowania
dehydrogenazy (wyniki nie pokazane). Zwigkszono wigc nadmiar aldehydu glutarowego
do 5000 razy nad st¢zeniem biatka 1 przedtuzono czas reakcji do 60 minut, co pozwolito
na otrzymanie wszystkich czasteczek dehydrogenazy mleczanowe;j w formie
usieciowanego tetrameru. Powyzsze warunki zastosowano do sieciowania (w obecnosci
lub nieobecnosci hormonu juwenilnego) JHBP, czystej albuminy z jaj kurzych (biatka
kontrolnego, zastosowanego w celu sprawdzenia specyficznosci wptywu hormonu) 1
dehydrogenazy mleczanowej (kontroli skutecznosci sieciowania).

Wynik rozdzialu elektroforetycznego (w obecnosci SDS) produktow sieciowania

przedstawia Rys. 10.

Aldehyd
glutarowsy
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Rysunek 10
Sieciowanie JHBP aldehydem glutarowym - elektroforeza w obecnosci SDS.

Biatko wigzgce hormon juwenilny (JHBP), czysty preparat albuminy z jaj kurzych (OVA) i
dehydrogenaza mleczanowa (LDH) o stezeniu monomeru 3.43 uM byty sieciowane aldehydem
glutarowym w nieobecnosci (-) lub w obecnosci (+) 34 pM JH | jak opisano w MATERIALACH
| METODACH. Prébki zawierajgce 1 ug biatka poddano elektroforezie w homogennym 14%
zelu rozdzielajacym w obecno$ci SDS (bez sacharozy). Slady zawierajace biatka sieciowane
aldehydem glutarowym sg oznaczone jako (+), nie sieciowane (kontrola) jako (-).
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W warunkach, w ktérych dehydrogenaza mleczanowa ulega catkowitemu usieciowaniu,
nie obserwowano oligomeréw JHBP ani albuminy, niezaleznie od obecnos$ci hormonu w
mieszaninie reakcyjnej. Stwierdzono ponadto, ze na skutek traktowania biatka
aldehydem glutarowym, ruchliwosc¢ elektroforetyczna JHBP zwigkszyla si¢ znacznie.

5.2. Poszukiwanie enzymu umozliwiajacego ograniczong proteoliz¢ biatka
wigzacego hormon juwenilny

W celu znalezienia enzymu 1 okreslenia warunkéw, pozwalajacych na
kontrolowane trawienie biatka wigzacego JH, zbadano wptyw dzialania wybranych
enzymoOw proteolitycznych na aktywnos¢ JHBP. Wyniki przedstawiono w Tabeli 4.
Zaden z enzymdw proteolitycznych o duzej specyficznosci (trypsyna, chymotrypsyna,
karboksypeptydaza A), a takze karboksypeptydaza Y nie zmniejszaja zdolnosci JHBP do
wigzania hormonu. Jedynie dwa z uzytych enzymow: subtylizyna 1 pepsyna powoduja
inaktywacje JHBP.

Tabela 4.
Wptyw enzymow proteolitycznych na aktywnos¢ JHBP.

Enzym - Czas . Aktywno$é
~ trawienia . JHBPa
(minuty) - (%)

- Trypsyna (1:50)b - 30; 120 £ 90; 117

- Chymotrypsyna (1:50)b - 30; 120 ©104; 106

~ Pepsyna (1:50)P - 30; 120 L 23, 7

. Subtylizyna (1:50)b . 60; 120 . 88, 73

- Karboksypeptydaza A . 90; 360 . 95;104

- (1:200)°

. Karboksypeptydaza Y . 90; 180 . 107; 100

- (1:100)b s

a, wyniki przedstawiono jako procent aktywnos$ci poczatkowej;

b, wagowo-wagowy stosunek proteazy do JHBP.



61

Trawienie pepsyna prowadzi do prawie catkowitej utraty aktywnosci 1 szybkiej
fragmentacji tancucha biatkowego JHBP do niskoczasteczkowych produktéw (wyniki
nie pokazane). Ponadto reakcja, ze wzgledu na optimum dziatania pepsyny, prowadzona
jest w niskim pH, co pociaga za sobg zmiang struktury 1 czesciowa denaturacja biatka.
Kontrolna, nie trawiona préba JHBP po 2 godzinnej inkubacji w buforze o pH 2.3, a
nastepnie po 30 minutowej inkubacji w buforze o pH 7.2 wykazywata 84% aktywnosci
poczatkowe). Z powyzszych wzgledéw do dalszych badan wybrano subtylizyng, ktora w
pH obojetnym pozwala na stosunkowo wolng proteoliz¢ JHBP.

Aby porowna¢ wrazliwos¢ JHBP 1 aldolazy na dziatanie specyficzne
egzopeptydazy przeprowadzono trawienie obu biatek karboksypeptydaza A. Krzywa
czasowa trawienia aldolazy 1 JHBP pokazuje Rys.11. Trawienie aldolazy przez 1
godzing karboksypeptydaza A, w ilosci 50 krotnie mniejszej niz uzyta do trawienia
JHBP, prowadzi do spadku aktywnosci aldolazowej o 90%, podczas gdy aktywnos$¢
JHBP nie ulega zmianie.

AKTYWNOSC (%)
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Rysunek 11
Krzywa czasowa inaktywacji aldolazy i JHBP przez karboksypeptydaze A.

1 mg aldolazy (=) trawiono karboksypeptydazg A w stosunku wagowo-wagowym proteazy do
aldolazy réwnym 1:10 000. Po odpowiednim czasie 20 pl mieszaniny reakcyjnej przenoszono
do kuwety zawierajgcej enzymy i substraty aldolazy i mierzono spektrofotometrycznie jej
aktywnosé.

28 pg JHBP (A) trawiono karboksypeptydazg A , w stosunku wagowo-wagowym proteazy do
JHBP réwnym 1:200. Po odpowiednim czasie pobierano 20 pl mieszaniny reakcyjnej i
mierzono aktywno$¢ JHBP (MATERIALY | METODY).

Wyniki przedstawiono jako procent aktywnos$ci poczatkowe;.
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5.3. Trawienie subtylizyng
5.3.1. Inaktywacja biatka wiazacego hormon juwenilny przez subtylizyne

Krzywa czasowa trawienia JHBP przez subtylizyng w  stosunku
wagowo-wagowym proteazy do biatka rownym 1:50, w nieobecnos$ci lub obecnosci JH

przedstawia Rys.12.
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Rysunek 12
Krzywa czasowa inaktywacji JHBP przez subtylizyne - wptyw hormonu
juwenilnego. Wediug WIECZOREK i KOCHMAN (1991).

JHBP (5 uM) byto trawione subtylizyng w stosunku wagowo-wagowym proteazy do biatka
réownym 1:50 w nieobecnosci (0) lub obecnosci () 6 uM JH | jak opisano w MATERIALACH |
METODACH.

Aktywno$¢ JHBP jest wyrazona jako procent aktywnos$ci poczatkowe;.

Trawienie biatka wiazacego JH przez subtylizyn¢ prowadzi do stopniowej, wolnej utraty
zdolnos$ci wigzania ligandu: po 16 godzinach trawienia nastgpuje utrata 70% aktywnosci
poczatkowej JHBP w  probie bez hormonu. Obecnos¢ JH chroni biatko przed
inaktywacja: po 16 godzinach reakcji aktywnos¢ biatka ulega zmniejszeniu tylko o 15%
w stosunku do wartosci poczatkowe;.
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Kontrolne trawienie aldolazy z migsni krolika przez subtylizyng, w stosunku
wagowo-wagowym roéwnym 1:2000, w obecnosci lub nieobecnosci JH (Rys.13)
prowadzi do prawie catkowitej inaktywacji aldolazy. Po 60 minutach reakcji aldolaza
traci okoto 75% poczatkowej aktywnosci.

Powyzsze wyniki $wiadcza o specyficznosci ochronnego wptywu hormonu juwenilnego

na trawienie JHBP oraz o tym, ze hormon, w st¢zeniu uzytym w doswiadczeniu, nie

wplywa w sposob istotny na aktywno$¢ subtylizyny.
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Rysunek 13

Krzywa czasowa inaktywacji aldolazy przez subtylizyne - wptyw hormonu
juwenilnego.

Aldolaze z migéni krélika (16 uM) trawiono subtylizyng w stosunku wagowo-wagowym proteazy
do aldolazy réwnym 1:2000 w nieobecnosci () lub obecnos$ci (O) 6 uyM hormonu juwenilnego |
jak opisano w MATERIALACH | METODACH.

Aktywno$¢ aldolazy jest wyrazona jako procent aktywnosci poczatkowej.
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5.3.2. Wplyw trawienia subtylizyna na integralnos¢ czasteczki biatka wigzacego hormon
juwenilny

Produkty trawienia JHBP subtylizyna badano za pomoca elektroforezy
prowadzonej w obecnosci SDS oraz elektroforezy prowadzonej w warunkach nie-
denaturujacych. Proby JHBP nie trawionego (kontrola) lub trawionego subtylizyna przez
okreslony czas, rozdzielone w dwoch rodzajach gradientu zelu poliakrylamidowego w

warunkach denaturujacych przedstawia Rys.14.
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Rysunek 14

Identyfikacja produktéw trawienia JHBP subtylizyng - elektroforeza w
obecnosci SDS. Wediug WIECZOREK i KOCHMAN (1991).

Biatko wigzgce hormon juwenilny (5 uM) trawiono subtylizyng w nieobecnosci (-) lub obecnosci
(+) 6 uM JH |. Po okre$lonym czasie proteolize przerywano przez przeniesienie 100 pl
mieszaniny reakcyjnej do 100 ul 2 mM PMSF i inkubacje przez 15 min. w temperaturze 25 °C.
Nastepnie 10 pl prébki (0.8 ug JHBP) mieszano z 30 pl wodnego roztworu zawierajgcego 20%
sacharoze, 4% SDS, 2% pB-merkaptoetanol, 0.02% bitekit bromofenolowy i gotowano przez
15 min. Do studzienek zelowych nanoszono po 10 pl (200 ng biatka). Elektroforeze ptytkowg
prowadzono w gradiencie zelu rozdzielajgcego 10-20% przez 2.5 godz. (A) lub 10-27% przez 4
godz. (B). Rozdzielone biatka barwiono srebrem jak opisano w MATERIALACH i METODACH.

Kontrolne JHBP (-0, +0) inkubowane w nieobecnosci lub obecnosci hormonu
wedruje w elektroforezie, w obecnosci SDS, jako jedno pasmo biatkowe o masie
czasteczkowej 32 kDa (Rys. 14 A). Podczas proteolizy obserwuje si¢ bardzo nieznaczne
zmniejszenie intensywnosci tego pasma w probach JHBP poddanego trawieniu w
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nieobecnosci hormonu w stosunku do prob biatka trawionego w obecnosci JH.
Jednoczesnie, dwa lub trzy biatka, o masie czasteczkowej okoto 20-25 kDa, pojawiaja
si¢ jako stabo widoczne pasma we wszystkich $ladach zawierajacych trawione biatko.
Pasma niskoczasteczkowe sa nieznacznie intensywniejsze w probach JHBP trawionego
w nieobecnosci JH (najbardziej intensywne z tych pasm oznaczono na Rys.14A jako
pasmo 3). Biatko, o masie czasteczkowej odpowiadajacej 32 kDa (Rys.14A pasmo 1 1
2), stanowi w rzeczywistosci uktad dwoch sktadnikéw 1 moze by¢ rozdzielone przez
przedtuzong elektroforez¢, na dwa bardzo blisko siebie polozone pasma (Rys.14B,
pasmo 1 i pasmo 2). Jeden ze sktadnikow, o wigkszej ruchliwosci elektroforetycznej,
(nadtrawione czasteczki biatka o masie czasteczkowej okoto 30 kDa), staje si¢ widoczny
po 4 godzinach w probach JHBP trawionego bez JH 1 dopiero po 8 godzinach w

probach biatka trawionego w obecno$ci hormonu.

Proby JHBP nie trawionego (kontrola) lub trawionego subtylizyng przez
okreslony czas, rozdzielone w zelu poliakrylamidowym w warunkach nie-denaturujacych

przedstawia Rys.15.
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Rysunek 15

Identyfikacja produktow trawienia JHBP subtylizyng - elektroforeza w
warunkach nie-denaturujgcych. Wedtug WIECZOREK i KOCHMAN (1991).

Biatko wigzgce hormon juwenilny (5 uM) trawiono subtylizyng w nieobecnosci (-) lub
obecnosci (+) 6 uM JH I. Po okreSlonym czasie proteolize przerywano przez przeniesienie
100 pyl mieszaniny reakcyjnej do 100 pl 2 mM PMSF i inkubacje przez 15 minut, w
temperaturze 25 °C. Nastepnie 25 pl probki (2 ug JHBP) mieszano z 10 pl roztworu wodnego
zawierajgcego 40% sacharoze i 0.02% btekit bromofenolowy i nanoszono do studzienek
zelowych. Elektroforeze plytkowa prowadzono w gradiencie 10-20% zelu rozdzielajgcego.
Rozdzielone w zelu biatka barwiono Coommassie brilliant blue G-250.
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Zgodnie z oczekiwaniami w kontrolnej probie biatka, zawierajacej hormon, oprécz
pasma odpowiadajacego wolnemu JHBP (Rys.15, pasmo I) obserwowano pasmo, o
zmniejszonej ruchliwosci elektroforetycznej, odpowiadajace kompleksowi JHBP-JH
(Rys.15, pasmo I'). Trawienie biatka wiazacego powoduje zanikanie wolnego JHBP i
kompleksu biatka z hormonem przy jednoczesnym pojawianiu si¢ nadtrawionych
czasteczek JHBP o wigkszej ruchliwosci (Rys.15, pasmo II). Proces ten jest szybszy dla
prob biatka trawionego w nieobecnosci JH.

Z pomiaréw densytometrycznych wyznaczono szybko$¢ ubywania natywnych
(32 kDa) czasteczek JHBP trawionego w nieobecnosci lub w obecnosci hormonu
juwenilnego, oddzielonych od produktow trawienia przez elektroforez¢ w warunkach
nie-denaturujacych. Dane te, przedstawione na Rys.16, pozwolily na oszacowanie
pseudo-pierwszorzegdowych statych szybkosci trawienia JHBP w nieobecnosci lub w
obecnosci JH, ktore wynosza odpowiednio 6.5x10-3 51 1 2.7x10-3 s-1.
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Rysunek 16
Krzywa czasowa zaniku formy natywnej JHBP trawionego subtylizyna.

JHBP trawiono subtylizyng w stosunku wagowo-wagowym proteazy do biatka rownym 1:50 w
nieobecnosci (0) lub obecnosci (e) hormonu juwenilnego. Produkty trawienia rozdzielono
elektroforetycznie w warunkach nie-denaturujgcych jak opisano w MATERIALACH |
METODACH. Po wybarwieniu srebrem intensywno$¢ pasma odpowiadajgcego natywnemu
JHBP mierzono za pomocg densytometru laserowego Ultroscan (LKB).

Wyniki przedstawiono jako procent intensywnosci proby kontrolne;j.
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5.3.3. Okreslenie zdolnosci wigzania hormonu juwenilnego przez produkty trawienia
biatka wiazacego subtylizyna

Aby stwierdzi¢ czy produkty trawienia JHBP subtylizyna (pasmo II, Rys.15)
posiadaja zdolno$¢ wiazania hormonu juwenilnego, wykonano elektroforeze prob JHBP
trawionego w obecnosci lub nieobecnosci JH 1 inkubowanego po trawieniu ze

znakowanym hormonem Wyniki tego doswiadczenia przedstawiono na Rys.17.
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Rysunek 17
Okreslenie zdolnosci wigzania JH przez produkty trawienia JHBP subtylizyna.

JHBP trawiono subtylizyng w nieobecnos$ci i obecnosci 6 uM JH |. Po okre$lonym czasie z
mieszaniny reakcyjnej pobierano po 20 pl (2.6 pg biatka) i inkubowano z 20 ul PMSF aby
zahamowac aktywnos$¢ proteazy. Nastepnie préby, ktére byty trawione w nieobecno$ci hormonu
inkubowano w temp.4°C z 6 uM JH | o radioaktywnosci wtasciwej 3x1014 dpm/mol (36 000
dpm/prébe), a préby poddane trawieniu w obecnosci 6 uM JH (stezenie koncowe) inkubowano
z JH | o radioaktywnosci wtasciwej 2x1017 dpm/mol (36 000 dpm/prébe), aby stezenie JH | i
jego radioaktywnos$¢ wiasciwa we wszystkich probach byly takie same. Po 8 godzinach
inkubacji proby rozdzielono w elektroforezie w gradiencie 10-20% zelu poliakrylamidowego, w
warunkach nie-denaturujgcych. Po elektroforezie zel podzielono na $lady, a kazdy $lad na 2
mm fragmenty, w ktérych zmierzono radioaktywnos$¢.

Rysunek przedstawia profil radioaktywnosci zelu, uzyskany dla $ladéw zawierajacych JHBP
trawione przez podany czas, w nieobecnosci (-JH) i obecnosci (+JH) hormonu juwenilnego.
Strzatkami zaznaczono potozenie spodziewanych szczytéw radioaktywnosci: 32, dla natywnego
32 kDa JHBP; 30, dla produktu trawienia o masie czgsteczkowej 30 kDa.
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Proby poddane trawieniu w nieobecnosci hormonu inkubowano przez 8 godzin w
temperaturze 4°C z JH I o radioaktywnosci whasciwej 3x1014 dpm/mol, proby poddane
trawieniu w obecnosci hormonu inkubowano z JH I o radioaktywnosci wlasciwej rownej
2x1017 dpm/mol, aby stezenie JH I i jego radioaktywnos$é wiasciwa we wszystkich
probach byly takie same. Po inkubacji proby rozdzielono elektroforetycznie w zelu
poliakrylamidowym w warunkach nie-denaturujacych. Po elektroforezie, zel podzielono
na Slady, a kazdy $lad na 2 mm fragmenty 1 zmierzono ich radioaktywnos¢. Nie
stwierdzono radioaktywnosci we fragmentach zelu, ktéore odpowiadaly potozeniu 30
kDa produktu trawienia JHBP (Rys. 17, 430 ). Wyniki tego doswiadczenia wykazuja,
wiec ze produkty trawienia JHBP nie wiaza JH 1/lub, ze stata szybkosci dysocjacji nie
pozwala na utrzymanie hormonu podczas elektroforezy (3 godziny).

Poniewaz powyzszy eksperyment nie dal jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy
produkty trawienia posiadaja zdolno$¢ wigzania hormonu, probe JHBP trawionego
subtylizyng (8 godzin) rozdzielono za pomoca HPLC (Rys.18) i1 zmierzono wiazanie
hormonu w otrzymanych frakcjach, identyfikujac elektroforetycznie formy biatka
wiazacego JH.

10 20

NUMER FRAKCJI

Rysunek 18
HPLC-rozdziat produktow trawienia JHBP subtylizyna.

138 pg JHBP trawiono subtylizyng przez 8 godzin jak podano w MATERIALACH |
METODACH. Po dializie do buforu 0.4 mM fosforan, 10 mM NaCl, pH 6.2 prébe naniesiono na
kolumne jonowymienng CM-SW3 (Beckman). Rozdziat prowadzono w systemie HPLC ptuczac
kolumne buforem A (10 mM fosforan, pH 5.7) przez 3 min., a nastepnie liniowym gradientem
0-75% buforu B (bufor A zawierajgcy 500 mM NaCl) przez 22.5 min. Absorpcje wyptywajgcego
Z kolumny eluentu monitorowano w sposéb cigglty przy 280 nm. Zbierano frakcje o objetosci 1
ml, w ktérych mierzono aktywno$¢ JHBP (frakcje posiadajgce aktywno$¢ zaznaczono u gory
wykresu linig) oraz zbadano obecno$¢ produktéw trawienia (elektroforeza w warunkach nie-
denaturujgcych). Strzatki oznaczajg frakcje zawierajgcg 30 kDa produkt trawienia JHBP (30) i
frakcje zawierajgcg mieszanine tego produktu i natywnego JHBP (30+ 32).
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Za pomocy analizy SCATCHARDA (1949) wyznaczono stale dysocjacji dla
natywnego JHBP (Rys.19, 32 kDa) i dla gltownego produktu trawienia JHBP
subtylizyng (Rys.19, 30 kDa). Wyznaczone stale wynosza odpowiednio: 86 nM 1 207
nM dla 32 kDa 1 30 kDa formy JHBP.
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Rysunek 19

Wykres SCATCHARDA (1949) wigzania JH | przez 32 kDa natywne JHBP i 30
kDa produkt trawienia JHBP subtylizyng. Wedlug WIECZOREK i KOCHMAN (1991).

JHBP o masie czasteczkowej 30 kDa otrzymano z natywnego JHBP (32 kDa) przez trawienie
subtylizyng przez 8 godzin i rozdzielenie produktéw reakcji na kolumnie jonowymiennej HPLC.
Do oddzielenia wolnego (F) do zwigzanego z biatkiem (B) hormonu stosowano metode
weglowg opisang w MATERIALACH | METODACH. Statg dysocjacji hormonu dla obu form
JHBP wyznaczono korzystajgc z programu EUREKA 1.0 (BORLAND, 1985).
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Przedstawione eksperymenty pokazaly, ze pod wplywem wigzania hormonu
juwenilnego do JHBP wilasciwosci tego biatka ulegaja zmianie:

- zmniejsza sig jego ruchliwosc¢ elektroforetyczna,
- zwigksza sie wspotczynnik sedymentacii,
- ograniczona zostaje podatnos¢ JHBP na trawienie subtylizyna.

Obserwacje te sugeruja indukowanie przez hormon juwenilny zmiany konformacyjnej w
czasteczce biatka wiazacego JH. W poszukiwaniu funkcji takiej zmiany probowano
odpowiedzie¢ na pytanie czy istnieje receptor membranowy dla kompleksu JHBP-JH.
Do poszukiwan wybrano ciato tluszczowe, ktore jest jedna z tkanek docelowych dla

hormonu juwenilnego, 1 ktére jednoczes$nie syntetyzuje JHBP.

5.4. Poszukiwanie receptora membranowego dla bialka wigzacego hormon
juwenilny

5.4.1. Okreslenie degradacji hormonu przez frakcj¢ membranowa otrzymang z ciata
thuszczowego

Wiazanie JH do JHBP wymaga nienaruszonej struktury czasteczki hormonu,
ktory jest zwiazkiem labilnym (ester) (KRAMER 1 wsp., 1976a). Poniewaz planowane
doswiadczenia wigzania JHBP do frakcji membranowej mialy by¢ prowadzone w
obecnosci JH, zbadano szybkos¢ degradacji hormonu przez frakcj¢ membranowa, ktorg
uzyskano przez wirowanie réznicowe z ciata tluszczowego larw VII stadium, 4 dnia
Galleria mellonella. Stwierdzono, ze szybko$¢ degradacji JH przez jeden mg biatka
preparatu frakcji membranowej wynosi 0.14 nmola JH/minut¢ w temperaturze
pokojowej (Rys.20). Otrzymana warto$¢ uwzgledniano przy doborze st¢zenia hormonu
juwenilnego w doswiadczeniach wigzania JHBP (w obecnosci JH) do frakeji

membranowej z ciata thuszczowego.
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Rysunek 20

Krzywa czasowa degradacji JH przez frakcje membranowa.

Do probéwek zawierajgcych [3H]JH | o radioaktywnos$ci wtasciwej 2.42x1013 dpm/mol (3.3 uM,
80 000 dpm) w 1 ml buforu 5 mM Mes, 4 mM CaCls ,1 mg/ml albuminy z surowicy wotowej,
1 mg/ml zelatyny, pH 6.5 dodawano po 1 ml buforu 10 mM Mops, 100 mM NacCl, pH 7.2. Préby
mieszano i pobierano z nich po 100 uyl na oznaczenie metabolitbw JH w prébie wyjsciowej
metodg podzialowg (MATERIALY | METODY). Do pozostatej objetosci dodawano po 50 pl
frakcji membranowej (50 pg biatka). Proby mieszano (vortex) i inkubowano w temperaturze

pokojowej. Po okreslonym czasie kazdg prébe wirowano przez 2 min. przy 10 000 rpm i
pobierano po 100 pl do oznaczenia ilosci metabolitéow. JH (A); metabolity (0).

5.4.2. Wiasciwosci jodowanego biatka wigzacego hormon juwenilny

Procent znakowania JHBP (ilo$¢ atomow jodu zwiazanych z 1 czasteczka JHBP)
metoda jodogenowa wynosit ok 30% (0.3 atomu jodu/czasteczke¢ biatka). JHBP
znakowane nie-radioaktywnym jodem (1271), oddzielone od mieszaniny reakcyjnej na
kolumnie PD-10 wigze 97% JH w stosunku do kontrolnego, nie jodowanego JHBP.
Przylaczenie atomu jodu zmniejsza jednak ruchliwos¢ elektroforetyczng biatka
wigzacego JH. Rys.21 przedstawia wynik elektroforezy (warunki nie-denaturujace)
[1271]7HBP i natywnego JHBP.
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JH - + - +

JHBP A=

Rysunek 21

Sprawdzenie wtasciwosci molekularnych JHBP po jodowaniu - elektroforeza w
warunkach nie-denaturujgcych.

0.32 nmola JHBP (10.3 pg biatka) jodowano 0.375 nmola Na[127l] metodg jodogenowsg (100 pg
jodogenu) w 100 pl buforu fosforanowego 0.2 M, pH 6.5 (FRAKER i SPECK, 1978). Reakcje
prowadzono przez 10 min w 0 °C. Po tym czasie 35 pl (3.6 ug biatka) mieszaniny reakcyjnej
(C,D) i 35 ul (3.6 pg biatka) kontroli (natywne JHBP; A,B) naniesiono na zele (kolumienki):
zawierajgce 4 uM JH | (Slady B i D) i nie zawierajgce JH | (Slady A i C) i poddano elektroforezie
w warunkach nie-denaturujgcych. Biatka wybarwiono Coomassie brilliant blue G-250.

Ruchliwos¢ JHBP poddanego elektroforezie po jodowaniu jest wigksza niz
ruchliwo$¢ biatka natywnego a rozmycie pasm wskazuje na heterogenno$¢ powstatych
produktow. Zmniejszenie ruchliwosci w obecnosci hormonu wskazuje na zachowanie

zdolnos$ci zmiany konformacyjnej przez jodowane JHBP.

5.4.3. Czasowa zalezno$¢ wiazania jodowanego biatka wiazacego hormon juwenilny do
frakcji membranowe; z ciata ttuszczowego

Krzywa czasowg wiazania JHBP do frakcji membranowej w obecnosci (+JH) 1 w
nieobecnosci (-JH) hormonu pokazuje Rys. 22. Niewielkie wiazanie specyficzne,
oznaczane jako roznica pomig¢dzy wigzaniem totalnym (wiazanie mierzone w obecnosci
[1251) JHBP) a wiazaniem niespecyficznym (wiazanie mierzone w obecnosci
[1251) JHBP i 1000 krotnego nadmiaru natywnego JHBP) jest wigksze w probach bez
hormonu. Niestety na podstawie wynikéw tego doswiadczenia nie mozna wnosi¢ 0
istnieniu czy braku receptora membranowego dla kompleksu JHBP-JH.
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Rysunek 22
Krzywa czasowa wigzania JHBP do frakcji membranowe;.

50 l frakcji membranowej (50 ug biatka) inkubowano z 130 fmola (4.16 ng) [1291lJHBP
(20 000 cpm) w 400 pl buforu C (5 mM Mes, 4 mM CaCl, 1 mg/ml albuminy z surowicy
wotowej, 1 mg/ml zelatyny, pH 6.5). Wigzanie niespecyficzne oznaczano w obecnos$ci 1000
krotnego nadmiaru nieznakowanego JHBP. Préby, w ktérych oznaczano wigzanie w obecno$ci
hormonu, zawieraly po 10 nmoli JH |. Préby inkubowano przez okre$lony czas, po czym
wirowano przy 4000 rpm przez 10 min. Osad przemywano 200 pl buforu C i po ponownym
odwirowaniu oznaczano radioaktywno$¢ w osadzie. +JH: wigzanie w obecnosci hormonu; —JH:
wigzanie w nieobecnos$ci hormonu. Wigzanie specyficzne () okre$lano jako réznicg pomigdzy
wigzaniem totalnym (o) a niespecyficznym (0).
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6. DYSKUSJA

Juz po zakonczeniu pracy eksperymentalnej, ktérej wyniki przedstawiono w niniejszej
rozprawie ukazata si¢ w publikacja dotyczgca ekspresji hemolimfowego JHBP z larw Manduca
sexta w owadziej linii komérkowej (TOHUARA i wsp., 1993). Autorzy tej pracy nie stwierdzili
ré6znic w widmach CD, mierzonych w obecnoéci i nieobecnosci JH, dla ekspresjonowanego,
fuzyjnego JHBP, kodowanego przez jeden z dwdch znalezionych klonéw.

6.1. Zmiana konformacyjna bialka wigzacego hormon juwenilny indukowana
wigzaniem ligandu

Kompleks JHBP-JH posiada mniejsza ruchliwo$¢ niz wolne biatko, co pokazuja
wyniki elektroforezy przeprowadzonej w warunkach nie-denaturujacych (5.1.1.,Rys. 6).
Zwigkszenie cigzaru czasteczkowego uktadu przez przylaczenie ligandu, o masie
czasteczkowej ponad 100 krotnie mniejszej niz masa biatka, nie moze tlumaczy¢ tego
zjawiska. Efekt zmniejszenia ruchliwosci elektroforetycznej jest specyficzny dla JHBP,
gdyz hormon juwenilny nie wplywa na ruchliwos¢ zadnego ze sktadnikoéw
heterogennego preparatu albuminy z jaj kurzych. Przyczyna zmniejszenia ruchliwosci
elektroforetycznej JHBP, po zwiazaniu ligandu, moze by¢ znaczna zmiana masy
(oligomeryzacja), zmiana ksztattu czy tadunku czasteczki biatka wiazacego JH lub kilka
w/w zmian jednoczesnie. Zjawisko zmiany punktu izoelektrycznego, zachodzacej pod
wplywem wiazania hormonu, jest znane dla biatka transportujacego kortyzol w surowicy
kregowcow (VAN BAELEN 1 wsp., 1972). W przypadku JHBP wiazanie hormonu
prowédzi do zmiany wlasciwosci sedymentacyjnych, a wiec z cala pewnos$cia do zmiany
ksztattu (wymiaro6w) czasteczki. Wyniki wirowania w gradiencie gestosci sacharozy
(5.1.2., Rys. 7) pokazuja, ze wspolczynnik sedymentacji rosnie z wartoscit 2.3 S dla
wolnego biatka do wartosci 2.71 S dla kompleksu biatka z hormonem, co $wiadczy o
tym, ze czasteczka JHBP zmienia ksztalt na bardziej sferyczny. Rowniez w tym
przypadku wplyw JH jest specyficzny dla JHBP, gdyz hormon nie wplywa na
wspoOtczynnik sedymentacji albuminy z jaj kurzych, zastosowanej jako standard
wewnetrzny. Sacharoza nie zmienia wlasciwosci JHBP, gdyz nie wptywa na ruchliwosc¢
elektroforetyczna JHBP 1 kompleksu JHBP-JH, co pokazaly wyniki elektroforezy,
przeprowadzonej w warunkach nie-denaturujacych (5.1.2., Rys.8).
Roéznica 0.41 S pomigdzy wspotczynnikiem sedymentacji JHBP wolnego 1 bedacego w
kompleksie z hormonem $wiadczy o znacznej zmianie wymiarow czasteczki biatka. Taka
zmian¢ mogtaby powodowac oligomeryzacja JHBP, przy zatozeniu szybkich rownowag
monomer-oligomer. Aby stwierdzi¢ czy w wyniku wigzania hormonu juwenilnego

nastgpuje oligomeryzacja JHBP przeprowadzono eksperyment sieciowania bialek.
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Wyniki sieciowania JHBP, w obecnosci lub nieobecnosci hormonu (5.1.3., Rys.10), nie
pokazaly jednakze tworzenia si¢ oligomeréw biatka, chociaz zatosowane warunki byly
wystarczajace do catkowitego usieciowania, uzytej jako kontroli, tetramerycznej
dehydrogenazy mleczanowej. Zaobserwowano, ze nieoczekiwanie ruchliwos¢
elektroforetyczna sieciowanego JHBP jest wigksza niz ruchliwos¢ natywnego biatka.
Podobny efekt zaobserwowano takze dla monomeru aldolazy. Oba biatka; aldolaza 1
JHBP z hemolimfy Galleria mellonella sa biatkami zasadowymi. JHBP posiada 30 reszt
lizynowych (OZYHAR i KOCHMAN, 1987), z ktorych przynajmniej cze$¢ moze
znajdowac si¢ na tyle blisko siebie aby przy duzym nadmiarze aldehydu glutarowego

utworzyly si¢ wiazania wewnatrzczasteczkowe.

Wiazanie hormonu juwenilnego powoduje réwniez zmniejszenie szybkosci
inaktywacji JHBP przez subtylizyng (5.3.1., Rys.12). Stata szybkosci degradacji JHBP w
obecnosci hormonu jest 2.4 razy mniejsza niz w nieobecnosci JH (5.3.2., Rys.16). Efekt
ochronny hormonu jest specyficzny dla JHBP 1 nie jest wynikiem hamowania aktywnosci
subtylizyny przez JH, co pokazano przez trawienie aldolazy subtylizyng, w obecnosci lub
nieobecnosci hormonu (5.3.1., Rys.13). W wyniku degradacji JHBP przez subtylizyng
tworzy si¢ jeden glowny produkt biatkowy o masie czasteczkowej okoto 30 kDa
(5.3.2., Rys.14 1 Rys.15). Jest on wolno hydrolizowany do produktow o nizszej masie
czasteczkowej (ok. 20-25 kDa), ktore sa nastepnie szybko rozszczepiane do kroétkich
peptydow. Schemat degradacji JHBP, opracowany na podstawie otrzymanych wynikow,
przedstawia Rys.23.

waolho wolho szybko
JHBP <—JHBP —~peptydy — — krotkie peptydy
32kDa |[~30kDa | ~20kDa

~2 kDa peptydy

Rysunek 23
Schemat degradacji JHBP przez subtylizyne. wedtug WIECZOREK i KOCHMAN (1991).

Fragment JHBP o masie czasteczkowej 30 kDa stabiej wigze hormon juwenilny
niz natywne biatko. Stata dysocjacji JH I dla tego fragmentu jest 2.4 razy wyzsza niz dla
natywnego JHBP (5.3.3., Rys. 19).
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Jest interesujace, ze niezaleznie od obecnosci hormonu, podobny obraz produktow
trawienia JHBP przez subtylizyng jest widoczny w elektroforezie w warunkach
denaturujacych (5.3.2. Rys.14). Jedynie ilo$¢ produktéw trawienia otrzymanych w
obecnosci JH jest nieco mniejsza niz ilo$¢ produktow otrzymanych w nieobecnosci
hormonu. Jesli wigzanie hormonu zmienia struktur¢ czasteczki JHBP, to w przypadku
hydrolizy kompleksu powinna zmieniac si¢ rowniez dostgpnos¢ wiagzan hydrolizowanych
przez subtylizyng. Wydaje si¢ wigc, ze w populacji czasteczek zawierajacych kompleks
JHBP-JH i nie zwigzane z hormonem JHBP tylko wolne biatko jest degradowane 1
dlatego produkty trawienia sa takie same dla obu prob.

TOUHARA 1 wsp. (1993) sklonowali 1 ekspresjonowali fuzyjne JHBP z
hemolimfy Manduca sexta w owadziej linii komorkowej Sf9. Widma CD otrzymane
przez tych badaczy nie wykazaty réznicy pomigdzy wolnym JHBP 1 kompleksem JHBP-
JH. TOUHARA 1 wsp. (1993) otrzymali fuzyjne JHBP z jednego z dwoch znalezionych
klonow kodujacych biatko 32 kDa, specyficznie wiazace fotoznacznik stosowany do
rozpoznania JHBP. Oba klony réznity si¢ sekwencja trzech aminokwasow.

U Manduca sexta wystgpuje wiele form molekularnych JHBP. Podczas oczyszczania
biatka wiazacego JH z hemolimfy larw piatego (ostatniego) stadium M.sexta znaleziono
dwie formy biatka zdolne do wiazania hormonu: CP-oc 1 CP-B, rézniace si¢ punktem
izoelektrycznym (pI dla CP-a=4.95; dla CP-f=5.25) (KRAMER 1 wsp., 1976b).
Autorzy stwierdzili, ze masa czasteczkowa dla obu form tego biatka wynosi 28-29 kDa,
a stata dysocjacji dla JHI jest rowna 4.4 x10-7 M. Z hemolimfy larw czwartego stadium
wyizolowano JHBP, o podobnej masie czasteczkowej do form z piatego stadium, lecz
rozniace si¢ od nich punktem izoelektrycznym, stala dysocjacji 1 skladem
aminokwasowym (GOODMAN 1 wsp., 1978a). Jest wigc mozliwe, ze inna z form JHBP
Manduca sexta jest wrazliwa na wigzanie hormonu.

Nie mozna rowniez wykluczy¢ mozliwosci, ze zmiana konformacyjna indukowana
ligandem jest specyficzna dla JHBP z Galleria mellonella. Trzeba podkresli¢, ze JHBP z
hemolimfy Manduca sexta roézni si¢ zasadniczo od hemolimfowego JHBP Galleria
mellonella. Pierwsze jest biatkiem kwasnym (KRAMER 1 wsp., 1976b), drugie
zasadowym (OZYHAR i KOCHMAN, 1987). Powinowactwo JHBP z Manduca sexta
maleje ze wzrostem polarnosci homologow JH (JH 0> JH I>JH II>JH III>metabolity)
(GOODMAN 1 wsp., 1976), w przeciwienstwie do JHBP z Galleria mellonella, dla
ktorego zaleznos¢ powinowactwa od polarnosci jest ztamana (JH II>JH I>JH III)
(OZYHAR i KOCHMAN, 1987).
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6.2. Molekularny mechanizm dzialania hormonu juwenilego

Mechanizm dziatania hormonu juwenilnego na poziomie molekularnym nie jest
jeszcze w pelni poznany. Jednakze wyniki dotychczasowych badan pozwalaja na
naszkicowanie schematu dziatania hormonu juwenilnego, ktory prezentuje Rys. 24.

MeOH 4
JHkwas «>~———— [}
JHBP
JHBP JH-JHBP
[2]»
4 S-ade-Met* | sechm'nd N
JH mess?nger?
S-ade-HCys regulacja
metabolizmu

Ik

KOMORKA Jti ——--+ metabolty JH
DOCELOVYA
L S/
wydalenie +——7M—

HEMOLMFA

Rysunek 24
Schemat dziatania hormonu juwenilnego. Wedlug KOCHMAN i WIECZOREK (1991).

CA, corpora allata; MeOH, metanol; S-ade-Met, S-adenozylometionina; S-ade-HCys,
S-adenozylohomocysteina; cJHR, cytosolowy receptor hormonu juwenilnego; hJHR, jadrowy

receptor hormonu juwenilnego; *w dyskach imaginalnych.

Obecnosc¢ receptoréw wewnatrzkomérkowych dla JH (Rys. 24, droga 1) jest juz
udokumentowana (Wstep, 1.2.2.1). Jednak niektore doniesienia sugeruja istnienie innej,

niz dziatanie przez wewnatrzkomorkowy receptor, drogi przenoszenia sygnalu przez



78

hormon juwenilny (Rys.24, droga 2). Badania prowadzone in vitro (YAMAMOTO 1
wsp., 1988) pokazaty, ze JH zwigksza syntez¢ bialek w dodatkowych gruczotach
piciowych samcow Drosophila, oraz ze aktywacja ta wymaga obecnosci Ca2t w
medium inkubacyjnym. Jednoczesnie nie obserwowano wpltywu hormonu na synteze
biatek w dodatkowych gruczotach piciowych mutantéw Drosophila pozbawionych
aktywnosci kinazy C. Wydaje si¢ wigc, ze w dziataniu JH na gruczoly plciowe
Drosophila posredniczy system przekaznikow informacji drugiego rzedu. Doswiadczenia
ILENCHUKA i DAVEY'A (1984) przeprowadzone na preparatach membranowych
samic Rhodnius prolixus, u ktorych hormon juwenilny powoduje zmiang¢ objgtosci
komorek folikularnych, wykazaly, ze JH stymuluje Na®,K*-ATPaz¢ komorek
folikularnych 1 jajnikow. Autorzy pokazali, ze hormon juwenilny, w sposob wysycalny,
wigze si¢ do dwoch biatkowych sktadnikow (43 1 150 kDa) pompy sodowo-potasowe] z
frakcji mikrosomalnej komorek folikularnych.

Postawiono tez hipoteze¢, ze JHBP moze stuzy¢ w przeniesieniu sygnatu hormonalnego
do tkanek docelowych (SANBURG i wsp., 1975; OZYHAR i KOCHMAN, 1987).
SANBURG 1 wsp. (1975) stwierdzili, ze in vitro JHBP z Manduca sexta synergistycznie
zwieksza hamowanie przez JH metamorfozy dyskéw imaginalnych Plodia
interpunctella. Za hipoteza zaangazowania JHBP w dziatanie JH przemawia fakt, ze w
warunkach fizjologicznych st¢zenie biatka wiazacego JH w hemolimfie jest o dwa rzedy
wyzsze niz stezenie hormonu juwenilnego (OZYHAR i wsp., 1983; PLANTEVIN i
wsp., 1984), stad prawie wszystek hormon juwenilny jest zwiazany z  biatkiem
(GOODMAN 1 GILBERT, 1978). Wolny hormon w hemolimfie jest natychmiast
hydrolizowany (ABDEL-AAL 1 HAMMOCK, 1988). W takiej sytuacji istnienie
czasteczek JHBP w dwodch konformacjach mogtoby mie¢ fizjologiczne znaczenie.
Zmieniona konformacja JHBP pozwalataby receptorowi membranowemu na odroznienie
obsadzonego ligandem JHBP od wolnego biatka. We wszystkich znanych systemach
przenoszenia sygnatu przez bton¢ komérkowa zmiana konformacyjna biatka (receptor)
wigzacego ligand (hormon) jest kluczowym czynnikiem umozliwiajacym przekazanie
sygnatu do wnetrza komorki.

6.3. Czy istnieje receptor membranowy dla biatka wigzacego hormon juwenilny -
analogia do receptoréw bialek transportujacych hormony sterydowe
kregowcow?

Jednoznaczna odpowiedzia na postawione pytanie byloby znalezienie receptora
membranowego dla JHBP. Takie usitowania zostaly wstgpnie w tej pracy podjete
(5.4.3., Rys.22), jednak bez jednoznacznych wynikow. Otrzymano wzbogacong frakcje

membranowg z ciala tluszczowego i1 zaznakowano jodem JHBP z zadowalajaca
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radioaktywnos$cig wlasciwa. Stwierdzono, ze zachowana zostata zdolno$¢ jodowanego
JHBP do wiazania ligandu 1 do zmiany ruchliwosci elektroforetycznej w obecnosci JH
(4.3.2,, Rys.21). Jednakze zwigkszenie ruchliwosci JHBP po jodowaniu i heterogennosc¢
powstatych produktow (4.3.2., Rys.21) $wiadcza, ze na skutek dzialania czynnika
utleniajacego (jodogen) niektore z reszt aminokwasowych biatka mogly ulec modyfikacji
podczas jodowania.

Zmierzono szybko$¢ degradacji hormonu juwenilnego przez frakcj¢ membranowa z ciata
thuszczowego (5.4.1., Rys.20). Otrzymana warto$¢ 0.14 nmola/min. x mg biatka jest
zgodna z wynikami WISNIEWSKIEGO i wsp. (1986), ktorzy podaja, ze szybkosé
degradacji JH przez homogenat ciata tluszczowego Galleria mellonella wynosi ok.
1 nmola/min. x mg, a przez cytosol tej tkanki ok. 0.8 nmola/min. x mg. Roznica;
0.2 nmole/min. x mg przypada na frakcj¢ mikrosomalna. W niniejszej pracy, w
eksperymentach, w ktorych badano wiazanie [1251)JHBP do frakcji membranowej z
ciata tluszczowego w obecnosci JH, stezenie niezdegradowanego hormonu w probach,

po zakonczeniu inkubacji, byto wigksze 1000 krotnie od st¢zenia znakowanego JHBP.

Otrzymane w niniejsze] pracy dane nie pozwalaja na uzyskanie odpowiedzi na
pytanie czy istnieje receptor membranowy dla JH. Dla kregowcoéw znane sa dosc¢
nieliczne doniesienia, wskazujace na istnienie specyficznych receptoréw membranowych
na powierzchni komorek docelowych dla surowiczych biatek transportujacych hormony
sterydowe. Najlepiej udokumentowane przyklady odnosza si¢ do receptorow
membranowych dla biatek transportujacych kortykosterydy (CBG) (KUHN, 1988) 1
biatek transportujacych hormony piciowe (SBP). Receptory dla SBP znaleziono na
membranach tkanek docelowych dla androgenow 1 estrogenéw (FORTUNATI 1 wsp.,
1991; FELDEN i wsp., 1992; PORTO 1 wsp., 1992). STREL'CHYONOK i wsp. (1984)
pokazali, ze membrany tozyska zawierajq "system" rozpoznajacy kompleks estradiol -
SBP. Stala dysocjacji tego kompleksu wynosi 3.5x10-12 M, a optymalne wiazanie jest
zapewnione przez réwnomolarny stosunek hormonu do biatka. Inna "sekwencje
zdarzen" w przenoszeniu sygnalu hormonalnego przez bton¢ komorkowa proponuja
HRYB 1 wsp. (1990), ktorzy badali wigzanie SBP do membran prostaty. Wedlug
zaproponowanego przez nich dwustopniowego modelu, w pierwszym etapie wolne SBP
jest wigzane przez receptor membranowy (K4 = 0.19 nM), w drugim, do zwiazanego z
receptorem SBP przylacza si¢ hormon. W S$wietle badan tych autoréw wigzanie
hormonu do SPB blokuje oddziatywanie biatka z receptorem. Wyniki FORTUNATI 1
wsp. (1992a,b) sugeruja, ze wplyw hormonu na wiazanie SBP do receptora
membranowego zalezy od rodzaju tkanki docelowej oraz od tego czy receptor
wystepuje w formie rozpuszczalnej, czy zwigzanej z membrana.

Ciekawym wydaje si¢ fakt, ze CBG 1 biatko transportujace tyroksyn¢ naleza do rodziny
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serpin, do ktorej zaliczone zostaly ze wzgledu na homologi¢ sekwencji do
o-antytrypsynowego inhibitora proteaz serynowych (HAMMOND 1 wsp., 1987
JARVIS 1 wsp., 1992). Pokazano (PEMBERTON 1 wsp.,1988), ze chociaz zadne z tych
biatek nie posiada aktywnosci inhibitora proteaz to obydwa ulegaja, charakterystycznej
dla serpin, modyfikacji proteolitycznej 1 towarzyszacej jej zmianie konformacyjnej. W
wyniku proteolizy wzrasta termiczna stabilno$¢ obu biatek, a stata wigzania hormonu do
CBG maleje, co pozwala na latwiejsze oddanie hormonu tkance objete] stanem
zapalnym. Wiazanie biatka transportujacego do receptora moze prowadzi¢ do
przeniesienia kompleksu do wnetrza komorki, lub do wiaczenia przekaznika informacji
drugiego rzedu. PORTO 1 wsp. (1991), pokazali, ze surowicze biatko wiazace sterydy
jest przenoszone do wnetrza komoérek MCF-7 przez endocytoze 1 jest umieszczane w
endosomach 1 lizosomach. W tej samej linii komoérkowe) wiazanie CBG do receptora
membranowego powoduje aktywacje cyklazy adenylowej 1 gromadzenie cAMP
(NAKHLA 1 wsp., 1988).

Oprocz hormonow sterydowych takze retinol posiada w surowicy biatko transportujace,
ktore prowdopodobnie bierze udziat w rozpoznaniu retinolu przez receptor
membranowy (RASK i PETERSON, 1976; MARAINI 1 wsp., 1977). Bylaby to inna
droga dzialania witaminy A, gdyz obecnos$¢ receptorow wewnatrzkomorkowych dla
retinolu jest dobrze udokumentowana. Inna witamina - kobalamina (witamina B,) jest
transportowana do ludzkich fibroblastow w kompleksie z jej biatkiem wiazacym -
transkobalaming (YOUNGDAHL-TUNER 1 wsp., 1979).

Jest zatem niezmiernie ciekawe czy zaobserwowana w niniejszej pracy bardzo
nieznaczna réznica pomigdzy catkowitym a niespecyficznym wigzaniem JHBP do
membran ciala tluszczowego jest znaczaca. Dalsze badania sa jednak potrzebne dla

uzyskania jednoznacznej odpowiedzi na to pytanie.
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HPLC-rozdziat produktéw trawienia JHBP subtylizyna.

Wykres SCATCHARDA (1949) wigzania JH | przez 32 kDa natywne
JHBP i 30 kDa produkt trawienia JHBP subtylizyna.

Krzywa czasowa degradacji JH przez frakcje membranowa.

Sprawdzenie wtasciwos$ci molekularnych JHBP po jodowaniu-
elektroforeza w warunkach nie-denaturujgcych.

Krzywa czasowa wigzania JHBP do frakcji membranowe;.
Schemat degradacji JHBP przez subtylizyne.

Schemat dziatania hormonu juwenilnego.
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8. SPIS RYSUNKOW

Rysunek 1

Rysunek 2

Rysunek 3

Rysunek 4

Rysunek 5
Rysunek 6
Rysunek 7

Rysunek 8

Rysunek 9

Rysunek 10

Rysunek 11

Rysunek 12

Rysunek 13

Rysunek 14

Rysunek 15

Rysunek 16

Rysunek 17

Schematyczne poréwnanie organizacji strukturalnej biatek
nalezacych do rodziny receptorow hormonoéw sterydowych.

Wozory strukturalne naturalnych enancjomeréw homologéw hormonu
juwenilnego.

Profil zmian rozwojowych stezenia JH w hemolimfie Gallenia
mellonella.

Prekursory i biosynteza monoepoksydowych homologéw hormonu
juwenilnego.

Western blotting hemolimfy i JHBP.
Wptyw hormonu juwenilnego na ruchliwos¢ elektroforetyczng JHBP.
Wirowanie JHBP w gradiencie gestosci sacharozy.

Woplyw sacharozy na efekt zmiany ruchliwosci
elektroforetycznej JHBP.

Sieciowanie aldolazy aldehydem glutarowym-elektroforeza w
obecnosci SDS.

Sieciowanie JHBP aldehydem glutarowym-elektroforeza w obecnosci
SDS.

Krzywa czasowa inaktywacji aldolazy i JHBP przez
karboksypeptydaze A.

Krzywa czasowa inaktywacji JHBP przez subtylizyne-wptyw hormonu
juwenilnego.

Krzywa czasowa inaktywacji aldolazy przez subtylizyng-wptyw hormonu
juwenilnego.

Identyfikacja produktéw trawienia JHBP subtylizynag-elektroforeza w
obecnosci SDS.

Identyfikacja produktow trawienia JHBP subtylizyng-elektroforeza w
warunkach nie-denaturujgcych.

Krzywa czasowa zaniku formy natywnej JHBP trawionego
subtylizyna.

Okreslenie zdolno$ci wigzania JH przez produkty trawienia JHBP
subtylizyna.
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Tabela 2 Przyktady wybranych hormonéw owadzich i ich dziatanie.
Tabela 3 Wybrane informacje o specyficznych hemolimfowych JHBP.

Tabela 4 Woptyw enzymow proteolitycznych na aktywnosé JHBP.



WIBCZOREX Elzbieta
Studies on interaction of juvenile hormone with the juvenile hormone
binding protein from the haemolymph of the wax moth, Galleria mello=-

nella

The effect of juvenile hormone (JH) on the juvenile hormone bine
ding protein (JHBP) from the haemolymph of Galleria mellonella was
studied., It was found that JH decreases electrophoretic mobility of
JHBP, It was shown that this effect is specific for JHBP since JH

does not affect electrophoretic mobility of other proteins, It was
observed that bénding JH shifts the sedimentation coefficient of JHBP

TIOM 2,3 S (free JHBP) to 2,71 S (JHBP=JH complex). Cross-linking
experiments showed that binding of JH does not result in oligomeri-
zation of JHBP, Limited proteolysis by selected proteases indicated
that JHBP is resistant to degradation., Trypsin, chymotrypsin, carboxye
peptidase A, and carboxypeptidase Y do not change activity of JHBP,
As an effect of pepsin action, fast inactivation of JHBP is observed,
whereas JHBP digestion with subtilisin is slow: after 16 hours 30%
of initiql JHBP activity remains., It was shown that JH protects JHBP
against inactivation by subtilisin: after 16 hours of digestion in
the presence of hormone, 70% of initial JHBP activity is retained.
Pseudo~first-order constants of JHBP proteolysis are 6.5){10"5 s'1

and 2,7x10™° s~ in the presence and in the absence of JH, respecti-
vely. As a result of subtilisin degradation of 32 kDa JHBP, fragment
with molecular mass of about 30 kDa is created. Small amounts of some
other peptides with molecular mass of about 20=-25 kDa, fast degraded
to smaller fragments, are produced. The 30 kDa peptide retains its
ability to bind JH, Dissociation constants for 32 kDa JHBP=JH and

30 kDa JHBP fragment-JH complexes are 86 nM and 207 nM, respectively.
On a base of above results, it was postulated that JHBP undergoes a
conformational transition upon JH binding. This transition leads to
increased resistance of JHBP to proteolysis by subtilisin, to more
spherical shape of JHBP molecule and to its shift in electrophoretic

mobility.
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Analiza

Zbadano wpiyw hormonu juwenilnego (JH) na wtasciwos$ci
biatka wigzgcego hormon juwenllny (JHBP) z hemolimfy
Galleria mellonell:. Stwierdzono, ze JH zmniejsza ruch=
liwo$é elektroforecyczng i zwieksza wspdiczynnik sedy-
mentacji JHBP. Eksperymenty sieciowania pokazaty, Zze
wigzanie JH nie prowadzi do oligomeryzacji JHBP. Ogra- j
niczona proteoliza JHBP wybranymi proteazami wykazata,
ze JHBP Jest odporne na degradacje. Jedynie trawienie
subtylizyng i pepsyng prowadzi do inaktywacji JHBP.
Stwierdzono, ze degradacja 32 kDa JHBP przebiega z wol-
nym powstawaniem fragmentu 30 kDa, ktdéry zachowuje zdok-
nos$é wiazania JH. Na podstawie powyzszych wynikéw wy- !
wnioskowano, Zze JHBP pod wpiywem wigzania JH przechodzj
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