POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 40 2013 NR 3 (385-400)

ALLATOSTATYNY - PLEJOTROPOWE
NEUROHORMONY OWADOW

ALLATOSTATINS — PLEIOTROPIC INSECT NEUROHORMONES

Jan LUBAWY', Elzbieta CZARNIEWSKA',
Mariola KUCZER?, Grzegorz ROSINSKI!

! Zaktad Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat, Instytut Biologii
Eksperymentalnej, Wydzial Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
? Zaktad Chemii Organicznej, Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroctawski

Streszczenie: Waznymi czynnikami regulujacymi procesy wzrostu i rozwoju, rozrodu oraz behawioru
u owaddéw sg neurohormony produkowane przez uktad neuro-endokrynowy. Szybki rozwoj technik
analitycznych przyczynil si¢ w ostatnich latach do odkrycia ponad 30 rodzin r6zniacych si¢ struk-
turalnie i funkcjonalnie neurohormonéw peptydowych, wérod ktorych duza grupe stanowia allato-
statyny. W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczacy funkcji fizjologicznych, jakie petnia
uowadéw trzy odrgbne strukturalnie rodziny allatostatyn: MIP/AST, PISCF/AST oraz FGL/AST.
Peptydy z tych grup wykazuja gatunkowo i narzadowo zréznicowang aktywnos¢ plejotropowa, char-
akteryzujaca si¢ oddziatywaniem allatoinhibicyjnym, miotropowym, kardiotropowym, czy hemocy-
totropowym. Ostatnio wskazano na mozliwo$¢ praktycznego wykorzystania syntetycznych analogéw
pseudopeptydowych i peptydomimetykéw allatostatyn jako bioinsektycydéw w walce z niektorymi
gatunkami owadow.

Stowa kluczowe: owady, allatostatyny, aktywno$¢ fizjologiczna

Summary: In insects, neurohormones produced by the neuro-endocrine system are important factors
regulating processes of growth and development, reproduction and behavior. In recent years, the rapid
development of analytical techniques has contributed to the discovery of more than 30 families of pep-
tide neurohormones differing structurally and functionally of which a large group are allatostatins. In
this paper, the current state of knowledge about the physiological functions of three structurally distin-
guished families of allatostatins MIP/AST, PISCF/AST and FGL/AST in insects is presented. Peptides
from these groups have diverse pleiotropic, species and organ specific activities, causing allatotropic,
myotropic, cardiotropic or haemocytotropic effects. Recently, there have been indications of practical
possibilities of usage of synthetic pseudopeptide and peptidomimetic analogues of allatostatins as
biopesticides against insect pests.
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WSTEP

Procesy fizjologiczne u owadow, takie jak wzrost i rozwdj, rozrod oraz funkcje
narzadow trzewnych regulowane sg przez uktad neuro-endokrynowy [46]. Kontroli
neuro-endokrynowej podlegaja m.in. cykl linieniowy, metamorfoza, cykl rozrod-
czy, aktywno$¢ kurczliwa serca, jajowodu, przewodu wytryskowego, metabolizm
substancji zapasowych (lipidow, weglowodanow, biatek) w tkance ciata ttuszczo-
wego, homeostaza trehalozy i diglicerydow w hemolimfie, czy tez ubarwienie ciala.
Gléwnymi strukturami neuroendokrynowymi produkujgcymi rdézne grupy neuro-
hormonéw peptydowych sa komorki neurosekrecyjne moézgu, zwoju frontalnego,
systemu retrocerebralnego corpora cardiaca/corpora allata (CC/CA) oraz komorki
neurosekrecyjne zwojow brzusznego tancuszka nerwowego i uktadu perisympa-
tycznego [11, 35, 36].

Szybki rozwoj technik analitycznych, takich jak HPLC, spektrometrii mas oraz
technik biologii molekularnej przyczynit si¢ do odkrycia ponad 30 rodzin r6znych
neuropeptydow. W bazie NCBI znajduje si¢ obecnie ponad 500 zidentyfikowanych
neuropeptydow owadzich, ktore zaliczamy do kilkunastu odrebnych, r6znigcych si¢
strukturalnie i funkcjonalnie rodzin neurohormonéw. Jedng z duzych grup zidenty-
fikowanych neurohormonow owadow sg allatostatyny, ktore odkryto u karaczanow,
termitéw, motyli, muchowek, patyczakdw, szaranczakow, pluskwiakow i §wiersz-
czy. Wsrdd tych neurohormondéw wyrézniono trzy rodziny peptydow, réznigcych
si¢ migdzy sobg strukturalnie, ktére jednak taczy aktywnos¢ allatostatyczna, pole-
gajaca na ich zdolnos$ci do inhibicji syntezy hormonu juwenilnego w corpora allata
[12, 37]. Poza wywotywaniem allatoinhibicyjnego efektu wiele z tych neurohormo-
néw wykazuje aktywno$¢ plejotropowa i wptywa na szereg procesow fizjologicz-
nych u owadow, regulujac kurczliwo$¢ migéni trzewnych, czy tez syntezg enzymow
trawiennych [12]. Lorenz i wsp. [32] po raz pierwszy wyroznili wsrod allatostatyn
trzy odrebne rodziny peptydow i okreslili je literami A, B 1 C. W naszej pracy jed-
nak bedziemy uzywaé¢ nomenklatury opracowanej przez Coasta i Schooley’a [12],
ktorzy uznali okreslenia literowe allatostatyn A, B i C za niefortunne, gdyz nie od-
nosza si¢ one ani do wtasciwosci biologicznych, ani do budowy tancucha pepty-
dowego tych hormonow. Z tego powodu autorzy ci zaproponowali, aby typ A alla-
tostatyn okresli¢ akronimem FGL/AST ze wzgledu na wystepowanie na C-koncu
fancucha aminokwasowego motywu FGL, typ B okreslili jako MIP/AST z uwagi na
wykazywanie przez nalezace do tej grupy peptydy dziatanie mioinhibicyjne w sto-
sunku do mie¢s$ni trzewnych, a typ C jako PISCF/AST, wskazujac na wystgpowa-
nie na C-koncu fancucha aminokwasowego motywu PISCF-OH [12]. W niniejszej
pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczacy struktury i fizjologicznej roli
allatostatyn ze wszystkich trzech rodzin. Ponadto, dla potwierdzenia plejotropowe-
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go dziatania tych peptydow zamieszczono wyniki naszych badan pokazujace nowe
aktywnosci fizjologiczne allatostatyny Dippu-AST1 (LYDFGLa) z rodziny FGL/
AST oraz Grybi-AS B1 (GWQDLNGGWa) z rodziny MIP.

NEUROHORMONY Z RODZINY FGL/AST

Nalezace do tej grupy neuropeptydy stanowig najliczniejsza rodzing allatosta-
tyn, obejmujaca ponad 70 bioanalogdéw [37]. Peptydy z tej rodziny charakteryzuja
si¢ specyficzng sekwencja aminokwasow, na C-koncu ich tancucha peptydowe-
g0 zawsze wystepuja trzy aminokwasy w nastepujacej kolejnosci: fenyloalanina,
glicyna i leucyna. Uzyskane dotad dane wskazuja, ze u pojedynczego gatunku
owada moze wystgpowacé wiecej niz jeden bioanalog z tej rodziny allatostatyn.
Przyktadowo, po zidentyfikowaniu pierwszej allatostatyny Dippu-AST1 (LY-
DFGLa) u karaczana Diploptera punctata [67] dalsze badania wykazaty wyste-
powanie u tego owada 12 dodatkowych izoform nalezacych do rodziny FGL/AST
[7]. Peptydy te roznig si¢ sekwencja i dtugoscia tancucha aminokwasowego od
N-konca czasteczki (tab. 1).

Allatostatyny z rodziny FGL-amidu wykazuja podobienstwo do somatosta-
tyny i galaniny, hormonéw peptydowych kregowcow, ktére reguluja motoryke
przewodu pokarmowego oraz wydzielanie hormondw przez przysadk¢ moézgowa
[63]. U owadow peptydy z tej rodziny hamujg biosynteze hormonu juwenilnego
w corpora allata $wierszczy [47], termitow [68] i karaczanow [8, 65]. W przy-
padku karaczanow allatostatyny FGL/AST odpowiedzialne sg takze za regulacje
aktywnosci kurczliwej jelita oraz rytmu pracy serca [62]. U karaczana Blattella
germanica zaobserwowano, ze dziatanie kardioinhibicyjne tych allatostatyn wy-
kazuje efekt dawko-zalezny [62]. Martin 1 wsp. [38, 39] stwierdzili, ze peptydy
z rodziny FGL/AST wptywaja na proces witelogenezy u B. germanica, hamujac
syntez¢ witelogenin oraz uwalnianie tych bialek z ciala ttuszczowego. Sg one po-
nadto odpowiedzialne za zwigkszenie aktywnosci niektorych enzymow trawien-
nych (sacharazy i aamylazy) w jelicie D. punctata [17]. U Drosophila melanoga-
ster neurony i komorki neuroendokrynowe wydzielajace allatostatyny FGL/AST
odpowiedzialne sg za hamowanie pobierania pokarmu oraz zwigkszong awersje
muszki owocowej do ,,niesmacznego” pozywienia [20]. Poza owadami peptydy
z tej grupy zidentyfikowano réwniez w innych grupach zwierzat bezkregowych,
takich jak skorupiaki [49] i migczaki [55]. Badania immunocytochemiczne wyka-
zaly, ze w komorkach centralnego uktadu nerwowego $limakow Bulinus globosus
(Planorbidae) oraz Stagnicola elodes (Lymnaeidae) wystepuja hormony podobne
do Dippu-AST1 [55]. Dotychczas jednak nie wyjasniono, jaka funkcje petnig te



388 J. LUBAWY, E. CZARNIEWSKA, M. KUCZER, G. ROSINSKI

peptydy u migczakow, zwlaszcza gdy wezmiemy pod uwage fakt, ze zwierzeta te
nie posiadaja gruczotdéw neuro-endokrynowych corpora allata oraz, ze nie wytwa-
rzaja hormonu juwenilnego kontrolujacego procesy rozwoju i rozrodu.

TABELA 1. Sekwencje aminokwasowe allatostatyn z rodziny FGL/AST zidentyfikowanych u kara-
czana Diploptera punctata. Opracowano na podstawie Banerjee i wsp. [7], Elliot i wsp. [16], Woodhe-
ad i wsp. [67], Pratt i wsp. [50]

TABLE 1. The amino acid sequences of the allatostatins from FGL/AST family identified in cockroach
Diploptera punctate. Prepared based on Banerjee i wsp. [7], Elliot i wsp. [16], Woodhead i wsp. [67],
Pratt i wsp. [50]

AKRONIM PEPTYDU SEKWENCJA
Dippu-AST1 LYDFGLa
Dippu-AST2 AYSYVSEYKRLPVYNFGLa
Dippu-AST3 SKMYGFGLa
Dippu-AST4 DGRMYSFGLa
Dippu-AST5 DRLYSFGLa
Dippu-AST6 ARPYSFGLa
Dippu-AST7 APSGAQRLYGFGLa
Dippu-ASTS8 GGSLYSFGLa
Dippu-AST9 GDGRLYAFGLa
Dippu-AST10 PVNSGRSSGSRFNFGLa
Dippu-AST11 YPQEHRFSFGLa
Dippu-AST12 PFNFGLa
Dippu-AST13 IPMYDFGLa

PEPTYDY MIP/AST

Neurohormony z rodziny peptydow MIP/AST, znane rowniez jako allatostatyny
typuB, charakteryzuja si¢ wystepowaniemtryptofanuw pozycjili 8 od C-koncatancu-
chaaminokwasowego(W(X,)Wa).Podobniejakpeptydyz rodziny FGL/AST,allatosta-
tynyz grupy MIP/ASTposiadajg C-koniectancuchazakonczonyresztagamidowa(tab.2).
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TABELA 2. Gatunki owadow oraz sekwencje aminokwasowe zidentyfikowanych u nich allatostatyn
z rodziny MIP/AST. Opracowano na podstawie: Blackburn i wsp. [9, 10]; Hua i wsp. [22]; Lorenz
i wsp. [32, 34]; Predel i wsp. [51], Hoffmann i wsp. [21];Witek i wsp.[66]; Schoofs i wsp. [56, 57]
TABLE 2. Insect species and the amino acid sequences of identified allatostatins from MIP/AST fam-
ily. Prepared based on Blackburn i wsp. [9, 10]; Hua i wsp. [22]; Lorenz i wsp. [32, 34]; Predel i wsp.
[51], Hoffmann i wsp. [21]; Witek i wsp. [66]; Schoofs i wsp. [56, 57]

GATUNEK AKRONIM PEPTYDU SEKWENCJA
Periplaneta americana Peram-MIP GWQDLQGGWa
Carmo-AS Bl AWQDLQGGWa
Carmo-AS B2 AWQDLNTGWa
Carausius morosus Carmo-AS B3 GWQDLQSGWa
Carmo-AS B4 AWQDLQGAWa
Carmo-AS B5 AWQDLQAGWa
Carmo-AS B6 AWQDLGSAWa
Grybi-AS B1 GWQDLNGGWa
Grybi-AS B2 GWRDLNGGWa
Gryllus bimaculatus Grybi-AS B3 AWRDLSGGWa
Grybi-AS B4 AWERFHGSWa
Grybi-AS B5 AWDQLRPGWa
Locusta migratoria Locmi-MIP AWQDLNAGWa
Drostatin-B1 AWQSLQSSWa
Drostatin-B2 AWKSMNVAWa
Drosophila melanogaster Drostatin-B3 EAQGWNKFRGAWa
Drostatin-B4 EPTWNNLKGMWa
Drostatin-B5 DQWQKLHGGWa
Manse-MIP1 AWQDLNSAWa
Manse-MIP2 GWQDLNSAWa
Manduca sexta Manse-MIP3 APEKWAAFHGSWa
Manse-MIP4 GWNDMSSAWa
Manse-MIP5 GWQDMSSAWa
Manse-MIP6 AWSALHGAWa
Bommo-PTSP1 AWQDLNSAWa
Bommo-PTSP2 AWQDMSSAWa
Bommo-PTSP3 GWQDLNSAWa
Bombyx mori Bommo-PTSP4 AWSSLHSGWa
Bommo-PTSP5 AWSSLHSGWa
Bommo-PTSP6 GWNDISSVWa
Bommo-PTSP7 SWQDLNSVWa
Bommo-PTSP8 APEKWAAFHGSWa
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Pierwszy peptyd z tej rodziny Lom-MIP, wyizoloway z Locusta migratoria wy-
kazywatl w biote$cie homologicznym wiasciwosci mioinhibicyjne w stosunku do ja-
jowodu oraz jelita tylnego [56]. Wszystkie zidentyfikowane do tej pory peptydy z ro-
dziny MIP/AST wykazuja wtasciwosci mioinhibicyjne wzgledem migéni trzewnych
kilku gatunkow owadow, a u swierszczy wywotuja takze dziatanie allatostatyczne
i dlatego zaliczone zostaty do allatostatyn [31, 32]. Biotesty przeprowadzone z wy-
korzystaniem szesciu allatostatyn (ManseMIP 1-6) izolowanych z Manduca sexta
wykazaly silne hamowanie przez te peptydy kurczliwosci jelita tylnego (proctodeum)
dorostych ciem [9, 10]. Wykryta u Periplaneta american allatostatyna Pea-MIP wy-
wiera hamujacy wplyw na kurczliwos¢ jelita przedniego, jednak efekt ten wystepuje
wylacznie w wysokich zakresach stezen farmakologicznych (10°-10* M) peptydu
[51]. Przeciwnie u drugiego karaczana B. germanica, trzy rozne peptydy z tej rodziny
(ManseMIP 2, GrybiAS B1, GrybiAS B3) dziatajg silnie mioinhibicyjnie w st¢zeniach
fizjologicznych (10'°-10°M) na kurczliwos¢ jelita przedniego i tylnego. W biotestach
heterologicznych in vivo stwierdzono, Ze iniekcja allatostatyn GrybiAS B1 oraz Gry-
biAS B3 powoduje u dorostych osobnikow B. germanica zmniejszenie pobierania
pokarmu [2]. Hormon o identycznej sekwencji z allatostatyng Manse-MIP1 od M.
sexta wyizolowano takze z mozgu Bombyx mori 1 wykazano hamujace dziatanie tego
peptydu na synteze ekdysteroidow w gruczotach protorakalnych jedwabnika morwo-
wego [22]. Peptydy z rodziny MIP/AST biora ponadto udziat w kontroli aktywnosci
wydzielniczej gruczotéw slinowych u kleszcza Ixodes scapularis. W badaniach prze-
prowadzonych na tym gatunku wykryto receptor dla MIP/AST, nalezacy do grupy
receptorow metabotropowych i wykazujacy podobienstwo strukturalne do receptora
SRP D. melanogaster [58]. U pluskwiaka Rhodnius prolixus zidentyfikowano alla-
tostatyng RohprMIP4 o nietypowej sekwencji aminokwasowej, zawierajacg motyw
W(X,)W. Pomimo roznic strukturalnych peptyd ten wykazuje dziatanie mioinhibicyj-
ne w stosunku do jelita tylnego R. prolixus [29]. W jelicie $srodkowym 1i $liniankach
tego pluskwiaka wykryto takze receptory wykazujace homologi¢ z receptorem SRP
[29]. Przy pomocy technik immunocytochemicznych peptydy z rodziny MIP zloka-
lizowano w komorkach neurosekrecyjnych mozgu oraz brzusznego tancuszka ner-
wowego L. migratoria, P. americana, D. melanogaster oraz R. prolixus [29, 51, 56].
Poza owadami allatostatyny z tej rodziny odkryto takze u skorupiakow, jednak ich
rola w tej grupie zwierzat nie jest doktadniej znana [23, 60].

RODZINA PISCF/AST

Trzecig grupe¢ allatostatyn stanowia peptydy PISCF/AST (tab. 3), charakte-
ryzujace si¢ obecno$cig mostkow disiarczkowych pomigedzy resztami cysteiny
oraz wystepowaniem sekwencji PISCF na C-koncu tancucha peptydowego [18].
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TABELA 3. Gatunki owaddéw oraz sekwencje aminokwasowe zidentyfikowanych u nich allatosta-
tyn z rodziny PISCF/AST. Opracowano na podstawie: Abdel-Latief i wsp. [1]; Kaminski i wsp. [25];
Mayoral i wsp. [43]; Stemmler i wsp. [60]; Down i wsp. [14]. * struktura przewidywana na podstawie
analizy genomu

TABLE 3. Insect species and the amino acid sequences of identified allatostatins from PISCF/AST fam-
ily. Prepared based on Abdel-Latief i wsp. [1]; Kaminski i wsp. [25]; Mayoral i wsp. [43]; Stemmler
i wsp. [60]; Down i wsp. [14]. * structure deduced from genom

GATUNEK AKRONIM PEPTYDU SEKWENCJA
Tribolium castaneum Trica-AS PQSRYRQCYFNPISCF-OH
Drosophila melanogaster FLT pEVRYRQCYFNPISCF-OH
Aedes aegypti Aedae-AS pQIRYRQCYFNPISCF-OH
Manduca sexta Manse-AS pEVRFRQCYFNPISCF-OH
Anopheles gambiae Anoga-AS pQIRYRQCYFNPISCF-OH
Acyrthosiphon pisum - SYWKQCAFNAWSCFa *

Z uwagi na efekt jaki wywoluje jeden z peptydow (FLT) u D. melanogaster,
polegajacy na szybkim i dlugotrwatym zatrzymaniu pracy serca, okresla si¢ je tak-
ze mianem allatostatyn typu C lub peptydami FLT (ang. Flatline peptides) [52].
Pierwszy peptyd z tej rodziny, nazwany Manse-AS, wyizolowano z ¢my M. sexta
w 1991 roku [27]. Peptyd ten zbudowany jest z 15 aminokwasow z zablokowang
resztg kwasu glutaminowego na N-koncu i wolnym C-koncem tancucha peptydo-
wego, co jest dos¢ nietypowe dla neurohormonéw owadoéow. Ponadto w pierwszo-
rzedowej strukturze aminokwasowej tego peptydu pomiedzy cysteinami w pozycji
7 i 14 obecne sa mostki disiarczkowe [5]. PISCF/AST reguluja syntez¢ hormonu
juwenilnego u motyli oraz komardéw, powodujac inhibicje¢ czynnosci sekrecyjnych
corpora allata, natomiast nie hamujg one syntezy hormonu juwenilnego w corpora
allata innych owadéw [30]. Manse-AS poza kontrolg corpora allata odpowiada
za regulacje kurczliwosci jelita przedniego motyli Lacanobia oleracea i M. sexta,
zmniejszajac czgstotliwos$¢ skurczow tego narzadu. Wraz z allatotroping Manse-AT
peptyd ten zlokalizowano w zwoju czotowym i w nerwach unerwiajacych jelito
przednie. Jednak doktadny sposob regulacji pracy tego narzadu przez oba peptydy
nie jest znany [4, 15, 41]. Przeprowadzone eksperymenty in vivo na larwach L.
oleracea wykazaty takze, ze iniekcja Manse-AS powoduje zmniejszenie zdolnosci
do pobierania pokarmu oraz przezywalno$ci zerujacych larw tego motyla [6]. Re-
ceptory blonowe dla PISCF/AST pierwszy raz zidentyfikowano u D. melanogaster,
stwierdzajac ze nalezg one do klasy receptorow metabotropowych, ktorych funkcjo-
nowanie sprze¢zone jest z biatkami G [28]. Geny kodujace allatostatyny PISCF/AST
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zidentyfikowano u dwoch gatunkow ciem Pseudaletia unipuncta [24] 1 Spodoptera
frugiperda [1] oraz u D. melanogaster, jednak u muszki owocowej kodowany hor-
mon r6zni si¢ od Manse-AS jednym aminokwasem w pozycji czwartej, gdzie za-
miast fenyloalaniny znajduje si¢ tyrozyna [52]. Hormony nalezace do PISCF/AST
wykryto nie tylko w komodrkach mozgu, ale rowniez w jelicie sSrodkowym. Fakt ten,
a takze podobienstwo receptorow allatostatyn sprz¢zonych z biatkami G do recep-
toréw dla somatostatyny kregowcow sugeruje, ze peptydy te ogdlnie sg inhibitorami
mogacymi petni¢ podobne funkcje w organizmie owada, jak w przypadku somato-
statyny u krggowcow [28].

DZIALANIE FIZJOLOGICZNE ALLATOSTATYN
U CHRZASZCZY

Badania nad aktywno$cig allatostatyn prowadzone byly w wielu uktadach ho-
mologicznych i heterologicznych. Wplyw tych peptyddéw testowany byt m.in. u ka-
raczanow, swierszczy, motyli oraz termitow [17, 22, 30, 47]. Natomiast nic do tej
pory nie wiadomo o fizjologicznej roli tych neurohormondéw w najwiekszej grupie
owadow — chrzaszezy. W tej pracy prezentowane sg dane dotyczace kardiotropowe;j
1 hemocytotropowej aktywnos$ci dwoch syntetycznych allatostatyn Dippu-AST1
(LYDFGLa) oraz Grybi-AS B1 (GWQDLNGGWa) w uktadzie heterologicznego
biotestu z chrzaszczem Tenebrio molitor. Eksperymenty in vitro na pol-izolowa-
nych preparatach serca 4-tygodniowych chrzaszczy wykazaty zroznicowane dzia-
lanie obu badanych allatostatyn. Stwierdzono, ze peptyd GrybiAS B1 wykazuje
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RYCINA 1. Akcja serca chrzaszcza T molitor po aplikacji peptydu Dippu-AST1 (A) oraz Grybi-AS
BI1 (B) w stezeniu 10-° M. Miokardiogramy zarejestrowano za pomocg techniki mikrodensytometrycz-
nej Rosinskiego i Gédde [53]. Strzatka wskazuje czas aplikacji peptydu

FIGURE 1. The heart rate of 7. molitor beetle after peptide application of Dippu-AST 1 (A) and Gry-
bi-AS B1 (B) at a concentration of 10°M (B). Myocardiograms recorded using a microdensitometric
technique of Rosinski and Géde [53]. The arrow indicates the time of the peptide application
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dziatanie kardiotropowe w zakresie stezen farmakologicznych (10°-10° M), wywo-
hujac w czynnosci kurczliwej serca T. molitor znaczacy efekt inotropowo-ujemny,
z rownoczesnym przesunigciem akcji tego narzadu do fazy systolicznej w cyklu
skurczowo-rozkurczowym (ryc. 1). Sposob oddzialywania Grybi-AS B1 na serce
T. molitor jest odmienny od tego powodowanego przez klasyczny kardiostymu-
lator — pentapeptyd proktoling, a bardziej podobny do indukowanej odpowiedzi
w czynnosci miokardium przez nonapeptyd CCAP [54, 64]. Grybi-AS B1 jest jed-
nak stabszym kardioaktywnym peptydem niz proktolina i CCAP, ktoére modyfikuja
juz czynnosci miokardium 7. molitor w niskich zakresach st¢zen fizjologicznych
10°'°-10 M. Peptyd ten powodujac w wyzszych stgzeniach efekt inotropowo-ujem-
ny ostabia site skurczu miokardium i tym samym efektywnos$¢ przeptywu hemo-
limfy w hemocelu. Fakt przesuni¢cia akcji kurczliwej w aktywnosci mechaniczne;j
serca do fazy systolicznej w cyklu skurczowo-rozkurczowym wskazuje, ze alla-
tostatyna ta moze w aktywnosci bioelektrycznej miokardium hamowa¢ catkowita
repolaryzacje komorek bodzcotworczych poprzez oddziatywanie na kanaly potaso-
we i modyfikowanie w tych komadrkach prawidtowego pradu potasowego. Glebsze
wyjasnienie mechanizmu oddzialywania Grybi-AS Bl na endogenng aktywnos¢
bioelektryczng miokardium mozliwe bedzie po przeprowadzeniu badan elektrofi-
zjologicznych i farmakologicznych zuzyciem specyficznych blokeréw kanalow
jonowych. W przeciwienstwie do Grybi-AS B1, drugi peptyd nie powodowat zad-
nych zmian w aktywnosci kurczliwej serca 7. molitor. Brak oddziatywania Dip-
pu-AST1 na serce 7. molitor przy wykazanym hamowaniu akcji serca u karacza-
na B. germanica [62] wskazuje, ze aktywno$¢ kardioinhibicyjna tej allatostatyny
jest gatunkowo specyficzna. Nieaktywna kardiotropowo u 7. molitor allatostatyna
Dippu-AST1 wykazuje jednak utego chrzgszcza aktywnos¢ hemocytotropowa,
powodujac in vivo zmiany morfologii hemocytow w hemolimfie (ryc. 2). Iniek-
cja peptydu w koncowej ilosci 5 i 50 nmoli blokowata zdolnos$¢ plazmatocytow
i granulocytéw do tworzenia filopodiow (ryc. 2C i 2D), co rownocze$nie zwigzane
byto z powstawaniem wigkszych skupisk F-aktyny w cytoplazmie tych komorek.
Miejsca agregacji F-aktyny byly silnie znakowane falloidyng sprzezong z barw-
nikiem fluorescencyjnym (ryc. 2C). Po iniekcji mniejszych ilosci tej allatostatyny
(500 pmoli) struktura morfologiczna hemocytow byta podobna do struktury ko-
morek hemolimfy owadéw kontrolnych. Zaobserwowane zmiany w morfologii
hemocytow dla trzech iniekowanych ilosci allatostatyny Dippu-AST1 wskazuja,
ze dziatanie hemocytotropowe tego peptydu jest dawkowo-zalezne i zaznacza si¢
w gornym zakresie stezen fizjologicznych. Blokowanie procesu tworzenia filopo-
diow przez hemocyty w efekcie modyfikowania przez ten peptyd cytoszkieletu
F-aktynowego moze ogranicza¢ zdolnosci hemocytow do fagocytozy, nodulacji
i enkapsulacji. Zdolno$¢ Dippu-AST1 do wywotywania hemocytotropowej odpo-
wiedzi sugeruje, ze peptyd ten lub jego homologi wystepujace u 7. molitor moga
peli¢ wazng rolg w regulacji zdolnos$ci adhezyjnych hemocytow oraz pelnionych
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RYCINA 2. Hemocyty chrzaszcza Tenebrio molitor po iniekcji allatostatyny Dippu-AST1 w stezeniu
500 pmoli (B), 5 nmoli (C) i 50 nmoli (D) oraz po iniekcji ptynu fizjologicznego dla 7. molitor (A;
kontrola). Hemocyty wybarwiono wedlug metody opisanej przez Czarniewska i wsp. [13]. Na kolor
niebieski wybarwione zostaly jadra komorkowe za pomoca fluorochromu DAPI. Na kolor zielony
wybarwiono fluorochromem Oregon Green® 488 Phalloidin (Invitrogen) cytoszkielet aktynowy hemo-
cytow. Strzatkami zaznaczno miejsca agregacji F-aktyny. Zaznaczona skala wynosi 20 pm

FIGURE 2. Haemocytes of Tenebrio molitor beetle after injection of Dippu-AST1 at concentration of
500 pmole (B), 5 nmole (C) and 50 nmole (D) and after injection of saline for 7. molitor (A; control).
Haemocytes were stained by the method described by Czarniewska i wsp. [13]. The color blue shows
nuclei which were stained with DAPI fluorochrome. The color green shows actin cytoskeleton of hae-
mocytes stained with fluorochrome Oregon Green®488 Phalloidin (Invitrogen). Arrows indicate the
places of F-actin aggregation. The selected scale is 20 pm

przez nie funkcji obronnych przed patogenami. Komoérkami docelowymi dla dziata-
nia Dippu-AST]1 sa dwie klasy hemocytow — plazmatocyty i granulocyty, ale tez nie
mozna wykluczy¢, ze te, jak i inne klasy hemocytow produkuja i/lub transportuja
allatostatyny u 7. molitor. Obecnos¢ allatostatyno—podobnych peptydow stwierdzi-
li Skinner i wsp. [59] za pomocg techniki immunocytochemicznej w hemocytach
karaczana D. punctata, jednak autorzy ci nie wskazali jaka role pelnig te pepty-
dy w funkcjonowaniu hemocytow. Przeprowadzone przez nas badania w ukladzie
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testow heterologicznych potwierdzity fakt plejotropowego dziatania Dippu-AST1
1 Grybi-AS B1. Uzyskane w tej pracy wyniki po raz pierwszy wykazaly aktywnos¢
fizjologiczng allatostatyn u chrzaszczy. Stwierdzone za$ dziatanie hemocytotropo-
we Dippu-AST1 jest nowym rodzajem aktywnosci dla tej grupy neurohormondéw
owadow.

ALLATOSTATYNY JAKO POTENCJALNE BIOINSEKTYCYDY

Obecnie sugeruje si¢, ze syntetyczne analogi allatostatyn pod postacia pseudo-
peptydow i peptydomimetykdw moga zosta¢ wykorzystane do walki ze szkodli-
wymi gatunkami owadow, takimi jak mszyce, komary lub innymi bezkrggowcami
bedacymi wektorami chorob, jak np. kleszcze. Badania Matthewsa i wsp. [42] oraz
Downa i wsp. [14] wykazaty, ze allatostatyny M. sexta oraz ich homologi podawa-
ne drogg pokarmowg mszycom Acyrthosiphon pisum i Myzus persicae wptywaja
negatywnie na rozwoj mszyc, hamujg przyrost masy ciata, zwiekszaja ich $mier-
telno$¢, a takze zaburzaja procesy rozrodcze u tych owadow, co skutkuje brakiem
potomstwa [14, 42]. Mechanizm dzialania Manse-AS na zywotno$¢ mszyc nie jest
doktadnie poznany, cho¢ sugeruje sie, ze peptyd ten negatywnie wplywa na funk-
cjonowanie pompy slinowo-gardzielowej, zmniejszajac zdolnos¢ tych owadow do
pobierania pokarmu [14, 42]. Z kolei neurohormony z rodziny MIP/AST uposle-
dzaja dziatanie gruczotéw slinowych kleszcza Ixodes scapularis [58], a peptydy
nalezace do FGL/AST wywoluja u D. melanogaster efekt awersji do pokarmu. Piu-
lachs i wsp. [48] zaprojektowali metylowang pochodng allatostatyny BLAST-2 od
B. germanica, uzyskujac analog tego peptydu o zwigkszonej odporno$ci na pepty-
dazy w hemolimfie karaczana. Wykazali oni, Ze analog ten byt bardziej aktywny
od natywnego peptydu w inhibicji syntezy hormonu juwenilnego in vivo. Garside
i wsp. [19] prowadzili badania nad oddziatywaniem kilku syntetycznych analogow
allatostatyn na rozwoj oocytow u karaczana D. punctata. Autorzy ci stwierdzili, ze
iniekcje pseudopeptydowych analogéw znaczaco zmniejszaja wielkos¢ oocytow
terminalnych oraz hamujg synteze hormonu juwenilnego u D. punctata, co wynika-
o ze zwickszonej odpornosci testowanych zwigzkoéw na degradacje enzymatyczng
[19]. Ostatnio Audsley i wsp. [3] w przeprowadzonych do$§wiadczeniach in vitro
bez obecnos$ci enzymow trawiennych wykazali zdolno$¢ syntetycznych analogow
cydiastatyny i cydiastatyny 4o do przechodzenia przez komorki nabtonka w jelicie
srodkowym 1 tylnym M. sexta.

Z uwagi na plejotropowy charakter dziatania allatostatyn wazne jest doktadne
poznanie fizjologicznej roli jakg peinig one w organizmie owadoéw. Rownie istotne
jest zrozumienie, w jaki sposéb te peptydy oddziatujg na komorki i dlatego istnieje
potrzeba doktadniejszego scharakteryzowania receptordéw, przez ktore oddzialuja
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one na czynnos$ci roznych narzadow. Chemiczne insektycydy sa caty czas prefero-
wane jako $rodki do zwalczania owadow, jednak ich stosowanie powoduje szero-
ka game niepozadanych skutkéw ubocznych. Niektorzy autorzy sugeruja, ze obie-
cujacym kierunkiem badan w poszukiwaniu nowych alternatywnych srodkow do
zwalczania szkodnikow owadzich jest mozliwo$¢ wykorzystania pseudopeptydow
i peptydomimetykow, bedacych analogami kilku grup neuropeptydow, w tym row-
niez allatostatyn [26, 40, 44]. Obecnie prowadzone sg badania nad oddzialywaniem
u owadow syntetycznych analogdw réznych neurohormonéw podawanych nie tyl-
ko droga pokarmowa, ale rowniez za pomoca metody topikalnej, polegajacej na
przechodzeniu tych zwigzkow przez kutikule [61]. Zwigzki te w przysztosci moga
mie¢ zastosowanie jako bioinsektycydy lub repelenty [45].

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach dzigki szybkiemu rozwojowi technik analitycznych, moleku-
larnych oraz opracowaniu nowych biotestow in vitro i in vivo znaczaco poszerzyta
si¢ nasza wiedza na temat fizjologicznej roli allatostatyn u zwierzat bezkregowych,
gtéwnie owadow. Przeprowadzone badania dowodza, ze allatostatyny nalezace do
wszystkich trzech grup FGL/AST, MIP/AST i PISCF/AST nie tylko sg neurohor-
monami hamujacymi syntez¢ hormonu juwenilnego w corpora allata owadow, ale
rowniez cechuja sie wlasciwosciami plejotropowymi o szerokim spektrum fizjolo-
gicznego dzialania. Neurohormony z tej grupy regulujg procesy taknienia, hamuja
synteze enzymow trawiennych w przewodzie pokarmowym, dzialajg mioinhibicyj-
nie na endogenng aktywno$¢ kurczliwa migsni jelita, jajowodu i serca oraz hamuja
syntezg witelogenin w ciele thuszczowym i uwalnianie tych biatek do hemolimfy.
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