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Enzymy hydrolityczne entomopatogennych
grzybow i ich rola w patogenezie

Wstep

Entomopatogeny to liczna grupa przedstawicieli wiruséw, bakterii, grzybéw oraz
pierwotniak6w pasozytujacych na owadach. W grupie tej znaczaca rol¢ odgrywaja
grzyby, wsrod Ktérych najlepiej poznane sa dwa gatunki — Beauveria bassiana i
Metarhizium anisopliae nalezace do klasy Deuteromycetes, w ktérej wystepuja réw-
niez liczne patogeny ro$lin i ludzi.

Entomopatogenne grzyby, w przeciwienstwie do wiruséw, bakterii i pierwotnia-
kow, nie porazaja owadéw poprzez przewdd pokarmowy. Ich kietkujace zarodniki
przedostaja sig do organizmu owada przez kutykule (oskérek), stanowiaca jego
zewnglrzng ostong. Dalsze rozrastanie si¢ strzgpek grzyba powoduje zablokowanie
Swiatta przewodu pokarmowego owada i zahamowanie krazenia hemolimfy. Wytwa-
rzane dodatkowo toksyny porazaja jego uktady i tkanki [18].

Czynnikami warunkujacymi wirulencj¢ grzybéw sa miedzy innymi zewnatrzko-
morkowe enzymy hydrolityczne: proteazy i chitynazy (tab. 1). SzczegSlnie enzymy
proteolityczne spetniaja wazna rolg w procesie patogenezy [5, 13, 23, 25]. Wyjasnie-
nie mechanizméw tego procesu ma bardzo duze znaczenie praktyczne. Czynniki
Patogenne mogg by¢ bowiem wykorzystane jako naturalne biopestycydy, ktére czg-
Sciowo moga zastapié toksyczne chemiczne $rodki owadobéjcze [1, 31]. Dlatego
prowadzone sa intensywne badania nad wprowadzaniem genéw warunkujacych wy-
twarzanie enzyméw degradujacych biatka kutykuli do réznych mikroorganizméw lub
hawet do samych roslin, celem ograniczenia Zerowania owadéw na takich roslinach.
Ponadto znajomos$¢ podstaw wirulencji grzybéw moze réwniez poméc w ochronie
gatunkéw owadéw o duzym znaczeniu gospodarczym.
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Enzymy jako gléwne czynniki wirulencji grzybéw

Kutykula (oskorek) owadow zbudowana jest z mikrofibryli chityny, ostonigtych
biatkami, ktore stanowia 55-80% catkowitej jego masy [4, 41]. Skiad biatek w
zaleznosci od gatunku moze by¢ bardzo zréznicowany. Najczesciej gléwnymi biat-
kami oskorka sa kolagen — bogaty w proline oraz resilina charakterystyczna tylko
dla bezkrggowcow [1]. W oskérku konika polnego (Melanoplus sanguinipes) wyka-
zano technika dwukierunkowej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym obecno$é
az okoto 200 biatek, ktdre r6znity si¢ punktem izoelektrycznym, masa czasteczkowa
iobecnoscig cukrow [S]. Potraktowanie kutykuli tego owada ptynem pohodowlanym
z M. anisopliae i B. bassiana, zawierajacym enzymy proteolityczne powodowato
utratg¢ od 41-83% jego suchej masy, w wyniku degradacji kwasnych oraz zasadowych
wysokoczasteczkowych biatek oskérka. Obok biatek, gldownym sktadnikiem oskérka
owadow, stanowiacym okoto 30% jego masy, jest chityna — homopolimer N-acety-
lo-D-glukozaminy. Ze wzgl¢du na dominujaca role biatek w pokrywie owadéw
inicjujaca rolg przy przenikaniu grzybéw do wnetrza Zywiciela przypisuje sig ze-
wnatrzkomorkowym enzymom proteolitycznym [1, 23]. Poza degradacja kutykuli
proteazy moga spetniac rowniez inne funkcje w procesie infekcji, takie jak: aktywacja
prekursoréw toksyn grzybowych [3], destrukcja przeciwgrzybowych biatek wydzie-
lanych przez zaatakowane owady i uwalnianie aminokwaséw wykorzystywanych do
produkcji amin oraz trawienie biatek zywiciela wykorzystywanych przez grzyba jako
pozywienie [34]. W wyniku enzymatycznej hydrolizy biatek kutykuli utatwione jest
wnikanie strzgpek grzyba do organizmu owada. Przed zapoczatkowaniem procesu
proteolizy, enzymy produkowane przez grzyba sa adsorbowane na powierzchni
oskorka owada na zasadzie oddziatywai elektrostatycznycznych [27]. Moga one
wigzac¢ si¢ z matymi ujemnie naladowanymi regionami zasadowych biatek oskérka,
powodujac ich hydrolizg lub tez moga asocjowaé z zasadowymi produktami powsta-
tymi w wyniku hydrolizy. Zewnatrzkomérkowe proteazy M. anisopliae, B. bassiana
i Verticillium lecanii adsorbuja si¢ do kutykuli w przedziale pH od 4,0 do 7,0, przy
czym ponad 50% z nich ulega dysocjacji juz w obecnosci 10 mM buforu fosforano-
Wo-potasowego o pH 7,0 [6].

Istotne znaczenie dla adsorpcji proteaz zasadowych entomopatogenéw speiaja
Wwolne grupy karboksylowe obecne na powierzchni kutykuli, a dla wiazania proteaz z
M. anisopliae i V. lecanii dodatkowo jeszcze hydroksylowe grupy tyrozyny [6, 27].
Reszty kwasu asparaginowego i glutaminowego maja w pH obojetnym charakter
kwasny, dzieki czemu ulatwiona jest adsorpcja zasadowych proteaz grzybowych.
Eadunki tych reszt zmieniajq si¢ pod wptywem zmiany pH srodowiska. Adsorpcja
Proteaz z M. anisopliae i V. lecanii spada znacznie w pH od 2,0 do 4,0, gdyz
odpowiada to warto$ciom statych dysocjacji pKe dla grup karboksylowych kwasu
asparaginowego (pKq grupy -COOH wynosi 2,1, pKq grupy -COOHp wynosi 3,9)
Oraz kwasu glutaminowego (pK¢ grupy -COOHq wynosi 2,2, pKa grupy -COOHy
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wynosi 4,2). Estryfikacja grup karboksylowych, jak rowniez konwersja eksponowa-
nych reszt aspartylowych i glutamylowych do pochodnych amidowych, powoduje
obnizenie zdolnosci wigzania si¢ proteaz. Z kolei wprowadzenie nowych grup karbo-
ksylowych do kutykuli oraz zablokowanie grup aminowych poprzez fenyloglioksyla-
cj¢ wzmacnia adsorpcje enzyméow. Z drugiej strony modyfikacja biatek kutykuli
poprzez fenyloglioksylacj¢ zmniejsza ich podatno$¢ na hydroliz¢ przez zaadsorbowa-
ne enzymy. Acetylacja grupy OH tyrozyny zmniejsza réwniez adsorpcj¢ proteaz z M.
anisopliae i V. lecanii.

Dodatek 10 mM kwasu asparaginowego i lizyny hamuje adsorpcj¢ proteaz naj-
prawdopodobniej na skutek interferencji spowodowanej ich interakcja z natadowany-
mi grupami w biatkach kutykuli lub w czasteczce enzymu. Obecno$§¢ natomiast
wolnych aminokwasow z niepolarnymi grupami alifatycznymi nie wpltywa na adsor-
pcje proteaz. Proces ten jest rowniez silnie hamowany przez wysokie st¢zenia KCl
oraz kationowe detergenty, ktdre blokuja ujemnie natadowane grupy karboksylowe
w biatkach kutykuli. Oprocz oddzialywan elektrostatycznych na proces adsorpciji
enzymOw wplywaja tez inne czynniki, jak lokalizacja bialek w oskérku owada,
wzajemna interakcja bialko—chityna lub stopien glikozylacji biatek [5].

Kwasne proteazy grzybowe nie ulegaja adsorpcji do kutykuli. Nie jest to jednak
zwigzane z brakiem zasadowych aminokwaséw, gdyz kutykula np. konika polnego
zawiera porownywalng iloS¢ aminokwaséw zasadowych (7,9%) i kwasnych (8,4%)
[4], a wynika to najprawdopodobniej z rozmieszczenia reszt kwasnych aminokwaséw
na powierzchni kutykuli i ich ujemnego fadunku.

Procesowi zakazenia towarzyszy trawienie oskorka owada, polegajace na hydro-
lizie biatek kutykuli do peptydéw i aminokwaséw. Enzymy proteolityczne uwalniaja
rowniez mate ilosci aminocukréw. Obserwacje te sugeruja, ze wewnatrz struktury
biatkowej istniejg krotkie fancuchy chityny, nie zwiazane ze struktura fibrylarna. W
wyniku dzialania proteaz zostaja odstonigte mikrofibryle chityny, ktére staja sig
dostgpne dla enzymodw chitynolitycznych [26]. Za pomoca przeciwcial monoklonal-
nych i technik immunocytochemicznych wykazano, ze w poczatkowym stadium
wnikania strz¢pek grzyba do organizmu owada chitynazy sa produkowane w niewiel-
kiej iloSci przez infekcyjne struktury tzw. przycistki (appressorium) na powierzchni
kutykuli. Znaczne ilosci tych enzymow gromadzity si¢ w strefie degradacji proteo-
litycznej w pOzniejszej fazie infekcji. Zazwyczaj najwyzsze st¢Zenia chitynaz wyka-
zuje sig w 40 godzin po infekcji patogenem [38]. Obserwacje te potwierdzaja, ze
zwalnianie chitynaz jest zalezne od dostgpnosci chityny. Synteza enzymdéw chitynoli-
tycznych jest regulowana przez mechanizm indukcji i katabolicznej represji [30].
Wysoka ich aktywnoS¢ stwierdza si¢ w hodowlach zawierajacych chityne jako indu-
ktor, natomiast uwolniona z chityny N-acetyloglukozamina zmniejsza synteze enzy-

mow chitynolitycznych. Inne polimery takie jak pektyna, ksylan i celuloza pozostaja
bez wptywu na syntezg chitynaz.
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Grupg enzymow chitynolitycznych scharakteryzowano wsréd entomopatogen-
nych grzybow u B. bassiana, M. anisopliae i M. flavoviride [14, 29, 32, 38]. Kazdy z
tych gatunkéw produkuje endochitynazy, N-acetylo-B-D-glukoaminidazy (egzochi-
tynazy), a M. flavoviride dodatkowo jeszcze syntetyzuje 1,4-B-chitozydaze. Przewa-
zajaca ilosciowo endochitynaza z M. anisopliae o masie czasteczkowej 45 kDa i
znanej sekwencji 23 aminokwas6w, z N-koficowg alanina, wykazuje pI w pH 4,8 i
hydrolizuje chityng do oligomeréw. Egzochitynazy degraduja dalej oligomery chityny
do chitobiozy i N-acetyloglukozy, ktéra jest wykorzystywana przez grzyba jako
sktadnik pokarmowy [38].

Obok proteaz i chitynaz entomopatogenne grzyby wytwarzaja réwniez inne
zewnatrzkomoOrkowe enzymy: lipazy, amylazy [21], ktérych rola w procesie patoge-
nezy nie zostala jeszcze dotad poznana. W hodowlach entomopatogennych grzybéw
obserwuje si¢ p6Zne pojawianie zewnatrzkomérkowych lipaz [15, 26]. Jest to zwia-
zane ze zdecydowana przewagg biatek i chityny w strukturze kutykuli. Enzymy
lipolityczne spetniaja prawdopodobnie niewielka role w procesie degradacji kutykuli,
gdyz w mtodych strzgpkach grzyba sa one gtéwnie enzymami wewnatrzkomérkowy-
mi, a w duzych iloSciach sg uwalniane dopiero podczas autolizy komdrek.

Enzymy proteolityczne entomopatogennych grzybow
Beauveria bassiana i Metarhizium anisopliae

Grzyb B. bassiana jest pasozytem atakujacym wiele r6znych owadéw. Do jego
zywicieli naleza mi¢dzy innymi mucha domowa (Musca domestica), barciak wigkszy
(Galleria mellonella), kt6ry jest szkodnikiem pszcz6t i gasienica kapustna (Tricho-
plusia ni). Z tego tez powodu grzyb ten uwazany jest za jeden z obiecujgcych
naturalnych insektycydoéw. Poziom produkcji enzyméw proteolitycznych degraduja-
cych kutykule tego gatunku zalezy zaréwno od szczepu, jak i od rodzaju pozywki [2,
13, 40].

Bidochka i Khachatourians [ 1] wyizolowali z ptynéw pohodowlanych B. bassiana
GK2016 serynowg proteazg [Pr1]. Najwigksza wydajnos$¢ biosyntezy enzymu uzy-
skano w pH 7,0. Proteaza ta, rézniaca si¢ od trypsyny specyficzno$cia, ma masg
czasteczkowa 35 kDa i dziata optymalnie w pH 8,5, w temperaturze 37°C. Aktywnosc
tego enzymu gwaltownie spada w pH ponizej 7,0 i powyzej 9,0 oraz powyzej 50°C.
Dodatek CaCly w niewielkim stopniu stabilizuje enzym przed termiczng denaturacja.
Enzym ten hydrolizuje elastyne, kazeine i zelatyng, a duzo mniejsza aktywnos¢
Wykazuje wobec albuminy z surowicy wotu (BSA) i kolagenu. Wyizolowana ze-
wnatrzkomdérkowa alkaliczna proteaza z B. bassiana [Pr1] wykazuje wysokg aktyw-
nos¢ wobec biatek kutykuli, dzigki czemu utatwia ona wnikanie grzyba do organizmu
owada [3]. Enzym ten rézni si¢ od tego samego typu proteazy Prl z M. anisopliae
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nizszym punktem izoelektrycznym i wigksza aktywnoScia wobec syntetycznych
substratow zawierajacych alaning w pozycji P2 i P3. Analiza sekwencji cDNA
proteazy Prl z B. bassiana [17] wykazata, Ze jest ona syntetyzowana jako prekursor
o masie czasteczkowej 37,4 kDa, zawierajacy peptyd sygnalny, a wyliczona masa
czasleczkowa dojrzatego biatka enzymatycznego wynosi 26,8 kDa. N-koncowa se-
kwencja biatka prekursorowego jest nast¢pujaca: Ala-Val-Val-Arg-Glu-Ala. Pier-
wszorzedowa struktura biatka Pr1 z B. bassiana wykazuje 53% homologii w stosunku
do enzymu Pr1 zM. anisopliae i 59% w stosunku do proteazy Kz Tritirachiumalbum.
Wszystkie te trzy biatka zawieraja od N-konca hydrofobowy peptyd sygnalny zbudo-
wany z 18 aminokwaséw, wsrdd ktérych wykazano obecnos$¢ argininy i proliny.

Z ptynéw pohodowlanych Beauveria bassiana 278 [7] natomiast wyizolowano
dwie serynowe, chymotrypsynopodobne proteazy, ktére roznity si¢ migdzy sobg
wlasciwosciami biologicznymi i fizykochemicznymi. Oba enzymy I'i Il sa hamowane
przez fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF), a proteaz¢ II hamuje dodatkowo
jeszcze owomukoid z indyka oraz inhibitor z hemolimfy pszczét Apis mellifera.
Ro7nia si¢ one natomiast sktadem aminokwasowym, optimum pH, stala Michaelisa
oraz powinowactwem do réznych substratéw biatkowych i syntetycznych peptydow.
Z tych samych hodowli wyizolowano réwniez aminopeptydazg [8]. Jest ona catkowi-
cie hamowana przez 1,10-fenantroling i inne zwiazki chelatujace jony metali, jak
réwniez przez odczynniki redukujace grupy S-S:dithiotreitol (DTT) i f-merkaptoeta-
nol. Enzym nie jest inaktywowany przez PMSF. Posiada on najwyzsza aktywnos$¢ w
stosunku do Leu-pNA i Leu-B-naftylamidu. Hydrolizuje réwniez peptydy, w ktérych
leucyna jestaminokwasem N-koncowym, a stopien hydrolizy tych substratéw wzrasta
wraz z wydtuzaniem peptydu. Optimum pH dla hydrolizy Leu-pNA przypada w
przedziale 8,5-9,0.

WSréd entomopatogennych grzybdw najlepiej poznany i scharakteryzowany jest
system proteolityczny M. anisopliae 11, 23, 26, 28, 34]. Grzyb ten produkuje szereg
proteaz, ktore zostaly rozdzielone techniky izoelektrycznego ogniskowania i scha-
rakteryzowane jako:

— Pr1—proteaza subtylizynopodobna o specyticznosci chymoelastazowej (majaca
cztery izoformy o punkcie izoelektrycznym (pI) w przedziale pH 9,3-10,2)
— Pr2 — proteaza trypsynopodobna (wystepujaca w dwéch izoformach o pl 4,4 i

4,9).

— Pr4 — proteaza cysteinowa
— metaloproteaza termolizynopodobna (pl 7,3)

Prl jest najlepiej poznanym i scharakteryzowanym enzymem entomopatogen-
nych grzybow, ktéry petni kluczowy role w procesie infekcji. Stosujac krélicze
przeciwciala znakowane ztotem wykazano, ze enzym ten jest uwalniany przez przy-
cistki grzyba na powierzchni kutykuli lub przez penetrujace strzgpki wewnatrz oskor-
ka owada [11, 25, 42]. Enzym ten wykazuje szczegdlnie wysoka aktywnos¢ proteo-
lityczna wobec biatek kutykuli i hydrolizuje takze kazeing, elastyne i kolagen. Potra-
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ktowanie kutykuli kréliczymi przeciwciatami anty-Pr1 lub specyficznymi inhibitora-
mi Pr1 powoduje znaczna redukcje infekcyjnosci M. anisopliae. PowyZsze obserwa-
cje potwierdzajg znaczacy rolg lego enzymu w procesie patogenezy.

Masa czasteczkowa izoform Pr1 miesci si¢ w przedziale 28,5-31,5 kDa. Wiasci-
wosci kinetyczne izoform Prl zaleza od podstawienia reszty P1 w substracie. W
badaniach specyficznosci tego enzymu zastosowano do testéw enzymatycznych trzy
tetrapeptydy Suc-Ala-Ala-Pro-X-pNA, w ktdrych X = fenyloalanina, metionina lub
leucyna. Izoformy o pl 10,2, 9,8 i 9,3 wykazywaty podobna specyficzno$¢ w stosunku
do fenyloalaniny w pozycji Py i byly od 10 do 16 razy bardzie; reaktywne w stosunku
do substratu zawierajacego ten aminokwas niz wobec substratu zawierajacego w
pozycji Py leucyng. Peptyd zawierajacy metioning w tej pozycji byt réwniez dobrym
substratem dla kazdej z izoform, co $wiadczy o niskiej specyficznosci ich kieszeni
substratowej [23]. Poréwnywalna aktywnos¢ izoform biatka Pr1 wobec réznych
substratOw wskazuje na to, Ze nie sa to enzymy wysoko wyspecjalizowane. Ich rola
polega przede wszystkim na niespecyficznej degradacji biatek kutykuli podczas
procesu patogenezy. Duza liczba proteaz wydzielanych przez M. anisopliae $wiadczy
o duzych zdolnosciach adaptacyjnych grzyba do zmieniajacych sie warunkéw srodo-
wiska.

Z analizy sekwencji cDNA enzymu Pr1 [36] wynika, Ze jest on syntetyzowany w
postaci prekursora (proenzymu), o masie czasteczkowej 40,3 kDa, ktéry zawiera
peptyd sygnalny, zbudowany z 18 reszt aminokwasowych o strukturze o helisy.
Proenzym nastgpnie ulega proteolitycznej aktywacji do biatka o masie okoto 29 kDa.
Hydrofobowy trzon proenzymu zbudowany jest z o§miu aminokwaséw, wérdd kt6-
rych wystepuje histydyna i prolina zaburzajgca strukture helisy. Struktura proenzymu
Jesttypowa dla prosekrecyjnych sekwencjizdolnych do pokonania membrany komdr-
kowej. Istnieje wiele dowodow pozwalajacych przypuszczaé, ze enzymy Pr2 i Prd
petnia funkcje regulacyjng poprzez utatwianie szybkiej aktywacji proenzymu Prl
[22]. Struktura pierwszorzedowa biatka Pr1 wykazuje duze podobienstwo do subtili-
zyny (30% homologii) i proteazy K z Tritirachium album (61% homologii) [12].
Wszysikie te enzymy maja w centrum katalitycznym aminokwasy: seryne, histydyne¢
1 kwas asparaginowy. Jednak proteaza Pr1 wykazuje znacznie wyzsza aktywnos¢
wobec biatek kutykuli, niz proteaza K, co wskazuje na znaczna specjalizacj¢ patogena.
[zoforma enzymu o pl 9,3 r6zni sie od innych obecnoscia glicyny na N-koiicu, podczs
gdy u pozostatych izoform stwierdzono obecno$¢ asparaginy. Takie podstawienie
sugeruje mozliwo$¢ réznicowania si¢ izoform w procesach potranslacyjnych oraz
regulacje ich aktywnosci. Obecnos¢ kilku form enzymu Prl rézniacych si¢ pl jest
Prawdopodobnie zwigzana z obecnoscia przynajmniej dwoch r6znych genéw powsta-
tych przez duplikacje i mutacje pojedynczego genu macierzystego. Nie wiadomo, czy
izoformy o pl 9,8 i pI 9,3 sa kodowane przez jeden czy tez dwa rézne geny. Biatka te
83 immunologicznie bardzo blisko spokrewnione i maja bardzo podobna, jezeli nie
identyczna specy ficznosé.
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Obecnie prowadzone sa badania nad zwigkszeniem poziomu biosyntezy tego
enzymu z wykorzystaniem metod inzynierii genetycznej. Planuje si¢ rdwniez w
przyszitos$ci wprowadzanie genéw Prl do innych mikroorganizméw lub do komoérek
ros§linnych.

Metarhizium anisopliae wytwarza réwniez zewnatrzkomdérkowe metaloproteazy,
ktdre nie wystepuja u grzybow tak powszechnie jak serynowe enzymy. Metaloprote-
aza z M. anisopliae (pl 7,3) preferuje w pozycji P1 substratu fenyloalaning i jest
hamowana przez 1,10-fenantroling — typowy inhibitor enzyméw zawierajacych jon
cynku w centrum katalitycznym oraz przez inhibitor neutralnych metaloproteaz-fo-
sforamidon. Wtasciwos$ci tego enzymu wskazuja na jego pokrewiefistwo z termolizy-
na [23].

Inne enzymy wytwarzane przez M. anisopliae — Pr2 naleza do klasy proteaz
serynowych i wykazuja trypsynopodobna specyficznos¢ substratowa [37]. Wyste¢puja
one w trzech formach molekularnych, ale tylko dwie z nich zostaly dokladniej
scharakteryzowane. Sg to enzymy o pl 4,4 i masie czasteczkowej 30 kDa oraz o pl
4,9 i masie 27 kDa. Obie izoformy trawia wigzanie peptydowe po karboksylowe;j
stronie aminokwasow natadowanych dodatnio, szczegélnie argininy. Izoforma Pr2 o
pl 4,4 wykazuje réwniez silna aktywno$¢ wobec substratow zawierajacych lizyng w
pozycji P1. Enzymy Pr2 nie trawia nierozpuszczalnych biatek oskérka owadow,
jednak hydrolizuja one wigkszoS$¢ rozpuszczalnych, wysokoczasteczkowych zasado-
wych bialek kutykuli. Zastosowane do badan przeciwciata anty-Pr2 wykazaty, ze
izoformy Pr2, podobnie jak Pr1, sa uwalniane przez struktury infekcyjne grzyba na
powierzchni kutykuli lub w obrebie oskérka owadéw przez rozrastajace si¢ strzgpki
grzyba.

Synteza obu enzyméw Pr1 i Pr2, podobnie jak wielu innych proteaz grzybowych,
jest kontrolowana przez ztozony cykl regulacyjny, ktéry obejmuje mechanizm indu-
kcji i derepresji [19, 35]. Badania wykazaly, ze mRNA Pr1 jest nieobecny w szybko
rosnacych komoérkach, natomiast ulega transkrypcji w pierwszych dwéch godzinach
gtodu pokarmowego [36]. Podczas braku w Srodowisku Zrédta azotu i wegla Pr2 jest
indukowany przez liczne biatkowe substraty, podczas gdy Pr1 ulega indukcji tylko
przez biatka kutykuli [20]. Specyficzno$c¢ indukcji Pr1 odzwierciedla przystosowanie
si¢ M. anisopliae do procesu patogenezy.

Oprécz enzyméw trypsynopodobnych Pr2, M. anisopliae produkuje réwnieZz
proteazg o masie 26,7 kDa i pl 4,6, kt6ra chociaz wykazuje specyficznos$¢ substratowsa
zblizong do trypsyny, to jednak nalezy do klasy proteaz cysteinowych [9]. Hamowana
jest ona przez specyficzne inhibitory tej klasy enzymow, takie jak kwas jodooctowy
i N-etylomaleimid (NEM). Zostata nazwana Pr4 i jest pierwsza proteaza cysteinowa
odkryta u grzybow. Enzym ten wykazuje preferencje do reszty argininy w pozycji P1,
podobnie jak roSlinne proteazy cysteinowe. Proteaza Pr4 wykazuje wyzsza niz Pr2
aktywnos¢ wobec biatek kutykuli, ale nizsza niz aktywnos$¢é Pr1. Jednak rola enzymu
Pr4 w procesie patogenezy nie jest dotychczas wyjasniona.
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Oprécz endoproteaz poznano réwniez u M. anisopliae Kilka egzopeptydaz [24,
33, 39], ktore degraduja peptydy do wolnych aminokwaséw wykorzystywanych w
metabolizmie grzyba. Z ptynéw pohodowlanych wyizolowano karboksypeptydaze
[24]. Enzym ten, hamowany przez diizopropylofluorofosforan sodu (DFP), mozna
zaliczy¢ do klasy enzyméw serynowych. Karboksypeptydaza z M. anisopliae r6zni
sig od typowych grzybowych karboksypeptydaz serynowych, przede wszystkim masa
czasteczkowa, punktem izoelektrycznym oraz wrazliwoscia na inhibitory. Enzym ten
jest matym (30 kDa), zasadowym (pI 9,97) biatkiem o optimum aktywnosci w pH
obojgtnym i jest hamowany przez zwigzek chelatujacy metale — 1,10-fenantroline.
Proteaza z M. anisopliae nie jest natomiast hamowana przez Caz+, tak jak typowe
metaloproteazy, a po zahamowaniu aktywnosci przez 1,10-fenantroling nie ulega
reaktywacjiprzez dodatek jonéw Zn** lub Co**. Sekwencja N-koficowa tego enzymu
ztozona z 22 reszt aminokwasowych nie wykazuje podobienstwa do sekwencji innych
biatek. W przeciwiefistwie do innych karboksypeptydaz grzybowych, proteaza z
M. anisopliae jest catkowicie hamowana przez inhibitor karboksypeptydazy z zie-
mniaka. Karboksypeptydazy serynowe, szeroko rozpowszechnione wéréd grzybow
spetniaja funkcj¢ enzyméw trawiennych, dostarczajac aminokwaséw z zewnatrzko-
morkowych bialek pokarmowych. Odmienne wilasciwosci karboksypeptydazy z
M. anisopliae moga mie¢ duze znaczenie w procesie patogenezy. Szczegdlnie niska
masa czasteczkowa tego enzymu moze utatwiac dyfuzj¢ biatka przez tkanki owada,
a jego maksimum aktywnosci w pH okoto 7,0 zblizone jest do pH kutykuli.

Podobna rol¢ pelni najprawdopodobniej tez aminopeptydaza wytwarzana przez
M. anisopliae. Jej obecno$¢ stwierdzono histochemicznie w dojrzatych przycistkach
grzyba. Sposréd pieciu kwasnych aminopeptydaz najlepiej zostata poznana izoforma
o pl 4,51, masie czasteczkowej 45 kDa i optimum pH 7,0 [33]. Jest to metaloproteaza,
o szerokiej specyficznosci substratowej, jednak najlepiej hydrolizuje ala-B-naftyla-
mid. Dalszy rozktad peptydéw uwalnianych przez proteaze¢ Prl czy tez Pr2 i Pr4 moze
prowadzi¢ tez prolylodipeptydylo-peptydaza [33]. Jest to enzym hamowany przez
DFP o masie 74 kDa i pI 4,0 oraz optimum pH 8,0. Wykazuje on silne powinowactwo
wobec peptyddéw zawierajacych resztg proliny w przedostatniej pozycji. Poniewaz
prolina stanowi okoto 10% catkowitej ilosci aminokwasow w kutykuli owada [29],
stad obecno$¢ tego enzymu w Srodowisku utatwia jej hydrolizg.

W procesie patogenezy wspétdziataja ze sobg endo- i egzopeptydazy. Jednak
kluczowa role w trawieniu biatek przypisuje si¢ subtylizynopodobnej proteazie Prl,
ktora hydrolizuje 25-30% bialek. Synteza enzyméw, a szczegolnie proteazy Prl i
karboksypeptydazy, wzrasta w warunkach gtodu, a ich aktywnosc jest indukowana
przez obecnos¢ kutykuli.

Inne gatunki grzybéw entomopatogennych wytwarzaja podobne do B. bassiana
lub M. anisopliae enzymy hydrolityczne. Najlepiej poznano rowniez ich systemy
proteolityczne, przy czym stwierdzono, ze w obrgbie gatunku moga wystepowad
czasami znaczne réZnice w poziomie syntetyzowanych proteaz. Gatunki: Verticillium
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lecanu, Nomuraea rileyi, Aschersonia aleyrodis i Beauveria bassiana produkuja
serynowe proteazy wrazliwe na PMSF, przy czym niektdre z nich wykazuja pI w
alkalicznym (plI 7,0), inne natomiast w kwasnym Srodowisku [31]. Te ostatnie byty
aktywne wobec estrowych i amidowych substratow chymotrypsyny, ale w przeciw-
iefistwie do tych pierwszych nie wykazywaty aktywnosci elastazowej. Enzymy zasa-
dowe intensywniej hydrolizowaly syntetyczne substraty elastazy, np. Suc-(Ala)2-Pro-
Phe-pNA, ale zaréwno one, jak i kwasne proteazy jednakowo rozkiladaja biatka
kutykuliisubstratbiatkowy (proszek) ze skory cielgcej (HPA) [31]. Niektore proteazy
produkowane przez entomopatogenne grzyby wykazuja aktywno$¢ kolagenazowa.
Hurion i in. [16] wykryli u Entomophora coronata obecnos$¢ kolagenazy, ktdra
wystgpowata w kompleksie z karboksypeptydaza. Proteaza ta hydrolizowata w utle-
nionym fancuchu B insuliny dwa wiagzania pomiedzy Leul5-Tyr16 i Leul1-Val12,a
w syntetycznym substracie Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg degradowata wiazanie po-
migdzy Leu-Gly. Enzym ten nie byt hamowany przez wersenian dwusodowy (EDTA),
natomiast DFP catkowicie znosit jego aktywno$¢. Réwniez gatunek Lagenidium
giganteum [10] wytwarza trypsynopodobng proteaze przejawiajaca aktywnos¢ kola-
genazowa, a takze staba elastazowa. Wykazywata ona optimum aktywnos$ci wobec
Azocollu w pH 8,4 i ulegata denaturacji w temp. 60°C.

Podsumowanie

Wirulentnos$¢ entomopatogennych grzybéw w duzym stopniu zalezy od poziomu
biosyntezy i aktywnosci zewnatrzkomdrkowych enzyméw hydrolitycznych. Wysoki
poziom produkcji proteaz i chitynaz podczas infekcji wskazuje na duze znaczenie tych
enzymow w procesie patogenezy. Porazenie owada przez entomopatogena nastepuje
na skutek oddzialywania zar6wno nacisku mechanicznego, jak i hydrolitycznego
rozktadu sktadnikow kutykuli. Koniecznym warunkiem do rozpoczecia proteolizy
biafek jest adsorpcja enzymu na powierzchni kutykuli, ktéra zachodzi na zasadzie
elektrostatycznych oddziatywan. Istotng rol¢ w tych oddziatywaniach odgrywa pro-
teaza Prl o znanej juz sekwencji. Fragment tego biatka zawierajacy His17, Arg18,
Liz20 i Arg26 wykazuje szczegdlnie duze powinowactwo do ujemnie natadowanych
grup w biatkach kutykuli. Enzymy, kt6re poczatkowo wykrywane sa w bezposrednim
sasiedztwie struktur grzybowych, dyfunduja w glab oskérka w trakcie dalszych
etapow infekcji. Hamowanie aktywnos$ci proteaz przez inhibitory i przeciwciata w
znacznym stopniu obniza produkcj¢ enzyméw i zmniejsza patogenno$¢é grzyba.
Rowniez mutanty grzybéw pozbawione genéw kodujacych proteazy nie sa patogenne.
Dotychczas najlepiej poznanym enzymem odgrywajacym kluczowa role w procesie
patogenezy jest chymoelastazowa proteaza Pr1 produkowana przez M. anisopliae.
Enzym ten wystgpuje w kilku izoformach o szerokiej specyficzno$ci substratowej.
Przyczyna produkcji réznorodnych form tego enzymu sa modyfikacje potranslacyjne
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takie jak: proteolityczna degradacja, glikozylacja, deamidacja asparaginy czy tez
fosforylacja. Poznanie struktury genu Pr1 moze wyjasnié wiele zagadnien zwiazanych
z procesem patogenezy. Geny homologiczne do Pr1 sa obecne u innych patogenéw:
B. bassiana, V. lecanii, Aspergillus flavus. Ekspresja i regulacja tego genu w duzym
stopniudecydujg o patogennosci grzyba. Ze wzglgdu na powszechnosé wystepowania
proteazy Prl i jej wysoka aktywnos¢ wobec biatek kutykuli wyizolowany gen Pr1 jest
najlepszym obiektem modelowym w badaniach wirulentnosci entomopatogennych
grzybow.

W procesie patogenezy duza rolg odgrywaja tezenzymy chitynolityczne. Podczas
wzrostu na kutykuli owada entomopatogenne grzyby produkuja réwniez kompleks
tych enzymé6w. Ich synteza wynika przypuszczalnie z ekspresji jednego genu, a
potranslacyjna modyfikacja, gtéwnie glikozylacja, daje w efekcie réznorodne formy
tych enzymow. Indukcja chitynaz nastgpuje dopiero w 2040 godzin po infekcji
patogenem i po strawieniu biatek przez proteazy, ktére ulatwiaja dostep do chityny.

Enzymy hydrolityczne: proteazy i chitynazy dziataja synergistycznie w procesic
trawienia kutykuli utatwiajac tym samym wnikanie i rozprzestrzenianie si¢ grzyba w
organizmie owada.
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Hydrolytic enzymes of entomopathogenic fungi
and their role in pathogenesis

Summary

Entomopathogenic fungi attack the host insect and therefore may be potentially
used for insect control. Penetration of cuticle is achieved by a combination of
mechanical pressure and enzymatic degradation. The entomopathogenic fungi produ-
cea variety of exocellular hydrolyticenzymes: proteases, chitinases and lipases, which
are capable to digest the major components of insect cuticle. This review describes
the characteristics of these enzymes and their role in pathogenesis.



