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Identification of proteases from leaf beetle (Oulema spp.)
by selective protease inhibitors

Identyfikacja proteaz skrzypionek (Oulema spp.)
za pomocg selektywnych inhibitorow proteaz

Beata Wielkopolan®, Robert Nawrot?, Felicyta Walczak*

Summary

The aim of the study was the identification of gut proteases of leaf beetle Oulema spp. Leaf beetles like aphids or saddle gall midge
belong to main cereal pests in Poland. Two species of leaf beetles are common in Poland: cereal leaf beetle (Oulema melanopus,
Linnaeus 1758) and grey leaf beetle (Oulema gallaeciana, Heydel 1870). The larvae of both species damage the assimilation surface of
plant leaves.

Leaf beetles were collected from the fields. The larvae of leaf beetles were immobilized on ice and then homogenized. For
identification of different gut proteases polyacrylamide gel separation (in-gel protease assay condition) and selective inhibitors E-64
(trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butane) for cysteine protease and PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) for serine
protease were used.

Two kind of proteases: serine and cysteine were identified in guts of leaf beetles. This aspect is very important because insects
utilize proteases to digest plant material and to gain exogenous amino acids.
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Streszczenie

Celem badan byta identyfikacja proteaz skrzypionek Oulema spp. W Polsce skrzypionki, obok mszyc i pryszczarka zbozowca, nalezg
do gtéwnych szkodnikow zbdz. W Polsce wystepujg dwa gatunki skrzypionek: zbozowa (Oulema melanopus, Linnaeus 1758) i btekitek
(Oulema gallaeciana, Heydel 1870). W szczegdlnosci larwy niszcza powierzchnie asymilacyjng lisci.

Zebrane z pola larwy skrzypionki unieruchomiono na lodzie i poddano homogenizacji. Do identyfikacji réznych rodzajow proteaz
owadzich wykorzystano: rozdziat w zelu poliakryloamidowym (w warunkach in-gel protease assay) oraz selektywne inhibitory: E-64
(trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butane) dla proteazy cysteinowej oraz PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) dla
proteazy serynowej.

U skrzypionek zidentyfikowano dwa rodzaje proteaz: serynowg i cysteinowa. Tego rodzaju badania sg wazne, poniewaz owady
wykorzystujg proteazy do trawienia materiatu roslinnego i pozyskiwania egzogennych aminokwaséw.

Stowa kluczowe: skrzypionki, pszenica, proteazy, in-gel protease assay, E-64, PMSF
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Wstep / Introduction

Rosliny dysponuja szeregiem mechanizmoéw obron-
nych. Jednym z nich jest synteza inhibitorow skierowa-
nych przeciw enzymom proteolitycznym owadow.
Zablokowanie enzyméw trawiennych przez inhibitory
negatywnie wptywa na funkcjonowanie i rozwoj owada.

W Polsce wystepuja dwa gatunki skrzypionek: zbo-
zowa (Oulema melanopus, Linnacus 1758) 1 bigkitek
(Oulema gallaeciana, Heydel 1870). W szczegdlnosci
larwy niszcza powierzchnig asymilacyjna lisci. W Polsce
skrzypionki, obok mszyc i pryszczarka zbozowca, naleza
do gtéwnych szkodnikow zbdz. Ze wzgledu na ich szkod-
liwe znaczenie gospodarcze oraz zmniejszenie liczby
dostgpnych $rodkow ochrony roslin, warto przyjrzec sie
im, nie tylko pod wzglgdem wizualnej oceny powodo-
wanych przez nie uszkodzen.

Celem badan bylo poznanie proteaz niezbg¢dnych do
trawienia materiatu roslinnego oraz pozyskiwania amino-
kwasow egzogennych przez skrzypionki.

Materiaty i metody / Materials and methods

Material biologiczny oraz przygotowanie materialu
do badan

Odtowione larwy skrzypionki (o wielkosci od 2 do
3 mm) zostaly unieruchomione na lodzie, nastgpnie
poddane homogenizacji w wodzie miliporowanej (MQ).
Otrzymany ekstrakt zwirowano, a zebrany supernatant
przechowywano w temperaturze —20°C.

Ilo§¢ biatka w probie okreslono za pomoca metody
Bradforda. Albuming surowicy wolu (BSA — bovine serum
albumin) uzyto jako standard.

Rozdzial elektroforetyczny
w warunkach in-gel protease assay

Do detekc;ji 1 identyfikacji proteaz owadzich wykorzys-
tano elektroforezg jednokierunkowa w zelu poliakrylo-
amidowym, w warunkach in-gel protease assay (Saitoh
i wsp. 2007, zmodyfikowano). W 15% zelu rozdzielajacym
zawieszono zelatyng (substrat) w koncowym stgzeniu
0,2%. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w tempe-
raturze 4°C, napigciu 100 V. Aktywnos¢ proteolityczna
enzymow trawiennych skrzypionek zostala sprawdzona
w pH 4,0 oraz 6,8.

Identyfikacja proteazy cysteinowej i serynowej
-pH6,8i4,0

Do identyfikacji proteazy cysteinowej uzyto inhibitor
E-64  (trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)-
butane, Sigma-Aldrich) w koncowym stezeniu 10 uM,
natomiast do identyfikacji proteazy serynowej zastoso-
wano inhibitor PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride,
Sigma-Aldrich) w koncowym stgzeniu 1 mM. Do obciaze-
nia prob uzyto barwnik o sktadzie: glicerol, biekit bromo-
fenolowy, SDS (dodecylosiarczan sodu), Tris pH 6,8. Po
zakonczeniu elektroforezy zel plukano w roztworze
izopropanolu w celu wyplukania SDS, a nastgpnie
umieszczono na noc w odpowiednim buforze rozwija-

jacym (ang. zymography developing buffer). Dla pH
6,8 zastosowano bufor o sktadzie: 0,1 M trisodu fosforan,
0,01 M Tris, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, natomiast dla
pH 4,0: 50 mM octan sodu, 1 mM EDTA, 1 mM DTT.
Proby inkubowano w 37°C, temperaturze optymalnej dla
aktywnosci proteaz. Nastgpnie wykonano barwienie zelu
z wykorzystaniem barwnika Coomassie Brilliant Blue
R-250. Po wybarwieniu aktywno$¢ proteolityczna byta
widoczna w postaci bialych plam (miejsca rozkladu
zelatyny przez proteazy) na niebieskim tle. Masy
czasteczkowe poszczegolnych proteaz okreSlono w od-
niesieniu do markera biatkowego (Page Ruler™ Plus
Prestained Protein Ladder, Fermentas).

Wplyw L-cysteiny i E-64 na aktywno$¢ proteolityczna
proteazy cysteinowej — pH 6,8 i 4,0

Wszystkie proby po inkubacji przez 10 minut w tem-
peraturze 37°C natozono na zel. W kazdej kieszonce zelu
rozdzielano t¢ sama probg. Podobnie, jak w przypadku
identyfikacji proteaz, do obciazenia prob uzyto barwnik
bez zadnych zwiazkéw redukujacych typu DTT
(ditiotreitol) czy B-merkaptoetanol. Po zakonczeniu
elektroforezy zel ptukano w roztworze izopropanolu, a na-
stgpnie umieszczono na noc w odpowiednim buforze
rozwijajacym o takim samym skladzie, jak w przypadku
identyfikacji proteaz z tym, ze do buforu dodano
odpowiednio L-cysteing (5 mM, Sigma-Aldrich) lub inhi-
bitor E-64.

Inkubacja odbywata si¢ w temperaturze 37°C. Nastep-
nie wykonano barwienie zelu z wykorzystaniem barwnika
Coomassie Brilliant Blue R-250.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Chrzaszcze skrzypionki naleza do rzadu Coleoptera,
rodziny stonkowatych (Chrysomelidae). Wyniki badan
wykazaly, iz skrzypionki trawia materiat roslinny dzigki
obecnosci dwoch rodzajow proteaz: serynowej i cysteino-
wej. Analiza metoda in-gel protease assay wykazala, ze
w badanych ekstraktach obecne byly proteazy cysteinowe
o réoznych masach czasteczkowych. W pH 6,8 zidenty-
fikowano proteazy cysteinowe o masie czasteczkowej
okoto 15, 19 i1 25 kDa (rys. 1A), a w pH kwasnym (4,0)
o masie czasteczkowej 25 1 70 kDa (rys. 2B). Natomiast
w obu badanych warunkach pH zidentyfikowano proteaze
serynowa o masie czasteczkowej 70 kDa (rys. 1A, 1B,
2A). Aktywnos$¢ badanych proteaz jest znacznie mniejsza
w pH 4,0 niz w 6,8 (rys. 1, 2). Moze to by¢ zwiazane
z r6zna aktywnoscig proteaz w danym pH oraz réznicach
W powinowactwie proteaz do substratu. Zmiana powino-
wactwa proteaz do substratu moze by¢ bezposrednio
powiazana ze zmiang kwasowosci Srodowiska. Wyniki
wykazaly, ze proteaza cysteinowa o masie czasteczkowej
15 kDa, ktora jest aktywna proteolitycznie w pH 6,8
(rys. 1A), nie wykazuje aktywnosci w pH 4,0 (rys. 1B).

W genomach wielu gatunkow owadow obecne sa geny
kodujace izoformy proteaz, wykazujace rozna wrazliwosé
wobec okreslonych inhibitoréw (Broadway 1997).

Jelito srodkowe wielu owadow zawiera duze ilosci
enzymow proteolitycznych odgrywajacych centralng role
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Rys. 1. Identyfikacja proteazy cysteinowej i serynowej metoda in-gel protease assay. Proby: 1 — ekstrakt z larw okoto 2 mm; 2 —
ekstrakt z larw okoto 2 mm + inhibitor proteazy cysteinowej E-64 w koncowym stezeniu 10 uM; 3 — ekstrakt z larw okoto 2 mm
+ inhibitor proteazy serynowej PMSF w koncowym st¢zeniu 1 mM
A — w pH 6,8 widoczna aktywno$¢ proteolityczna proteazy cysteinowej o masie czasteczkowej 15, 19 i 25 kDa oraz proteazy
serynowej o masie czasteczkowej 70 kDa
B — w pH 4,0 stabo widoczna aktywnos$¢ proteolityczna proteazy serynowej o masie czasteczkowej 70 kDa, brak widocznej
aktywnosci proteazy cysteinowej

Fig. 1. Identification of cysteine and serine proteases using in-gel protease assay. Samples: 1 — extract from larvae leaf beetle of 2 mm;
2 — extract from larvae leaf beetle of 2 mm with cysteine protease inhibitor E-64 in final concentration of 10 uM; 3 — extract
from larvae leaf beetle of 2 mm with serine protease inhibitor PMSF in final concentration of 1 mM
A — pH 6.8 proteolytic activity of cysteine protease of MWs 15, 19 and 25 kDa and serine protease of MW 70 kDa
B — pH 4.0 poorly visible proteolytic activity of serine protease of MW 70 kDa and lack of visible proteolytic activity of
cysteine protease
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Rys. 2. Wplyw L-cysteiny i inhibitora E-64 na aktywnos$¢ proteazy cysteinowej. W kazdej kieszonce (1-3) rozdzielano t¢ sama probg —
ekstrakt z larw skrzypionek okoto 3 mm. Nastgpnie odpowiednie skrawki zelu inkubowano (przez noc w 37°C) w buforze
rozwijajacym z dodatkiem L-cysteiny lub E-64: 1 — bufor rozwijajacy, 2 — bufor rozwijajacy + L-cysteina, 3 — bufor rozwijajacy
+ inhibitor E-64
A —w pH 6,8 widoczna aktywnos$¢ proteolityczna proteazy cysteinowej o masie czasteczkowej okoto 15 kDa, a serynowej okoto
70 kDa
B — w pH 4,0 stabo widoczna aktywno$¢ protezy cysteinowej o masie czasteczkowej 25 i 70 kDa

Fig. 2. Effect of L-cysteine and E-64 inhibitor on the activity cysteine protease. In each well (1-3) the same sample was separated —
extract of leaf beetle larvae (3 mm). Then respective parts of the gel were incubated (overnight in 37°C) in developing buffer
with addition of L-cysteine or E-64: 1 — zymography developing buffer, 2 — zymography developing buffer + L-cysteine, 3 —
zymography developing buffer + E-64 inhibitor
A —pH 6.8 proteolytic activity of cysteine protease of MWs 15, 25 kDa and serine protease of MW 70 kDa
B — pH 4.0 poorly visible proteolytic activity of cysteine protease of MWs 25 and 70 kDa
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w pozyskiwaniu aminokwasow niezb¢dnych do normal-
nego wzrostu i rozwoju (Baker 1982).

Proteazy owadzie pelnia bardzo wazna funkcje,
poniewaz katalizuja rozklad biatek podczas trawienia,
celem dostarczenia aminokwasdéw potrzebnych dla wzrostu
i rozwoju. Do endopeptydaz czyli proteinaz zaliczono: pro-
teazy serynowe, cysteinowe, aspartylowe oraz metalo-
proteinazy (Neurath 1982). Rosliny w odpowiedzi na enzy-
my proteolityczne owadow ewaluowaly, przez syntezg
inhibitoréw inaktywujacych pewne proteinazy. Zabloko-
wanie proteaz przez inhibitory skutkuje m.in. ogranicze-
niem dostgpnosci potrzebnych aminokwasow dla owada
(Cervone i wsp. 1987).

Proteolityczne enzymy trawienne owadow zbadano, jak
dotad, glownie w rzgdach Coleoptera i Lepidoptera, obej-
mujacych szereg szkodnikow upraw. Proteinaza serynowa
jest enzymem proteolitycznym powszechnie wystepujacym
w przewodzie pokarmowym Lepidoptera (optymalne pH
dziatania 9—11). Natomiast owady nalezace do Coleoptera,
do trawienia materiatu roslinnego wykorzystuja glownie
proteinazg cysteinowa (Ryan 1990). pH przewodu pokar-
mowego owadow nalezacych do Coleoptera jest bardzo
rézne, poczynajac od bardzo kwasnego (pH 3—4) u Chry-
somelids i Meloids, do zasadowego (pH 8,0-10,9) u Scaro-
boidea (Wolfson i Murdock 1990). Wynika stad, ze u Co-
leoptera mozna znalez¢ rézne klasy proteinaz, zarowno te
dzialajace w $rodowisku kwasnym (proteinaza cysteinowa,
aspartylowa), jak i zasadowym (serynowa) (Johnson i Ro-
bosky 2000). Obecno$¢ proteinazy cysteinowej stwier-
dzono w nastgpujacych rodzinach Coleoptera: Tenebrioni-
dae, Chrysomelidae, Coccinelidae, Curculionidae, Meloi-

Literatura / References

dae, Silphidae (Murdock i wsp. 1987; Wolfson i Murdock
1990). Powszechna obecno$¢ proteinazy cysteinowej
wsrod przedstawicieli roznych rodzin Coleoptera wska-
zuje, ze jest ona gldwnym enzymem trawiennym wyko-
rzystywanym przez owady z tego rzedu (Murdock i wsp.
1987).

U skrzypionek zidentyfikowano zaréwno proteinaze
serynowa, jak i cysteinowe. Spektrum pH dziatania tych
enzymow jest zroznicowane, co stanowi podstawe do
planowanych dalszych badan, majacych na celu poznanie
mechanizmu obronnego pszenicy (Triticum aestivum)
w odpowiedzi na zerowanie skrzypionek.

Whioski / Conclusions

1. Skrzypionki do pozyskiwania aminokwasow z mate-
riatu roslinnego wykorzystuja proteazy serynowg oraz
cysteinowe.

2. W badanych ekstraktach obecne byly proteazy cyste-
inowe o réznych masach czasteczkowych okoto 15,
19, 25 i 70 kDa oraz proteaza serynowa o masie czas-
teczkowej 70 kDa.

3. Aktywno$¢ badanych proteaz jest znacznie mniejsza
w pH 4,0 niz w 6,8.

4. L-cysteina zwigksza aktywnos$¢ proteazy cysteinowe;j,
PMSF po dodaniu do proby zmniejsza aktywnosc
proteazy serynowej, natomiast E-64 dodatkowo doda-
ny do buforu efektywnie zmniejsza aktywno$¢ prote-
azy cysteinowej (rys. 2A, $ciezka 3).
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