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Activity of protease inhibitors on the body surface of the honeybee

Summary

The proteolytic system of insects, both its protease activities, and protease inhibitors activities, in the
hemolymph and digestive tract are poorly described. The authors present protease inhibitors activities in
connection with the level of antifungal activities as a part of the honeybee body surface proteolytic system.
The object of the study was to compare this in castes (the queen, workers and drones), in developmental stages
(eggs, larvae, pupae and imagoes) and in seasons (spring, summer and autumn). The following methods were
used: protease inhibitors activity testing by the Lee and Lin method and antifungal activity testing in the
presence of marker fungi on the SABG substratum. The highest protease inhibitors activities were present on
the workers and the lowest ones on the queen, according to exposure to pathogens. The highest protease
inhibitors activities were present during the autumn and spring. The highest protease inhibitors activities
were observed in the spring in the worker larvae (16.697 U/mg) and in the mature workers (17.605 U/mg).
Surface protease inhibitors activity was not observed in the drone eggs and larvae for neutral pH and in the
queen larvae and pupae for neutral and alkaline pH in the summer. The larvae and pupae were found to have
higher acidic protease inhibitors activity than the imagoes. The obtained results of antifungal activity
presented better enthomopathogen protection in the workers and queens than in the drones. The authors have
provided data connecting body surface inhibitors with antifungal cuticle protection. Our data present an
initial pattern of the honeybee body surface proteolysis, and will pave the way for future biochemical studies

of immunity in this insect.
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Aktywnosci proteolityczne wystgpuja w organizmie
pszczoty miodnej w przewodzie pokarmowym, gdzie
shuza do trawienia biatkowych sktadnikow pszczelej
diety, oraz w hemolimfie, gdzie s elementami uktadu
odpornoéciowego Dodatkowo potwierdzona jest obec-
nos¢ proteaz w piyme wylinkowym. Hemolimfa owa-
dow zawiera zardwno peptydazy, jak i inhibitory en-
zymow proteolitycznych, ktore stanowia znaczaca
czes¢ biatek hemolimfy oraz sa czynnikami chronia-
cymi owady przed atakiem pasozytniczych mikroor-
ganizméw. Biatkowe inhibitory enzymow proteolitycz-
nych reguluja aktywnosc endogennych proteaz i uczest-
nicza w mechanizmach obronnych organizmu przed
patogenami zarowno bakteryjnymi, jak 1 grzybowymi,
przeciwdzialajac szkodliwej aktywnos$ci egzogennych
proteaz (2, 3, 8). Inhibitory enzymdw proteolitycznych
owadow hamuja aktywno$¢ proteinaz entomopatogen-
nych grzybow, utrudniajac ich wnikanie do wngtrza
ciata owada. Po wniknigciu strzgpek grzyba do hemo-
limfy inhibitory hamuja jego proteinazy oraz wptywa-

ja na rozwqj 1 rozmnazanie entomopatogena. Inhibi-
tory zabezpieczaja ciatlo owada przed przypadkowym
uruchomieniem mechanizmoéw, takich jak przeobra-
zenie, aktywacja systemu oksydazy fenolowej oraz
zymogenow. Inhibitory z hemolimfy owadow podzie-
lono na dwie grupy — inhibitory wielkoczasteczkowe
(okoto 45 kDa), nalezace gtownie do rodziny serpin
oraz inhibitory niskoczasteczkowe (ponizej 10 kDa),
z reguly nalezace do rodziny inhibitoréw typu Kunitza
(4, 6,9). W tych wszystkich badaniach systeméw pro-
teolizy u owadow brak jest badan po§wigconych pro-
teolizie powierzchni ciala.

Celem badan bylo okreslenie: a) wptywu réznych
okresow rozwoju (jaja, larwy, poczwarki, imago) w ka-
stach (matki, robotnice, trutnie) oraz por roku (wios-
na, lato, jesien) na naturalng aktywnos$¢ inhibitorow
enzymow proteolitycznych na powierzchni ciata
pszczoly miodnej; b) aktywnos$ci przeciwgrzybowej
inhibitorow enzymow proteolitycznych w zalezno$ci
od kasty pszczét, okresu ich rozwoju i pory roku.
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Materiat i metody

Badania przeprowadzono na pszczole miodnej (Apis
mellifera). Materiat do badan pochodzit z Katedry Biolo-
gicznych Podstaw Produkcji Zwierzgcej UP w Lublinie oraz
ze Zwiazku Pszczelarzy Polskich. Matki (40 sztuk), trutnie
(100 sztuk) i robotnice (300 sztuk) pobierano w nastgpuja-
cych okresach: wrzesien/pazdziernik, listopad/grudzien,
styczen/luty, kwiecien/maj, lipiec/sierpien i przechowywano
w temperaturze —20°C. Nastgpnie, po rozmrozeniu, owady
umieszczano na saczku (Miracloth) i przeptukiwano woda

Tab. 1. Skréty uzywane w tabelach (tab. 2, 3)
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destylowana (dla usunigcia luzno zwiazanych zanieczysz-
czen), poptuczyny wylewano, po czym umieszczano po-
nownie w probowce i wytrzasano przez 3 min. w wodzie
destylowanej, a nastgpnie w 1% roztworze detergentu (Tri-
ton X-100, Serva), za kazdym razem przesaczajac prepa-
rat. Po przesaczeniu preparat zamrazano w probéwkach Ep-
pendorfa.

Oznaczanie poziomu naturalnych inhibitorow proteinaz
wykonano wedlug metody Lee i Lin (7), stosowanej w en-
zymologii do okre$lania poziomu aktywnosci tych biatek.

Oznaczanie aktywnosci przeciwgrzybiczej — przeciw-

plesniowej i przeciwdrozdzowej prepa-
ratow z faz rozwojowych — kast — por

Robotnice Matki

Trutnie roku wobec grzybow markerowych wy-

JP - jaja robotnice LK - larwy matki

LP - larwa robotnice PK - poczwarki matki

JT - jaja trutni

LMT - larwa mata trutowa

konano na podtozu SABG (Sabouraud
glucose agar). Do podtoza dodawano
roztwory grzybni Aspergillus fumigatus

LMP - larwa mata robotnic
LDP - larwa duza robotnic

PP - poczwarka mata robotnic
DP - doroste robotnice

DPS - doroste robotnice zywe

DPM - doroste robotnice martwe

DK - doroste matki

DKS - doroste zywe matki

DKM - doroste martwe matki

LDT - larwa duza trutowa

PTS - poczwarka zywa trutowa
PTM - poczwarka martwa trutowa
DT - doroste trutnie

DTS - doroste trutnie zywe

DTM - doroste trutnie martwe

lub Candida albicans 1 wylano je na
ptytki Petriego. W zestalonej pozywce
wycinano studzienki, do ktérych nano-
szono zliofilizowane probki. Po trzech
dniach wykonano dokumentacj¢ foto-
graficzng 1 opisywano zmiany. Skroty
zastosowane w tabelach podano w ta-

beli 1.

Tab. 2. Powierzchniowa aktywno$¢ inhibitorowa proteaz kwasnych, obojetnych i zasadowych poszczegolnych faz rozwojo-

wych réznych kast pszczét w okresie wiosny, lata i jesieni

Wiosna Lato Jesien
Fronil =p2I-!4 + S8 2'; tse | _ ::I,z ] =sz’4 + S 2'; tse | _ '1’1H’2 + S8 =p2I-!4 + S EI; tse | _ '1]!:,2 + S
JT n.a. = n.a. = n.a. = 7,638 | 0,009 0 0,002 | 1,620 | 0,020 | n.a. = n.a. = n.a. =
LMT | 3,839 | 0,02 | 4,440 | 0,009 1,258 | 0,009 | 7,449 (0,008 0 (0,000f 0 |[0,002| n.a. - n.a. - n.a. -
LDT 4,442 | 0,009| 1,210 (0,008 | 0,614 | 0,008 | 7,478 | 0,009 0 0,001| 0,260 | 0,009 | n.a. = n.a. = n.a. =
PTS 0 |0,002| 0,640 | 0,040 0,230 (0,020 7,144 {0,009| 0 |0,002/ 0 |0,000 n.a. - n.a. - n.a. -
PTM 0,603 | 0,009 2,170 | 0,009 1,190 | 0,009 | n.a. = n.a. = n.a. = n.a. = n.a. = n.a. =
DT n.a. = n.a. = n.a. = 7,414 | 0,006 0 0,001 0 0,001| n.a. = n.a. = n.a. =
DTS n.a. = n.a. = n.a. = 7,544 | 0,009 0 0,001| 7,110 | 0,050 | n.a. = n.a. = n.a. =
DTM n.a. - n.a. - n.a. - | 7,399 | 0,008 3,920 0,009 O |0,002| 7,207 | 0,009 8,500 | 0,06 | 3,289 | 0,02
LK n.a. - n.a. - n.a. - 1,014 | 0,009 0 0,002 0 0,001| n.a. - n.a. - n.a. -
PK 0,432 | 0,01 | 0,610 0,009/ O [0003] O |0002 0 |0001| 0 0,002 n.a. - n.a. - n.a. -
DK n.a. = n.a. = n.a. = 1,278 | 0,009 0 0,00 0 0,001 n.a. = n.a. = n.a. =
DKS n.a. - n.a. - n.a. - n.a. - | 1,705 | 0,03 | n.a. - | 0,839 | 0,009| 2,308 | 0,020 | 4,883 | 0,030
DKM n.a. - n.a. - n.a. - n.a. - | 1,690 [0,009| n.a. - 10,582 | 0,008 1,493 [ 0,009 0 | 0,001
JP n.a. - n.a. - n.a. - | 8,409 | 0,030| 2,337 | 0,040| 9,690 | 0,040 8,089 | 0,040 0 0,020 0,837 | 0,030
LP n.a. = n.a. = n.a. = n.a. = n.a. = n.a. = 8,219 (0,030 | 13,34 | 0,030 0 0,001
LMP | 12,032 0,030| 3,680 | 0,009 0,870 | 0,010 8,468 | 0,009 | 3,168 | 0,009 | 5,070 | 0,005| n.a. - n.a. - n.a. -
LDP 16,697 | 0,009 | 6,500 | 0,020 | 4,017 | 0,009 8,181 | 0,008 | 3,005 | 0,03 | 4,990 | 0,009 | n.a. = n.a. = n.a. =
PP 14,084 | 0,008 | 5,290 | 0,008 | 2,032 | 0,008 8,159 | 0,009 | 4,635 | 0,009 0 0,001 n.a. = n.a. = n.a. =
DP 0 |0,002 17,605 0,009 7,690 0,020 8,323 | 0,006| 7,060 | 0,008 | 8,447 | 0,009 7,925 | 0,009 | 2,610 | 0,009 | 6,690 | 0,009
DPS n.a. - n.a. - n.a. - | 9,325 | 0,009 11,300 | 0,007 | 8,445 | 0,020 | 7,489 | 0,008 | 1,434 | 0,030 | 2,300 | 0,008
DPM n.a. - n.a. - n.a. - |10,213| 0,009 | 9,990 | 0,020 8,652 | 0,030 | 7,695 | 0,010 | 9,450 | 0,020 | 3,300 | 0,009

Objasnienia: Nieanalizowane probki (n.a.) sa wynikiem braku materiatu biologicznego.
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Wyniki i omowienie

Najwyzsze aktywno$ci inhibitorowe zaobserwowa-
no dla robotnic zebranych na wiosng (tab. 2.). Wyso-
kie wartosci aktywnosci inhibitorowej wykazuja trut-
nie z okresu lata i jesieni. Poszczeg6lne fazy rozwojo-
we trutni z tych por roku wykazuja bardzo zblizone
warto$ci aktywnosci inhibitorow proteaz kwasnych.
Matki wykazuja najwyzsza aktywno$¢ inhibitorowa
w lecie. Szczegolna uwage zwraca ogromna aktyw-
no$¢ inhibitorowa robotnic zebranych na wiosng. Ro-
botnice z przetomu czerwca i lipca oraz z wrzesnia
charakteryzowaty sig zblizonymi warto§ciami aktyw-
nos$ci inhibitorowe;j.

Na poczatku okresu wegetacyjnego aktywnos$¢ in-
hibitorowa proteaz kwasnych jest najwigksza u robot-
nic. Moze to wskazywac na ich ochronna rolg dla tej
kasty przed pasozytniczymi mikroorganizmami, grzy-
bami i wirusami. Robotnice czyszcza na wiosng stare
komorki, usuwaja martwy czerw i imago, ktore nie
przezyly okresu zimy i stykaja si¢ z entomopatogena-
mi. Wysoka aktywno$¢ inhibitorowa hamuje aktyw-
no$¢ proteinaz pasozytniczych grzybow, utrudniajac
ich wnikanie do wnetrza ciala owada (1, 12, 14).

Latem najnizsza aktywno$¢ inhibitorowa zaobser-
wowano u matek. Przypuszcza sig, ze taki stan wyni-
ka z pozycji, jaka pelni matka w rodzinie pszczelej
1 szczegolnego traktowania (karmienie 1 czyszczenie
matki przez robotnice). Matka nie opuszcza ula przez
caly okres wegetacyjny. Wylatuje z gniazda jedynie
podczas lotow godowych, aby zebra¢ nasienie na cate
zycie. Po takim locie rozpoczyna skladanie jaj w ko-
morkach legowych, o ktore dbaja robotnice, regulujac
ich wilgotno$¢, temperature, przeptyw powietrza oraz
czystos¢ i stan mtodego pokolenia. Dlatego matka nie
jest narazona na kontakt z patogenami w zbyt duzym
stopniu (1, 12). W tej porze roku zauwazono u trutni
i robotnic wysoka aktywnos$¢ inhibitorowa proteaz
kwasnych, co moze wskazywac na ich pozycje i pel-
nione przez nie funkcje w rodzinie pszczelej. Podob-
na cechg na powierzchni ciata zauwazyli badacze nie-
mieccy u karaluchow (11, 15). Robotnice WykonujaL
podczas swojego szescmtygodmowego zycia coraz
bardziej skomplikowane czynnos$ci: od czyszczenia
starych komorek, poprzez karmienie larw, odbieranie
1 magazynowanie pytku, czyszczenie innych pszczol,
petnienie funkcji strazniczych, az po zbieranie pytku
(13). W czasie wykonywania tych prac robotnice wy-
magaja ochrony przed atakiem entomopatogenow,
w postaci inhibitorow proteaz kwasnych (1, 12).

Pod koniec sezonu wegetacyjnego robotnice wyka-
zuja réwniez wysoka warto§¢ aktywnosci inhibitoro-
wej proteaz kwasnych (ryc. 3). Przed zima robotnice
zbieraja pylek i nektar, 1 gromadza je w komorach.
Rosliny, z ktoérych pochodza te produkty, wytwarzaja
toksyny. Adaptacja owadow do toksycznych sktadni-
kéw pokarmu moze przybiera¢ rdzne formy i jest jed-
na z podstawowych teorii koewolucji. Pszczoty zare-
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agowaly na niesprzyjajace warunki detoksyfikacja tych
zwiazkow 1 wytworzeniem odpowiednich barier
ochronnych w postaci powierzchniowej aktywnosci
inhibitorow (5, 8).

W wynikach badan aktywno$ci przeciwgrzybiczych
(tab. 3) mozna zauwazy¢, iz lepsze zabezpieczenie
przeciwgrzybicze posiadaja robotnice 1 matki niz
trutnie (r6zne fazy rozwojowe). Jednak w okresie lata
1 jesieni imago trutni wykazuje aktywnos$¢ przeciwko
grzybom plesniowym (4. fumigatus), co mozna po-

Tab. 3. Aktywnos$¢ przeciwgrzybowa dla poszczegdlnych kast
Apis mellifera w réznych porach roku wobec grzybéw mar-
kerowych Aspergillus fumigatus i Candida albicans

Pora roku Faza Aktywnosé Aktywnos¢
rozwojowa | przeciwplesniowa | przeciwdrozdzowa
LMT + =
LDT + _
PTS - -
PTM + =
Wiosna PK o _
LMP o .
LDP a .
PP + .
DP o .
JT - _
LMT - =
LDT - =
PTS - =
DT + =
DTS + o
DTM o N
Lato LK o _
PK + .
DK a .
JP + +
LMP + -
LDP + =
PP + -
DP o N
DTM a .
DKS . .
DKM a .
P " .
Jesien
LP o .
DP n .
DPS + o
DPM o .

Objasnienia: + wystgpowanie aktywnosci; — brak aktywnosci



Medycyna Wet. 2008, 64 (10)

wigza¢ z wysoka aktywnoscig inhibitorowa w tych
porach roku, ktora zabezpiecza owady przed czynni-
kami patogennymi w okresie najwigkszej aktywnosci
osobnikow meskich (loty godowe) (1, 8). Zaobserwo-
wano rowniez wigksza aktywnos$¢ przeciwgrzybowa
dorostych osobnikéw w poréwnaniu z pozostatymi
fazami rozwojowymi rodziny pszczelej. U pszczot
wykazano lepsza ochrong przemwplesnlowq przeciw-
ko A. fumigatus (plesnh) niz przeciwdrozdzowa prze-
ciwko C. albicans (drozdze). Ochrona matek moze wy-
nika¢ z ich pozycji w spoleczenstwie oraz szczegol-
nego traktowania przez kaste robotnic (mycie, karmie-
nie, itp.). Wnioski te mozna powiaza¢ z aktywnos$cia
inhibitorowa proteaz kwasnych wystepujaca u matek
9, 12).

W okresie wiosennym 1 na poczatku lata pszczoty
wykazujaL mala aktywnos$¢ przeciw entomopatogenom
i narazone sg na zakazenie grzybicami, wywotanymi
przez grzyby chorobotworcze, ktore maja mate wy-
magania bytowe. Dla Apis mellifera najbardziej nie-
bezpieczna jest grzybica kropidlakowa wywotana
przez Aspergillus fumigatus, ktora atakuje czerw
1imago. Pszczoly zarazaja si¢ zarodnikami lub strzgp-
kami grzybni wnikajacymi do organizmu przez osko-
rek lub przewo6d pokarmowy (13, 16). Duzy wplyw na
stan zdrowotny i przezywalno$¢ rodziny pszczelej (na
wiosng) ma dokarmianie i wilgotno$¢ w gniezdzie
w okresie zimy. Zbyt rozlegte gniazdo zimowe spofe-
czenstwa pszczOt przyczynia sig do plesnienia plastrow.
W takim przypadku robotnice niszcza i usuwaja wios-
na splesniate plastry lub pokrywaja je gruba warstwa
propollsu ulegajac przy tym (bardzo czgsto) zakaze-
niu grzybami z rodzaju Aspergillus (12, 13).

Podsumowanie

Na powierzchni pszczol istniejq bariery ochronne
W postaci systemu proteolitycznego, sktadajacego si¢
z proteaz i inhibitorow proteaz kwasnych, obojetnych
1 zasadowych, ktore zabezpieczaja przed zakazenia-
mi, a jednocze$nie pomagaja w utrzymaniu homeosta-
zy. Najwyzsza aktywnoscia inhibitorowa proteaz, prak-
tycznie przez caty okres wegetacyjny, charakteryzo-
waly si¢ robotnice, co wskazuje na szczeg6lna ochro-
ne tej kasty przed patogenami. Uzyskane wyniki ba-
dan potwierdzaja wspotzaleznosci pomigdzy inhibi-
torami proteaz 1 aktywnoS$cia przeciwgrzybowa: im
wyzsza aktywno$¢ inhibitorowa proteaz tym lepsze
zabezpieczenie entomopatogenne u tych owadow.
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