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OZET. Tip ve biyolojinin gesitli caligma alanlarinda model organizma olarak kullanilan, Lepidoptera
takimina ait biiylik bal mumu giivesi Galleria mellonella’nin 6zellikle bagisiklik sistemi ile ilgili
calismalar1 son yillarda oldukga artis gostermektedir. Bu calismalarin ¢ogu bocek bagisiklik sisteminde
gorev alan proteinler ve peptidler ile ilgilidir. Bu derleme makalede, 6zellikle enfeksiyon ¢aligmalarinda
kullanilan G. mellonella’nin immiin yanitinda ortaya ¢ikan ve en iyi bilinen savunma proteinlerin ve
peptidlerin 6zelliklerinden s6z edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Savunma proteinleri ve peptidleri, Galleria mellonella

GIRIS

Savunma proteinleri ve peptidleri, omurgalilarda ve omurgasizlarda bakteri ve
mantarlara karst dogal bagisiklikta gorev almaktadir. Ozellikle, edinilmis bagisiklik
sistemine sahip olmayan bdceklerde, antimikrobiyal peptitler istilac1 patojenlere karsi
miicadelede ¢ok 6nemli bir rol oynar. Bu savunma proteinleri ve peptidleri, mikrobiyal
enfeksiyona ya da viicut yaralanmasina yanit olarak bocekteki bazi kan hiicrelerinden ve
memeli karacigerinin islevsel esdegeri olan yag dokudan sentezlenirler ve hemolenf
halinde mikroorganizmalara kars1 salinirlar [1].

Lepidoptera takimima ait tarim zararlisi biiyiikk bal mumu giivesi Galleria
mellonella’nin  bagisiklik sistemi ile ilgili c¢alismalar son yillarda oldukga artis
gostermektedir. Bu caligmalar bocek bagisiklik sisteminde gorev alan proteinler ve
peptidler ile ilgilidir. G. mellonella’da immiin yanit humoral ve hiicresel olmak tizere iki
sekilde gergeklesmektedir. Humoral bagisiklikta bakteri, mantar, parazit ve viriislere
kars1 genis bir aktivite gosteren antimikrobiyal proteinler (AMP) ve katyonik kiiciik
peptidler bulunmaktadir [2, 3]. Bu derleme igerisinde 6zellikle G. mellonella’nin humaral
bagisiklik sisteminde gorev alan Antimikrobiyal peptiler (AMP), Apolipophorin III,
bocek metalloproteinaz inhibitorleri (IMPI), Lizozimler ve Profenoloksidazdan kisaca
bahsedecegiz.

1. Antimikrobiyal peptitler (AMP’ler)

Bocek AMP'leri yapilarina gore dort gruba ayrilir bunlar sirasiyla; a-heliks peptitler
(sekropin ve morisin), sistein bakimindan zengin peptitler (bocek defensin ve
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drosomisin), prolin bakimindan zengin peptitler (apidaesin, drososin ve lebosin) ve glisin
bakimindan zengin peptitler / proteinler (attasin ve gloverin)’dir [4].

Sekropinler

Alfahelikal yapiya sahip lineer, amfipatik peptitlerdir. Sekropin benzeri peptidler,
immiin sistemi uyarilmig G. mellonella larvalarinin hemolenfinden saflastirilarak elde
edilmistir. Bu peptidler Hyalophora cecropia, Hyphantria cunea ve Bombyx mori‘den
elde edilen A ve B sekropinlerine benzerlik gosterir [5]. Bu katyonik peptit, Gram-pozitif
ve Gram-negatif bakterilere kars1 aktiftir. Galleria traskriptom veri kiimesinde dort farkl
sekropin tespit edilmistir. Bunlar ayrica G. mellonella hemolenfinden saflastirilan D-tipi
sekropini de igermektedir. Bu 4.2-kDa’luk peptitler, Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere ve filamentdz mantar Aspergillus niger'e karsi aktiftir [6,7].

Gallerimisin

Defensin benzeri sisteince zengin bir peptid olarak 2003 yilinda tanimlanmustir.
Drosophila melanogaster’den elde edilen drosomisin ve Heliothis virescens’den elde
edilen heliomisin antifungal peptid olup gallerimisin ile benzer amino asit sekanslarini
gostermektedir [7,8]. Rekombinant protein, 76 amino aside sahip ve bir v-5 epitop ile
birlestiginde ve saflastirildiginda 11.6 kDa'luk bir molekiiler agirliga sahiptir. Bu
rekombinant protein, entomopatojenik mantar olan M. anisopliae’ ye kars1 bir aktivite
gosterirken, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis gibi bakterilere ve bir maya olan
Saccharomyces cerevisiae kars1 aktif degildir [9].

Galiomisin

Ilk olarak G. mellonella ‘da defensin olarak tanimlanmis olup cDNA’s1 622 niikleotite
sahiptir. Olgun bir protein 43 rezidii igerir ve molekiil agirligi 4.7 kDa’dur. Tipik olarak
bocek defensinleri 3 tane intramolekiiler disiilfiir bagi yapan 6 tane sistein rezidiisii igerir.
Heliomisine %90,7 benzerlik gosterir. Bu savunma peptidi; filamentli mantar ve mayaya
kars1 aktivite gosterirken, antibakteriyel aktivite gostermez [30].

Morisinler ve Gloverinler

Morisin benzeri peptidler ve gloverinler ile ilgili bilgiler, sadece Lepidoptera takimi
ile sinirl kalmis olup, ilk olarak Bombyx mori’de tanimlanmustir [3]. G. mellonella'da, 7
farkli morisin benzeri peptidi kodlayan 8 gen bolgesi vardir. Filamentdz mantarlara kars:
ozellikle etkilidirler, ayn1 zamanda mayaya, Gram Pozitif ve Gram-negatif bakterilere
kars1 da belirli bir dereceye kadar aktiftirler [11]. Morisinler, amfipatik alfa helikal
antimikrobiyal peptitlerdir. Gloverinler, glisin rezidiileri ile zenginlestirilmis, 1siya
dayanikli ve bazik bir protein olmasina kars1 sisteinlere sahip degildirler. Bakterilerde
LPS’ye baglanarak dis membranin olusmasini engeller. Gloverinler, ilk olarak ipek
giivesi Hyalophora gloveri'de bulunmustur. Immiin uyarilmis G. mellonella transkriptleri
arasinda gloverin ailesinin 5 tyesi tanimlanmistir [3].

Kobatoksinler

Bu katyonik peptid bakteriyel enfeksiyona karst G. mellonella’da giiglii bir sekilde
indiiklenir. Antimikrobiyal aktivitesi heniliz bilinmemektedir. Ancak Sekropin-A
disindaki AMP'lerle etkilestiginde bocek immiin yanita katkida bulunabilir [12].

Diger Peptid ve Proteinler
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Bir¢ok antimikrobiyal peptit, bagisiklik sistemi harekete gegirilmis olan G. mellonella
hemolenfinden elde edilmistir. In vitro aktiviteleri, maya ve filamentdz mantarlarin yan
sira  Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi da test edilmistir. Savunma
molekiillerinin ¢esitliligi, farkli mikroorganizma tiirlerine karsi antimikrobiyal peptit
sentezinin 0zgiinlliigiinii gosteren bagisiklik diizenleyicinin tiirtine baglhdir. Bu peptitlerin
cogu, sadece peptit diizetinde bilinir ve transkriptlerinin tanimlanmasi gerekmektedir.
Bunlar, apolipoforisin, anyonik peptit-1, sekropin D-benzeri peptid ve heliosin benzeri
peptidleri icermektedir [10, 13].

2. Apolipophorin 111

Apolipophorin 111 (apoLp-I11), G. mellonella ‘da hem gen hem de protein diizeyinde
tanimlanmis olan bir hemolenf proteinidir [14, 15]. apoLp-IIl, apolipophorin | ve II’ yi
iceren, 1stya dayanikli, molekiiler kiitlesi 18-kDa olan ve u¢ma kaslarina lipit
tasinmasinda gorev alan lipophorin bilesenidir. apoLp-I11, birden fazla biyokimyasal veya
biyofiziksel islevi yerine getiren ¢ok fonksiyonlu proteinler sinifina aittir [16]. Lipid
baglanabilme yetenegine sahip bu protein, lipid tasinmasinda ve G. mellonella’nin
bagisiklik sisteminde diger bagisiklikla iligkili proteinler (lizozim) ile birlikte gorev yapar
[17, 18]. Ayrica bocekte savunma sisteminde rol oynayan apoLp-III'tin, muramidaz ve
profenolooksidaz enzim aktivitesini diizenledigi de daha Onceki ¢aligmalarda
belirtilmistir [10, 19].

Bu caligmalara ek olarak apoLp-III, mikrobiyal patojenler veya hiicresel stresle ilgili
molekiilleri tanimak icin bagisiklik sistemi hiicrelerince {iretilen protein kalip tanima
reseptOrii olarak da (PRR) bilinmektedir. ApoLp-III, bakteriyel hiicre duvar: bilesenine
yani Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindaki lipopolisakkarit (LPS), Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarindaki lipoteikoik asitlerine baglanir. Bu 6zellik, bécek immiin
sistemindeki opsonizasyon ve detoksifikasyon siirecine katilimi saglamaktadir [20].

3. Bocek metalloproteinaz inhibitorii (IMPI)

G. mellonella’da bocek metalloproteinaz  inhibitérii  (IMPI), mikrobiyal
metalloproteinazlarin tek hayvansal spesifik inhibitorii olarak bulunmustur. IMPI geni,
biri mikrobik metalloproteinazlar1 inhibe eden, digeri metamorfoz sirasinda (sirastyla
IMPI-1 ve IMPI-2) matriks metalloproteinazlarini (MMP'ler) inhibe eden iki protein
iriinini kodlamaktadir. G. mellonella hemolenfinden izole edilen IMPI-1, molekiiler
agirligi 8.6 kDa olan ve molekiiller aras1 bes distilfid bag1 igeren, 1siya dayanikli bir
peptiddir. Bakteri veya mantarla enfekte olmus hemolenfte cevap olarak ortaya ¢ikarlar
ve ¢inko igeren metalloproteinazlar1 inhibe ederler [21-23]. Termolizin benzeri ¢inko
metalloproteinazlar, bilinen bdcek patojenlerinin biitiin gruplar1 tarafindan viriilans
faktorleri olarak iiretilirler. G. mellonella larvalarinda gii¢lii viriilans seviyeleri, larva
basina 1 pg miktarinda termolisin enjeksiyon edildiginde ortaya ¢ikabilir [24]. Bu
inhibitoér, mikroorganizmalar tarafindan salgilanan mettaloproteinazlarca sindirilmeye
kars1 korunmak i¢in antimikrobiyal peptitlerle (AMP'ler) birlikte sentezlenir. Ayrica G.
mellonella hemosol hiicrelerine termolisin enjeksiyonu, IMPI geninin ekspresyonunun
pozitif olarak diizenlenmesine neden olur. IMPI ekspresyonunun diizenlenmesi, konak ve
istilact patojen arasindaki karsilikli etkilesimin 1iyi bir 6rnegidir. Enfekte olmus
boceklerin viicudundaki saldirgan tarafindan salgilanan termolizine benzer proteazlar,
konak¢inin ¢cok sayida hemolenf proteinini bozmakta, boylelikle bocek bagisiklik yanitini
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uyaran, proteazlari olusturmaktadir. Bu mekanizma kendi kendine ya da kendi basina
gerceklesmeyen ve enfeksiyonu taniyan bir tehlike sinyali olarak diisiiniilebilir [24-26].

Diger proteaz inhibitorleri

G. mellonella transkriptomlari, ISPI-1, 2 ve 3 gibi serin proteaz inhibitorlerini igerir
(27Frobius et al. 2000). G. mellonella hemolenfinden saflastirilmis olup sirasiyla
molekiler kiitlesi ISPI-1 9.2 kDa, ISPI-2 6.3 kDa ve ISPI-3 8.2 kDa arasmdadr.
Entomopatojenik mantar Metarhisium anisopliae'nin Prl ve Pr2 proteazlarini inhibe
ederler. ISPI- 2 ise, Kunitz tipi inhibitoridir [27, 28].

4. Lizozim

Lizozimler (EC 3.2.1.17) bir¢cok bocekte (Hyalophora cecropia, Manduca sexta,
Drosophila melanogaster, Galleria mellonella) tanimlanmis ve karakterize edilmistir. G.
mellonella’ da bulunan lizozim enzimlerinin gorevi, bagirsaktaki sindirim iglevini yerine
getirmek ve bdcegin immiin savunmasinda gorev almaktir [29]. Bakteri hiicre duvari
peptidoglikan tabakasindaki, C1-N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozaminin C4'i
arasinda bulunan [B-1,4-glikosidik bagim1 kesen bir muramidazdir. Ayrica, katyonik
savunma peptidi olarak nonenzimatik bir sekilde de etki edebilir. Buna ek olarak etki
mekanizmasinin tam olarak bilinmemesine ragmen, antifungal 6zellikleri bildirilmistir
[30-33]. Uyarilmamis larvalarda bulunan lizozim, hiimoral savunmanin ilk sirasini
olusturur ve bu da, mikroorganizmalara kars1 diismanca bir ortam yaratir. Bagisiklik
miicadelesinden sonra miktarinin da arttig1 gosterilmistir [34, 35].

5. Profenoloksidaz

Profenoloksidaz, G. mellonella'da bulunan ilk bagisiklik ile iliskili molekiillerden
biridir ve 1995 yilinda bu bocekten saflagtirilmistir [36]. G. mellonella hemositlerinde
ozellikle 6nositlerde bulunan bir proenzimdir [37]. Enfeksiyonun taninmasindan sonra bu
enzim, oenositoidlerden salinir ve serin proteazlarin kaskadlar tarafindan proteoliz ile
aktive edilir. Profenoloksidaz kompleksi de serin proteaz inhibitorlerini (Serpinler,
enzimin hiperaktivasyonunu engeller) i¢cerir. Fenoloksidaz aktivitesinin kontrolii, konak¢1
hiicrelere zarar verebilen dihidroksifenilalanin (DOPA), kinonlar ve serbest radikaller
gibi ara triinlerin yiiksek sitotoksisitesinden dolayr ¢ok onemlidir. Bakir igceren aktif
fenoloksidaz, tirozini daha once sozii edilen DOPA’ya, kinonlara ve ayrica melanine
dontistiiren bir enzimdir [38, 39] . Bu reaksiyon, proteinlerin ¢apraz baglanmasina neden
olur ve kendiliginden mikroorganizmalar icin toksik olan, fakat aynm1 zamanda diger
antimikrobiyal molekiillerin savunma aktivitesini uyaran iriinler iiretir [40]. Diger
taraftan G. mellonella'daki savunma molekiillerinin fenol oksidaz aktivitesini
diizenleyebilecegi de gosterilmistir. Melanizasyon; yara iyilesmesi, sklerolizasyon ve
kiitikiil sertlesmesi sirasinda gorev alir. Hemolenfte meydana gelen pihti olusumunda,
profenol aktive edici kaskadlarin ve koagiilasyon sisteminin igbirligi yaptig1 gosterilmistir
[38]. Melanizasyon, genellikle parazitler ve mikroplarin kapsiiller veya nodiiller i¢inde
yakalanmasiyla hiicresel immiin yanitin bir parcasi olarak islev goriir. Profenoloksidaz
sistemi ve melanizasyon reaksiyonu, G. mellonella immiinitesinin humoral ve hiicresel
savunma sistemleri arasindaki isbirliginin 1yi bir 6rnegidir. Fenoloksidaz aktivitesini
kontrol eden enzimler gibi hiimoral faktorler de melanin sentezini etkiler. Fenol oksidaz
aktivasyonu, sadece kendi kendine ait olmayan bilesenlerin taninmasindan sonra
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gerceklesmez. Termolizin benzeri metalloproteinazlar gibi patojenik organizmalar
tarafindan salgilanan viriilens faktorleri bocek hemolenf proteinlerini parcalar. Bu
peptitler, s6zii edilen IMPI ve savunma peptidlerinin ekspresyonunu uyarabilirler, fakat
ayni zamanda profenoloksiidaz sisteminin aktivasyonuna da neden olurlar [41,42].

SONUC

Bu derleme makalede, model organizma G. mellonella’nin bagisiklik sistemi
tarafindan cevap olarak fiiretilen bazi proteinler ve peptidler agiklanmistir. Bu model
organizmadaki savunma proteinlerinin ve peptidlerinin goérevlerinin anlasilmasi tip ve
biyolojinin ¢esitli alanlarinda gercgeklestirilecek olan bagisiklik sistemi ile ilgili
calismalara (konak-patojen iligkisi, enfeksiyon tedavisi i¢cin memeli modellerine alternatif
gibi) katki saglayacagi diigiiniilmektedir.
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