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UKLAD PROFENOLOKSYDAZY (pro-PO) U ZWIERZAT BEZKREGOWYCH.
MECHANIZM WRODZONEJ ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ

ROLA UKELADU PROFENOLOKSYDAZY W ODPORNOSCI BEZKREGOWCOW

Wszystkie organizmy zwierzece chronio-
ne sa przez uklad odpornosciowy, ktore-
go komorki posiadajg unikatowa zdolnosé
do rozpoznawania i odrézniania elementéw
wlasnych od obcych (ang. self/non-self).
Wyr6zniamy odpornosé wrodzona (nieswo-
ista, gléwnie z udzialem fagocytéow i komo-
rek cytotoksycznych) oraz nabyta (swoista,
z udzialem limfocytow i wytwarzanych przez
plazmocyty przeciwcial). Odpornos¢ wrodzo-
na wystepuje u wszystkich zwierzat wielo-
komoérkowych, zaréwno bezkregowcow, jak
i kregowcow, a jej mechanizmy operuja za-
réwno na powierzchni nablonkoéw, jak i w
tkankach i ptynach tkankowych (np. uktad
dopelniacza) (GOLAB i wspoéltaut. 2009). Zgod-
nie z powszechnie przyjetymi pogladami,
organizmy bezkregowe jako filogenetycznie
starsze, dysponuja tylko mechanizmami od-
pornosci wrodzonej. Chociaz nie ma u nich
wlasciwych dla odpowiedzi nabytej limfocy-
tow, wyniki badan z ostatnich lat wskazu-
ja na mozliwos¢ wystepowania u nich pew-
nej pamieci immunologicznej (Kurtz 2005,
KURTZ i ARMITAGE 2006).

Jednym z waznych mechanizméw uczest-
niczacych w eliminacji patogenéw u bezkre-
gowcow jest uklad profenoloksydazy (pro-
-PO). Uktad ten jest elementem odpowiedzi
humoralnej, ktora przejawia sie wystepowa-
niem specyficznych substancji w plynach
ciala.

Koncowym produktem aktywacji kaskady
profenoloksydazy jest melanina, stad pro-
ces ten inaczej nazywany jest melanizacja.
Warto wspomnie¢, ze barwnik ten zaanga-
zowany jest rowniez w szereg innych biolo-
gicznych reakcji, takich jak zmiana koloru
ludzkich wtosé6w czy ciemnienie epidermy
owocow (CAMMARATA i PARRINELLO 2009). Me-
lanina wystepuje miedzy innymi w melano-
cytach, komorkach siatkéwki i makrofagach
kregowcow, a jej glowna funkcja jest nie tyl-
ko ochrona przed szkodliwym promieniowa-
niem UV, ale takze obrona komoérek przed
reaktywnymi formami tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS), np. nadtlenkiem wo-
doru (H,O,), rodnikiem hydroksylowym (‘OH)
czy anionorodnikiem ponadtlenkowym (-O%)
(ZHAO 1 wspotaut. 2011).

Polimorfizm pro-PO wystepuje u niekto-
rych bezkregowcéw 1 najprawdopodobniej
zwiazany jest z faktem, ze rézne formy tego
zwiazku moga pelni¢ odrebne funkcje, np.
jedna odkladana jest w oskoérku, co prowa-
dzi do jego utwardzania (u owadéw jest to
proces sklerotyzacji), a inna w komorkach
krwi (hemocytach) uczestniczy w zwalcza-
niu patogenéw (SODERHALL i CERENIUS 1998,
PANG i wspoétaut. 2004).

Zlokalizowana w obrebie komorek immu-
nokompetentnych (np. celomocytéow, hemo-
cytow), a takze osoczu czy kutykuli pro-fe-
nylooksydaza jest nieaktywnym prekursorem
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(zymogenem), z ktorego powstaje fenoloksy-
daza, PO (inaczej tyrozynaza) (PANG i wspol-
aut. 2004). Bialko to, po raz pierwszy ziden-
tyfikowane przez Blocha, jest kluczowym en-
zymem, katalizujacym reakcje oksydacji poli-
fenoli, z ktérych nastepnie powstaja chinony
oraz semichinony (BLOCH 1917). Te ostatnie
majg zdolnoS¢ do polimeryzacji i tworze-
nia brunatnego barwnika, melaniny. Sklon-
nos¢ chinonéw do udziatu w cyklu redukcji
mniej reaktywnych form tlenu do bardziej
agresywnych form sprawia takze, ze sa one
potencjalnymi zrédtami wolnych rodnikow
skierowanych przeciwko patogenom (BECK i
STRAND 2007, ZHAO i wspotaut. 2011).

Kaskade prowadzaca do powstanie PO
z pro-PO uruchamia rozpoznanie przez ko-
morki ukladu odpornosciowego wzorcéow mo-
lekularnych zwiazanych z patogenami, tzw.
PAMP (ang. pathogen associated molecular
patterns), takimi jak peptydoglikany, lipopo-
lisacharydy bakteryjne (LPS) i B-1,3-glukany
grzyb6éw. Sygnatem do uruchomienia kaska-
dy aktywacji pro-PO moze byc¢ takze uszko-
dzenie tkanki po zranieniu i przerwanie cia-
gltosci btony komorkowej (SODERHALL i CERE-
NIUS 1998).

Zagadkowy wydaje sie udzial jonow wap-
nia w procesie aktywacji pro-PO. Niektore
zrodla przypisuja jonom Ca?' kluczowa role
w aktywacji tego ukladu (GOLLAS-GALVAN i
wspolaut. 1997, DA SILVA i wspotaut. 2000),
inne zaprzeczaja jakoby wapn w jakikolwiek
sposéb na niego wplywal (LOCKEY i OURTH
1992). Wiadomo jednak, ze przekroczenie
wartosci fizjologicznych stezenia jonoéw Ca?*
prowadzi do stabilizacji pro-PO i zapobiega
spontanicznej aktywacji ukladu, co z ko-
lei ma miejsce przy jego niskich stezeniach
(GoLLAS-GALVAN i wspoétaut. 1997).

Uktad pro-PO spelnia wazna role w od-
pornosci wielu grup organizméw, poczawszy
od gabek (Porifera), pierscienic (Annelida),
mieczakow (Mollusca), stawonogéw (Arthro-
poda), zachw (Ascidiacea), a skonczywszy na
bezczaszkowcach (Cephalochordata). Jednak
jak dotad proces aktywacji pro-PO i role PO
w odpornosci najlepiej opisano dla stawono-
gow (Arthropoda) (CYTRYNSKA 2009, SODER-
HALL i CERENIUS 1998).

Liczba reakcji proteolitycznych, skladaja-
cych sie na kaskade aktywacji pro-PO nie
jest znana dla zadnego z przebadanych pod
tym katem gatunkéw, wiadomo jednak, ze
glowng role pelnia tu proteazy serynowe,
aktywujace profenoloksydaze, tzw. PAP (ang.
serine prophenoloxidase-activating protein-
ase), a takze czynnik PPAF (ang. prophe-
noloxidase activation factor) i enzym PPAE
(ang. prophenoloxidase activating enzyme).
W wyniku ich dzialania dochodzi do powsta-
nia PO i katalitycznej hydroksylacji mono-
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Ryc. 1. Schemat aktywacji uktadu profenoloksy-
dazy (pro-PO) u Artchopoda (wg SODERHALL i CE-
RENIUS 1998, zmieniona).

fenoli do o-difenoli oraz oksydacji o-difenoli
do chinonéw (BECK I STRAND 2007) (Ryc. 1).

UKLAD PRO-PO U OWADOW

W przypadku infekcji u owadow, w ak-
tywacje catego procesu zaangazowany jest
szereg zlokalizowanych w hemolimfie pro-
teaz z rodziny HP (ang. hemolymph prote-
ases). Proteaza HP-14 zdolna jest do auto-
katalitycznej aktywacji procesu w obecnosci
grzyboéw lub bakterii gram dodatnich, moze
by¢ aktywowana réwniez przez (3-1,3-glukan.
Autokataliza prowadzi do aktywacji pro-
-PO za pomoca trzech krokow: (i) aktywacji
PAP przez HP-12 i HP-14, (ii) aktywacji PAP
przez HP-21 i ostatecznie, (iiij powstawania
PO. Natomiast bakterie gram ujemne praw-
dopodobnie uruchamiaja kaskade aktywacji
pro-PO za posrednictwem innej Sciezki, nie
wlaczajacej HP-14 (WANG i JIANG 2007, CE-
RENIUS i wspoétaut. 2008, KANOST i GORMAN
2008).

Biorac pod uwage toksycznos¢ gléwnych
i posrednich produktéw melanizacji, musza
istnie¢ skuteczne systemy ich kontroli. Od-
powiedzialne sa za to miedzy innymi wspo-
mniane juz bialka rozpoznajace. Natomiast,
kiedy fenoloksydaza jest juz aktywna, nad-
mierne odkladanie sie melaniny moze byc¢
hamowane przez specyficzne regulatory ne-
gatywne, ktorymi sa inhibitory proteaz sery-
nowych z rodziny serpin (zwigzkom tym po-
Swiecono osobny podrozdzial) (Ryc. 1) (BECK
i STRAND 2007, CERENIUS i wspoétaut. 2008,
NooNIN i wspétaut. 2010). Badania pokazu-
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ja, ze aktywacja fenoloksydazy u niektorych
gatunkoéw owadoéw moze réznic¢ sie ze wzgle-
du na ple¢. Zjawisko to udowodniono na
przyktadzie wojsitki Panorpa vulgaris. Oka-
zalo sie, ze u osobnikéw plci meskiej nie
odnaleziono hemocytéw, ktore zawieralyby
aktywna fenoloksydaze. Nie oznacza to jed-
nak, ze mechanizm ten w ogéle u nich nie
wystepuje. Aktywacja PO prawdopodobnie
zachodzi w hemolimfie, a nie w komoérkach
cho¢ w pewnych sytuacjach uklad ten moze
ulega¢ zmianie. Roznice wynikaja prawdopo-
dobnie z roznych warunkéw aktywacji i in-
hibicji PO hemocytow (KURTZ i SAUER 2001).

UKLAD pro-PO U SKORUPIAKOW

Wysoki poziom ekspresji PO stwierdzono
tez u skorupiakéw (Crustacea), ktére, obok
owadoéw, stanowia kolejny podtyp stawono-
gow, Obecnos¢ PO stwierdzono miedzy inny-
mi w komorkach trzustki, narzadach limfo-
idalnych oraz w komoérkach immunokompe-
tentnych hemolimfy, hemocytach krewetek,
zainfekowanych przez bakterie Vibrio sp.
Warto zauwazy¢, ze tylko dojrzate hemocyty
sg zdolne do przeprowadzania procesu akty-
wacji PO (GAO i wspoélaut. 2009).

W przypadku innych grup systematycz-
nych, mieczakéw i pierScienic, dowody na
obecnos¢ systemu profenoloksydazy opieraja
sie gléwnie na obserwacji procesu melaniza-
cji w przypadku zranienia czy uszkodzenia
tkanki, a wiele aspektow tego procesu nie
zostalo do tej pory wyjasnionych.

UKLAD pro-PO U DZDZOWNIC

U dzdzownic (Lumbricidae), organizmoéow
nalezacych do gromady pierScienic (Anneli-
da), uktad odpornosciowy zlokalizowany jest
glownie w jamie ciala, celomie. W odpo-
wiedzi na patogen biorg udzial celomocyty:
amebocyty hialinowe (nieziarniste) i granu-
locyty (ziarniste), oraz eleocyty, jak rowniez
sktadniki plynu celomatycznego (np. lizo-
zym, fetydyny, hemolizyny) (COOPER 1996).
Celomocyty sa odpowiedzialne za synteze i
wydzielanie czynnikow humoralnych, ktore
biora udzial w naprawie uszkodzonych tka-
nek i w eliminacji patogenu, m.in. powodu-
jac jego aglutynacje (zlepianie) i opsonizacje
(oplaszczanie). Jednym z nich jest CCF-1,
czyli celomatyczny czynnik cytolityczny, od-
powiedzialny za rozpoznawanie patogenow
poprzez ospsonizacje i aktywacje pro-PO
(FIELD i wspétaut. 2004). W tym przypadku
konsekwencja uaktywnienia uktadu pro-PO
jest enkapsulacja, przejawiajaca sie formo-
waniem w plynie celomatycznym tzw. ,cial
brunatnych” oddzielajacych patogen od tka-
nek gospodarza (Ryc. 2A). Kluczowa rola

,cial brunatnych” w hamowaniu ekspansji
bakterii i pasozytow zostala opisane miedzy
innymi u E. fetida (PROCHAZKOVA i wspotaut.
2006). Patogen otaczany jest przez celomo-
cyty, a kiedy taka kapsula osigga wielkosé
1-2 mm, raptownie ciemnieje. Jest to wynik
powstajacych w jej wnetrzu poktadow lipo-
fuscyny oraz melaniny. Kiedy ,ciala brunat-
ne” sa juz ,dojrzale”, nastepuje ich przesu-
wanie w kierunku koncowych segmentow
ciala dzdzownicy, a nastepnie dochodzi do
ich usuwania poprzez grzbietowe pory w
ciele lub autotomie, czyli odrzucanie konco-
wych segmentow ciata (VALEMBOIS i wspol-
aut. 1992, 1994) (Ryc. 2B). Na formowanie
,Cial brunatnych” istotny wplyw ma fenolok-
sydaza, wykorzystujaca jako substrat L--
3,4-dihydroksyfenylolanine — L-DOPA (FIELD
i wspoétaut. 2004). Aminokwas L-DOPA po-
wstaje w procesie hydroksylacji tyrozyny, na
skutek reakcji prowadzonej przez hydrok-
sylaze tyrozynowa i jest prekursorem dopa-
miny. Z tego powodu gléwnymi substratami
uzywanymi w laboratorium do badan nad
ta forma odpowiedzi sa L-DOPA, dopami-
na, N-acylodopamina lub tyrozyna. Wyko-
rzystujac wlasnie te substraty stwierdzono,
ze aktywacja kaskady pro-PO u Eisenia fe-
tida (dzdzownica kompostowa) zachodzi pod
wplywem lipopolisacharydu, (B-1,3-glukanu i
niektérych detergentéw, np. dodecylosiarcza-
nu sodu (SDS) i chlorku cetylpirydyny (CPC)
(PROHAZKOVA i wspotaut. 2006).

Zaobserwowano, ze enzymy aktywujace
fenoloksydaze znajduja sie u dzdzownic w
wakuolach oraz aparatach Golgiego wszyst-
kich celomocytow, natomiast prekursory me-
laniny znaleziono w granulocytach (SMITH
1996). Zidentyfikowano jak dotad trzy pro-
teazy serynowe zaangazowane w aktywa-
cje pro-PO u dzdzownic: A2, B2, C2, a ich
aktywacja okazala sie silnie zalezna od pH
Srodowiska (optimum dla 7 i 10) oraz tem-
peratury (SMITH 1996). Trzeba jednak za-
znaczyC, ze u dzdzownic poziom aktywacji
pro-PO jest nizszy i wolniejszy niz u innych
bezkregowcow.

UKLAD pro-PO U MIECZAKOW

Proces aktywacji pro-PO wydaje sie byc¢
duzo lepiej poznany w przypadku miecza-
kow, cho¢ i tu istniejg aspekty, ktére nie
zostaly jeszcze przebadane (SMITH 1996, CE-
RENIUS i wspoélaut. 2008). Szczegdlne miej-
sce w aktywacji pro-PO mieczakéw zajmu-
je prawdopodobnie hemocyjanina. Bialtko to
znajduje sie w hemolimfie, a w warunkach
fizjologicznych bierze udzial w procesie od-
dychania. Jej funkcja jest przenoszenie tle-
nu, ktéry to proces mozliwy jest dzieki
obecnosci w hemocyjaninie dwoch atomow
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Ryc. 2A. ,Cialo brunatne” pozyskane z dzdzowni-
cy Eisenia andrei (fot. Joanna Homa).

miedzi (DECKER i wspoétaut. 2001, PROCHAZ-
KOVA i wspélaut. 2006). Co ciekawe, jony
Cu? moga tez powodowacé wieksza przyswa-
jalnos¢ aromatycznych zwiazkow fenolowych
i przez to oddzialywaé¢ na aktywacje kaskady
pro-PO. Niektore zwierzeta, np. skrzyplocze
(krab podkowiasty, Limulus polyphemus), nie
posiadaja specjalnych przenosnikow dla O,
we krwi, dlatego wykorzystuja do tego celu
hemocyjanine zawarta w hemocelu. Nalezy
wspomnie¢, ze hemocyjanina produkowana
jest przez gruczoly trawienne, podczas gdy
pro-PO u tego gatunku wytwarzana jest wy-
lacznie w hemocytach. Waznym elementem
w procesie aktywacji pro-PO jest PPA. En-
zym ten odpowiedzialny jest zarowno za pro-
ces fagocytozy (posrednio), jak i melanizacji
(bezposrednia aktywacja PO). Enzym PPA 1
jest rozszczepiany przez kolejny PPA i przez
to staje sie formag aktywna, co powoduje
przejscie proformy w czynna fenoloksydaze
(CERENIUS i wspotaut. 2008). Rowniez u mie-
czakow uklad pro-PO moze zostaé aktywo-
wany przez proteazy (trypsyna i chymotryp-
syna), struktury PAMP, detergenty, a takze
przez wysokie stezenie jonéw Ca?" w obecno-
§ci PPA (GOLLAS-GALVAN i wspotaut. 1997).
Innym waznym czynnikiem bioracym udzial
w aktywacji pro-PO mieczakéw jest, bedaca
homologiem mieloperoksydazy kregowcow,
peroksynektyna (PXN). Enzym ten powstaje
z pro-PXN i odgrywa wazna role w proce-
sie przylegania komorek oraz powstawaniu
opsonin ulatwiajacych fagocytoze,. Dzieje sie
tak dzieki potaczeniu PXN ze specyficznymi
receptorami integrynowymi (odpowiedzial-
nymi za agregacje komorek) na powierzch-

Ryc. 2B. Dojrzale ,cialo brunatne” pozyskane z
dzdzownicy Eisenia andrei.

a) cala kapsula; b) uwolnione z ciala brunatnego ko-
morki oraz widoczne, uwiezione wewnatrz nicienie. Gor-
ne zdjecia, mikroskop S$wietlny, dolne fluorescencyjny
(fot. Joanna Homa).

ni hemocytu. Jednoczesnie peroksynektyna
moze wspomagac produkcje chinonéw i me-
laniny, a takze halogenowodoréw (CERENIUS i
wspoétaut. 2008).

UKLAD pro-PO U OSLONIC

Warto zwroci¢ uwage na stabo przebada-
na pod katem aktywnosci PO grupe, jakimi
sa oslonice nalezace do strunowcow. Wie-
le opisanych dla innych zwierzat elementow
uktadu pro-PO odgrywa tez role w aktywacji
kaskady fenoloksydazy w hemocytach osto-
nic. Podobnie jak u stawonogéw, u oslonic
do aktywacji pro-PO wymagane jest jej pro-
teolityczne ciecie. Aktywacja uktadu zachodzi
np. w obecnosci LPS, a poziom aktywnosci
PO jest znacznie wyzszy po inkubacji z pro-
teaza serynowa, natomiast zmniejsza sie w
wyniku dziatania inhibitorow proteaz. Dwa
zsekwencjonowane biatka zachwy przejrzyst-
ki (Ciona intestinalis): CinPO-1 i CinPO-2,
wykazuja podobienistwo do PO, hemocyjani-
ny i tyrozyny stawonogoéw (CAMMARATA i PAR-
RINELLO 2009).

Jednak w odniesieniu do klasycznie wy-
stepujacej aktywacji PO u oslonic, w pierw-
szej kolejnosci powstaja ortodifenole zamiast
monofenoli, a obecnos¢ kationéow (wapnia
lub magnezu) nie ma wplywu na zwicksze-
nie poziomu aktywacji pro-PO (CAMMARATA i
PARRINELLO 2009).
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UKLAD PRO-PO U BEZCZASZKOWCOW

Badania PO bezczaszkowcoéw prowadzono
glownie na przykltadzie lancetnika. Co waz-
ne nie posiada on swobodnie krazacych ko-
morek o charakterze fagocytéw, co czyni go
bardzo ciekawym obiektem badan pod wzgle-
dem mechanizmu dzialania ukladu odporno-
Sciowego. Aktywnosé¢ pro-PO zaobserwowano
u tego gatunku w komoérkach skrzeli, jeli-
ta oraz epidermalnego S$luzu, gdzie przeja-
wia wtasciwosci antybakteryjne (ZHANG i LI
2000). Przez dlugi czas wystepowanie PO u
lancetnika bylo zagadka. W 2004 r. PANG i
wspotaut. udowodnili, ze w plynach ustrojo-
wych lancetnika wystepuje enzym o masie
150 kD, skladajacy sie z trzech tancuchow,
ktorych ciezar molekularny jest prawdopo-
dobnie specyficzny gatunkowo. Ostatecznie
obecnos¢ uktadu pro-PO potwierdzono w
plynie komoérkowym zwierzat zainfekowanych
bakteriami Escherichia coli i Vibrio alginolyti-
cus (PANG i wspoétaut. 2009).

UKLAD pro-PO U GABEK

Na koniec warto zwréoci¢ uwage na gru-
pe najprostszych organizméw wielokomorko-
wych, czyli gabek (Porifera). U gabek proces
melanizacji zostal zaobserwowany u licznych
gatunkow np. Halichondria, Hymeniacidon,
Microciona 1 Verongia sp. Nie posiadaja one
komorek wyspecjalizowanych w  produk-
cji melaniny, ale podobnie jak u wyzszych
grup bezkregowcow, réwniez u gabek wyka-
zano dziatanie ukladu pro-PO i zaobserwo-
wano proces melanizacji. Badania wskazuja
u nich na synteze melaniny w komorkach
starych, apoptotycznych oraz w odpowiedzi
na przeszczepy komorek innego osobnika
(tzw. alloprzeszczepy). Klasycznie, szlak syn-
tezy melaniny rozpoczyna sie od fenyloalani-
ny, ktéra jest przeksztalcana przez pierwszy
enzym rozpoczynajacy proces melanizacji,
hydroksylaze fenyloalaniny (ang. phenylala-
nine hydroxylase, PAH). Badania reakcji na
alloprzeszczepy wykazaly, ze w komoérkach
gabek Geodia cydonium dochodzi do pod-
niesienia aktywnosci PAH. W odpowiedzi na
przeszczep wzrasta u nich zaréwno ekspre-
sja mRNA PAH, jak i aktywnosc¢ tego enzy-
mu (WIENS i wspoétaut. 1998).

WPLYW AKTYWNOSCI PO NA
PRZEZYCIE PATOGENU

Aktywna fenoloksydaza, oprocz samej
melanizacji, jest zdolna do katalizowania re-
akcji powstawania ROS, silnie reaktywnych
zwiazkow, ktoérych zadaniem jest uszkadza-
nie mikroorganizméw i pasozytéw, poprzez
dzialanie cytotoksyczne. Wiele zrodel taczy

aktywnos¢ PO z obnizong zdolnoscig do
przezycia patogenéw zaréwno w warunkach
in vitro, jak i in vivo. Istnieja jednak przy-
kltady, w ktorych melanizacja i aktywacja
pro-PO nie wydaja sie niezbedne do wyeli-
minowania patogenu, a aktywnos$¢ innych
komponentéw uktadu odpornosciowego jest
do tego calkowicie wystarczajaca. W zwiazku
z tym nasuwa sie pytanie, czy i jak aktyw-
nos¢ ukltadu pro-PO wplywa na zdolnos¢ do
obrony przed patogenami?

Z badan wynika, 2ze mutanty musz-
ki owocowej D. melanogaster, ktore nie sa
zdolne do uruchamiania kaskady aktywacji
pro-PO w hemolimfie, nie sa bardziej wraz-
liwe na infekcje bakteryjne w poréwnaniu
do szczepu dzikiego, u ktérego aktywacja
zachodzi. Okazuje sie, ze brak u mutantéw
enzymow aktywujacych pro-PO (np. PAE1)
nie wplywa na przezywalnos¢ badanych
osobnikow. W tym przypadku na przezywal-
nos¢ muszki owocowej wplyw maja mutacje
zwigzane z brakiem aktywacji szlakéw zwia-
zanych z rozpoznaniem PAMP, np. mutacje
genoéw kodujacych receptory Toll i recepto-
ry Imd (ang. immune deficiency) (CERENIUS i
wspotaut. 2008).

Z drugiej strony stwierdzono, ze u stod-
kowodnego raka Pacifastacus leniusculus
wyciszenie aktywnosci genu kodujacego pro-
-PO powodowalo zwiekszenie $Smiertelnosci
zwierzat podczas infekcji wysoce wirulentny-
mi bakteriami Aeromonas hydrophila. Z ko-
lei wyciszenie genu dla pacyfastyny, beda-
cej inhibitorem PO, podnioslto aktywnos¢ PO
i w konsekwencji zmniejszyto Smiertelnosé
osobnikow. Stwierdzono rowniez, ze wzrost
aktywnosci PO pobudzat u tych zwierzat fa-
gocytoze, najprawdopodobniej poprzez zwiek-
szenie produkcji opsonin (CERENIUS i wspol-
aut. 2008).

Aktywacja PO z pewnosScia drastycznie
redukuje zdolnos¢ utrzymania sie przy zyciu
patogenow, ale nie jest jedyna forma odpo-
wiedzi przeciwko nim. Istotne jest rowniez
to, ze aktywacja procesu melanizacji za-
chodzi¢ moze w réznych sytuacjach, np. w
odpowiedzi na zranienia. Co istotne, sama
melanizacja jest procesem silnie toksycz-
nym, poniewaz aktywowane sg w niej liczne
sktadniki, ktore moga byc¢ szkodliwe dla sa-
mego gospodarza, np. chinony czy reaktyw-
ne formy tlenu. Mozliwe jest, ze gospodarz
poprzez ,manipulacje” iloscia i aktywnoscia
poszczegolnych skladowych systemu pro-PO,
moze regulowac stopien ich toksycznosci
(LECLERC i wspoétaut. 2006).

INHIBITORY UKLADU pro-PO

W celu unikniecia szkodliwego dziatania
uktadu fenoloksydazy, jest on kontrolowa-
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ny i regulowany zaré6wno na poziomie ak-
tywacji kaskady proteaz, aktywacji pro-PO
oraz juz aktywnej fenoloksydazy i zwiazanej
z nia melanizacji. I tak na przyklad u owa-
déw scharakteryzowano szereg inhibitoréow
pro-PO, np. u szaranczy funkcje takie spel-
niaja niskoczasteczkowe biatka nalezace do
inhibitoréow proteaz: LCIM I i LCIM II [ang.
protease inhibitor LCMI-II, PARS intercere-
bralis major peptide D2, PMP-D2; protease
inhibitor LCMI-II, PARS intercerebralis major
peptide C, PMP-C]. Z kolei u motyla Man-
ducta sexta za regulacje proteaz odpowiada-
ja serpiny-1J,-3,-6 oraz serpiny-4-5. Serpina
SPN27A jest inhibitorem aktywacji pro-PO
u Drosophila melanogaster (JIANG i KANOST
1997, ToNG i KANOST 2005). W przypadku
slodkowodnych rakéw, skutecznym inhibi-
torem pro-PO jest pacyfastyna (ang. pacifa-
stin) (LIANG i wspotaut. 1997).

Inhibicje aktywnej fenoloksydazy i me-
lanizacji moze powodowac takze biatko MIP
(ang. melanization-inhibiting protein). U
chrzaszczy, np. macznika mlynarka (Tene-
brio molitor), wplywa ono na zaklécenie pro-

dukcji melaniny z fenoli. U wielu owadéow
inhibitory fenoloksydazy, tzw. biatka POI
(ang. phenoloxidase inhibitor), wplywaja na
posrednie reakcje prowadzace do melanizacji
(CERENIUS i wspétaut. 2008).

Zdolnos¢ do hamowania procesu akty-
wacji uktadu pro-PO jest wykorzystywana
rowniez przez same patogeny. Wiele sposrod
pasozytow wyksztalcito mechanizmy obron-
ne, dzieki ktérym skutecznie potrafia uni-
ka¢ odpowiedzi immunologicznej gospodarza.
Przyktadowo, larwy pasozytniczej osy (Lepto-
pilina boulardi) produkuja czynniki obnizaja-
ce odpornosc¢ gospodarza (muszki owocowej),
w tym takze czynniki redukujace powstawa-
nie jednego z produktow kaskady aktywacji
PO, przeciwbakteryjnego i przeciwgrzybiczego
DHI (5,6-dihydroksyindolu) (ZHAO i wspoétaut.
2011). Niektore z bakterii potrafia produko-
wacC podobne do serpin inhibitory lub inne
czynniki, ktore wplywaja niekorzystnie na
proces melanizacji w organizmie gospodarza.
Przyktadem moga by¢ symbiotyczne bakterie
Xenorhabdus bovienii (Proteobacteria) nicie-
ni owadobébjczych Steinernema feltiae (Ne-
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Ryc. 3. Schemat klasycznej, lektynowej i alterntywnej drogi aktywacji dopelniacza.

C1l (Clq, Cl1r, Cls), C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, B, D, P (properdyna), sktadniki dopetniacza; MBL, lektyna
wiazaca mannoze; MASP-1, MASP-2, proteazy serynowe; C3a i C5a, czynniki chemotaktyczne; C3b, opsonina; MAC,
C5b-C9, kompleks atakujacy btone (wg KLASkA i NOwAK 2007, zmieniona).
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matoda, Rhabditida), ktére potrafia wpltywac
supresyjnie na aktywacje ukladu pro-PO,
obnizajac mozliwosci obronne zakazonego
nicieniami owada. Mechanizmy hamowania
aktywacji ukladu pro-PO przez bakterie X.
bovienii nie sa jeszcze dokladnie poznane.
Natomiast z badan wynika, ze nastrzyknie-
cie owada zabitymi bakteriami powoduje ak-
tywacje biatek przeciwbakteryjnych oraz ak-
tywacje pro-PO, podczas gdy wprowadzenie
zywych bakterii wplywa hamujaco na akty-
wacje odpowiedzi immunologicznej owada,
wyrazona m.in. aktywacja ukladu pro-PO
(HERBERT i GOODRICH-BLAIR, 2007).

Z kolei, infekujacy osy brakowirus Mi-
croplitis demolitor (MdBV) zawiera w swoim
genomie gen kodujacy biatko Egfl.0. Powo-
duje ono inhibicje kaskady pro-PO, prawdo-
podobnie przez zahamowanie PAP, jednak,
co ciekawe, nie jest w stanie powstrzymac
aktywnej juz kaskady. Biatko Egfl.0 nale-
zy do duzej rodziny protein podobnych do
inhibitora trypsyny. Wykazuje takze duze
powinowactwo do inhibitoréw proteinaz se-
rynowych. Wszystkie, znajdujace sie w ge-
nomie wirusa MdBV, geny kodujace biatka
Egf spelniaja podobna funkcje, a koncowym
efektem ich aktywnosci jest obnizenie od-
pornosci gospodarza czyli immunosupresja
(BECK i STRAND 2007).

KASKADA pro-PO I UKLAD
DOPELNIACZA, JAKO ANALOGICZNE
MECHANIZMY ELIMINACJI PATOGENU

System pro-PO przedstawiany jest czesto
jako odpowiednik ukladu dopelniacza wyste-
pujacego u kregowcow.

Istnieja 3 glowne drogi aktywacji dopel-
niacza: (i) klasyczna, gdzie do jego aktywa-
cji niezbedne jest zwiazanie drobnoustroju
ze specyficznymi przeciwciatami, (ii) alter-
natywna, w ktorej do aktywacji dopelniacza
dochodzi na powierzchni patogenu oraz (iii)
droga lektynowa, zwiazana z polaczeniem
czasteczki cukru (np. mannozy) obecnej na
powierzchni patogenu z lektyna wiazaca
mannoze tzw. MBL (ang. mannose binding
lectin). Ta interakcja czyni kompleks MBL
wrazliwym na dzialanie proteaz serynowych
MASP (ang. mannose-binding lectin-associa-
ted serine protease) oraz prowadzi do roz-
ktadu kolejnych sktadnikéw uktadu dopel-
niacza (Ryc. 3) (KLaskAa I Nowak 2007).

Ze wzgledu na podobienstwo aktywato-
row, powstawanie kaskady reakcji oraz za-
angazowanie licznych proteaz, aktywacja
kaskady pro-PO wydaje sie podobna do al-
ternatywnego i/lub pektynowego szlaku ak-
tywacji ukladu dopelniacza (PANG i wspol-
aut. 2004). Spelniajac podobne funkcje, oba
uklady opieraja sie na zblizonych zasadach

dziatania, a skierowane przeciwko patogeno-
wi bezposrednio go unieszkodliwiajg. Nato-
miast roznica jest koncowy efekt ich dziata-
nia. W wyniku aktywacji ukladu dopekiacza
powstaje kompleks atakujacy blone (ang.
membrane attack complex, MAC), natomiast
w ukladzie pro-PO produkowana jest mela-
nina i dochodzi do enkapsulacji patogenu.

Do najwazniejszych, wspolnych cech obu
ukladéw zaliczy¢ mozna uruchamianie ka-
skady proteaz, wytwarzanie w trakcie akty-
wacji opsonin wspomagajacych fagocytoze
oraz pobudzenie innych elementéw ukta-
du odpornosciowego do walki z patogenem.
Mozna wiec stwierdzi¢, ze oba uklady do-
pelniaja dziatanie ukltadu odpornosciowego.
W obu mechanizmach znaczaca role pelnig
proteazy, ktore nie tylko biora udzialt w ak-
tywacji pro-PO i ukladu dopelniacza, ale
takze np. w programowanej S$mierci komorki
i bezposrednim niszczeniu patogenow (KAU-
SCHKE i wspoétaut. 2007). WiekszosS¢ proteaz
zaangazowanych w aktywacje dopelniacza u
kregowcow klasyfikowana jest do dwoch ro-
dzin: Bf (czynnik B), skladajacej sie z Bf,
C2, oraz rodziny MASP (ang. mannose-bin-
ding lectin MBL associated serine protease)
w sktad, ktérej wchodza MASP-1, MASP-2,
MASP-3, C1 r i Cls. Razem z rodzinag pro-
teaz C3 (C3, C4 i C5) buduja one centralna
czes¢ ukladu aktywujacego dopeilniacz (SEKI-
NE i wspotaut. 2013).

Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze
sktadniki ukladu dopelniacza znaleziono
réwniez u bezkregowcow. U jezowca pur-
purowego  (Strongylocentrotus  purpuratus)
stwierdzono wystepowanie prostej wersji tego
ukladu, z homologami glownych proteaz: Sp-
C3 i Sp-Bf. Genom jezowca ujawnil tez ko-
lejne sekwencje kodujace biatka z wigzania-
mi tioestrowymi, takie jak Sp-C3-2 (kolejny
homolog C3), kilka genéw homologicznych
do czynnika B kregowcow, lektyne MBL wia-
zgca mannan i fikoline (SMITH 1996).

Uwaza sie, ze aktywacja dopelniacza bez-
kregowcow zachodzila w analogiczny sposoéb,
jak u kregowcow, a najwazniejsza jego funk-
cja u tych zwierzat wydaje sie by¢ wytwa-
rzanie opsonin.

Sadzi sie, ze ze wzgledu na bardziej efek-
tywne dzialanie w przypadku zwierzat bez-
kregowych uklad profenoloksydazy czesciowo
uzupelnia, a czeSciowo zastepuje dziatanie
dopelniacza.

PODSUMOWANIE

Uktad dopelniacza kregowcow oraz ka-
skada profenoloksydazy u bezkregowcow, to
charakterystyczne elementy wrodzonej, hu-
moralnej odpowiedzi uktadu odpornosciowe-
go. Kaskada ukladu dopelniacza w konse-
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kwencji odpowiada za powstawanie elemen-
tow, ktorych glownym zadaniem jest: opso-
nizacja, pobudzenie chemotaksji fagocytow
oraz powstanie kompleksu atakujacego bto-
ne, ktorego zadaniem jest liza komoérek do-
celowych. Profenoloksydaza jest kluczowym
elementem w procesie tworzenia melaniny.
Wplywa na obrone komorkowa, enkapsu-
lacje, degranulacje czy gojenie ran, ale tez
na koagulacje osocza. Oba omawiane ukla-
dy pelnia podobne funkcje u odrebnych
grup zwierzat. Przede wszystkim aktywnosé
ich zwigzana jest z unieszkodliwieniem pa-
togenu, a takze wytwarzaniem czynnikéw,
ktore maja na celu aktywacje odpowiedzi
komoérkowej, a co za tym idzie dopelnienie
i wzmocnienie odpowiedzi immunologiczne;j
organizmu.
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Streszczenie

Uklad fenoloksydazy (pro-PO) u wielu grup organi-
zmoéw bezkregowych jest elementem humoralnej odpo-
wiedzi immunologicznej i stanowi pierwsza linie obrony
w walce z patogenami. Fenoloksydaza (PO) jest czescia
ztozonego systemu, w ktorego sktad wchodza: proteina-
zy, biatka opsonizujace patogeny oraz inhibitory prote-
inaz, ktore tworza razem uklad aktywacji profenolok-
sydazy. Ta wrodzona reakcja immunologiczna mozliwa
jest dzieki produkcji toksycznych substancji, chinonow
i innych krétkotrwatych elementéw wytwarzanych w re-
akcjach posrednich aktywacji kaskady pro-PO. Substan-
cje te sa rowniez zaangazowane w produkcje elementow
o dhuzszym okresie biologicznego poéltrwania, takich jak
melanina, w efekcie odkladania, ktorej, dochodzi do en-
kapsulacji patogenoéw. Ponadto, produkty posrednie re-
akcji w szlaku melaniny biora udzial w procesie gojenia
ran poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych w uszko-
dzonych tkankach, powodujac sklerotyzacje (np. u owa-
dow). Najnowsze badania réwniez sugeruja, ze kaskada
melanizacji (uktad aktywacji profenoloksydazy) jest Scisle
zwiazana z stymuluja obrony komorkowej poprzez wspo-
maganie fagocytozy. U dzdzownic, uktad pro-PO jest za-
angazowany w tworzenie ,cial brunatnych”, w ktérych
syntetyzowane sg melanina i lipofuscyna. Dlatego tez nie
dziwi, ze wiele badan jednoznacznie wskazuje na zna-
czenie reakcji melanizacji w wyniku kontaktu patogen-
-gospodarz, w tym zakazen bakteryjnych.

Cho¢ duzo wiadomo o ukladzie pro-PO i jego roli w
odpornosci, wciaz nie sa znane wszystkie biatka i ele-
menty zaangazowane w kaskade uktadu u réznych grup
organizmoéw bezkregowych.
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Summary

In many groups of invertebrates prophenoloxidase cascade (pro-PO), an element of humoral innate immune sys-
tem, is the first line of defense in the fight against pathogens. Phenoloxidase (PO) is a part of a complex system of
pattern recognition, made of proteinases and proteinase inhibitors, constituting the so-called prophenoloxidase-acti-
vating system. This innate immune reaction provides toxic quinone substances and other short-lived reaction inter-
mediates, involved in formation of more long-lived products, such as melanin, that physically encapsulate pathogens.
Furthermore, reaction intermediates in the melanin pathway participate in the wound healing process by the formation
of covalent links in damaged tissues resulting in sclerotization (e.g. in insects). Recent evidence also strongly implies
that the melanization cascade (the prophenoloxidase activating system) provides, or is intimately associated with, the
appearance of factors stimulating cellular defense by aiding phagocytosis. In annelides, the pro-PO system is strictly
involved in encapsulation and formation of “brown bodies”, in which melanin and lipofuscin are synthesized. Therefore,
it comes as no surprise that several studies have shown unequivocally the importance of the melanisation reaction for
the outcome of several specific pathogen-host encounters, including bacterial infections.

Although much is known about the proPO system and its role in the immunity, still some details of its activa-
tion and the role of specific proteins and regulating factors in various groups of invertebrates remain to be eluci-
dated.



