Rézne oblicza oksydazy fenolowej u zwierzat

STRESZCZENIE

ksydazy fenolowe sa enzymami z klasy oksydoreduktaz, ktérych gléwna funkcja jest

utlenianie fenoli. Termin oksydaza fenolowa jest czesto uzywany zamiennie na okre-
§lenie trzech réznych enzymow: tyrozynazy (EC 1.14.18.1), oksydazy katecholowej oraz la-
kazy. Sposréd nich, jedynie tyrozynaza wykazuje dwie aktywnosci: (1) aktywnos¢ oksyge-
nazy umozliwiajaca hydroksylacje monofenoli do orto-difenoli oraz (2) aktywnosé oksydazy
odpowiedzialng za dalsze utlenianie orto-difenoli do orto-chinonéw. Tyrozynaza jest kluczo-
wym enzymem procesu melanogenezy, w wyniku ktorego powstaja czarno-brazowa eumelani-
na i z6tto-czerwona feomelanina. Poza rola pigmentacyjna, melanina u czlowieka pelni funkcje
ochronna przed szkodliwym promieniowaniem ultrafioletowym, natomiast u zwierzat bezkre-
gowych zaangazowana jest w procesy twardnienia oskdrka, gojenie ran, formowanie skrzepu,
utrzymanie homeostazy jelita oraz reakcje obronne. U bezkregowcoéw tyrozynaza jest syntetyzo-
wana jako proenzym, a jej aktywna forma pojawia sie w wyniku uruchomienia kaskady proteaz
serynowych nazywanej ukladem oksydazy fenolowej. Uklad ten stanowi jeden z mechanizmoéw
odpornosci wrodzonej.

WPROWADZENIE

W odpowiedzi na zranienie czy zakazenie organizmy uruchamiaja reak-
cje obronne, ktérych zadaniem jest likwidacja stanu zapalnego lub infekcji. U
bezkregowcéw do takich reakcji zalicza sie¢ m.in. aktywacje kaskady enzymow
proteolitycznych zaangazowanych w procesy melanizacji, nazywanej ukltadem
oksydazy fenolowej. Kluczowym enzymem w tym procesie jest oksydaza feno-
lowa (PO, ang. phenoloxidase), katalizujaca utlenianie fenoli do chinonéw, ktére
nastepnie polimeryzuja i tworza melanine odkiadang w miejscu zranienia lub
zakazenia. Oksydaza fenolowa u bezkregowcéw, w odréznieniu od tyrozyna-
zy ludzkiej, wytwarzana jest w formie nieaktywnej (zymogen) okreslanej jako
prooksydaza fenolowa (proPO, PPO, ang. prophenoloxidase). W wyniku dzialania
kaskady proteaz serynowych, proPO jest przeksztalcana w forme aktywna PO
na drodze ograniczonej proteolizy. Dokonuje tego ostatni enzym kaskady znany
jako proteaza/enzym aktywujaca/y prooksydaze fenolowa (proPAP/proPAE,
PPAP/PPAE, ang. prophenoloxidase activating protease/enzyme) lub czynnik akty-
wujacy prooksydaze fenolowa (proPAF/PPAF, ang. prophenoloxidase activating
factor).

CHARAKTERYSTYKA OKSYDAZY FENOLOWE]

Oksydazy fenolowe sg enzymami z klasy oksydoreduktaz, ktérych gtéwna
funkgja jest utlenianie fenoli. Jest to grupa enzyméw bardzo zréznicowana pod
wzgledem struktury, rozmieszczenia w poszczegélnych tkankach i lokalizacji w
komorce. Termin oksydaza fenolowa jest czesto uzywany zamiennie na okresle-
nie trzech r6znych enzymoéw: tyrozynazy (EC 1.14.18.1), oksydazy katecholowej
oraz lakazy (Ryc. 1). Sposréd nich, jedynie tyrozynaza wykazuje dwie aktywno-
Sci: (1) aktywnos$¢ oksygenazy (aktywnosé krezolazowa), umozliwiajaca hydrok-
sylacje monofenoli (tyrozyna) do orto-difenoli (DOPA) oraz (2) aktywnos¢ oksyda-
zy (aktywnos¢ katecholazowa), odpowiedzialng za dalsze utlenianie orto-difenoli
do orto-chinonéw (Dopachinon). Oksydaza katecholowa ma zdolnoé¢ do katalizo-
wania reakgji utleniania o-difenoli do o-chinonéw. Natomiast lakaza moze bez-
posrednio utleniaé o- i p-difenole do odpowiednich chinonéw. W odréznieniu
od kregowcow, ktére wytwarzaja jedynie tyrozynaze, u bezkregowcéw mozna
odnalez¢ wszystkie trzy typy PO, np. tyrozynaze u Drosophila melanogaster i in-
nych owadoéw, katecholaze u kraba Charybdis japonica, katecholaze oraz lakaze
u raka Procambrus clarkii, enzym o aktywnosci krezolazy i lakazy u malza Ve-
nerupis philippinarum. Pomimo réznic w sekwencji aminokwasowej, tyrozynazy
ssakow i owad6w katalizuja w procesie melanogenezy trzy typy reakgji: (1) hy-
droksylacje monofenoli do o-difenoli, (2) utlenianie o-difenoli do o-chinonéw, (3)
dehydrogenacje dihydroksyindoli [1,2].

Postepy Biochemii 63 (4) 2017

Sylwia Staczek™

Katarzyna Grygorczuk
Agnieszka Zdybicka-Barabas
Anna Sieminska-Kuczer
Lidiia Vertyporokh

Mariola Andrejko

Iwona Wojda

Malgorzata Cytrynska

Zaklad Immunobiologii, Instytut Biologii i
Biochemii, Wydziat Biologii i Biotechnologii,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin

“Zaktad Immunobiologii, Instytut Biologii i
Biochemii, Wydziat Biologii i Biotechnologii,
Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, ul.
Akademicka 19, 20-033 Lublin; tel.: (81) 537 50
50, e-mail: s.staczek@poczta.umcs.lublin.pl

Artykul otrzymano 31 pazdziernika 2017 r.
Artykul zaakceptowano 14 listopada 2017 r.

Stowa kluczowe: odpornos¢ wrodzona, oksy-
daza fenolowa, tyrozynaza, melanizacja, serpi-
ny, pacifastyny

Wykaz skrétow: DHI - 5,6-dihydroksyindol,
DHICA - kwas 5,6-dihydroksyindolo-2-kar-
boksylowy, DOPA - 3,4-dihydroksyfenyloala-
nina, LPS - lipopolisacharyd, PAP - proteaza
aktywujaca prooksydaze fenolowa, PG - pep-
tydoglikan, PO - oksydaza fenolowa, proPO -
prooksydaza fenolowa, SP - proteaza seryno-
wa, SPH - homolog proteazy serynowej

Podziekowania: Praca powstala podczas re-
alizacji projektu badawczego nr 2013/09/N/
NZ6/00838 finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki w ramach konkursu Prelu-
dium.

315



| ]

Katecholaza Lakaza

p-Difenole

Tyrozynaza

o o

Cysteinylo-DOPA Leukodopachrom

Dopachrom

DHICA  DHI

Chinony

Rycina 1. Udzial oksydazy fenolowej w procesie melanogenezy u zwierzat
(szczegdtowy opis w tekscie).

STRUKTURA CZASTECZKI OKSYDAZY FENOLOWE]

Wielkos¢ i forma czasteczek PO réznig sie u réznych or-
ganizmoéw. Tyrozynaza kregowcow jest dimerem, podczas
gdy PO bezkregowcéw monomerem lub oligomerem (od
dimeru do pentameru). Masa molekularna poszczegélnych
monomeréw wynosi 40-45 kDa, a masa catkowita czasteczki
moze osiagac 400 kDa. Owadzia proPO jest homodimerem,
np. PPO8 z Anopheles gambiae lub heterodimerem, o masie
ok. 160 kDa, jak proPO1 i proPO2 z Manduca sexta czy Bom-
byx mori. U malzy masa bialek o aktywnosci PO wynosi od
10 do 381 kDa. Niezaleznie od pochodzenia, monomer PO
jest zbudowany z trzech domen: (1) domeny N-koricowej,
(2) centralnej domeny a-helikalnej, zawierajacej centrum
aktywne wiazace jony miedzi, (3) domeny C-koricowej o
strukturze {-kartki. N-koricowy odcinek poprzedza pro-
-region, bedacy miejscem ciecia dla trypsynopodobnej pro-
teazy serynowej. Tyrozynazy u ludzi i myszy sa biatkami
blonowymi, zawierajacymi peptyd sygnalny i region trans-
blonowy. Wszystkie zbadane sekwencje PO u stawonogow,
z wyjatkiem PO w jadzie osy polujacej Pimpla hypochon-
driaca, nie zawieraja peptydu sygnalnego. Ze wzgledu na
brak N-koricowego peptydu sygnalnego, ktéry kierowatby
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wydzielaniem biatka do hemolimfy, jedyna potwierdzona
droga uwalniania proPO podczas infekcji jest rozpad hemo-
cytow [3-5].

Cecha wspdlng PO ssakéw, bezkregowcow, grzybow i
bakterii, jest obecnos¢ miejsca aktywnego, w sktad ktérego
wchodza dwa regiony, z ktérych kazdy zawiera atom mie-
dzi otoczony trzema resztami histydyny. Z tego wzgledu
PO mozna zaklasyfikowaé do typu III rodziny biatek, za-
wierajacych jony miedzi w grupie prostetycznej, podobnie
jak hemocyjaniny stawonogoéw i mieczakéw oraz oksydore-
duktazy kregowcéw, roslin czy mikroorganizméw. Budo-
wa ta umozliwia wigzanie tlenu. U stawonogéw sekwencja
aminokwasowa proPO jest homologiczna do hemocyjaniny,
biatka o masie ok. 90 kDa, obecnego w hemolimfie, petnig-
cego funkcje podobna do hemoglobiny krwi kregowcéw [1].
Owadzia proPO wykazuje wysoki stopieri homologii do he-
mocyjaniny stawonogéw (ok. 40%), podczas gdy tyrozyna-
za ludzka i roslinna oraz mikroorganizmoéw, jest blizej spo-
krewniona z hemocyjanina mieczakéw [4]. Hemocyjanina u
wielu stawonogéw (m.in. skrzyptoczy) i mieczakéw, oprécz
roli transportera tlenu, moze w pewnych warunkach petnié
role PO. Atomy miedzi sg jednak w czgsteczce hemocyja-
niny niedostepne dla wiekszych substratow ze wzgledu na
obecnos$¢ domeny karboksylowej (u mieczakéw) lub ami-
nowej (u stawonogéw). Ograniczona proteoliza przepro-
wadzana przez bakteryjne lub endogenne proteazy prowa-
dzi do zmian konformacyjnych, skutkujacych uzyskaniem
przez hemocyjanine aktywnosci PO. Badania wskazuja,
ze PO wywodzaca si¢ z hemocyjaniny, wykazuje jednak
zdecydowanie nizsza aktywno$¢ w poréwnaniu z PO po-
chodzaca z hemocytéw [6]. ProPO wykazuje réwniez po-
dobieristwo do heksameryn, biatek zapasowych owadoéw,
stanowigcych rezerwuar aminokwaséw. Sekwencja proPO
u réznych gatunkéw wykazuje podobieristwo na poziomie
60-70% i dotyczy regionu miejsca aktywnego. Innym kon-
serwatywnym motywem jest sekwencja GCGEQNM, ktéra
poza proPO wystepuje w a2-makroglobulinie kregowcéw
i bezkregowcow, skladnikach C3 i C4 uktadu dopelniacza
kregowcéw i w odpowiadajacych im biatkach bezkregow-
cow [1,3,7].

GENY KODUJACE OKSYDAZE FENOLOWA

U stawonogéw oksydaza fenolowa jest prawdopodobnie
niezbedna do przezycia, gdyz genomy wszystkich opisa-
nych pod tym wzgledem gatunkéw zawieraja geny dla PO.
Jak wazna role odgrywa oksydaza fenolowa w organizmie
owadoéw potwierdza fakt, ze mutanty D. melanogaster po-
zbawione aktywnosci tego enzymu sa niezdolne do zycia

[8].

Liczba genéw kodujacych proPO rézni sie w zaleznosci
od gatunku, od jednego u pszczoly miodnej Apis mellifera,
do dziesieciu u komara Aedes aegypti [3,9]. Genom D. me-
lanogaster zawiera trzy geny kodujace proPO: proPO1, pro-
PO2, proPO3, zlokalizowane na chromosomie 2. Gtéwna
role w melanogenezie odgrywaja proPO1 oraz proPO2 ule-
gajace ekspresji w komorkach krystalicznych (opisane poni-
zej). Natomiast proPO3 jest wykorzystywana przez owada
swoiscie do walki z pasozytniczymi osami, np. Leptopilina
boulardii. Gen dla proPO3 ulega ekspresji w lamellocytach,
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duzych komérkach pojawiajacych sie u muszek zakazonych
pasozytami, ktére uczestnicza w inkapsulagji jaj os [10]. Pro-
PO wykazuje czesto bardzo duze podobieristwo miedzyga-
tunkowe, np. D. melanogaster oraz Tribolium castaneum maja
wspolne dwa z trzech gendéw kodujacych proPO. Dla kon-
trastu, duze zréznicowanie w rodzinie genéw kodujacych
proPO stwierdzono u komaréw. U A. gambiae wystepuje
dziewieé, a u A. aegypti az dziesie¢ genéw dla proPO [11].
Wymienia si¢ kilka hipotez ttumaczacych wystepowanie
tak duzej liczby genéw: (1) moze to by¢ wyraz wyspecjali-
zowania danego gatunku w walce z szerszym repertuarem
patogendéw, (2) ,wyscig zbrojen” pomiedzy patogenami a
ich gospodarzami, ktéry prowadzi do wyksztalcenia specy-
ficznych mechanizméw, przejawiajacych sie tym, ze np. u
komarow, te same geny, ktére odpowiedzialne sg za mela-
nizacje, jako reakcje obronna przeciwko Plasmodium berghei,
nie sa wykorzystywane do obrony przeciwko Plasmodium
falciparum [12,13], (3) zaangazowanie poszczegdlnych ge-
néw w te same procesy, ale w r6znym stadium rozwoju or-
ganizmu [14].

Istnieje ograniczona liczba danych dotyczaca genéw ko-
dujacych PO u mieczakéw. U malza, ostryzycy japonskiej
Crassotrea gigas, zidentyfikowano gen dla lakazy 1 o wyso-
kim stopniu homologii z konserwatywnym regionem PO
wigzacym jony miedzi, a takze gen dla tyrozynazy 1, ktéry
koduje typowa domene z centrum aktywnym oraz peptyd
sygnalny. Kilka genéw kodujacych lakaze i jeden gen dla
tyrozynazy zidentyfikowano réwniez u pertoptawa Pincta-
da fucata [5].

KOMORKI WYTWARZAJACE OKSYDAZE FENOLOWA

Synteza proPO u owadéw odbywa sie przede wszyst-
kim w réznych typach hemocytow. U D. melanogaster sa
to komorki krystaliczne, u innych przedstawicieli Diptera
(komary) enocytoidy i granulocyty, a u Lepidoptera
enocytoidy (Tab. 1). Komérki krystaliczne (ang. crystal cells)
stanowig ok. 5% populacji hemocytow D. melanogaster. Ko-
morki te zawieraja cytoplazmatyczne inkluzje w formie
krysztaléw, w ktorych stwierdzono obecnos¢ proPO (pro-
PO2) uwalnianej po uszkodzeniu komérki. U Drosophila
rowniez lamellocyty sa odpowiedzialne za wytwarzanie
proPO, jednak nie wiadomo czy i w jaki spos6b enzym jest
z nich uwalniany [3,4]. Enocytoidy (ang. oenocytoids) Lepi-
doptera sa funkcjonalnymi analogami komorek krystalicz-
nych u Drosophila, jednak nie zawieraja wewnatrzkomor-
kowych krysztatéw. mRNA proPO zidentyfikowano w cy-
tosolu enocytoidéw (np. proPO1 B. mori). Uwaza sie, ze u
Lepidoptera proPO oraz pozostate skladniki kaskady PO sa
uwalniane z enocytoidéw w wyniku ich lizy [4]. W hemo-
limfie Lepidoptera obserwuje sie staty niski poziom proPO,
ktéry znaczaco wzrasta po zranieniu i/lub zakazeniu wsku-
tek szybkiej lizy enocytoidéw. U A. gambiae oprécz enocyto-
idéw, w proces melanizacji zaangazowane sa granulocyty.
W granulocytach ekspresji ulegaja miedzy innymi proPO2
i proPO4, ale sposéb uwalniania z nich proPO nie jest do
korica wyjasniony. Biorac pod uwage fakt, ze granulocyty,
stanowigce 90% wszystkich hemocytéw A. gambiae, sa ko-
morkami fagocytujacymi, ekspresja genéw dla proPO moze
wskazywac na udziat melanizacji w procesie fagocytozy u
tych owadéw [15]. U przedstawicieli mieczakéw - malzy,
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aktywnoéc¢ PO stwierdza sie w jajach, hemocytach, plazmie,
platach skrzelowych, gruczolach trawiennych, plaszczu i
muszli [5].

UKEAD OKSYDAZY FENOLOWE] U BEZKREGOWCOW

Jak wspomniano wcze$niej, powstanie aktywnej PO u
bezkregowcéw wymaga uruchomienia kaskady proteaz
serynowych nazywanej uktadem PO, ktéry najlepiej po-
znano u owadéw. Uklad ten ulega aktywacji gtéwnie przez
charakterystyczne struktury molekularne obecne w $cianie
komoérkowej bakterii i grzybéw (PAMPs, ang. pathogen-as-
sociated molecular patterns) (Ryc. 2). Naleza do nich lipopoli-
sacharyd (LPS), peptydoglikan (PG) oraz p-1,3-glukan. Roz-
poznanie PAMPs przez odpowiednie receptory (PRRs, ang.
pattern recognition receptors), takie jak BGRP (ang. p-glucan
recognition protein), LGRP (ang. LPS and p-1,3-glucan recogni-
tion protein), PGRP (ang. peptidoglycan recognition protein),
czy lektyny typu C, prowadzi do uruchomienia kaskady
proteaz serynowych. Koricowym etapem tej kaskady jest
aktywacja proPO do PO przez proteaze aktywujaca prook-
sydaze fenolowa. Niekiedy, do aktywacji tej proteazy nie-

Grzyby

Bakterie
Gram+ Gram-

B—1,3—glucan

kaskada ClipSPs

widoczne objawy

melanizaciji @

noduli

@ zymogeny proteaz ClipSP l— inhibitory proteaz
o@® aktywne proteazy ClipSP “? liczba etapow

Rycina 2. Uklad oksydazy fenolowej u owadéw oraz efekty jego uruchomienia
u Galleria mellonella (szczegdlowy opis w tekscie). Rycina przedstawia rézny sto-
pient melanizacji oskorka gasienic G. mellonella oraz nodule (obraz z mikroskopu
Swietlnego) powstala w hemolimfie G. mellonella po iniekcji do hemocelu zarod-
nikow grzybéw nitkowatych. Komérki drobnoustrojow obrazowano przy uzyciu
mikroskopu sit atomowych (AFM).
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Tabela 1. Komoérki syntetyzujace oksydaze fenolowa u wybranych przedstawicieli zwierzat bezkregowych.

Organizm

Rodzaj komérek

Lokalizacja

7 Pismienni
komorek EERIERIMNIEE

Drosophila melanogaster

. toid

Anopheles gambiae Z?;)rclﬁlgéy}t,y
Galleria mellonella enocytoidy

. enocytoidy
Blorely iz siten komorki epidermalne
Locusta migratoria brak danych
Pacifastacus leniusculus
Panaeus monodon Sesty

Gorgonia ventalina amebocyty granularne

komorki krystaliczne, lamellocyty

hemolimfa [3,4]
hemolimfa [15]
hemolimfa [4]

hemolimfa [4]

jelito tylne [48]
jelito przednie [49]
hemolimfa [21]
mezoglea [46]

zbedna jest obecnos¢ kofaktoréw lub homologéw proteaz
serynowych (SPHs, ang. serine protease homologs). SPHs, w
ktorych istotng dla katalizy reszte seryny zastepuje reszta
glicyny, zidentyfikowano w genomach m.in. D. melanoga-
ster, A. aegypti, A. gambiae i A. mellifera [1,16-18].

Uktad PO moga aktywowac¢ rowniez czasteczki endo-
genne, takie jak lipidy amfifilowe (lizofosfatydylocholina)
oraz ujemnie naladowane fosfolipidy wewnetrznej warstwy
blony, pochodzace z apoptotycznych lub uszkodzonych ko-
morek, np. fostatydyloseryna (PS), fosfatydyloinozytol (PI).
Wskazuja na to m.in. badania przeprowadzone na Drosophi-
la, w ktérych w aktywacje proPO po zranieniu zaangazowa-
ny byl sygnal pochodzacy z uszkodzonych hemocytéw, w
tym komorek krystalicznych [19].

Aktywatorami ukltadu PO moga by¢é réwniez proteazy
egzogenne (trypsyna, chymotrypsyna, proteazy wytwarza-
ne przez patogeny), detergenty (Triton X-100, SDS), a takze
stres $rodowiskowy, np. w przypadku malzy ekspozycja
na powietrze, wysokie ci$nienie wody, niskie zasolenie.
Ponadto, w warunkach laboratoryjnych aktywacja proPO
byta obserwowana w obecnosci kwaséw tluszczowych i
alkoholi, np. izopropanolu [1,5].

PROTEAZY SERYNOWE UKEADU
OKSYDAZY FENOLOWE]

Proteazy serynowe (SPs, ang. serine proteases) zaangazo-
wane w kaskadzie PO, to hydrolazy syntetyzowane w for-
mie nieaktywnych zymogenéw, w strukturze ktérych na
N-koricu czasteczki obecne sa domeny typu Clip (Clip-SPs,
ang. Clip domain serine proteinases). Domena Clip zawiera 30-
63 reszt aminokwas6éw, w tym 6 konserwatywnych cystein,
ktére tworza trzy mostki dwusiarczkowe (C1-C5; C2-C4;
C3-C6) nadajace domenie strukture ,,spinacza” (ang. a paper
clip). Enzymy te najczesciej zawieraja jedna, czasem dwie
domeny Clip, podczas gdy homologi proteaz serynowych
SPHs moga zawiera¢ nawet pie¢ domen typu Clip [18].

Jak wspomniano, proteazy serynowe tworzace kaskade
PO powstaja w formie nieaktywnej. Dopiero zranienie lub
zakazenie prowadzi do przeksztalcenia zymogenu prote-
azy wystepujacej na poczatku kaskady uktadu PO w for-
me aktywng, ktéra droga ograniczonej proteolizy aktywuje
kolejny zymogen w kaskadzie. Koricowym etapem jest ak-
tywacja proteazy bezposrednio przeksztalcajacej proPO w
PO. Liczba enzyméw uczestniczacych w kaskadzie powyzej
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proteazy aktywujacej proPO, a takze zaangazowanych bez-
posrednio w jej aktywacje jest r6zna i zalezy od gatunku.
Wiadomo, ze po rozpoznaniu PAMPs przez PRRs, prote-
aza inicjujaca kaskade reakcji uktadu PO u Drosophila jest
ModSP (ang. modular serine protease). ModSP ulega aktywacji
w momencie dolaczenia do kompleksu utworzonego przez
receptory PGRP-SA i GNBP1 na powierzchni rozpoznanego
patogena [20]. Natomiast proteaza PmClipSP2 u krewetki
Penaeus monodon dziala z jednej strony jak PRR przylacza-
jac LPS i pB-glukan, a z drugiej uruchamia caly system PO
pelnigc role proteazy, inicjujacej kaskade reakcji proteoli-
tycznych [21]. W aktywacji PAP w hemolimfie u M. sexta
uczestniczg dwie proteazy; aktywna proteaza HP14 (HP,
ang. hemolymph protease) przeksztalca zymogen proHP21 do
aktywnej proteazy HP21, ktéra z kolei aktywuje proPAP do
formy aktywnej PAP [22]. Proteaze serynowa aktywujaca
proPO po raz pierwszy oczyszczono z kutikuli; wyizolowa-
no je réwniez z hemolimfy M. sexta i B. mori (Lepidoptera),
Holotrichia diomphalia (Coleoptera), czy raka Pacifastacus le-
niusculus. ProPAP na N-konicu czasteczki maja sekwencje
o charakterze hydrofobowym, ktérej odciecie prowadzi do
powstania aktywnej proteazy PAP [1,16]. U M. sexta ziden-
tyfikowano trzy typy proteaz aktywujacych prooksydaze
fenolowa: PAP-1, PAP-2, PAP-3. PAP-1 ulega ekspresji w
ciele tluszczowym, tchawkach i tkance nerwowej. Poziom
jej ekspresji w ciele ttuszczowym jest regulowany w zalez-
noéci od rodzaju infekcji, natomiast PAP-2 ulega ekspresji
w ciele ttuszczowym i hemocytach wylacznie po zakazeniu
bakteriami. Wiadomo takze, ze PAP-3 obecna jest u M. sexta
konstytutywnie na niskim poziomie, a jej ekspresja wyraz-
nie wzrasta w oskorku, ciele ttuszczowym i hemocytach sta-
dium przedpoczwarki oraz po zakazeniu owada [1].

Ograniczona proteoliza proPO przy udziale aktywujacej ja
proteazy w wiekszosci przypadkéw dotyczy konserwatyw-
nego wigzania miedzy resztq argininy a resztg fenyloalaniny
(Arg-Phe), a niekiedy miedzy reszta argininy a reszta wali-
ny (Arg-Val), ktére znajduja sie w N-koncowym fragmencie
czasteczki. Prowadzi to do odciecia okoto 50-cio aminokwa-
sowego peptydu, czego konsekwencja jest zmiana konforma-
qji bialka tak, aby centrum aktywne enzymu stato sie tatwo
dostepne dla substratu. Aktywacja proPO moze przebiegac
réznie w zaleznosci od gatunku. U owadéw mozna wyréz-
ni¢ trzy mechanizmy aktywacji proPO. (1) U B. mori PPAE
bezposrednio przeksztalca proPO w aktywna PO przez
rozerwanie wigzania peptydowego Arg®-Phe® (BmPO1 -
72,82kDa, BmPO2 - 74,25kDa). (2) U M. sexta do pelnej ak-
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tywacji proPO niezbedne sg réwniez inne biatka. W wyniku
rozcigcia czasteczki proPO w konserwatywnych miejscach
(Arg’'-Phe” w MsPPO1, Arg®-Val*w MsPPO2) przez pro-
teaze aktywujaca powstaje PO o bardzo niskiej aktywnosci
(MsPOL1 - 72,86 kDa, MsPO2 - 74,14 kDa). Dlatego niezbedny
jest udzial homologéw proteaz serynowych SPH-1 i SPH-2,
ktore wczeéniej asocjuja z PAP i proPO tworzac duzy kom-
pleks. Przytaczenie SPH do MsPO indukuje zmiany konfor-
macyjne w czasteczce PO tak, ze uzyskuje ona petng aktyw-
nos¢. (3) U H. diomphalia wystepuja trzy proteazy aktywujace
proPO, okreslane PPAF-I, -1, -III. PPAF-I rozcina HdPPO-1
w konserwatywnym miejscu miedzy Arg™ -Phe”, w wyniku
czego powstaje nieaktywna czgsteczka o masie 76 kDa. Do
uzyskania pelnej aktywnosci wymaga ona rozcigcia wigzania
Arg'®-Ala'®® przy udziale dwéch kolejnych biatek, co powo-
duje powstanie aktywnej PO o masie czasteczkowej 60 kDa.
Jednym z tych biatek jest SHP o masie czgsteczkowej 55 kDa,
a drugim jest proteaza serynowa, ktéra przeksztatca SHP do
biatka o masie czasteczkowej 45 kDa [22].

Analiza sekwencji aminokwaséw enzymoéw aktywuja-
cych proPO (PPAEs) u krewetek wykazata, ze PmPPAE1
i LvPPAE1 maja wysokie podobieristwo (>60%) do PPAE
skorupiakéw, natomiast PmPPAE2 i LvPPAE2 do PPAE
owadoéw (>50%) [21].

REGULACJA AKTYWNOSCI UKEADU
OKSYDAZY FENOLOWE]

Produkty posrednie szlaku syntezy melaniny wykazuja
szkodliwe dziatanie nie tylko wobec patogendéw, ale tez wo-
bec komérek wlasnych. Dlatego przebieg tego procesu pod-
lega Scislej regulacji na kazdym etapie, w czym uczestnicza
m.in. inhibitory proteaz serynowych tworzacych uktad PO,
inhibitory hamujace aktywnos¢ PO, a takze biatka hamujace
melanizacje (MIPs, ang. melanization inhibiting proteins) dzia-
tajace na produkty powstajace podczas reakcji melanizacji
(Tab. 2) [22-24].

INHIBITORY PROTEAZ SERYNOWYCH
- SERPINY I PACIFASTYNY

Do negatywnych regulatoréw kaskady proPO naleza
serpiny i pacifastyny, ktére hamuja aktywnos¢ proteaz se-

rynowych u owadoéw i skorupiakéw. Serpiny (ang. serine
protease inhibitors), o masach czasteczkowych od 40 kDa do
60 kDa (350-500 reszt aminokwaséw), charakteryzuja sie
tzw. samobdjczym mechanizmem hamowania proteaz se-
rynowych [25,26]. Dotychczas opisano ponad 500 serpin,
ktére w wiekszosci sg biatkami wewnatrzkomérkowymi,
ale moga funkcjonowac tez w srodowisku zewnatrzkomor-
kowym [26]. U ssakéw serpiny pelnia wazna role w regu-
lacji endopeptydaz uczestniczacych w procesach istotnych
dla utrzymania homeostazy organizmu, np. krzepnieciu
krwi, fibrynolizie, stanach zapalnych oraz aktywacji ukla-
du dopelniacza. U stawonogéw uczestnicza m.in. w pro-
cesach krzepniecia hemolimfy, regulacji ukladu oksydazy
fenolowej, szlaku Toll, endogennych endopeptydaz, a tak-
ze chronia przed dzialaniem endopeptydaz wytwarzanych
przez patogeny [27]. Pierwsze scharakteryzowane serpiny
owadzie pochodzily z hemolimfy jedwabnika morwowego
B. mori, a nastepnie opisano serpiny u M. sexta. Sekwencje
kodujace serpiny zidentyfikowano u licznych stawonogéw
na poziomie transkryptomu i genomu, a liczba genéw dla
tych inhibitoréw moze liczy¢ od kilku do 40, np. u D. me-
lanogaster zidentyfikowano 29 genéw, u B. mori 34, u M. se-
xta 32, a u chrzaszcza T. castaneum 31. Z kolei u komaréw
liczba genéw zalezy od gatunku, np. u A. gambiae 18, u A.
aegypti 23, a u Culex quinquefasciatus 31. Natomiast znacznie
mniejsza liczbe genéw serpin zidentyfikowano u pszczoty
A. mellifera (7 genéw) oraz muchy tse-tse Glossinia morsitans
(10 genéw). Duza zmiennos¢ w liczbie genéw kodujacych
serpiny stwierdzono u kleszczy Ixodes scapularis (45), Rhi-
picephalus microplus (22) oraz roztoczy Sarcoptes scabiei (10).
Zréznicowanie w liczbie genéw serpin moze by¢ zwigzane
z ich duplikacja, a na liczbe produktéw biatkowych moze
mie¢ dodatkowo wplyw alternatywne skladanie transkryp-
téw. Po raz pierwszy zaobserwowano ten proces u M. sexta
dla genu serpinyl. Wiadomo jest, ze u M. sexta proteaza ak-
tywujaca proPO (PAP) jest hamowana przez cztery serpi-
ny, okreélane jako serpina-1J, -3, -6, -7. Aktywacje proPO u
innych gatunkéw reguluja ortologi serpiny-3 M. sexta, np.
Spn27A u D. melanogaster, SRPN1, -2, -3 u A. gambiae i A.
aegyti, SP13 u Ostrinia furnacalis. Poza proteaza PAP serpiny
moga regulowac takze inne proteazy typu clip funkcjonuja-
ce w kaskadzie PO [27,28].

Tabela 2. Wybrane mechanizmy kontroli aktywnosci uktadu oksydazy fenolowej i melanizacji u bezkregowcow.

Mechanizm regulacji

Synteza proteaz serynowych

Organizmy, u ktorych stwierdzono dany sposéb regulacji Pismiennictwo

i oksydazy fenolowej w postaci nieaktywnej Mechanizm opisany u wielu bezkregowcéw [1,3,16,25,27]
Anopheles gambiae
Bombyx mori

Hamowanie aktywnosci proteaz serynowych przy udziale serpin  Drosophila melanogaster [21,27,28]
Manduca sexta
Litopenaeus vannamei

. . . ] Pacifastacus leniuscul
gesxmowame aktywnosci proteaz serynowych przy udziale paci- LE%ZSnZeCZsS UZ’ZZZ%;‘S [21,29]
tyn Panaeus monodon

Kofaktory niezbedne do aktywacji proPO - homologi proteaz Holotrichia diomphalia

serynowych (SPH) Manduca sexta [22]

Inhibicja kompetycyjna aktywnosci oksydazy fenolowej przy udzi- % %%izssg?;biue [24,30]

ale peptydéw o specyficznej sekwencji Musca domestica

Biatka amyloidowe Heliothis virescens [4,36]
Pacifactacus leniusculus

Biatka hamujgce melanizacje (MIPs) Panaeus monodon [21,24]

Tenebrio molitor
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Pacifastyny, to rodzina bialek nalezacych do grupy in-
hibitoréw proteaz serynowych, ktére zostaly znalezione u
skorupiakéw oraz u owadéw. Nazwa pochodzi od nazwy
rodzajowej stodkowodnego raka sygnatowego P. leniuscu-
lus, u ktérego po raz pierwszy opisano tego typu inhibitor.
Pacifastyna jest heterodimerem zawierajacym dwa fancu-
chy polipeptydowe pelnigce rézne funkcje biologiczne. Lan-
cuch ciezki (105 kDa) wykazuje homologie do transferryny
i uczestniczy w wigzaniu zelaza. Natomiast taficuch lekki
(44 kDa) zawiera dziewie¢ domen PLD (ang. pacifastin light
chain domains) o aktywnosci inhibitora proteaz serynowych.
Kazda domena PLD zawiera konserwatywny wzor 6 cyste-
in tworzacych trzy mostki dwusiarczkowe (Cys1-4, Cys2-6,
Cys3-5), ktore umozliwiaja utworzenie stabilnej struktury
typowej dla tej rodziny bialek. Wykazano ze u P. leniuscu-
lus pacifastyna jest zaangazowana w regulacje odpowiedzi
immunologicznej poprzez hamowanie proteazy aktywuja-
cej bezposrednio proPO. Pacifastyny zidentyfikowano tez
u owadéw nalezacych do kilku rzedéw: Orthoptera (Schi-
stocerca gregaria, Locusta migratoria), Diptera (A. aegypti, A.
gambiae, C. quinquefasciatus, Belgica antarctica), Hemiptera
(Triatoma infestans, Oncopeltus fasciatus), Hymenoptera (P.
hypochondriaca). Jednakze, jak dotad nie ma bezposrednich
dowodéw na udzial pacifastyn w regulacji uktadu PO u
owadow [29].

INNE MECHANIZMY KONTROLI
UKELADU OKSYDAZY FENOLOWE]

W kontroli uktadu PO moga uczestniczy¢ tez peptydy,
ktére w czasteczce zawieraja substrat dla PO - DOPA. Przy-
kladem jest 38-aminokwasowy peptyd opisany u muchy
Musca domestica, w ktérym reszta Tyr** ulega hydroksylacji
do DOPA, czego efektem jest jego dzialanie jako inhibitor
kompetycyjny oksydazy fenolowej [30]. Wykazano réw-
niez, ze w regulacji melanizacji u owadéw (np. A. gambiae,
Galleria mellonella, M. sexta, Spodoptera littoralis) moga by¢
zaangazowane biatka i peptydy o aktywnosci przeciwdrob-
noustrojowej, takie jak lizozym, defensyna, peptyd bogaty
w proline 1, peptyd anionowy 2 [22,31]. U A. aegypti po in-
fekcji pojawia sie biatko CLSP2 zbudowane z dwoch do-
men, z ktérych jedna przypomina lektyne typu C, a druga
elastaze (CTL, ang. C-type lectin; ESP, ang. elastase-like SP).
CLSP2 jest negatywnym regulatorem aktywacji proPO i
pelni wazna role w zapobieganiu spontanicznej melanizacji
hemolimfy. Domena CTL tego biatka uczestniczy w rozpo-
znaniu patogendéw, natomiast domena ESP reguluje mela-
nizacje. Warto tu zaznaczy¢, ze niektére patogeny i paso-
zyty rozwinely strategie hamujgce reakcje odpornosciowe
gospodarza, w tym melanizacje, aby zwiekszy¢ skutecznosé
zakazenia. I tak np. Plasmodium gallinaceum reguluje trans-
krypcje genu CLSP2, przez co obniza aktywacje proPO w
odpowiedzi na zakazenie, co sprzyja rozwojowi zarodzZca
w organizmie komara [32]. Innym przykladem jest wirus
MdBYV (ang. Microplitis demoliter bracovirus) wprowadzany
do organizmu owada-zywiciela podczas skladania jaj przez
pasozytnicza ose M. demoliter. Genom wirusa koduje biatka
Egf1.0 i Egf1.5, ktére u M. sexta hamuja melanizacje hemo-
limfy przez przylaczenie si¢ do PAPs, co w efekcie zapobie-
ga aktywacji proPO i pozwala na rozwdj pasozyta. Z kolei
grzyb entomopatogenny Metarhizium robertsii rozwijajac
si¢ w organizmie porazonego owada wytwarza cykliczne
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peptydy, destruksyny DtxS1 i DtxS2, ktére réwniez hamuja
melanizacje hemolimfy [3,22,33,34]. Odwrotna strategie wy-
korzystuje entomopatogenna bakteria Photorhabdus lumine-
scens. W organizmie zainfekowanego owada wytwarza ona
metaloproteaze PrtS, ktorej niekontrolowana aktywnos¢ po-
woduje uruchomienie uktadu PO i melanizacje obejmujaca
caly organizm gospodarza prowadzac do jego $mierci [35].

Ssaki wyksztalcily melanosomy - ciatka melaninowe,
stanowigce unikalne organella melanocytéw, w ktérych do-
chodzi do syntezy melaniny (opisane ponizej). U owadow
nie stwierdza sie takich struktur. Niemniej jednak zaréwno
owady jak i ssaki, wykorzystuja wlasciwosci bialek amylo-
idowych zdolnych do tworzenia wiékien (fibrylli). Bialka te,
ulatwiajac wlasciwe wigzanie oraz pozycjonowanie czaste-
czek chinonéw w optymalnej orientacji, przyspieszaja ich
polimeryzacje przez co ograniczajg mozliwos¢ cytotoksycz-
nego dziatania tych posrednich produktéw melanogenezy
na wilasne komorki, w tym na melanocyty. U owadéw réw-
niez zidentyfikowano biatka amyloidu, m.in. biatko P102,
wyizolowane z hemocytéw gasienic Heliothis virescens zaka-
zonych brakowirusem. Wystepuje ono w formie fibrylli ota-
czajacych jadra gléwnie sferulocytéw i granulocytéw tego
owada. Wyizolowane z hemolimfy amyloidy zwiekszajq in
vitro ilo§¢ melaniny wytwarzanej z DOPA, natomiast ba-
dania in vivo wskazujg, ze sa one wydzielane z hemocytow
do hemolimfy, gdzie oplaszczaja wstrzykniete mikrokul-
ki, ktére nastepnie pokrywane sg melaning. Wyniki badar
wskazuja, ze u owadéw, podobnie jak w melanocytach
ssakow, amyloidy wiaza i zageszczaja prekursory melani-
ny, stanowia miejsce zakotwiczenia melanin oraz wigzania
hemocytéw podczas inkapsulacji. Biatka amyloidu ponadto
zwigkszaja ,lepkos¢” kapsul zawierajacych drobnoustroje,
przez co struktury te moga by¢ zwigzane do $ciany hemo-
celu [4,36].

MELANOGENEZA

Gléwna rola PO w procesie melanogenezy jest prze-
ksztalcanie fenoli do chinonéw, ktére nastepnie polime-
ryzuja do formy melaniny. Wyrézni¢ mozna dwie klasy
zwigzkéw wykorzystywanych przez PO jako substraty: (1)
monofenole takie jak tyrozyna czy tyramina, (2) zwiazki
katecholowe: 1,2-dihydroksybenzen (katechol), 4-metylo-
katechol, DOPA, dopamina, N-acetylodopamina (NADA),
N-p-alanylodopamina (NBAD), N-acetylnonepinefryna
(NBANE), kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy (DOPAC),
norepinefryna, kwas 3,4-dihydroksymigdalowy oraz kwas
3,4-dihydroksybenzoesowy. W hemolimfie r6znych gatun-
koéw owadoéw stwierdzono obecnosé tyrozyny oraz difenoli
takich, jak DOPA, NADA i NBAD [2].

Szlak biosyntezy melaniny rozpoczyna sie¢ procesem hy-
droksylacji fenyloalaniny do tyrozyny przez hydroksylaze
fenyloalaniny. Tyrozyna (monofenol) jest hydroksylowa-
na przez aktywna PO, w wyniku czego powstaje DOPA
(3-(3,4-dihydroksyfenylo)alanina). DOPA (o-difenol) jest
nastepnie utleniana do Dopachinonu (o-chinon), ktéry na-
tychmiast jest przeksztalcany do Dopachromu w nieenzyma-
tycznej reakcji zachodzacej spontanicznie. Zwiazek ten ulega
dekarboksylacji, w wyniku czego powstaje 5-6-dihydroksy-
indol (DHI), utleniany potem do formy 5-6-indolochinonu.
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Ostatecznie, indolochinon ulega polimeryzacji do czarno-
-brazowej eumelaniny lub, w obecnosci grup tiolowych cy-
steiny czy glutationu, w zawierajace siarke, z6tto-czerwone
feomelaniny [1]. Badania wskazuja, ze 25% melanin u or-
ganizméw wielokomérkowych to feomelaniny, jednak ich
rola u owadéw, poza zabarwieniem kutikuli, m.in. u koni-
ka polnego, u wybranych gatunkéw pasozytniczych os oraz
z6ttej muszki owocowej Drosophila, pozostaje stabo zbadana.
U czlowieka eumelaniny sa zbudowane z kwasu 5,6-dihy-
droksyindolo-2-karboksylowego, ktéry do dzisiaj nie zostat
zidentyfikowany u zadnego gatunku owada [4].

DHI moze réwniez powstawac na drodze alternatywnej,
gdzie DOPA ulega dekarboksylacji do formy dopaminy. W
kutikuli tyrozyna jest przeksztalcana w DOPA oraz dopa-
mine przez, odpowiednio, hydroksylaze oraz dekarboksy-
laze. Kazda z tych dwoéch katecholamin moze bra¢ udziat w
melanogenezie. Dopamina dodatkowo jest metabolizowana
niezaleznie przez lakaze do bezbarwnego (dehydro-N-ace-
tyldopamina) i brazowego (dehydro-N-B-alanyldopamina)
biopolimeru, ktére dziatajg jako skladniki scalajace nowo-
formowana kutikule. Jednoczesnie, tyrozyna jest przeksztal-
cana do Dopachinonu przez zewnatrzkomérkowa PO, pro-
wadzac ostatecznie do powstania czarnej melaniny (DHI,
5,6-dihydroksyindol). Grupy chinonowe melaniny formuja
sieciowanie z biatkami obecnymi w kutikuli, np. sklerotyna.
W melanogenezie zwigzanej z procesami odpornosciowymi
w hemolimfie bierze udziat PO typu tyrozynazy, natomiast
w melanizacji i sklerotyzacji kutikuli takze lakaza [4,37].

ROLA UKLADU OKSYDAZY FENOLOWE]
I MELANINY U BEZKREGOWCOW

Odpowiednie zabarwienie stanowi niezwykle wazny
element w funkcjonowaniu réznych organizméw, m.in.
owadoéw, poczawszy od przyjmowania barw ochronnych --
zjawisko kamuflazu i mimikry, intensywnych barw ostrze-
gawczych, udzialu w rozpoznawaniu i dobieraniu partnera,
a nawet termoregulacji [4]. Zréznicowanie barw, np. oczu
czy skrzydel owadoéw, zalezne jest od dostepnosci po-
szczegblnych aminokwaséw (np. tyrozyny, asparaginianu
czy cysteiny) oraz enzymu zaangazowanego w ten proces
[38]. Melanina jest réwniez sktadnikiem czarno-brazowego
atramentu wydzielanego z woreczka czernidiowego wielu
przedstawicieli glowonogoéw, ktéry stuzy jako narzedzie
kamuflazu niejednokrotnie umozliwiajac ucieczke. Mela-
nina jest bardzo trwatym zwigzkiem organicznym, o czym
$wiadczy poréwnanie odnalezionych sladéw melaniny glo-
wonoga sprzed 160 min lat z melaning obecna w atramencie
wspolczesnej matwy Sepia officinalis [39].

U bezkregowcéw, melanina, oprécz funkcji pigmenta-
cyjnej, jest zaangazowana w istotne procesy fizjologiczne,
takie jak gojenie ran, tworzenie skrzepu, twardnienie oskoér-
ka (sklerotyzacja), utrzymanie homeostazy jelitowej oraz re-
akcje obronne [4, 40, 41]. Proces melanizacji nierozerwalnie
towarzyszy zjawisku twardnienia oskérka owadéw. Wy-
kazano zaleznoé¢ pomiedzy iloécia melaniny a twardoscia
oskorka. Nowa kutikula, pierwotnie migkka i bezbarwna,
juz 1-2 godz. po linieniu twardnieje i ciemnieje. Melanina
wraz z innymi metabolitami tworzy sieciowanie dla biatek i
chityny, sprawiajac, ze kutikula staje si¢ nieprzepuszczalna,
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zewnetrzng barierg organizmu. Badania przeprowadzone
na Periplaneta i Pieris wskazuja, ze indukcja syntezy melani-
ny zaangazowanej w proces sklerotyzacji oskérka przebie-
ga pod kontrolg hormonalna. Wydaje sie, ze hormony sa w
tym przypadku odpowiedzialne za zwigkszenie przepusz-
czalnoséci hemocytéw i komoérek epidermy dla tyrozyny
oraz dopaminy, ktérych dalsze przeksztalcanie wptywa na
zmiane zabarwienia i twardosci kutikuli [1,42].

UDZIAE W REAKCJACH ODPORNOSCIOWYCH

Melanina bierze udziat w procesie krzepniecia hemolim-
fy, niezbednego podczas gojenia ran. U Drosophila, komorki
krystaliczne gromadzace sie¢ w miejscu zranienia uwalnia-
ja proPO, warunkujac tym samym proces melanizacji, a
depozycja melaniny w obrebie zranienia zapobiega utra-
cie hemolimfy [43]. Podczas formowania skrzepu u Droso-
phila, do lizy hemocytéw, uwalniania proPO i pézZniejszej
melanizacji, wymagana jest aktywacja szlaku JNK (ang. c-
-Jun N-terminal kinases), matych GTPaz oraz czynnika EIGER
(ekwiwalent czynnika martwicy nowotworu u Drosophila).
EIGER, wytwarzany przez komorki krystaliczne oraz pla-
zmatocyty, moze réwniez wyzwala¢ proces melanizacji,
niezaleznie od obecnosci PAMPs mikroorganizméw [4,19].

Uktad PO i powstajaca w wyniku jego aktywnosci me-
lanina, zaangazowany jest tez w procesy nodulacji i inkap-
sulacji. W odpowiedzi na obecnos¢ duzej liczby mikroorga-
nizméw w organizmie owada, dochodzi do gromadzenia
sie wokot nich hemocytéw tworzacych wraz z agregatami
drobnoustrojéw strukture okreslang jako nodula. Korico-
wym etapem procesu nodulacji jest odkladanie melaniny na
powierzchni noduli. Melanina przyczynia sie do unieszko-
dliwienia patogena, hamujac jego wzrost i mozliwos¢ na-
mnazania, prowadzac ostatecznie do jego $mierci wskutek
braku substancji odzywczych [1,44].

Inkapsulacja jest reakcja owada na obecnos¢ w hemocelu
wiekszych patogenéw, takich jak pierwotniaki, nicienie oraz
jaja czy larwy pasozytniczych owaddéw. Pierwszym etapem
procesu inkapsulacji u G. mellonella (Lepidoptera) jest roz-
poznanie ciala obcego w hemocelu przez granulocyty, kto-
re reaguja degranulacja. Substancje chemiczne zawarte w
granulach dziataja chemotaktycznie na plazmatocyty, ktére
gromadza si¢ wokol patogena, tworzac wielowarstwowgq
otoczke. W zaleznosci od rzedu owad6éw w procesy te zaan-
gazowane sg rézne hemocyty: u Lepidoptera - granulocyty i
plazmatocyty, u Drosophila (Diptera) w kapsutach obserwuje
sie lamellocyty. Podobnie, jak w przypadku nodulacji, mela-
nina odktadana w kapsutach hamuje rozwdj patogenow [44].

Rola PO u malzy, przedstawicieli mieczakéw, tak jak u
innych bezkregowcow, jest udzial w reakcjach obronnych,
ale réwniez aktywnos¢ antyoksydacyjna i detoksyfikacyjna.
Rola ta jest uzalezniona od tkanki, w ktérej PO wystepuje.
W hemocytach i plazmie PO pelni role czasteczki efektoro-
wej w reakcjach immunologicznych. Enzym ten odpowiada
réwniez za wytwarzanie i naprawe muszli oraz przytwier-
dzanie malzy do podloza. Ostatnie doniesienia naukowe
wskazuja na role PO (lakazy), jako bioindykatora czystosci
wod (dzieki jej roli antyoksydacyjnej). Ze wzgledu na fakt,
ze PO wykorzystuje zaréwno substraty fenolowe, jak réw-
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niez inne zwiazki organiczne w przeprowadzanych przez
siebie reakcjach, moze by¢ wykorzystywana przez orga-
nizm mieczakéw do metabolizowania zanieczyszczen Sro-
dowiskowych [5].

Oksydaza fenolowa zaangazowana jest w réwniez w proce-
sy odpornosciowe u pierscienic (Annelida). Pory grzbietowe,
wystepujace w kazdym segmencie ciata dzdzownic, stanowia
wrota, przez ktére do celomy moga dostac sie ze srodowiska
drobnoustroje. Z tego powodu ptyn celomatyczny nie jest jato-
wy - moze zawiera¢ ok. 6x10°/ml bakterii. llos¢ drobnoustro-
jow w plynie celomatycznym kontrolowana jest przez komoér-
ki o zdoInosciach fagocytujacych, ktérych liczba ok. 10-krotnie
przewyzsza liczbe bakterii [45]. Poza duza liczba fagocytow,
dzdzownice wykorzystuja réwniez inne mechanizmy do
walki z patogenami. W odpowiedzi na obecnoé¢ patogenéw
u dzdzownicy kompostowej (kompostowiec r6zowy) Eisenia
fetida (skaposzczety) dochodzi do formowania tzw. cial brazo-
wych (ang. brown bodies), ktére zawieraja bakterie, pasozyty,
uszkodzone wtasne komérki. Podobne struktury zaobserwo-
wano u przedstawiciela wieloszczetéw, nereidy réznokolo-
rowej Nereis diversicolor. Kolor ciat brazowych zwigzany jest z
wytwarzaniem melaniny przy udziale PO pochodzacej z ce-
lomocytéw [7]. Parzydetkowce (Cnidaria), np. koral Gorgonia
ventaling, rtéwniez wykorzystuja aktywnos¢ oksydazy fenolo-
wej do obrony catych kolonii przed patogenami, np. grzybem
Aspergillus sydowii. W miejscu infekgji obserwuje sie nagroma-
dzenie amebocytéw, ktére odpowiedzialne sg za wytwarzanie
skladnikéw ukladu oksydazy fenolowej [46].

UDZIAL W UTRZYMANIU HOMEOSTAZY JELITA

Badania dotyczace ukladu oksydazy fenolowej u owa-
dow skupiaja sie glownie na jego aktywnosci w hemolimfie i
oskoérku. Wyniki badan ostatnich lat wskazuja jednoznacznie,
Ze proces melanogenezy zachodzi réwniez w jelicie owadow.
Jednym z mechanizméw odpornosciowych uruchamianych
w jelicie w reakgji na obce czynniki biotyczne i abiotyczne
dostajace sie z pokarmem, jest wiasnie aktywacja oksydazy
fenolowej. Zrédtem aktywnosci PO w jelicie $wierszczy Gryl-
lus bimaculatus sa hemocyty. Zsyntetyzowana w hemocytach
proPOjest transportowana przez bfone podstawna do swiatta
jelita srodkowego, gdzie ulega aktywacji przez trypsyne jeli-
towa [47]. W trakcie przejécia przez jelito tylne zabarwienie
odchodow tego owada ulega zmianie z zielonego na czarne,
co tlumaczy sie aktywnoscia PO prowadzaca do powstawa-
nia melaniny. Dzialanie to ma na celu zahamowanie nad-
miernego namnazania drobnoustrojéow, mogacego dopro-
wadzi¢ do szoku septycznego owada. Inng prawdopodobna
przyczyna jest ograniczenie ilosci patogenéw w odchodach,
co ma szczegdlne znaczenie dla owadéw narazonych na ry-
zyko przyjecia pozywienia zanieczyszczonego wiasnymi
odchodami, np. u gatunkéw roslinozernych. Melanizacje od-
chodéw zaobserwowano réwniez u larw jedwabnika B. mori.
W tym przypadku geny dla proPO (proPO1 i proPO2) ulegaty
ekspresji w komoérkach epidermalnych jelita tylnego. Poda-
nie gasienicom fenylotiomocznika (PTU, ang. phenylthiourea),
inhibitora procesu melanizacji, powodowalto zachowanie
zielonego zabarwienia odchodéw [48]. W innych badaniach
wykazano, ze po immunizacji bakteryjnym LPS geny dla
proPO ulegaja ekspresji we wszystkich odcinkach jelita sza-
raniczy wedrownej L. migratoria, zwlaszcza w jelicie przednim
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[49]. U réznych gatunkéw europejskich pszczot na granicy
jelita srodkowego i tylnego zaobserwowano wystepowanie
ciemnej struktury (ang. scab-like structure), ktéra pojawia sie
krétko po wygryzieniu dorostych osobnikéw i powieksza sie
z wiekiem. Warto podkresli¢, ze u pszczét wygryzionych w
sterylnych warunkach takiej struktury nie stwierdzono, a jej
powstawanie skorelowane jest z obecnoscia bakterii symbio-
tycznej Frischella perrara. Autorzy sugeruja, ze jest to jeden z
mechanizméw, ktéry chroni miode pszczoty przed nadmier-
na kolonizacja ich jelit przez F. ferrara. Z kolei zakazenie D.
melanogaster bakteria Pseudomonas entomophila indukowato
melanizacje na granicy jelita przedniego i srodkowego. Me-
lanizacja w jelitach Drosophila moze by¢ réwniez efektem
warunkoéw stresowych, m. in. niewlasciwej diety. Przy réw-
noczesnym braku ochronnych kinaz bialkowych aktywowa-
nych warunkami stresowymi, enterocyty jelita tylnego ule-
gaja apoptozie i melanizacji, niezaleznej od obecnosci hemo-
cytéw. Melanizacja petni w tym wypadku prawdopodobnie
role zblizong do gojenia ran, zapobiegajac utracie kolejnych
enterocytéw. Podobna funkcja melaniny obserwowana byla
w jelicie komaréw podczas infekcji Plasmodium [4].

Oksydaza fenolowa obecna w jelitach owadéw roslino-
zernych moze odgrywaé dodatkowo role detoksyfikujaca
metabolity wtérne roslin. Funkcje te pelnig czesto symbio-
tyczne bakterie bytujace w przewodzie pokarmowym owa-
doéw [50]. Wykazano, ze Drosophila, B. mori, czy Helicoverpa
armigera, karmione roélinami bogatymi w zwigzki fenolo-
we, wykorzystuja PO wystepujaca w jelicie przednim do ich
przeksztalcenia w nietoksyczne metabolity, ktére nastepnie
w jelicie tylnym ulegaja dalszemu utlenieniu [51].

ROLA TYROZYNAZY U CZEOWIEKA

Tyrozynaza (TYR; EC 1.14.18.1) jest réwniez kluczowym
enzymem w procesie melanogenezy u ludzi. Jest to glikopro-
teina zbudowana z 511 reszt aminokwaséw wystepujaca w
melanocytach. Za aktywnos¢ katalityczng enzymu i synteze
melaniny odpowiedzialna jest domena N-konicowa, ktéra lo-
kalizuje sie wewnatrz melanosomu. W centrum aktywnym
tej domeny znajduja sie dwa koordynacyjnie zwigzane atomy
miedzi. Domena C-koricowa, zlokalizowana w cytoplazmie
melanocytu, odpowiada za transport wewnatrzkomoérkowy
tyrozynazy oraz za jej prawidlowgq lokalizacje. Obie domeny
polaczone sa regionem transblonowym [52].

SYNTEZA MELANINY

Biosynteza melaniny w organizmie ludzkim odbywa
sie¢. w melanocytach. Melanocyty wystepuja w warstwie
podstawnej naskorka, blonie naczyniowej oka, uchu we-
wnetrznym, osrodkowym ukiadzie nerwowym, mieszkach
wlosowych, a takze w sercu [53]. Komorki te zaliczane sg
do komoérek immunokompetentnych; wykazuja zdolnosé
fagocytozy drobnoustrojéw i moga prezentowac antygeny
limfocytom T. Stanowia tez bardzo istotny skladnik ukta-
du odpornosciowego skoéry. Melanina powstaje w otoczo-
nych btona organellach, melanosomach, ktére wystepuja
w cytoplazmie melanocytéw i odpowiadaja zaréwno za
synteze jak i magazynowanie melaniny. Wyrézniamy dwa
rodzaje melanosoméw: (1) elipsoidalne eumelanosomy o
wymiarach 0,9 pmx0,3 um, ktére syntetyzuja eumelanine,
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(2) sferyczne feomelanosomy syntetyzujace feomelanine,
ktorych srednica wynosi 0,7 pm [54-56].

Kluczowy etap syntezy melaniny w melanosomach kata-
lizuje tyrozynaza: hydroksyluje tyrozyne do 3,4-dihydroksy-
fenyloalaniny (DOPA). Tyrozyna powstaje z fenyloalaniny w
cytoplazmie melanocytéw przy udziale hydroksylazy fenylo-
alaninowej, a nastepnie droga dyfuzji ulatwionej jest transpor-
towana do melanosomoéw, gdzie jest utleniana do Dopachino-
nu [53, 55]. Na tym etapie dochodzi do rozdzielenia szlaku po-
wstawania eu- i feomelaniny. Dopachinon bedac zwiazkiem
wysoce reaktywnym, latwo ulega wewnatrzczasteczkowej
cyklizacji do leuko-Dopachromu. Nastepnie, w reakcji kata-
lizowanej przez tautomeraze dopachromowsa dochodzi do
przegrupowania Dopachromu do kwasu 5,6-dihydroksyin-
dolo-2-karboksylowego (DHICA), w wyniku czego powstaje
jedna ze skladowych eumelaniny. W przypadku braku tauto-
merazy, Dopachrom ulega procesowi powolnej spontanicznej
dekarboksylacji, dzieki czemu powstaje 5,6-dihydroksyindol
(DHI), ktory jest innym komponentem eumelaniny. Powsta-
te indole zostaja utlenione za posrednictwem tyrozynazy do
indolochinonéw, ktére nastepnie przechodzac proces polime-
ryzacji tworza koricowy produkt, czyli brazowo-czarna eu-
melanine. Do prawidlowego przebiegu syntezy eumelaniny
niezbedne jest m.in. biatko TRP1 (ang. tyrosinase-related protein
1; biatko pokrewne tyrozynazie 1), ktére moduluje aktywnoscé
tyrozynazy. W przypadku niskiego stezenia tyrozyny, przy
jednoczesnym wysokim stezeniu cysteiny i glutationu w me-
lanocytach dochodzi do addycji cysteiny do Dopachinonu.
Powstaje woéwczas cysteinylo-DOPA, a jej cyklizacja prowadzi
do syntezy pochodnych benzotiazyny, ktore sa przeksztalcane
ostatecznie w z6tto-czerwona feomelanine [55,57] (Ryc. 1).

Wydajnosé syntezy melaniny zalezy w zasadniczym stop-
niu od wartosci pH panujacego w melanosomach. W trakcie
dojrzewania tych organelli wartos¢ pH w ich wnetrzu ulega
zmianie. Poczatkowo wynosi okolo 5,0 i jest optymalne dla
aktywnosci izoformy I hydroksylazy tyrozynowej (THI). W
tak kwasnym $rodowisku aktywnos¢ tyrozynazy jest zaha-
mowana. Dzigki biatku P, obecnemu w btonie melanosomu,
warto$¢ pH wzrasta do 6,8 tworzac tym samym warunki
optymalne dla kluczowego enzymu syntezy melaniny. W
blonie melanosomu stwierdzono takze wystepowanie biatka
transportowego MATP (ang. membrane associated transporter
protein), ktére odgrywa wazna role regulacyjng. Wyniki uzy-
skane w badaniach z wykorzystaniem hodowli komérko-
wych ludzkiego czerniaka oraz prawidtowych melanocytéw
ludzkich wykazaly, ze zaburzenie ekspresji genu MATP pro-
wadzi do obnizenia aktywnosci tyrozynazy poprzez znacz-
ne obnizenie pH wewnatrz melanocytéw. Prawdopodobnie
biatko MATP bierze udzial w regulacji melanogenezy po-
przez utrzymywanie wewnatrz melanosoméw wartosci pH
optymalnych dla zwigzania miedzi z miejscem aktywnym
tyrozynazy. Potwierdzono to badaniami, w ktérych obser-
wowano aktywnos¢ tyrozynazy po dodaniu jonéw miedzi
do lizatéw komoérek z wyciszong ekspresja MATP [53].

ROLA MELANINY I SKUTKI DEFICYTU TYROZYNAZY

Melanina u ludzi odpowiada za najbardziej widoczne ce-
chy fenotypowe: barwe skéry, wloséw oraz teczéwki oczu.
Pemni funkcje ochronng przed szkodliwym dziataniem pro-

Postepy Biochemii 63 (4) 2017

mieniowania ultrafioletowego (UV), a takze eliminuje wol-
ne rodniki, przede wszystkim reaktywne formy tlenu (RFT).
Promieniowanie UV stymuluje synteze melaniny a takze jej
eksport do keratynocytéw, czego efektem jest brazowienie
skory okreslane jako opalanie [54]. Z reguly obserwuje sie
wyrazne powigzanie pomiedzy konstytutywna barwa ské-
ry a jej odpornoécig na wystapienie rumienia lub oparzeri
stonecznych pod wplywem promieni UV. Ponadto, badania
epidemiologiczne wyraznie wskazuja, Zze w przypadku osob
z jasna karnacja, wystepowanie nowotworéw skory jest o
wiele czestsze niz u 0s6b z ciemna karnacjg, ktére opalaja sie
o wiele fatwiej. Bogata w azot eumelanina, bedaca dominu-
jacym pigmentem w galce ocznej, pochfania promieniowanie
ultrafioletowe, dzieki czemu ma wlasciwosci fotoprotekcyjne
[53,57]. Istotng cechg jest réwniez neutralizacja wolnych rod-
nikéw i reaktywnych form tlenu. Drugi rodzaj melaniny to
feomelanina, ktéra pod wptywem UV moze stac sie Zrodlem
rodnikéw hydroksylowych oraz anionu nadtlenkowego,
co moze skutkowaé oksydacyjnym uszkodzeniem kwaséw
nukleinowych, lipidéw i bialek. Feomelanina nie przejawia
wlasciwosci ochronnych, ma wlasciwosci fotouczulajace, a
ponadto moze przyczynia¢ sie do karcynogenezy. Barwnik
ten wystepuje w wargach, brodawkach sutkowych oraz ze-
wnetrznych narzadach plciowych [54,55,57,58]. Rodzaj za-
barwienia zalezy w gléwnej mierze od wzajemnego stosunku
eu- i feomelaniny, natomiast przyczyniaja si¢ do tego takze
liczba, aktywno$¢ oraz zawartoé¢ melanosoméw; jednak nie
stwierdzono bezposredniego zwiazku miedzy iloécia mela-
nocytéw a kolorem skéry. Biorgc pod uwage pigmentacje
skory, wyrézniamy trzy gtéwne rasy: celtycka, kaukaska i
negroidalng. Przedstawiciele rasy celtyckiej wyrézniaja sie
bardzo jasna karnacja, a przyczynia sie do tego mata ilos¢ me-
lanosoméw syntetyzujacych gléwnie feomelanine. Odwrot-
na sytuacja ma miejsce u os6b czarnoskoérych (rasa negroidal-
na), posiadajg duza iloé¢ melanosomoéw, ktére wypetnione sa
tylko eumelaning. W przypadku rasy kaukaskiej mamy do
czynienia z duzg iloéciag melanosoméw, natomiast eumelani-
na syntetyzowana jest w ilosciach sladowych. Wartym pod-
kreslenia jest fakt, ze w trakcie zycia danego osobnika mela-
nocyty wystepuja w statej okreslonej liczbie [54].

Jedna z najczesciej wystepujacych choréb zwigzanych z
niedoborem lub brakiem tyrozynazy jest bielactwo wrodzo-
ne, albinizm. Jest to grupa genetycznie uwarunkowanych
zaburzen metabolizmu tyrozyny, ktéra charakteryzuje sie
zmniejszeniem lub catkowitym brakiem produkcji melani-
ny w komorkach barwnikowych czlowieka oraz zwierzat.
Brak tyrozynazy uniemozliwia powstawanie melaniny, kon-
sekwencja czego jest brak zabarwienia skéry, wloséw oraz
oczu. Wyrézniamy 4 typy albinizmu skérno-ocznego (OCA,
ang. oculocutaneous albinizm), z ktérych kazdy ma inne podto-
ze genetyczne. Typ  OCA spowodowany jest obnizeniem lub
brakiem aktywnosci tyrozynazy; zidentyfikowano prawie 80
mutacji w obrebie genu kodujacego ten enzym. Typ II OCA
charakteryzuje sie mutacja w obrebie genu kodujacego bial-
ko P, ktére prawdopodobnie odgrywa role w regulacji pH
melanocytéw. Typ Il OCA zwiagzany jest z mutacja genu dla
biatka TRP1, ktére stabilizuje tyrozynaze w procesie syntezy
eumelaniny. OCA typu IV zwiazany jest z defektem genu ko-
dujacego biatko transportowe MATP [59].
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PODSUMOWANIE

Zasadnicza rola oksydazy fenolowej u zwierzat jest kata-
lizowanie kluczowego etapu procesu melanogenezy, dzieki
czemu w organizmie pojawia si¢ melanina. Barwniki melani-
nowe u czlowieka odgrywaja przede wszystkim istotng role
fotoprotekcyjna, a u zwierzat bezkregowych biora udziat w
reakcjach odpornosciowych, gojeniu ran, krzepnieciu hemo-
limfy, czy utrzymaniu homeostazy jelita. Produkty posred-
nie melanogenezy wykazuja szkodliwe dzialanie nie tylko
wobec patogendw, ale réwniez wobec komoérek gospodarza,
stad niezbedna jest Scista kontrola tego procesu. U ludzi naj-
wazniejszy enzym w tych reakcjach, tyrozynaza, ukryta jest
w specjalnie do tego celu przeznaczonych organellach me-
lanocytéw - melanosomach. U bezkregowcéw tyrozynaza
syntetyzowana jest w postaci proenzymu, a jego aktywacja
mozliwa jest po uruchomieniu zlozonej kaskady proteaz se-
rynowych na skutek rozpoznania wzorcéow molekularnych
drobnoustrojéw. O znaczeniu tyrozynazy i syntezy melaniny
dla zachowania integralnosci organizmu u bezkregowcow
$wiadczy fakt wykorzystywania strategii deregulacji ukladu
oksydazy fenolowej przez patogeny i pasozyty.
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ABSTRACT

Phenoloxidases are oxidoreducting enzymes whose main function is the oxidation of phenols. The term phenoloxidase is often used inter-
changeably to describe three different enzymes: tyrosinase (EC 1.14.18.1), catechol oxidase, and laccase. Of these, only tyrosinase has two
activities: (1) oxygenase activity to hydroxylate monophenols to ortho-diphenols and (2) oxidase activity responsible for further oxidation
of ortho-diphenols to ortho-quinones. Tyrosinase is a key enzyme involved in the melanogenesis process, resulting in the formation of
black-brown eumelanin and yellow-red feomelanin. In addition to the pigmentary role, human melanin protects against harmful ultraviolet
radiation, while in invertebrate animals melanin is involved in the process of cuticle hardening, wound healing, clot formation, maintenance
of intestinal homeostasis and defense reactions. In invertebrates, the tyrosinase is synthesized as a proenzyme that is activated by a serine
proteases’ cascade known as the phenoloxidase system. This system is considered as one of the innate immunity mechanisms.
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