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            Abstract
          
        

        
          페놀옥시데이즈(phenoloxidase: PO)는 산화효소로서 곤충의 면역 및 표피층 경화 반응에 중요한 생리적 기능을 담당한다. 이산화염소는 높은 산화력을 바탕으로 미생물 및 곤충에 이르기까지 다양한 살균 및 살충효과를 갖고 있다. 본 연구는 곤충의 면역계에 중요한 역할을 수행하는 PO를 대상으로 이산화염소의 억제작용을 분석하였다. 화랑곡나방의 PO 활성은 혈구 및 혈장 모두에서 검출되었다. 이 PO 활성은 세균 침입에 따라 특히 혈장에서 뚜렷한 증가를 나타냈다. 그러나 세균 처리와 함께 이산화염소가 동시에 처리되면 이러한 PO 활성 증가는 나타나지 않았다. 반면에 면역 처리로 활성화된 PO에 대해서 대해서는 억제효과를 주지 못했다. 본 연구는 이산화염소가 PO의 활성을 억제하며, 이러한 억제는 PO의 활성화 단계에서 일어나는 것으로 나타내고 있다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Phenoloxidase (PO) is an oxidizing enzyme and plays crucial roles in insect immunity and cuticle sclerotization. High oxidizing activity of chlorine dioxide gives effective control activities against microbes and insect pests. These allowed us to assess any inhibitory activity of chlorine dioxide against PO with respect to insect immunity. PO activities of the Indeanmeal moth, Plodia interpunctella, was detected in both hemocytes and plasma. Upon bacterial challenge, PO activity was significantly increased especially in plasma. However, the immune challenge coupled with chlorine dioxide treatment did not enhance PO activity. When different chlorine dioxide concentrations were incubated with activated PO by immune challenge, they did not inhibit the activated PO. These results indicate that chlorine dioxide suppresses PO activity by inhibiting PO activation.
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      서 론
      페놀옥시데이즈(phenoloxidase: PO) (EC: 1.14.18.1)는 산소 원자 하나를 기질에 첨가시키는 과정을 촉매하는 단일산화효소이다(Sugumaran 2002). 기질로는 monophenol로서 이 효소의 촉매 작용에 의해 산소를 추가로 받으면 diphenol로 전환된다. 또한 PO는 diphenol의 산화 반응을 촉매하여 퀴논(quinone) 분자로 전환시킨다. 이 퀴논 분자들의 폴리머형성 과정을 통해 표피층과 면역반응에서 보는 암화(=멜라닌화)가 진행된다. 이 멜라닌 과정을 통해 나타나는 카테콜(catechol) 물질은 세포독성이 높아 체내로 침입한 세균을 비롯한 병원미생물을 치사시킬 수 있다(Zhao et al. 2007). 따라서 조절 한계를 넘은 PO의 활성은 오히려 곤충에게 불리하여 이 효소는 주로 활성이 없는 prophenoloxidase (proPO)로 존재하게 된다(Cerenius and Söderhäll 2004). 면역 과정동안 외래인자의 인식 반응에 따라 proPO는 PO로 활성화 과정을 밟게 되는 데, 이는 척추동물의 보체 활성화 또는 혈액응고 반응과 유사하게 단백질분해과정을 통해 일어나게 된다(Cerenius et al. 2008). 따라서 proPO를 PO로 전환하는데 일련의 세린계 단백질분해효소(serine protease: SP)가 관여하며, 이 SP의 활성을 억제하는 serpin (serine protease inhibitor)이 전체적 조절 중추를 이루고 있다.

      이산화염소(ClO2)는 염소 산화물의 일종으로 음용수의 소독 처리 및 표백제로 널리 사용되고 있다(Volk et al. 2002). 특별히 이산화염소는 일반 소독제로 사용되는 염소와 달리 암을 유발하는 trihalomethane을 생성하지 않아 비교적 안전하며(Don 1998), 물에 대한 용해도가 높고, 액상 및 기체 상태의 제제화가 가능하여 여러 용도의 소독제로 사용 가능성을 넓히고 있다. 최근 기체 상태로 훈증 처리가 가능한 이산화염소는 위생해충 및 저곡해충에 대한 살충력을 나타낼 수 있다. 병원 시설에 발생하는 빈대류(Cimex lectularius, Cimex hemipterus)에 대해서 비교적 높은 농도(약 1,000 ppm)의 이산화염소 노출에 대해서 속효성의 방제 효과를 나타냈으며(Gibbs et al. 2012), 저곡류를 가해하는 화랑곡나방(Plodia interpunctella)에 대해서도 비교적 낮은 농도(200 ppm)의 노출에서 완전방제 효과를 나타냈다(Kumar et al. 2015). 이러한 이산화염소의 살충효과는 이 물질로 인하여 곤충 체내에서 발생하는 활성산소(reactive oxygen species: ROS)에서 기인하였다(Kumar et al. 2015). ROS는 비교적 다양한 생체분자에 영향을 줄 수 있다. 따라서 ROS로 인하여 궁극적으로 살충작용을 나타내는 것은 생체 내 다양한 기능 단백질의 변형 유발에 기인될 수 있다.

      화랑곡나방은 어린 유충기에 낮은 온도와 짧은 일장 조건에 접하면 전용 단계로 휴면을 유기하는 곤충이다(Prevett 1971, Bell and Walker 1973, Wijayaratne and Fields 2012). 전 세계에 분포하는 이 곤충은 가정, 상가 또는 창고에 저장된 음식물을 섭식하는 주요 저장 곡물 해충이다(Ress 2004). 특별히 유충기에 발달된 큰턱을 이용하여 비닐 또는 폴리프로필렌 필름도 뚫고 저장식품을 가해하여 상품성을 떨어뜨리는 해충으로도 알려지고 있다(Cline 1978). 더욱이 이들 유충이 생성하는 실샘 분비물은 분말 곡식류의 덩어리를 유발하며, 이들의 분비물은 인체의 면역계에 영향을 주어 천식 또는 피부 알레르기를 유발하기도 한다(Binder et al. 2001). 이 해충을 방제하기 위해 신경독성을 지닌 합성 살충제가 처리되었다. 훈증제로서는 methyl bromide (MB)가 처리되었다. 그러나 오존층을 파괴할 수 있는 MB 처리는 현재 사용 규제 대상이다. 대체 훈증제로서 포스핀이 검토되었으나, 효과를 발휘하기 위해서는 추가 산소의 투입을 요구되기에 현장에 적용하기에는 무리가 있다(Liu 2011). 방사능 처리도 검토되었으나, 효과적 방제를 이루기 위해서는 비교적 높은 선량을 요구하고 있어 적용에 어려움을 주고 있다(Hallman and Phillips 2008). 친환경적 방제기술로서 성페로몬을 이용한 교미교란기술이 검토되었고 작은 규모에서는 방제에 성공을 거두기도 하였다(Ryne et al. 2001). 곤충성장조절제가 독성이 높은 신경독 살충제를 대체하기 위해 화랑곡나방 방제에 검토되었다(Fontenot et al. 2013). 생물농약인 비티 살충제가 처리되었으나, 이 해충이 이 세균독소단백질에 대해서 저항성을 발달시켜 방제 효과를 둔화시켰다(Herrero et al. 2001). 천적류로서 유충에 기생하는 Brecon hebetor와 알에 기생하는 Trichogramma류 난기생봉이 적용되기도 하였다(Grieshop et al. 2010; Nam et al. 2011). 식물정유 가운데 cinnamon oil이 화랑곡나방에 대해서 높은 기피효과를 유발하여 포장재에 적용하는 기술이 개발되었다(Kim et al. 2014). 또한 비교적 낮은 농도 처리 조건에서 살충효과를 주는 이산화염소 훈증 처리 기술은 기존의 MB를 대체할 가능이 높아지고 있다(Kumar et al. 2015).

      본 연구는 기존의 이산화염소의 ROS 유발에 따라 살충효과를 주는 사실에 기반을 두고 치사에 관련 화랑곡나방의 분자 종말점을 찾는 데 목표를 두었다. 이 가운데 곤충의 면역억제를 유발할 수 있는 이산화염소의 기능을 설명하기 위해 곤충 면역의 중추적 역할을 담당하는 분자 종말점으로서 PO를 대상으로 이 효소 활성의 이산화염소에 대한 민감성을 분석하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        화랑곡나방 사육
        본 연구에 이용된 공시충은 1994년 경상북도 대구시에 위치한 건조채소류 저장창고에서 채집된 유충을 실내에서 인공사료(800 g rice bran, 200 g yeast extract, 500mL glycerol, 2 g sorbic acid, 2 g methyl p-hydroxybenzoate)를 먹이로 누대 사육한 집단이다. 사육 조건은 온도 25 ± 1oC, 광조건 16:8 (L:D) h 그리고 상대습도는 60 ± 10%이었다. 성충은 10% 설탕물을 먹이로 제공하였다. 교미는 임의 유전적 부동(random genetic drift)을 줄이기 위해 100쌍 이상의 암수를 대상으로 실시하였고, 교미된 암컷은 유충 먹이를 제공하여 산란을 유도하였다.

      

      
        세균 배양 및 면역 처리
        화랑곡나방의 면역반응을 유도하기 위해 대장균(Escherichia coli Top10)을 Luria-Berthani 배양액을 이용하여 증식하였다. 약 16시간 동안 증식된 세균은 약 107 cells/mL 밀도의 세균 용액 1 μL를 화랑곡나방 5령 유충 혈강에 주입하였다. 혈강 주입 이후 25oC에서 2시간 처리 후 혈림프를 추출하여 효소 활성 분석에 이용하였다.

      

      
        이산화염소
        본 연구에 이용된 이산화염소는 800 ppm의 저장 용액이었다. 이 시약은 푸르고팜(화성시, 한국)에서 제공되었다. 이산화염소 저장 용액의 희석은 멸균된 100 mM 인산완충용액(pH 7.4)을 이용하였다.

      

      
        proPO 생성 혈구 탐색
        화랑곡나방 5령충으로부터 복부 다리를 제거하고 혈림프를 수거하였다. 추출된 혈림프를 1,000 × g의 속도로 3 분간 원심분리하여 혈장을 제거하고 가라앉은 혈구를 혈림프와 동일한 부피의 인산완충용액으로 재현탁하였다. 이 혈구 용액(10 μL)을 glass slide에 올려놓고 과습처리된 용기에서 20 분간 반응하여 혈구가 유리판위에 활착하게 하였다. 이 후 상등액을 제거하고 35% 에탄올을 포함한 PO의 기질용액(1 mg/mL의 L-dihydroxyphenylalanine (DOPA)이 포함된 인산완충용액)을 10 μL 처리하고 30분간 상온에서 반응한 후 광학현미경으로 암화된 혈구를 탐색했다.

      

      
        PO 활성 측정
        혈림프 및 충체 전체에서 PO 활성을 분석하였다. PO 분석은 DOPA를 기질로 흡광도 405 nm에서 측정하였다. 각 반응용액은 200 μl로서 20 μl의 효소 시료와 180 μl의 기질용액으로 구성되었다. 기질용액은 인산완충용액에 1 μg/ μl의 농도로 L-DOPA를 함유하였다. 각 처리는 3반복으로 PO효소 활성을 분석하려는 곤충을 3마리로 하여 반복하였다. 효소활성은 혈장 또는 혈구의 경우는 단위시간과 단위부피 당 흡광도변화(ΔABS/min/μl)로 산출하였고, 충체 전체인 경우는 단위 단백질량을 기준으로 산출하였다(ΔABS/min/μg). 단백질량은 Bradford (1976) 방법으로 측정하였으며 이 때 사용된 표준 단백질은 bovine serum albumin (Sigma-Aldrich Korea, Seoul, Korea)을 이용하였다.

      

      
        세균 처리가 혈림프 PO 활성에 미치는 영향
        화랑곡나방 5령충에 대장균 용액 1 μl (104 cells)를 주입하였다. 처리 후 2시간 경과 시점에서 충체로부터 혈림프를 추출하였다. 추출된 혈림프는 4oC 조건에서 800 × g의 속도로 3분간 원심분리하여 혈장과 혈구를 분리하였다. 가라앉은 혈구는 인산완충용액으로 제거된 혈장의 부피만큼 부여하여 현탁액으로 제조하였다. 분리된 혈장과 혈구 용액은 PO 활성 분석에 이용되었다. 각 처리는 3반복으로 실시되었다.

      

      
        이산화염소가 몸 전체 PO 활성에 미치는 영향
        화랑곡나방 5령충을 대상으로 이산화염소(800 ppm) 1 μl와 대장균(104 cells/μl) 1 μl를 함께 주입하였다. 비교하여 이산화염소 또는 대장균 단독 처리를 실시하였다. 또한 무처리로서 인산완충용액 주입을 실시하였다. 처리 후 2시간 경과하였을 때 몸 전체를 대상으로 PO 활성을 분석하였다. 각 처리는 3반복으로 실시되었다.

      

      
        이산화염소가 혈구와 혈장 PO 활성에 미치는 영향
        상기의 방법으로 면역 처리된 화랑곡나방 혈림프를 추출하여 혈구와 혈장에 존재하는 PO에 대해서 이산화염소를 기내 조건에서 노출하였다. 각 반응용액은 200 μl로서 20 μl의 혈장 또는 혈구 시료에 1 μl의 이산화염소(0-400 ppm)를 혼합하여 25oC에서 10분간 반응시켰다. 이후 상기의 PO 기질 용액 179 μl를 첨가하여 흡광도 변화를 추적하였다. 각 처리는 3반복으로 실시되었다.

      

      
        통계처리
        PO 활성 결과는 SAS의 PROC GLM (SAS Institute 1989)을 이용하여 one-way ANOVA 분석 및 LSD 처리 평균 간 비교를 실시하였다. 처리 사이에 차이는 제I형 오류의 확률 0.05를 기준하여 판별하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        편도혈구의 proPO 생성
        화랑곡나방의 혈구세포 가운데 proPO를 생산하는 종류를 탐색하였다(Fig. 1). 세포 내에 존재하는 형태이기에 에탄올을 이용하여 활성화를 유도하고 여기에 기질인 DOPA를 처리하여 암화된 혈구세포를 추적하였다. 이 결과 편도혈구만 암화 현상을 나타냈다. 반면에 과립혈구와 부정형혈구는 암화 현상을 나타내지 않았다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Localization of prophenoloxidase (proPO) among hemocytes of P. interpunctella 5th instar larvae. proPO was activated with 35% ethanol and reacted with L-dihydroxyphenylalanine (DOPA). Most granulocyte (GR) and plasmatocyte (PL) hemocytes were spread and aggregated during incubation for 30 min at room temperature. Oenocytoid (OE) hemocyte only exhibited melanization. Scale bar indicate 10 μm.
          
          

          

        

      

      
        PO 활성과 면역반응
        화랑곡나방 유충 면역과 PO 활성 변화 사이에 관계를 분석하기 위해 대장균을 이용하여 면역 처리하였다(Fig. 2). 무처리 유충의 경우는 낮은 PO 활성이 각각 혈구와 혈장에서 나타났다. 그러나 면역처리 이후에 혈장에서 PO 활성이 약 3.5 배 이상 증가하였다. 반면에 혈구에서는 큰 차이를 보이지 않았다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Influence of immune challenge on phenoloxidase (PO) activity in hemocyte (HC) and plasma (PL) in fifth instar larvae of P. interpunctella. Immune challenge was performed by injecting 5 × 104 cells of E. coli in 5 μl volume to hemocoel. Each treatment was replicated three times. Different letters above standard deviation bars indicate significant difference among means at Type I error = 0.05.
          
          

          

        

      

      
        PO 활성에 미치는 이산화염소 처리효과(충체 실험)
        이산화염소 처리가 화랑곡나방의 PO 면역반응을 억제할 수 있는 지를 분석하였다(Fig. 3). 위와 동일한 방법으로 면역처리를 실시하되 동시에 이산화염소도 함께 주입되었다. 대장균 처리구에서는 뚜렷한 PO 활성 증가를 관찰하였지만, 이산화염소와 함께 처리할 경우 PO 활성 증가는 나타나지 않았다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Influence of chlorine dioxide (ClO2) on activation of phenoloxidase (PO) activity of fifth instar larvae of P. interpunctella. Chlorine dioxide (0.8 μg) was injected to larval hemocoel. Immune challenge was performed by injecting 5 × 104 cells of E. coli in 5 μl volume to hemocoel. PO activity change was monitored at 2 h after injection. Each treatment was replicated three times. Different letters above standard deviation bars indicate significant difference among means at Type I error = 0.05.
          
          

          

        

      

      
        PO 활성에 미치는 이산화염소 처리효과(기내 실험)
        충체 실험에서 나타난 이산화염소의 PO 억제효과를 규명하기 위해 혈구와 혈장을 분리하고 시험관 조건에서 이산화염소를 직접 노출시켰다(Fig. 4). 4 ppm 이상의 높은 이산화염소 처리는 고농도 충격 현상으로 효소 반응에 따라 흡광도를 크게 저하시키는 이상 반응을 보였다. 따라서 이산화염소 처리 농도는 0-2 ppm을 이용하였다. 면역처리를 받지 않은 개체들에서는 PO 활성화가 일어나기 전 단계(Fig. 4A)로서 이산화염소를 처리하면 PO 활성의 변화를 유발하였으나 통계적으로 차이를 나타내지 못했다. 대장균을 이용하여 면역처리를 실시한 개체들은 높은 PO 활성을 보였으나, 이렇게 활성화된 PO에 대해서 서로 다른 농도의 이산화염소 처리는 억제효과를 주지 못했다(Fig. 4B).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of chlorine dioxide on activated phenoloxidase (PO) on hemocyte (HC) or in plasma (PL) of fifth instar larvae of P. interpunctella. (A) Naive larvae (B) Immune-challenged larvae. Immune challenge was performed by injecting 5 × 104 cells of E. coli in 5 μl volume to hemocoel. After 2 h at 25oC, hemolymph was collected and used to separate HC and PL samples. Each treatment was replicated three times. Different letters above standard deviation bars indicate significant difference among means at Type I error = 0.05.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      곤충의 면역과 체벽의 경화반응을 촉매하는 PO는 생존전략에 필수적인 단백질 도구이다. PO는 활성부위에 구리이온을 갖고 이 주위에 3개의 히스티딘 아미노산이 안정화시켜주는 tyrosinase의 일종이다(Jaenicke and Decker 2003). 이 효소는 페놀류를 산화시켜 퀴논물질로 전환시키며, 이 퀴논은 멜라닌 색소물질을 형성하게 된다. 멜라닌화는 크게 두 가지로서 dopaquinone 물질을 중심으로 검정색을 띠게하는 유멜라닌(eumelanin)과 황물질을 함유하는 benzothiazine 물질을 중심으로 적색을 이루는 페오멜라닌(pheomelanin)으로 나뉠 수 있다(Nappi and Christensen 2005). 전구물질인 proPO는 구리를 함유하는 단백질로서 산소와 결합하는 데 유사한 단백질이 갑각류에서 체내 산소운반을 담당하는 hemocyanin에 해당된다(Decker and Terwilliger 2000). 더불어 곤충류에서 저장단백질로 발현되는 hexamerin 단백질과 더불어 동일 계통이 단백질군을 이루는 데 한편 분자 계통분류학적 분석은 proPO가 가장 조상형의 물질이고 여기에서 hemocyanin이 파생되었고, 이후 구리와 결합력을 잃은 hexamerin이 파생된 것으로 추정하고 있다(Burmester 2002). 본 연구는 PO 활성 변화를 대상으로 이산화염소가 화랑곡나방의 면역계에 미치는 효과를 분석하였다. PO 활성은 화랑곡나방 유충의 혈장과 혈구에서 모두 검출되었다. 세균 처리에 따라 화랑곡나방 유충의 혈장에서는 PO 활성이 현격하게 증가되었으나 혈구에서는 이러한 PO 활성 증가가 나타나지 않았다. PO 활성 증가는 활성이 없는 proPO (70-80 kDa)가 PO (50-60 kDa)로 활성화되는 것을 의미한다(González-Santoyo and Córdoba-Aguilar 2011). 이러한 PO 활성화는 크게 두 단계에서 진행된다. 첫째로 혈구세포 내에서 생합성된 proPO가 혈장으로 방출되는 단계이다. 둘째로 방출된 proPO가 혈장의 세린계 단백질분해효소에 의해 활성화되는 단계이다. proPO 단백질은 나비목 곤충의 경우 특정 혈구세포인 편도혈구(oenocytoid)에서 합성된다(Jiang et al. 1997). 본 연구에서도 화랑곡나방의 편도혈구가 proPO를 합성하는 것을 보여주었다. proPO 단백질은 아미노기 말단에 signal peptide를 지니고 있지 않다. 따라서 이 단백질은 소포체에서 합성되고 골지체를 거쳐 세포밖으로 분비되는 signal peptide의 부재로 세포질에서 합성되게 된다. 활성화를 위해 이 proPO를 세포 밖으로 방출하는 전략은 세포붕괴(cell lysis)이다(Kanost et al. 2004). 파밤나방(Spodoptera exigua)의 경우 proPO가 편도혈구에서 합성되어 저장되어 있다가 면역신호에 따라 이 혈구세포의 붕괴가 일어난다(Shrestha and Kim 2008). 면역신호는 프로스타글란딘(prostaglandins: PG)으로 밝혀졌으며, 유사한 아이코사 노이드류인 류코트리엔(leukotriene)은 이 세포붕괴 과정을 중개하지 않았다(Shrestha and Kim 2009). 따라서 본 연구에서 관찰된 면역 처리구에서 PO 활성의 증가는 PG의 면역 중개 작용으로 proPO가 혈장으로 방출이 유도되었을 것으로 추정된다. 둘째로 proPO가 PO로 전환되기 위해서는 proPO-activating protease (PAP)의 단백질 분해 반응에 의해 이뤄진다(Jiang et al., 1998). 이 PAP의 활성화는 일련의 세린계 단백질분해효소의 활성조절에 의해 결정된다. 이들 단백질분해효소의 활성은 억제자인 serpin의 조절을 받게된다(Kanost, 1998). 즉, 패턴인식단백질에 의해 외래인자의 인식 신호가 PAP 효소 활성 조절계를 활성화하게 된다(Kan et al., 2008). 따라서 본 연구에서 나타난 PO의 활성증가는 이들 PAP 활성화 단계의 조절 변화를 수반하게 된다.

      이산화염소를 충체에 직접 주입한 결과 면역반응에 의해 증가되어야 할 PO 활성화가 억제되었다. 본 연구는 이러한 PO 활성에 미치는 이산화염소 처리 효과를 두 가지로 나누어 분석하였다. 하나는 충체에 직접 주사하여 몸 전체에서 일어난 PO 활성 분석을 조사하였다. 결과로 이산화염소는 PO의 활성을 억제시켰다. 그러나 면역처리 이후에 증가된 PO에 기내조건에서 이산화염소를 다양한 농도로 처리한 결과 전혀 변화를 주지 못했다. 이러한 사실은 이산화염소가 PO 단백질에 직접 억제 영향을 주었다기 보다는 proPO에서 PO로 진행되는 과정에서 이산화염소의 억제 작용이 작용했을 것으로 추정된다. 앞에서 기술하였듯이 proPO에서 PO로 진행되는 과정은 PAP, 세린계 단백질분해효소, serpin 등 다양한 인자가 포함된다. 또한 혈구세포에서 생합성된 proPO를 방출하는 단계에서도 이러한 억제 작용이 존재했을 수 있다. 이산화염소의 살충작용은 ROS에 기인된다(Kumar et al. 2015). 따라서 proPO에서 PO로 진행되는 과정에서 이산화염소가 생성하게 하는 ROS에 의해 억제를 이룰수 있다는 주장이 설득력을 갖게 된다. 본 연구는 혈장에 주로 존재하는 PAP이나 세린계 단백질분해효소들이 ROS에 의해 구조적 이상이 유발될 수 있다는 점에 이산화염소의 PO 억제가설을 세우게 된다. 이러한 이유는 PO 활성화에 관여하는 단백질들이 혈장에 존재하고 처리된 이산화염소의 영향을 직접 받을 수 있다는 사실에 기인된다. 즉, 이산화염소 노출은 방향성 아미노산류를 산화시켜 단백질의 변성을 유도하고 이를 통해 기능을 상실하게 한다(Ogata 2007). 예를 들어, 감기 바이러스인 influenza virus에 대해서 이산화염소는 이 바이러스가 기주의 수용체에 결합하는 데 중요한 아미노산인 153째 트립토판을 N-formylkynurenine으로 산화시켜 기능을 잃게 한다(Ogata 2012). 따라서 이산화염소의 처리에 따라 ROS가 유발되고 이는 혈장에 존재하는 세린계 단백질분해효소들의 구조적 변형을 유발할 수 있다는 점이다. 이러한 변화는 비록 면역신호가 PG에 의해 중개되고 proPO가 혈장으로 빠져나와도 PO로의 전환을 시키지 못하여 전체적 PO 활성 증가를 억제시키는 이산화염소 처리 효과를 유발하게 된다.

      이상의 결과를 이산화염소가 곤충의 세포성 및 체액성 면역에 중심적 역할을 하는 PO 활성을 억제하며 이러한 억제 기작은 proPO에서 PO로 전환되는 PO 활성화 과정(Fig. 5)에서 기인된다.

      
        
        

        Fig. 5. 
				
        

        
          A diagram illustrating an inhibitory action of chlorine dioxide (ClO2) against prophenoloxidase (proPO) activation. proPO is synthesized in a specific hemocyte, oenocytoid and released into plasma. In plasma, proPO is activated by proPOactivating protease (PAP), which is activated by other serine proteases (SPs) that are regulated by serine protease inhibitor (Serpin). chlorine dioxide inhibits the activation process from proPO to PO.
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