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JAK OCHOTKI AFRYKANSKIE RADZA SOBIE
Z. NIEDOBOREM WODY?

Stanistaw Knutelski, Ewelina Baran, Hubert Haranczyk, Kazimierz Strzatka (Krakow), Takashi Okuda (Tsukuba)

Bez wody nie bytoby zycia na Ziemi, nie bytoby
tez picknych krajobrazéw, rozmaitych smacznych
napojow, szumu fal morskich czy bgbnienia kropel
deszczu o parapet. Organizm ludzki zawiera okoto
80% wody, ktéra odgrywa wazna rolg w metaboli-
zmie (reakcje chemiczne zachodzace w organizmie
i w komorkach w celu utrzymania przy zyciu) albo
stanowi strukturalny element ciata. Dlatego tez stra-
ty wody odpowiadajacej tylko 10—12% wagi ciata
cztowieka jest krytyczna dla utrzymania zycia. Wiek-
szo$¢ organizmoOw po utracie okoto 50% catkowitej
objetosci wody, jaka jest w ich ciatach ginie, a czto-
wiekowi trudno przezy¢ nawet ponad 14-to procen-
towe odwodnienie. Sg jednak organizmy, np. owady
z rodziny ochotkowatych, ktore moga przetrwac utra-
te nawet ok. 97% wody z ciata. Oczywiscie w takim
stanie odwodnienia normalny metabolizm jest zatrzy-
many. Zeby wiec przetrwa¢ w $rodowiskach, w kto-
rych nastgpuja naturalne, okresowe niedobory wody,
organizmy stosujg rozne strategie ewolucyjne, z kto-
rych najczgéciej wystepuja dwie opisane ponize;j.

Istota pierwszej z nich jest zmniejszanie strat
wody, czyli ,,unikanie wysuszania” poprzez adapta-
cje fizjologiczne i morfologiczne. Przyktadem sg tu
niektore praptetwce, dwudyszne ryby praplazco-
ksztaltne zyjace w strumieniach i bagnach Afryki
tropikalnej, ktore wysychaja w okresie pory suche;j.
Ryby te maja dwa organy wymiany gazowej — pluco
podzielone na dwie czgséci oraz skrzela. Zanurzone

w wodzie oddychaja skrzelami. Natomiast w niesprzy-
jajacych warunkach atmosferycznych, czyli podczas
suszy, zakopuja si¢ w blocie i przechodza w stan
estywacji. W jej trakcie nastgpuje zanik aktywnos$ci
1 obnizenie poziomu metabolizmu, co ulatwia tym
zwierzgtom przetrwanie okresu niedoboru wody lub
pokarmu. W czasie suszy prapletwiec zamyka sie¢
w ostonce utworzonej z wlasnego $luzu, w ktorej zo-
stawia kilka otworéw potrzebnych do wymiany po-
wietrza, 1 wtedy oddycha ptucami. Z nadejsciem pory
deszczowej funkcje zyciowe ryby wracaja do normy
1 z powrotem przechodzi ona na oddychanie tlenem
rozpuszczonym w wodzie.

Druga strategia polega na przetrwaniu w stanie od-
wodnionym (,,tolerancja wysuszania”), nieraz przez
bardzo dtugi okres czasu. Jej najbardziej ekstremal-
nym przyktadem anhydrobioza (patrz — slownik),
czyli stan, podczas ktorego nastgpuje skrajne ograni-
czenie funkcji zyciowych organizmu. Anhydrobioza,
cho¢ nie jest zjawiskiem powszechnym, wystepuje
u wielu réznych organizmow, zardbwno prokariotycz-
nych, jak i eukariotycznych, w tym jednokomorko-
wych i wielokomoérkowych, np. u: bakterii, drozdzy,
wrotkOw, nicieni oraz niesporczakow i owadow.
Jednym z najwigkszych przedstawicieli tej ostatniej
grupy jest ochotka Polypedilum vanderplanki, zwa-
na tez ochotka $piaca (z ang.: Sleeping Chironomid).
Jest to gatunek owada (Insecta) z rzedu muchowek
(Diptera) reprezentujacego rodzing ochotkowatych
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(Chironomidae). W stadium doskonatym (doro-
ste, imago) muchy te przypominaja swoim wygla-
dem znane nam komary i czgsto sa z nimi mylone.
Ochotka $piaca wystepuje w wielu potpustynnych
regionach Afryki. Podczas pory deszczowej zyje ona
w stadium larwalnym w ptytkich, tymczasowych
zbiornikach naskalnych wypelionych deszczow-
ka, ktore w okresie pory suchej zwykle wysycha-
ja 1 w tym czasie nastgpuje prawie calkowite jej
odwodnienie (dehydratacja, desykacja). W stanie
prawie catkowitego wysuszenia larwa ta jest zdol-
na przetrwaé przez wiele miesigcy, a nawet lat, bez
odzywiania si¢ i pobierania wody ze $rodowiska.
Dzigki wieloletnim badaniom, gltownie profeso-
ra Takashiego Okuda (Tsukuba, Japonia), ochotka
$piaca P. vanderplanki stala si¢ modelowym ga-
tunkiem w poznawaniu zardwno samego zjawi-
ska anabiozy (wstrzymywania aktywnego zycia)
u zwierzat, jak rowniez mechanizmow umozliwiaja-
cych komoérkom i tkankom przechodzenie poprzez
tak skrajne stany zyciowe, jakim jest niemal totalne
odwodnienie, wywolane cyklicznymi przemianami
warunkow $Srodowiskowych, bez ponoszenia przy
tym trwalych uszkodzen morfologicznych i fizjolo-
gicznych. Sposrod stosunkowo niewielu organizmow
zdolnych do catkowitego zatrzymania procesow me-
tabolicznych P. vanderplanki jest gatunkiem filoge-
netycznie najblizej spokrewnionym z cztowiekiem.
Poznanie wigc mechanizméw molekularnych rza-
dzacych procesem anabiozy u tego wiasnie gatunku
moze w przysztosci przyczyni¢ si¢ np. do przediuze-
nia czasu przechowywania organdw przeznaczonych
do przeszczepow. Warto wiec poznac blizej P. van-
derplanki oraz jego umiejetnosci w radzeniu sobie
z tak ekstremalnie trudnymi warunkami zyciowymi,
ktorych to umiejetnosci nie posiada organizm czto-
wieka ani inne kregowce.

Rozwdj Polypedilum vanderplanki

Cykl zyciowy owaddéw o przeobrazeniu zupelnym
(holometabolia), do ktorych naleza ochotki (Chirono-
midae), sktada si¢ z czterech etapow: jajo, larwa, po-
czwarka oraz imago (dorosty osobnik). Po ztozeniu
przez samice do wody zaptodnionych jaj, otoczonych
galaretowata otoczka w ztozu jajowym, wnet wy-
legaja sie larwy. Gatunek ten w stadium larwalnym
moze zy¢ od dwoch tygodni do nawet kilkunastu lat,
w zaleznosci od warunkéw srodowiskowych, gtow-
nie temperatury i dostepnosci wody. Nastepnie wcho-
dzi w stadium poczwarki, w ktérym si¢ rozwija mak-
symalnie kilka dni, przeobrazajac si¢ w dorostego
owada, podobnego do komara, cho¢ ma on od niego

bardziej wydatne czutki i wydtuzone przednie odno-
za. Schemat cyklu zyciowego P. vanderplanki wraz
Z procesem wejscia w stan anhydrobiozy przedsta-
wiono na rycinie 1. W sprzyjajacych warunkach $ro-
dowiska dhugos¢ cyklu zyciowego gatunku wynosi
ok. 1 miesigca, w tym: jaja — 2 dni, larwy — 3-4 ty-
godni, poczwarki — 1-2 dni, a imago — 2 lub 3 dni.
Jednakze przetrwanie niekorzystnych warunkow w
odwodnionej formie mozliwe jest tylko w stadium
larwy, gdyz ani jaja, ani poczwarki, czy tez osobniki
doroste (imagines) nie sa zdolne do catkowitego wy-
suszenia, a nastgpnie powrotnego uwodnienia i funk-
cjonowania w pierwotnej formie.

rehydratacja

anhydrobloza

Ryc 1. Cykl zyciowy ochotki Polypedilum vanderplanki z uwzglednie-
niem zjawiska odwodnienia (desykacja) i wejscia w stan anhydrobiozy
oraz uwodnienia (rehydratacja) i powrotnego przejscie do stanu aktyw-
nego zycia larwy (zmodyfikowano na podstawie: Cornette i Kikawada
(2011). The Induction of Anhydrobiosis in the Sleeping Chironomid: Cur-
rent Status of Our Knowledge).

Larwa aktywna (Ryc. 2) ostatniego stadium ochot-
ki P. vanderplanki osiaga $rednio 6,6 mm dlugosci
1 ok. 1 mg wagi. Jej cialo jest lekko wygicte 1 wy-

Ryc 2. Pokroj ciata larwy ochotki afrykanskiej Polypedilum vanderplan-
ki: zywej, aktywnej — na lewo oraz wysuszonej, nieaktywnej — na prawo.
Fot. S. Knutelski i E. Baran.

dluzone, posiada krotkie przydatki umiejscowione
z przodu 1 z tyhlu ciala ulatwiajace poruszanie sie,
przyczepianie do podloza i zdobywanie pokarmu,
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ktorym sa glownie bakterie 1 pierwotniaki. W zalez-
nosci od ilosci obecnej w ciele hemoglobiny przybie-
ra ona kolor czerwony, brunatny lub czarny, oprocz
glowy, ktora jest zwykle ciemniejsza od reszty ciala
i w poré6wnaniu z tulowiem oraz odwtokiem jest mata.
To wlasnie dzigki posiadaniu hemoglobiny — barw-
nika krwi podobnego do tego, jaki jest u cztowieka,
larwy moga osiedla¢ si¢ w $rodowiskach wodnych
z obnizong zawarto$cig tlenu, np. na dnie zbiorni-
kow wodnych. Wymiana gazowa u larwy zachodzi
poprzez naskorek, a hemoglobina pomaga rozprowa-
dzi¢ tlen wewnatrz ciata.

Larwa P. vanderplanki potrafi przetrwac skrajne
warunki wysuszenia, przezywajac po usunie¢ciu az
97% wody z wlasnego ciala (Ryc. 2) wewnatrz cylin-
drycznych ostonek utworzonych z blota i wlasne;j §liny
(Ryc. 3). W momencie ponownego nawodnienia, juz
po niecatych 2 godzinach lub nieraz wcze$niej, moze

Ryc 3. Larwa Polypedilum vanderplanki w ostonce $luzowo-piaskowej
na poczatku procesu odwodnienia (dehydratacji). Na podstawie Kikawa-
da et al. 2005. Factors Inducing Successful Anhydrobiosis in the African
Chironomid Polypedilum vanderplanki: Significance of the Larval Tubu-
lar Nest. Integr. Comp. Biol., 45: 710-714).

ona powroci¢ do stanu zywotnos$ci (Ryc. 2) nawet po
17 latach przebywania w stanie anhydrobiozy, co jest
dotychczasowym rekordem wsréd anhydrobiotycz-
nych zwierzat. Poddane procesowi wysuszenia przez
Hintona — odkrywce tego gatunku i przechowywa-
ne w szczelnie zamknigtych szklanych proboéwkach
zawierajacych zel krzemionkowy larwy przetrwaty
dhugi okres. W stanie drastycznego odwodnienia lar-
wy P. vanderplanki, oprocz tolerancji na ekstremalne
wysuszenie, sg odporne takze na rdézne inne czynniki
stresogenne. Wytrzymuja na przyktad skrajne waha-
nia temperatur: od —227°C do +102°C, zanurzenie
w glicerynie i etanolu, wysoki poziom promieniowa-
nia gamma oraz dlugotrwalg ekspozycje na proznig.
W latach 1950 i 1960 Hinton badat anhydrobiozg
u P, vanderplanki pod wzgledem fizjologicznym. Jed-
nakze pozniej badania tego zjawiska zostaly przer-
wane na dhugi czas. Dopiero w 2000 roku grupa ba-
dawcza kierowana przez profesora Takashiego Okude
z National Institute of Agrobiological Sciences (NIAS)
w Tsukubie (Japonia) opracowala udany system ho-
dowlany P. vanderplanki i wznowiono poszukiwania
mechanizméw lezacych u podstaw anhydrobiozy.

Osrodek NIAS jest jednym z najwigkszych
w Japonii osrodkéw badawczych koncentrujacych
zainteresowania wokol nauk o zyciu i zastosowa-
niu wynikow badan realizowanych na tym obszarze
w rolnictwie. W listopadzie 2013 roku zostata za-
warta umowa o0 wspOlpracy naukowo-technicznej
w obszarze nauk medycznych oraz nauk o zyciu (/ife
sciences) pomiedzy tym o$rodkiem oraz Uniwersyte-
tem Jagiellonskim, majaca na celu prowadzenie wspol-
nych badan, m. in. wtasnie nad procesem anhydrobio-
zy u larw P. vanderplanki. Wczesne eksperymenty
grupy japonskiej wykazaly, ze indukcja anhydrobiozy
jest mozliwa w izolowanych tkankach i jest niezalezna
od centralnego uktadu nerwowego. Jednakze w celu
osiagniecia stanu anhydrobiozy larwy potrzebujg rezi-
mu powolnego wysuszania, co pozwala im na synte-
tyzowanie czgsteczek trehalozy chronigcych komorki
i tkanki przed szkodliwym wplywem odwodnienia.
Stwierdzono takze zwiazek migdzy szybkoscia przej-
$cia w stan odwodnienia, a wzrostem ste¢zenia trehalo-
Zy W organizmie, 0 Czym szerzej ponize;.

Warunki przej$cia w stan anhydrobiozy

Wejscie larwy ochotki §pigcej w stan anhydrobiozy
zalezy od tempa odwodnienia jej ciata. W warunkach
laboratoryjnych skuteczna dehydratacja trwa okoto
48 godzin. W trakcie tego procesu zawarto$¢ wody
zmniejsza si¢ stopniowo od ok. 80% do 75% w cia-
gu pierwszych 16 godzin i jest utrzymywana na tym
poziomie w ciggu nast¢gpnych 16 godzin, a nastgpnie
gwattownie spada do poziomu ponizej 3% w ostatnich
16 godzinach odwadniania. Podczas tego procesu lar-
wy wyjmuje si¢ z wody, umieszcza na kawatkach bibu-
ly filtracyjnej nawilzonej woda destylowana i ktadzie
si¢ na szalce Petriego w eksykatorze o wilgotnosci
wzglednej 5%, w temperaturze pokojowej. Taki proto-
kot laboratoryjny wysuszania daje podobny efekt jak
w przypadku naturalnej dehydratacji. W warunkach
naturalnych larwy, zanim rozpoczng proces dehy-
dratacji, najpierw formujg rurowe ostonki utworzo-
ne z drobnego piasku z dna zbiornika wodnego oraz
z wlasnej $liny, ktora ostonke sklejaja (Ryc. 3). Tak
skonstruowane ,,domki” wydaja si¢ utrzymywac mi-
kroklimat z wystarczajaco wilgotnoscia wokot larwy,
umozliwiajaca jej powolne wysuszanie az do osig-
gnigcia pelnego stanu anhydrobiozy. W metodzie la-
boratoryjnej role takich ostonek spetnia papier filtra-
cyjny, ktérego obecnos¢ indukuje proces wysuszania,
umozliwiajagc powolne odwodnienie spowodowane
ci$nieniem pary wydzielanej z mokrej bibuty.

Zauwazono, ze szybkie osuszanie z reguly nie
wywotuje anhydrobiozy u zwierzat. Ciato tluszczowe
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larwy powtdrnie nawodnione po powolnej desykacji
wyglada podobnie do tego, ktore nie przeszto proce-
su odwadniania. Dla pordwnania, szybko wysuszane
tkanki nie przezyty catkowitej dehydratacji, gdyz nie
mogly (nie zdazyly) zsyntezowaé trehalozy (patrz
— slownik) oraz odpowiednich bialek do poziomu
niezbednego do przywrocenia funcji zyciowych po
nawodnieniu organizmu. Synteza trehalozy odgrywa
wazng rol¢ w procesie anhydrobiozy. Zaobserwowa-
no takze odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ ilosci
cukru (trehaloza) w stosunku do zawartosci wody
w trakcie odwodnienia (Ryc. 4). Wykazano réwniez,
ze indukcja anhydrobiozy jest niezalezna od o$rod-
kowego uktadu nerwowego. Dowodem na to jest
fakt, ze larwy poddane dekapitacji (odcigcie gtowy)
po ponownym nawodnieniu (rehydratacji) wyko-
nywaly typowe dla zywych larw ruchy wahadlowe.
Moze to wskazywac, ze ani mozg, ani jego przydatki
(corpora allata, corpora cardiaca) nie sg zaangazo-
wane w proces rehydratacji. Warto zauwazy¢ jednak,
ze wchodzenie w stan wysuszenia wymaga szeregu
reakcji fizjologicznych i zmian na poziomie moleku-
larnym.
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Ryc 4. Zmiany zawartosci wody 1 trehalozy w larwie Polypedilum van-
derplanki w czasie odwodnienia trwajacego 2 oraz 7 dni (na podstawie:
Okuda (2005). Trehalose: a Molecule Responsible for Desiccation Tole-
rance in the Sleeping Chironomid, Polypedilum vanderplanki).

Larwy P. vanderplanki wytwarzaja enzymy prze-
ciwutleniajace (tzw. przeciwutleniacze) oraz inne
zwigzki chemiczne w celu ztagodzenia stresu oksy-
dacyjnego zwigzanego z odwodnieniem komorek.
Stres oksydacyjny towarzyszy przej$ciu w stan an-
hydrobiozy. W czasie jego trwania wytwarzane sg
reaktywne formy tlenu, ktére moga prowadzi¢ do
karbonylowania biatek, peroksydacji (utleniania) li-
pidow blonowych oraz do uszkodzenia DNA. Lar-
Wy oczyszczajg organizm z reaktywnych form tlenu
dzigki dysmutazie ponadtlenkowej oraz katalazie.
Dysmutaza ponadtlenkowa przeksztatca wolne rodni-
ki tlenowe w nadtlenek wodoru, ktory nastepnie jest
redukowany do wody przez katalazy. Wytwarzane
przez larwy przeciwutleniacze minimalizujg uszko-
dzenia komorek.

Tolerancj¢ larwy P. vanderplanki na anhydrobio-
z¢ umozliwiaja réwniez biatka szoku cieplnego HSP
(patrz — stownik), poniewaz zapobiegaja denaturacji
innych biatek oraz przywracaja aktywno$¢ juz zde-
naturowanym biatkom. Funkcje HSP sa podobne
u wszystkich organizmow zywych. Dziatajg one jak
bialka opiekuncze odpowiedzialne za prawidlowe
zwijanie si¢ innych biatek, ich oligomeryzacje, trans-
lokacje¢ oraz degradacje¢. Dotychczas wyizolowano
kilka bialek HSP zwigzanych z regulacjg procesu
wysuszania. Dwa z nich o masie czasteczkowej po-
nizej 60 kDa zostaty odkryte w duzych otorbionych
zarodkach szeregu skrzelonogow (skorupiaki z gru-
py Branchiopoda). Wiele danych wskazuje na to, ze
aktywno$¢ tych opiekunczych biatek jest kluczowym
czynnikiem powstawania trwatych i odpornych na
stresy suchych torbieli. Nagromadzenie matych HSP
zaobserwowano takze w nasionach ro$lin. Znacz-
nie mniej uwagi poswigcono natomiast wickszym
biatkom (HSP60, HSP70, HSP90 i HSP100), cho¢
zauwazono, ze ekspresja niektorych z nich wzrasta
u niesporczakow (Tardigrada) podczas ich wchodze-
nia w stan anhydrobiozy oraz wychodzenia z niego
do stanu czynnej przemiany materii. Natomiast inne
HSP nie wykazuja wowczas wyraznego wzorca za-
angazowania w tych procesach. Po zbadaniu profi-
low ekspresji poszczegolnych rodzajow biatek HSP
u larw P. vanderplanki okazalo sig, ze sa one Scisle
zwigzane z anhydrobiozg.

Duzy udzial w odpowiedzi na stres wodny
u P. vanderplanki maja takze silnie hydrofilowe biat-
ka LEA (patrz — stownik), ktérych obecnos¢ stwier-
dzono rowniez w ciele wysuszonej larwy. W oparciu
o ich strukture i wzorzec ekspresji wyrdznia si¢ trzy
ich glowne grupy. W wielu organizmach, ktore wy-
kazuja tolerancj¢ na dehydratacjeg, stwierdzono obec-
no$¢ takich biatek, szczegdlnie nalezacych do grupy
3. Co ciekawe, grupa ta wykazuje niezwykla ceche
— moze zmienia¢ swoja struktur¢ w zaleznosci od
stopnia nawodnienia larwy. Biatka LEA mogg dzia-
fa¢ takze jako ostona podczas odwadniania czastecz-
kowego. Analizy obliczeniowe sugeruja, ze grupa
3 biatek LEA moze pehi¢ potencjalne funkcje akcep-
tora jonow do ochrony innych biatek przed wysole-
niem i mie¢ udzial we wzmocnieniu wytrzymatosci
mechanicznej odwodnionych komorek. Tak rozmaite
funkcje bialek LEA moga zapewni¢ komodrkom, jak
1 nawet calym organizmom, tolerancj¢ na wysusze-
nie. U P. vanderplanki najsilniejsza ekspresj¢ genow
kodujacych biatka LEA stwierdzono witasnie w czasie
dehydratacji larw. Sugeruje to, Ze s3 one niezbg¢dne
dla skutecznej anhydrobiozy tych organizmow. Biat-
ka LEA aktywnie uczestniczag rowniez w procesie
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zeszklenia (witryfikacji). Tworza one matryce stabi-
lizujaca trehaloze, co chroni czasteczki biologiczne
oraz integralnos¢ strukturalng larw podczas wysusze-
nia. Ten mechanizm zwalczania stresu odwodnienia
jest wspolny zarowno dla zwierzat, roslin, jak réw-
niez mikroorganizmow.

Trehaloza (patrz — stownik) jest weglowodanem
chronigcym biatka i blony przed uszkodzeniem
w efekcie procesu dehydratacji poprzez mechanizmy,
ktore opisuja trzy hipotezy: 1) zastgpowania wody
zwigzanej molekutami cukru, 2) ,,witryfikacji” (ze-
szklenia matrycy trehalozowej)” 1 3) pulapkowania
wody zwiazanej w obrebie matrycy trehalozowe;.

Pierwsza hipoteza sugeruje, ze trehaloza wypiera
wod¢ zwigzang zarowno z wewnatrz, jak i ze stro-
ny zewngetrznej odwadnianych bton fosfolipidowych,
tworzac silne wigzania wodorowe, co ulatwia utrzy-
manie ich integralnosci. Z kolei druga sugeruje wy-
wolane odwodnieniem powstawanie wewnatrzko-
morkowej matrycy zeszklonej trehalozy, co chroni
czasteczki 1 struktury komorkowe poprzez ograni-
czenie ich mobilnosci i zmniejszenie prawdopodo-
bienstwa oddziatywania chemicznego i fizycznego.
W konsekwencji chroni komorki przed zapadaniem
si¢ struktury poprzez wypetnienie przestrzeni pier-
wotnie zajmowanej przez wodg. Natomiast ostatnia
z tych hipotez wskazuje, ze podczas odwadniania tre-
haloza stabilizuje cienkg warstwe wody zwigzanej na
powierzchni biatka, zapobiegajac denaturacji zwigza-
nej z dehydratacja. Ponadto trehaloza tworzy stabil-
ny kompleks z czgsteczkami fosfolipidow obecnych
w blonach komoérkowych, co chroni ich kwasy tlusz-
czowe przed utlenieniem w warunkach stresu $rodo-
wiskowego. Trehaloza jest roztozona roéwnomiernie
wewnatrz i na zewnatrz komorek larw dla ochrony
wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowych biomolekut przed
szkodliwym stresem wywotanym dehydratacjg, aby
larwa mogta wznowi¢ metabolizm bez powaznych
zmian fizjologicznych i uszkodzen fizycznych. To
oznacza, ze trehaloza jest transportowana przez btony
komorkowe i zajmuje miejsce po wodzie w tkankach
w okresie desykacji.

U owadow trehaloza jest wytwarzana w komorkach
tkanki ttuszczowej (Ryc. 5), nastepnie odprowadzana
jest do hemolimfy, wreszcie przedostaje si¢ do reszty
ciala. Sugeruje to, ze przenika ona przez btony ko-
morkowe tkanki tluszczowej. Niemniej dwuwarstwy
fosfolipidowe, podstawowe jednostki strukturalne
bton komoérkowych, sa zasadniczo nieprzepuszczal-
ne dla wigkszosci rozpuszczalnych w wodzie czgste-
czek, takich jak jony, aminokwasy i weglowodany,
w tym dla trehalozy. Jednakze w przenikaniu trehalo-
zy poprzez btony komorkowe ochotki P. vanderplanki

pomagaja transportery (biatka btonowe przenosza-
ce inne czagsteczki lub jony z jednej strony blony na
druga; biorg one udziat w dyfuzji utatwionej i pro-
cesach transportu aktywnego). U tej muchowki sg to
tzw. TRET1 (ang. Trehalose transporter 1). Moga
one zachowywac duza zdolnos$¢ do transportu treha-
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Ryc 5. Schemat komorki thuszczowej larwy inicjujacej synteze trehalo-
zy podczas indukcji anhydrobiozy (na podstawie: Cornette i Kikawada
(2011). The Induction of Anhydrobiosis in the Sleeping Chironomid: Cur-
rent Status of Our Knowledge).

lozy nawet kiedy jest ona wysoce skoncentrowana
w ciele larwy w koncowym etapie wchodzenia w stan
anhydrobiozy. W odwodnionym organizmie zeszklo-
na trehaloza jest rozmieszczona rownomierne w celu
stabilizacji struktury bioczasteczek. Jednoczes$nie,
poprzez wiazanie si¢ bezposrednio do bton komor-
kowych, umozliwia ona pozostanie btony w stanie
ciektokrystalicznym pomimo drastycznego ubytku
wody. Te biofizyczne efekty wydajg sie by¢ istotne
dla skutecznej anhydrobiozy P. vanderplanki.

Wreszcie ostatnim waznym czynnikiem umoz-
liwiajacym tolerancje¢ ochotki $pigcej na catkowite
jej wysuszenie sg specyficzne kanaty wodne, zwane
akwaporynami (patrz — stownik), ktore przyspiesza-
ja odwodnienie. Woda nadzwyczaj powoli dyfunduje
przez dwuwarstwowe fosfolipidowe blony komorko-
we. Jednakze akwaporyny (AQP) ulatwiaja proces
przenikania dzigki pasywnemu transportowi kanato-
wemu wody.

Charakter naturalnych siedlisk (duze odosob-
nione skaty z matymi zbiornikami wodnymi), sta-
be zdolnosci latania i silna selekcja spowodowana
presja diugiego (ok. 6 miesiecy) okresu pory suchej
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w potpustynnych obszarach Afryki utatwily mikro-
ewolucyjne przemiany w obrebie gatunku P. vander-
planki. Najnowsze wyniki badan in vitro (w warun-
kach laboratoryjnych, poza organizmem) wskazuja
na bezposredni udzial poszczegdlnych elementow
rozbudowanych grup genow (jak np. biatka LEA
i przeciwutleniacze) w neutralizowaniu skutkow
odwodnienia (desykacja). Inna mozliwoscig jest
nieadaptacyjny gen oparty na dryfie pochodzenia
obserwowanych zmian w genomie P. vanderplanki.
Przyszte badania porownawcze na izolowanych po-
pulacjach tego gatunku z pewnoscig pomogg zweryfi-
kowac te hipotezy dla nowo nabytych cech i ewolucji
anhydrobiozy u tego wyjatkowego owada.

Sporo juz wiemy o anhydrobiozie, ale nadal nie
wiadomo, jaki mechanizm molekularny odpowiada
za udang indukcj¢ tego procesu oraz niezwykle wila-
$ciwos$ci wysuszonej larwy P. vanderplanki. Nie po-
trafimy tego procesu indukowac, ani przeprowadzi¢
na izolowanych tkankach czy komorkach in vitro.
Nie jest nawet znany schemat budowy wewnetrznej
P vanderplanki w trakcie powrotu do stanu aktywne-
go po desykacji. Pozostaje jeszcze wiele innych py-
tan, na ktore nalezy znalez¢ odpowiedz. Podczas gdy
fizjologiczne i morfologiczne aspekty anhydrobiozy
sg stosunkowo dobrze opisane, mechanizmy moleku-
larne umozliwiajace takie naturalne zachowanie su-
chych organelli komorkowych i makroczasteczek nie
sa do konca poznane. Dla pelnego zrozumienia me-
chanizmow procesu wysuszenia i rehydratacji wyma-
gane sg szersze badania przez zespot interdyscypli-
narny. Potrzeba kompleksowego podejscia roznych
naukowcow specjalizujacych si¢ w biologii moleku-
larnej, biochemii, fizjologii, biofizyce oraz prawdo-
podobnie informatyce. Juz teraz niektorzy badacze
sa przekonani, ze zrozumienie mechanizmow anhy-
drobiozy doprowadzi kiedy$ do mozliwos$ci przecho-
wywania w stanie suchym komorek zwierzecych,
tkanek, a nawet catych narzadéow. Gdyby zakonczyto
si¢ to sukcesem, w co ufamy, wywotaloby to przetom
w medycynie, np. w przechowywaniu narzadow do
przeszczepow, czy krwi w formie statej. Ponadto lep-
sze zrozumienie mechanizméw lezacych u podstaw
anhydrobiozy pozwoli na nowe podejscie do kwestii
zycia i $§mierci.

Stownik

akwaporyna (AQP, z ang. aquaporin) — integral-
ne biatka btonowe, ktore tworzac kanaly uczestnicza
w procesie transportu wody oraz niektorych innych
czasteczek o podobnych rozmiarach, np. glicerolu,
przez btony komoérkowe organizmow zywych.

anhydrobioza — stan calkowitego odwodnienia
1 wysuszenia organizmu, faza zycia utajonego, wy-
wolany niedoborem odpowiedniej ilosci wody, w kto-
rym nastgpuje skrajne ograniczenie jego funkcji zy-
ciowych i zahamowanie metabolizmu; w takim stanie
organizm zdolny jest przetrwacé przez dtuzszy czas
bez pozywienia i wody; stan ten jest odwracalny przy
sprzyjajacych warunkach naturalnych i wtedy naste-
puje ponowne uwodnienie oraz calkowity powrdt
funkcji zyciowych. Anhydrobiozg¢ stwierdzono u:
bakterii, protistow (gldwnie u pierwotniakdéw), msza-
koéw, drozdzy, porostow oraz niektorych zwierzat
— wrotkéw, nicieni, niesporczakow oraz pewnych
owadow; jednym z najwigkszych znanych zwierzat
mogacych wchodzi¢ w stan anhydrobiozy jest Poly-
pedilum vanderplanki, gatunek muchowki z rodziny
ochotkowatych (Chironomidae); anhydrobioza bywa
takZze nazywana stanem §mierci pozornej i jest przy-
ktadem adaptacji do srodowiska.

HSP (ang. Heat shock proteins) — bialka szoku
cieplnego o silnie konserwatywnej sekwencji ami-
nokwasow wystepujgce u organizmow prokariotycz-
nych i eukariotycznych, po raz pierwszy odkryte
u muszki owocowej; ze wzgledu na r6zng mas¢ cza-
steczkowg (wyrazang w kDa) wyroznia si¢ pie¢ glow-
nych rodzin tych biatek: niskoczasteczkowe, HSP60,
HSP70, HSP90 i HSP100. Jest to grupa biatek, kto-
rych ekspresja wzrasta, kiedy komorki sa narazone na
dziatanie czynnikow stresowych, np.: podwyzszonej
lub niskiej temperatury, stresu solnego lub osmotycz-
nego, metali cigzkich badZz odwodnienia. Masa HSP
moze wzrasta¢ takze w odpowiedzi na infekcje, za-
palenie, dzialanie toksyn, promieniowanie UV, glo-
dzenie, niedotlenienie, itp. Cz¢s¢ HSP jest stale wy-
twarzana w komorce. Biatka szoku cieplnego dziataja
jak biatka opiekuncze odpowiedzialne za prawidlowe
zwijanie si¢ innych biatek, ich oligomeryzacje, trans-
lokacje oraz degradacj¢. Funkcje HSP s3 podobne
u wszystkich organizmow.

LEA (ang. Late-embryogenesis abundant prote-
ins) — grupa silnie hydrofilowych bialek nalezacych
do wigkszej grupy hydrofilin wytwarzanych podczas
péznej embriogenezy roslin, zapewniajacych odpor-
no$¢ na wysuszenie nasionom; rosliny wytwarzaja
LEA takze podczas stresu wodnego, do zwigkszonej
ich syntezy dochodzi podczas suszy oraz mrozow;
po raz pierwszy LEA zostaly wyizolowane z nasion
bawelny i opisane przez Leona Dura w 1981 roku.
Pozniej zostaly wykryte takze u wielu innych grup
roslin oraz grzybow, a takze u bakterii i archeowcow,
jak réwniez u nicieni i ochotek reprezentujacych
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zwierzgta bezkregowe. LEA sg szeroko rozpowszech-
nione w organizmach tolerancyjnych na wysuszenie.
Na podstawie podobienstw sekwencji LEA sa grupo-
wane w kilka rodzin. Wspo6lng ich cechg, poza wyso-
ka hydrofilowoscia, jest duza zawartos¢ glicyny oraz
alaniny i seryny. Nie stwierdza si¢ w nich obecno$ci
reszt cysteinowych i tryptofanowych. Chociaz udziat
biatek LEA w odpowiedzi na stres wodny i niskg tem-
perature jest powszechnie znany, to sam mechanizm
ochronny jeszcze nie jest poznany. Szczegdlng role
LEA wydaja si¢ spelnia¢ w ochronie blon mitochon-
drialnych przy silnym odwodnieniu komorki.

trehaloza (alfa-D-glukopiranozylo-(1—1)-alfa-
D-glukopiranozyd) — cukier (dwucukier, disacha-
ryd) o wlasciwosciach nieredukujacych, zbudowany
z dwoch czasteczek glukozy polaczonych bardzo
elastycznym wigzaniem a,a-1,1-glikozydowym, po-
zbawiajacym ja wilasciwosci redukujacych; ma po-
sta¢ biatego, bezwonnego proszku. Trehaloza zo-
stata odkryta w 1832 roku przez H. A. L. Wiggersa
w sporyszu zyta. W 1859 roku francuski chemik
M.Berthelotnadatnazwetrehalozasubstancjiidentycz-
nej z cukrem grzybowym, wyizolowanej przez niego
z kolebek poczwarkowych ryjkowca Larinus onopor-
di. Chrzaszcz ten, zwany lokalnie takze trehala man-
na, jest szeroko rozprzestrzeniony w bardzo cieptych
i suchych rejonach Morza Srédziemnego oraz Czar-
nego (Algieria, Tunezja, Syria, Liban, Iran, Egipt,
Kaukaz, Cypr, Grecja, Turcja, Wiochy, poludniowa
Ukraina, dolny rejon Wolgi, potudniowy Kazahstan,
Turkmenistan, Tadzykistan i potudniowa Europa),
gdzie zyje gldwnie na przegorzanie kulistym Echi-
nops sphaerocephalus, rzadziej na p. wschodnim
E. orientalis (gatunki ro$lin z rodziny astrowatych).
U chrzaszczy, pustynnych ro$lin lub drozdzy pie-
karniczych badz piwnych pehi role substancji za-
pasowej, z ktorej tatwo uwolni¢ glukoze. Trehaloza
wystepuje niemal wszedzie: w komorkach grzybow,
bakterii, nicieni, skorupiakdéw, owadow, jaj, poczwa-
rek oraz niektorych roslin i jest gtownym cukrem za-
pasowym. Wptywa na metabolizm, wzrost i rozwoj
ro$liny, oddzialuje na alokacje¢ wegla, metabolizm
weglowodanow, aktywno$¢ enzymow, fotosynteze
oraz ekspresje genéw, dzialajac nie tylko jako zro-
dlo glukozy, ale takze jako analog sacharozy; daje
takie same efekty jak sacharoza. Biosynteza treha-
lozy prowadzona jest réznymi znanymi szlakami

metabolicznymi, mi¢dzy innymi z wykorzystaniem
enzymu syntazy trehalozy. Trehaloza peini przede
wszystkim funkcje zabezpieczajagca integralno$¢
struktur komoérkowych, w szczegdlnosci blon bio-
logicznych. Jej dzialanie polega na zabezpieczaniu
struktury biatek lub dwuwarstwowych blon lipido-
wych poprzez wytwarzanie wigzan wodorowych
pomiedzy grupami hydroksylowymi cukrow a polar-
nymi grupami biatek badz fosfolipidami btony. Tre-
haloza jest cukrem o wysokiej termostabilnosci oraz
odpornosci na hydrolize w kwasnym $rodowisku
1 jako cukier nieredukujacy nie uczestniczy w reakcji
Maillarda. Wykazuje rowniez wysoka hydrofilno$¢
1 stabilnos$¢ chemiczng. Obecnie uwaza sig¢, ze nie tyl-
ko sama trehaloza i produkty jej metabolizmu stuza
jako sygnaty w mechanizmie wyczuwania cukrow
(ang. sugar sensing), uczestniczag w nim takze in-
termediaty biosyntezy trehalozy, gtdwnie trehalozo-
-6-fosforan. Struktury trehalozy i cukrozy (sacharo-
zy) — popularnego cukru z naszych cukierniczek, sa
do siebie zblizone. Oba te cukry, bedace zrodiem we-
gla i energii, nie posiadaja wlasciwos$ci redukujacych,
przy czym w cukrozie czasteczki glukozy i frukto-
zy polaczone sa wigzaniem a,B-1,2-glikozydowym.
W poréwnaniu z cukrozg, trehaloza ma nizszg hi-
groskopijnos¢, co umozliwia ochron¢ biatek po-
przez tworzenie niehigroskopijnego ,,szkliwa” na ich
powierzchni. Trehaloza jest dobrze rozpuszczalna
w wodzie, jednak charakteryzuje si¢ trzykrotnie niz-
szg rozpuszczalnoscia niz cukroza. Wlasciwosci tre-
halozy daja mozliwosci jej rozlicznych zastosowan,
zarOwno w przemysle spozywczym, farmaceutycz-
nym i kosmetycznym, jak rowniez w weterynarii
i medycynie.
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