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1.Wprowadzenie

oda jest zasadniczym skitadni-

kiem ziemskiego Srodowiska, wy-
stepujacym we wszystkich warstwach
naszej planety, a takze gitébwnym kom-
ponentem biosfery.

Bipolarny charakter tetraedrycz-
nych czagsteczek wody sprzyja ich ia-
czeniu sie w uporzadkowanym geome-
trycznie szyku za pomoca wigzan wo-
dorowych, bedacych w istocie oddzia-
tywaniami elektrostatycznymi miedzy
jadrem wodoru jednej molekuty a para
wolnych elektronéw drugiej. Ze wzgle-
du na ich przemijajacy charakter (Xi/2
asocjacji — dysocjacji czgsteczek wo-
dy w stanie cieklym wynosi 1 ps) —
woda pozostaje cieczg (1-3).

W miare usuwania ciepta z ukia-
déw wodnych wigzania wodorowe mie-
dzy czasteczkami wody staja sie coraz
stabilniejsze i wreszcie, ponizej pun-
ktu krzepniecia, woda zamienia sie
w lod.
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12 Marianna Turkiewicz

Zamarznigcie jest dla wiekszosci organizmoéw letalne. Wewnatrzkomorko-
we tworzenie sie lodu niemal zawsze prowadzi do Smierei komorki, wskutek
zniszezenia jej ultrastruktuiy. Tworzenie sie lodu w przestrzeniach pozako-
morkowych powoduje odwodnienie komorki, prowadzaee do szoku osmoty-
cznego, zatezenia eytozolu i wzrostu pH, a w koncu nawet do precypitacji
normalnie rozpuszezonych skiadnikéw (2-4). Utrata eo najwyzej 65% wody
wewnetrznej powoduje Smier¢ komorki. Krysztatki lodu moga tez fizyeznie
uszkadzac¢ blony biologiezne i kapilary, deformowa¢ komorki oraz zaburzac,
a wreszcie powodowac¢ zanik kontaktdw miedzy nimi. Daje to réwniez efekt
letainy.

Liczne ustroje sg narazone badz przez eale zycie, badz tez sezonowo, na
zamarzniecie (4). Wyksztalcity sie u nich rozmaite adaptaeje, dzieki ktérym
moga one przezy¢ w niesprzyjajacym srodowisku (tab. 1). Najbardziej istotne
sg wsrdod nich adaptacje biochemiezne, obserwowane przede wszystkim w or-
ganizmach ektotermicznych, a zwlaszcza hipostenotermicznych, z ktérych
wiele — przewaznie morskich — spedza cate zyeie w bardzo zimnym, za-
marzajacym sSrodowisku, np. w wodach polarnych.

Jednym z najbardziej interesujgeych przystosowan do zyeia w srodowisku
obfitujgcym w 14d, jest w ustrojaeh ektotermieznych ciggta badz okresowa
synteza specjalnej klasy peptydow i biatek, okreslanyeh bialkami termieznej

histerezy (ang. thermal hysteresis proteins — THP), bialkami przeciwlodo-
wymi (ang. antifreeze proteins — AFP, fr. antigel proteines) lub tez — rza-
dziej — biatkami krioprotekeyjnymi (4-9).

Cecha charakterystyczng THP jest zdolnos¢ obnizania na drodze niekoli-
gaeyjnej (czyli w zaleznosci nie od stezenia, a od rodzaju substancji krio-
protekcyjnej) punktu krzepniecia roztworéw wodnych, bez zmiany wartosci
ich punktu topnienia, dzieki ezemu te dwie wielkosei staja sie nieréwno-
waznikowe, co okreslamy mianem termicznej histerezy. Niskoczgsteczkowe
soluty, takie jak np. sole, poliole i ieh pochodne czy tez aminokwasy, réwniez
wykazujgce wilasciwosci krioprotekcyjne, dzialajg — odwrotnie niz AFP —
na drodze koligacyjnej, ponadto zas obnizone w ieh obeenosci punkty krze-
pnieeia i topnienia roztworéw wodnyeh pozostaja rownowaznikowe, tak jak
w czystej wodzie.

Gléwnym eelem THP, obecnych w cieczach ustrojowych jest niedopusz-
ezenie do wewnatrzkomdorkowego tworzenia sie lodu (6). Biatka te powodujg
zwykle stan przeehlodzenia organizmu, w ktérym moze dojs¢é nawet do wi-
tryfikaeji (zeszklenia sie) wody; nie jest ona wéwezas ani eieezg, ani cialem
stalym. Dla stanu przeehtodzenia charakterystyezna jest blokada aktywnosei
osmotycznej organizmu, zaobser*wowana u wielu zimujacych owadéw, np.
u muchy Eurosta solidaginis (10).
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Tabela 1

ADAKPACJE kompensujace oziebienie i zapobiegajace ZJMAr-ZANIU ORGANIZMOW

Adaptacje
behawioralne

anatomiczne i fizjologiczne

biochemiczne

Opracowano wg (4).

Przyktady

ucieczka z obszaru grozacego zamarznieciem, majaca zwykle
charakter sezonowy, zagrzebywanie sie w ziemi zwierzat
hibernujacych, zmiana miejsca przebywania w obrebie
wtasnego ekosystemu na takie, ktére nie grozi zamarznigciem,
np. niektére ryby polarne latem zyjace na powierzchni oceanu,
zime spedzaja w poblizu dna

odpowiednio szczelne pokrywy ciata zabezpieczajace przed
whnikaniem krysztatkéw lodu do wnetrza ustroju, gromadzenie
na okres zimowy znacznych ilosci lipidéw zapasowych (gtéwnie
u zwierzat endotermicznych, ale tez w drzewach iglastych), i in.

maja na celu podtrzymywanie metabolicznych regulacji
i homeostazy oraz ochrone struktury i funkcji komérek przed
skutkami oziebienia i tworzenia sie lodu. Adaptacje te obejmuja:

e synteze membran o zmienionym skladzie lipidow;

* synteze specjalnych wariantéw biatek, gtéwnie enzymatycz-
nych;

* obnizenie optymalnej temperatury proceséw komorkowych;

* utrzymanie réwnowagi miedzy procesami dostarczajgcymi
i zuzywajgcymi ATP, a takze pasywnymi;

e ograniczenie wystepowania lodu do pozakomoérkowych
przedziatow;

< akumulacje niskoczasteczkowych krioprotektantow
(glicerol, monosachaiydy i ich pochodne, aminokwasy),
w celu zwigkszenia ilosci ,niezamarzajacej” wody wew-
netrznej w komoérkach;

e synteze biatek i peptydéw termicznej histerezy (THP: AFPG

i AFP):
e sezonowag synteze tzw. bialek nukleacyjnych (INP — ice
nucleating proteins), indukujgcych i kontrolujacych

pozakomérkowe tworzenie sie krysztatéw lodu o odpowiednio
matych rozmiarach (np. u malzy Melampus edulis
i bidentatus, u ro$lin, itd.). Bardzo czesto sa to lipoproteiny

2. Wlasciwosci i rozpowszechnienie biatek przeciwlodowych

Biatka krioprotekcyjne sa znacznie bardziej rozpowszechnione w przyro-
dzie niz sgdzono jeszcze w koncu lat siedemdziesigtych (9) i wystepujg za-
rowno u zwierzat ektotermicznych, jak i u roslin, a nawet drobnoustrojow.
Zostaty one po raz pierwszy znalezione w nototeniach, antarktycznych rybach
dorszowatych, zyjacych w powierzchniowych wodach Potudniowego Oceanu

biotechnologia 1 (44) 99



14 Marianna Turkiewicz

lodowatego, ktérych temperatura jest bliska punktowi krzepniecia wody
morskiej (-1,9°C), co sprawia, ze wody te zawierajg ciggle znaczne ilosci lodu.
Jego krysztaly moga wnika¢ do ryby poprzez skrzela, uszkodzong pokrywe
ciata, czy tez przez przewdd pokarmowy, a mimo to nototenie nie zamarzajg
(5). Ryby te — przeciwnie niz morskie bezkregowce — nie sg osmokon-
formistami, a nawet ich krew jest nieco hipoosmotyczna wzgledem otacza-
jacej wody (6). Artur DeVries z Uniwersytetu w Urbanie, ktory odkryt THP,
wykazat, ze punkty topnienia surowicy ki*wi nototeni sg zblizone jak u ryb
strefy umiarkowanej (odpowiednio, ok. -0,8 i -0,7°C), a za ich obnizenie
w 85% odpowiada obecny we krwi NaCl, ponadto za$ jony K", Ca', czagste-
czki glukozy, mocznika i aminokwaséw. Punkty topnienia surowicy krwi no-
toteni sg natomiast znacznie nizsze i moga nawet dochodzi¢ do -2,7°C (tab.
2) (5,6). Za tak duzg termiczng histereze (1,7-1,9°C) sgq u tych ryb odpowie-
dzialne specjalne przeciwlodowe glikopeptydy i glikoproteiny (AFGP), wyizo-
lowane przez DeVriesa w 1969 r. (12). Sa to substancje nie dializujgce przez
btony o progu przepuszczalnosci 3 kDA, nie strgca je 10% TCA, nie dena-
turuje etanol i aceton, inaktywujga je proteinazy, ponadto za$ cechuje je
znaczna termostabilnos¢ (5 min, 100°C) (5).

Tabela 2
Punkty krzepniecia i topnienia surowicy krwi ryb antarktycznycii.
ZYJACYCH NA ROZNYCH GLEBOKOSCIACH

Gatunek (siedlisko) Temp. wody Surowica krwi

°C PT °C PK °C TH °C
Pagothenia borchgrewinki
(wody powierzciiniowe wypetnione lodem) -1.9 -1.1 2,7 1,6
Lycodichthys dearboni
(wody gtebokie wolne od lodu) -1.9 0.9 2,0 11
Chaenocephalus aceratus

-1,0 -0,9 -1,5 0,6

(wody powierzchniowe, ograniczona ilos¢ lodu)

Opracowano wg (6).
Objasnienia; PK (punkty krzepniecia): IT (punkty topnienia); TH (termiczna liistereza) = PI-PK.

Dotad znaleziono AFP nie tylko w surowicy krwi i innych kompartrmen-
tach ryb antarktycznych, ale takze sezonowo u ryb zyjacych w pdéinocnych
akwenach wod strefy umiarkowanej, m.in. u flader, mietuséw, gtowaczy,
Sledzi, stynek, itp. (tab. 3) (8,9).
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Tabela 3

Gatunki pétnocnoatlantyckich ryb, u ktérych znaleziono afp

Typ AFP Ryba
dorsz atlantycki
AFGP dorsz grenlandzki
ryba dorszowata
fladra pétnocnoatlantycka
AFP | typu fladra zoéttoogoniasta
gtowacze (liczne gatunki)
kruk morski
AFP 1l typu stynka
Sledz atlantycki
mietus
wilk morski
AFP Il typu

ostrogtow
ostropletowiec
mietus Lavala

nieokreslony* ryba $Sledziowata (ang. cunner)
I y

Opracowano wg (9).
* Wykryto termiczna histereze, ale nie zidentyfikowano AFP.

Nazwa gatunkowa
Gadus morhua
Gadus ogac
Microgadus tomcod
Pleuronectes americanus
Pleuronectes ferrugineus

Myxocephalus scorpios
Myxocephalus aeneus

HemitAptenus americanus
Osmerus mordax

Clupea harengus
Macrozoarces americanus
Anarchihas lupus

Ulvaria subbifurcaja
Pholis gunnelus

Lycodes laualaei

Alosa pseudoharengus
Tantogolabrus adspersus

15

Oprécz lyb, krioprotekcyjne biatka produkujg takze niektére mieezaki,
np. Mytilus edulis, zyjacy w strefie miedzypltywowej (11), a takze liezne zi-
mujace owady, u ktérych wystepujg sezonowo w hemolimfie oraz w plynie

jelitowym (tab, 4).
antarktycznyeh (10).

Tabela 4
Wystepowanie tup u owadéw

Owady wrazliwe na zamarzniecie

larwy chrzgszcza Tenebrio molilor
Meracantha contracta
chrzaszcze z rodzin: Tenebrionidae, Elateridae,

Cucujidae,  Pyrochroidae, Lamopyridae i
Coccinellidae
karaluchy: np. Parcoblatia pensylvanica,

mszyce: Oneopeltus fasciatus
Mecoptera (Boreus westwoodO
niektére zimujgce pajeczaki np. Phildromus

Opracowano wg (10).

biotechnologia

Owady tolerujace sezonowe zamarzniecie

chrzaszcz Dendroides canadensis

1 (44)

Ich wystepowanie opisano takze w wijaeh i roztoezaeh

99



16 Marianna Turkiewicz

Nalezy podkresli¢, ze i u ziemnyeh stawonogdéw strefy umiarkowanej syn-
teze THP indukuje temperatura ponizej 15°C, krotki fotookres i niska wil-
gotnos¢ powietrza. Stymuluja jga takze hormony juwenilne (13). Termiczna
histereza cieczy ustrojowych owaddéw zimujacych miesci sie zwykle w zakre-
sie 3-6°C, jednakze moze dochodzi¢ az do 15°C (10).

Pierwsze doniesienia o wystepowaniu termicznej histerezy u roslin pocho-
dzg z 1992 r. (14,15), jej poziom jest jednak niski i waha sie w zakresie
0,2-0,7°C (14). Liste roslin wyzszych i prymitywnych, syntetyzujgcych AFP
zamieszczono w tabeli 5. Sg wsréd nich zboza, warzywa, kwiaty, trawy, ziota,
paprocie, widtaki, skrzypy, mchy i ginko. Co ciekawe, THP stwierdzono tylko
u nielicznych gatunkow drzew, np. u topoli amerykanskiej oraz w zotedziach
biatego debu (9). Drzewa iglaste, takie jak np. czarny i bialy Swierk, jodia
balsamiczna i kanadyjska nie wytwarzaja biatek przeciwlodowych, natomiast
produkuja w zimie duze ilosci lipidow (9).

Ostatnio opisano THP u antarktycznych okrzemek Nitchia stellata, kolo-
nizujacych 1l6d i Porosita pseudodeniicalata, zyjacych w toni wodnej (16).
Bialka te, wydzielane przez N. stellata do otoczenia sprawiaja, ze powierz-
chnia lodu staje sie szorstka (wykazujg tzw. ice pitting activity], co ulatwia
wzrost glonu, a takze zwieksza porcje sSwiatla dostepnego dia komoérek, roz-
praszajac je.

THP stwierdzono takze u plesni (1994) i u bakterii (1991). U grzybow
Pleurotus ostreatus, Flammullina velupites, Coriolus versicollor i Stereum sp.
sa produkowane sezonowo, natomiast u tzw. plesni sniegowych, bedacych
patogenami zb6z ozimych [Coprinus psychromorbidus, Typhula incamata
i Mycosclerotina borealis) — sa wytwarzane w sposob ciagly (15). Wartosc¢
termicznej histerezy, ktdrg te biatlka powodujg u plesni, nie przekracza
0,35°C (15). AFP stwierdzono takze u kilku gatunkéw bakterii [Rhodococcus
erythropolis. Micrococcus cyphilus i Pseudomononas putida] po ich kilkuty-
godniowe] aklimatyzacji w 3°C (15). Aktywnos$¢ histerezowa tych biatek, po-
dobnie jak u ptesni, nie przekracza 0,4°C.

W tabeli 6 przedstawiono lokalizacje AFP w organizmach ryb, owadow
i roslin.

Stezenie THP w surowicy krwi lyb polarnych wynosi 20-35 mg/ml, a u ryb
poéinocnych akwendéw strefy umiarkowanej dochodzi w zimie do 10-20 mg/mil.

Aby zapewni¢ tak wysoki poziom biatek przeciwlodowych, w genomach
ryb sa obecne liczne kopie ich genéw (17-21):

e u nototenii antarktycznych kilkanascie kopii genow AFGP; kazda ko-
duje polibiatko, ulegajgce potranslacyjnemu rozszczepieniu na dojrzate
peptydy:

e U kruka morskiego 12-15 kopii;

u mietusa antarktycznego 43 kopie;

u mietusa nowofunlandzkiego 150 kopii;

e u wilka morskiego 80-85 kopii;
u wegorzycy atlantyckiej 180 kopii.
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Tabela 5

Gatunki roslin, u ktérych stwierdzono termiczng histereze

Gatunek

okrytozalgzkowe
Alliara peliolata
Aster cordifolius
Avena saliva
Barbaera vulgaris
Brassica napus
Brassica oleracea
Daucus carOla
Dicentra cucularia
Euphorbia serpeus
Hemerocalis fulve
Hordeum vulgare
Hydrophylum virginianurn
Plantago lanceolata
Plantago major

Poa annura

Poa pratensis
Populus deltoides
Quercus alba
Secale cereale
Solarium dulcamera
Solanum tuberosum
Stellaria media
Taraxanum ojficinale
Triticum aeslivurn

Triticale sp.
Vinca minor
Viohe sp.

nagozalazkowe
Polystichum acrostichoides
Eguisenim hymenale
Lycopodium dendroideum
Cynko hilboa

Mniurn cuspidahim
Polytrichum ohiocmse.
Brachylhecium salebrosum

Opracowano wg (9).

Nazwa pospolita

czosnek gorczycowy

aster lesny

owies ozimy

gorczycznik pospolity ozimy
rzepak ozimy

17

kapusta zwykta, brukselka, kapusta wloska

marchew dzika i hodowlana
Dutchman'’s breeches
wilczomlecz

liliowiec, cebulki
jeczmien ozimy

wielosit

babka lancetowata
babka lisciasta

trawa (wiechlina roczna)
trawa

topola amerykanska
biaty dab (zotedzie)

zyto ozime

stodkorz psiankowaty
ziemniak

ptasie ziele

mniszek lekarski

ozima i jara pszenica

triticall
barwinek
fiolek lesny

paproc
skrzyp
babimoér
ginko
mech
mech
mech

biotechnologia 1 (44)
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18 Marianna Turkiewicz

Tabeij\ 6

Lokalizacja tup w organizmach ektotermicznych

Organizm Lokalizacja biatek przeciwlodowych

lyby surowica krwi, plyny srédmigzszowe wszystkich tkanek z wyjatkiem mozgu,
ciecz jelitowa, ciecz oczna, skora, powierzchnia komérek nabtonkowych skrzeli

owady hemolimfa, epiderma zlokalizowana bezposrednio pod kutikula, powierzchnie
bton plazmatycznych, wnetrze dwuwarstwy lipidowej

rosliny apoplast (ksylem, Sciany komoérkowe, przestrzenie miedzykomoérkowe): znaczna

czes¢ THP wystepuje na powierzchni komorek; stwierdzono je w réznych
czesciach zimujacych roslin (fodygi, galezie, Zzdzbta lisciowe, paczki, jagody,
kwiaty, korzenie, bulwy, kieby, cebulki)

Biosynteza THP u ryb polarnych ma charakter konstytucyjny. Wysokie
stezenie tych bialek jest takze utrzymywane dzieki stabilnosci ich mRNA,
niskiego tempa obrotu tych biatek (np. AFGP nr 7 i 8 u Dissostichus ma-
wsonii majg Ti/2 = 60 dni) oraz wystepowaniu w ich DNA sekwencji wzmac-
niajgcych wydajnos¢ transkrypciji.

3. Charakterystyka molekularna biatek przeciwlodowych

Najlepiej poznano strukture molekularng czterech rodzajéw THP ryb
(tab. 7). Zwykle ryba wytwarza kilka wariantéw tego samego typu biatka
przeciwlodowego, réznigcych sie albo masag, albo wykazujacych stosunkowo
ograniczone réznice sekwencyjne (6,8,22,23).

Tabela 7
Ogodlna chai-{akte rystyka gtébwnych rodzjvjéw aep ryb

Wiasciwosci AFGP AFP ! AFP 1 AFP 111
masa 2,6-33 3,3-4,5 14,0-24,0 6,5-7,0
czasteczkowa, (8 wariantéw) (10 wariantéw) (7-13 wariantéw)
kDa
sekwencja (Ala-Ala-Thr)n bogata w Ala, bogata w Cys zrébwnowazona

11 -aminokwasowe
odcinki w powt6-
rzeniach
struktura prawdopodobnie  pojedyncza podobna do (i-sandwich
lewoskretna a-helisa lektyny typu C
helisa typu
poliproliny 1l
weglowodan disacharyd, brak u stynki reszty cu- brak
wiazania krowe  zwigzane

O-glikozydowe

Opracowano wg (9).

N-glikozydowo
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[-Ala-Ala-Thr-]n.4-40

HO.
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Rys. 1. Sekwencja aminokwasoéw i struktura disachaiydu glikozujgcego AFGP (a); schemat
helikalnej struktury AFP | typu, (b) (wg (8))

AFGP. Dotad opisano i do$¢ dobrze scharakteryzowano strukture mole-
kularng osmiu AFGP, o ktorych pierwszy donidst DeVries, i ktore wystepuja
nie tylko u nototenii, ale takze u innych ryb antarktycznych i pdéinocnych
ryb dorszowatych (6,8,9), Dotad nie udato sie wykrystalizowa¢ zadnego z tych
peptydéw i biatek, jednakze widma CD oraz wyniki badan ich struktury,
wykonanych za pomocag innych metod spektroskopowych (widma Ramana, NMR)
wskazuja, ze tworza one lewoskretna helise o bardzo regularnej sekwencji
(6). Powtarza sie w niej tripeptyd Ala-Ala-Thr, z ktérym poprzez y-hydroksyl
treoniny wigze sie wigzaniem a-O-glikozydowym disacharyd 3-0-[3-D-gala-
ktopiranozylo-2-N-acetylogalaktozamina (rys. 1 a) (8). W trzech AFGP o0 naj-
mniejszej masie kazda pierwsza alanina w tripeptydzie jest podstawiona przez
proline. Reszty sacharydowe w AFGP sa skierowane réwnolegle do dtugiej
osi helisy i utozone w taki sposéb, ze ich grupy hydroksylowe sa ekspono-
wane na zewnatrz molekuty. Reszty alaniny (powyzej 60 mol%) znajduja sie
po przeciwnej stronie helisy, zatem molekulty AFGP majga charakter amfipa-
tyczny.

Pozostate znatezione u innych ryb biatka krioprotekcyjne nie zawierajg
reszt sacharydowych (z wyjatkiem AFP 1l typu stynki, tab. 7). Wyrdznia sie
trzy rodzaje tych bialek — AFP 1, H i HI typu.

AFP | typu. Sa najbardziej rozpowszechnione u ryb (tab. 3) i prawdopo-
dobnie wystepuja tez u ptesni sniegowych (np. psychromorbidyna, peptyd

biotechnologia 1 (44) 99
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Rys. 2. Konformacja AFP Ill typu z mietusa (za zgoda dra Zongchao Jia, University of Sa-
skatchewan, Dept. Of Protein Crystallography).

0 pi 9,5 i 0 masie 3,5 kDA, jest czeSciowo homologiczny z AFPI typu fladry
potnocnoatlantyckiej) (24). Tworza regularne czasteczki o strukturze prawo-
skretnej a-helisy. AFPI typu fladry poinocnoatlantyckiej to najkrotsze opisane
w literaturze biatka helikalne o dtugosci ok. 5 nm (8,25,26) i o repetytywnej
sekwencji, w ktorej powtarza sie bogaty w ataniny 11-peptyd: Thr X2ASX X7,
gdzie X — to zwykle alanina (ponad 60 mol%). Podobnie jak AFGP sg to
biatka amfipatyczne; po stronie hydrofilowej czgsteczki lezg reszty Thr, Asp
1 Asn, za$ po stronie hydrofobowej, wzmocnionej jednym Ilub dwoma mo-
stkami solnymi, lokujg sie reszty Ala (rys. 1 b). W -1°C zawartos¢ a-helisy
w tego typu biatkach przeciwlodowych stanowi co najmniej 85%, jednakze
gwattownie maleje w miare wzrostu temperatury, i np. w 25°C wynosi juz
tylko 47%. Nalezy zaznaczy¢, ze trojwymiarowa struktura AFP | typu zostata
ustalona rentgenograficznie, najpierw przy 4,5A, pdOzniej zas uscislona przy
rozdzielczosci 1,5 A (26).

AFP Il typu sa to prawdopodobnie biatka globularne, bogate w cysteine
(8-10 mol%), zawierajace 4 lub 5 mostkéw disulfidowych. Ich sekwencja
zostata juz ustalona, jednakze do tej pory nie udato sie okresli¢ przestrzen-
nego zwiniecia tancucha polipeptydowego (28). AFP 11 typu u kruka mor-
skiego sa syntetyzowane w postaci 163-aminokwasowego prebiatka, ktérego
dojrzewanie obejmuje usuniecie 34-aminokwasowego peptydu sygnatowego,
odstaniajagcego N-koncowa glutamine (29). W przeprowadzonych badaniach
przy uzyciu dichroizmu kotowego wykazano, ze AFP Il typu nie zawierajga
odcinkéw helikalnych, natomiast sg w nich obecne liczne zagiecia, by¢ moze
o zdeformowanej strukturze (3 (28).
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AFP I1Il typu maja zréownowazony sktad aminokwasowy (zaden amino-
kwas nie wystepuje w przewadze), nie zawierajg cysteiny i sa zbudowane
z 62-64 aminokwasow. Wystepuja gtdwnie u ryb rodziny Zoarcidae. Sg to
biatka globutarne, zawierajace w czasteczce 9 odcinkéw (3-faldowych, z kto-
rych 6 jest uporzgdkowanych w strukture typu (3-sandwich (rys. 2) (31). Sag
produkowane w licznych wariantach, rézniacych sie nieznacznie sekwencjg
(8.30-32). Mechanizm krioprotekcyjnego dziatania tej grupy THP zostal okre-
Slony na poziomie molekularnym (31).

Deng i in. (1997) wyizolowali ostatnio z glowacza Myoxycephalus octo-
decimspinosis nowy, IV typ AFP ryb, oznaczony jako LS-12 (33). Skiada sie
on ze 108 aminokwasow, zawiera az 17% Gin, N-koniec ma zablokowany
przez grupe piroglutamylowg. CD-widma wskazujg na wysoka zawartos¢ he-
lisy, prawdopodobnie tworzgcej poczwdrng wigzke (ang. four-helix bundle).
Nie przypomina 3 innych typoéw AFP. Sekwencja AFP LS-12 jest podobna
do sekwencji apolipoproteiny surowicy krwi, co swiadczy o pokrewienstwie
obu biatek.

THP owaddéw sg biatkami heterogennymi, np. u Tenebrio molitor wyste-
puje 6 frakcji tych biatek o masie 9-17 kDa (34). Larwy chrzgszcza Dendroi-
des canadensis i mszyc zawierajg THP o masie 14,5 kDa (34). Nie sa one
glikozylowane, zawierajag mniej alaniny (7-14 mol%) niz AFP | typu ryb, a wie-
cej reszt hydrofilowych (40-61%) w poréwnaniu, np. z THP fladry (33%). THP
Tenebrio i Dendroides sg bogate w cysteine (15 i 28 mol%). Inaktywuje je
ditiotreitol (34). THP mszycy ma unikatowg zawartos¢ seryny — 30,5% (34).

Z roslin wyizolowano dotad 7 AFP:

e jedno biatko o masie 67 kDa, zawierajgce 24% Gly, glikozylowane ga-
laktoza, znalezione w stodkogorzu psiankowatym (35);

e szes$¢ biatek z lisci zboza ozimego, Secale cereale, o masie z zakresu
15-38 kDa. Sa to jednoczesnie biatka chronigce rosline przed patoge-
nami (ang. patogenesis related proteins — PRP): dwa o aktywnosci
endochitynazy, dwa bedace endo-(3-1,3-glukanazami i dwa biatka
taumatynopodobne (36,37).

Pseudomonas putida wydziela do podtoza AFP inaktywowany przez (3-mer-

kaptoetanol (15). Jest to obecnie prawdopodobnie jedyna informacja o na-
turze bakteryjnych biatek przeciwlodowych.

4. Rola i mechanizm dziatania biatek przeciwlodowych

Krioprotekcyjne dziatanie AFP jest trojakie. Biatka te inhibujg wzrost kry-
sztatkéw lodu, ktére przedostaty sie do ustroju, powodujac, jak wspomniano,
stan przechlodzenia organizmu. Drugag, rownie wazng ich funkcjg jest inhi-
bicja rekrystalizacji lodu podczas rozmrazania ptynéw ustrojowych, nato-
miast u niektérych organizmdw ich fizjologiczna rola polega na inhibicji tzw.
bialek nukieacyjnych lodu (ice nucleating proteins — INP), wytwarzanych
przez te ustroje.
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Rys. 3. Model ilustrujacy hipoteze Raymonda-DeVriesa (38), tj. mechanizm wigzania sie¢ AFGP
z siateczka lodu.

4.1. Inhibicja wzrostu krysztatéw lodu

W Kkilku réznych osrodkach wykazano, ze istotg tej funkcji THP jest ad-
sorpcja ich czasteczek na zarodkach krysztalébw lodu, ktére wniknety do
wnetrza ustroju, badz utworzyly sie w nim spontanicznie (7-9,25). Wynikiem
adsorpcji biatek przeciwlodowych na krysztalach lodu jest zawsze zmiana
pokroju (habit) krysztalu z heksagonalnego poprzez bipiramidalny na igiet-
kowaty, wynikajgca ze zmiany kierunku wzrostu krysztatlu z; wzdluz osi a,
na: wzdluz osi c (rys. 5), obserwowana oczywiseie przy spadku temperatury
ponizej obnizonego juz przez AFP punktu krzepniecia wody.

Do tej pory skonstruowano trzy modele, ttumaczgce mechanizm inhibicji
wzrostu krysztaldow lodu przez biatka termicznej histerezy.

1. Model Raymonda i DeVriesa z poczatku lat osiemdziesiagtych (38), za-
ktadajacy strukturalng komplementarnos¢ helikalnych czasteczek AFGP no-
totenii antarktycznyeh z siateczka lodu, dzieki czemu mozliwe jest tworzenie
sieci wigzan wodorowych miedzy hydrofilowg strong helisy (reszty sachary-
dowe) biatka krioprotekcyjnego a atomami tlenu czasteczek wody ulokowa-
nych na pryzmowych czotach krysztatu todu, co w efekcie prowadzi do eks-
pozycji hydrofobowych reszt aminokwaséw amfipatycznej molekuty kriopro-
tektora w kierunku rozpuszczalnika i przeciwdziata wigzaniu przez krysztat
kolejnych czasteczek wody. Zaadsorbowane na pryzmowych Sciankach kry-
sztalu lodu czasteczki AFGP dzielg je na wiele sekcji i wymuszajga wzrost
krysztalu w obszarach znajdujgcych sie miedzy nimi, co prowadzi do wy-
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<211>
ptaszczyzna podstawowa

nieuporzadkowana
ptaszczyzna
podstawowa

Rys. 4. Model ilustrujacy hipoteze Yanga i in. (25) mechanizmu dziatania AFP | typu (wg 8);
(a) AFP wigzg sie preferencyjnie na czotach pryzmowych, réwnotegte do wektora <211>; (b) zwig-
zane AFP wymuszg uporzadkowanie dipoli wody (obszar zacieniony): (c) wzrost krysztalu moze
sie odbywac tylko w ptaszczyznie podstawowej (nieuporzadkowane dipote wody — obszar jasny);
(d) kolejne stopniowe obnizenie temperatury prowadzi do powstania bipiramidalnego krysztatu.

tworzenia ptaszczyzn o duzej krzywiznie (rys. 3) i o tak wysokiej swobodnej
energii, ze po przekroczeniu pewnej krytycznej wartosci stosunku powierz-
chni obszaréw krzywizn do ich objetosci nastepuje zahamowanie wzrostu
krysztalu wzdluz osi a (efekt Gibbsa-Thomsona) (6,8). Jesli dalej bedzie sie
obniza¢ temperature, wzrost krysztalu jest mozliwy jedynie wzdluz osi c,
prostopadtej do ptaszczyzny podstawowej (rys. 3), co powoduje zmiane ksztal-
tu krysztalu. Model Raymonda i DeVriesa ma charakter statyczny.

2. Model Yanga i in. z 1988 r. (25), wyjasniajacy mechanizm dziatania
AFP | typu, zakiada indukujgcy wptyw dipolowych z natury, helikalnych
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Rys. 5. Struktura miejsca wigzacego AFP IIl typu (wg 26).

czgsteczek tych bialek na okreslone uporzadkowanie dipoli wody w siateczce
cz6t pryzmowych krysztatu lodu (rys. 4), spowodowane adsorpcjg czasteczek
AFP, dzieki tworzeniu sie wigzan wodorowych z czgsteczkami wody w siate-
czce lodu. W tym przypadku jest to model o charakterze dynamicznym,
uzwgledniajacy réwniez istotne znaczenie amfipatycznosci helis AFP | typu.

3. Model Daviesa i in. z 1996 r. (31). Réwniez w tym modelu, ttumaczacym
mechanizm oddziatywan AFP Il typu (biatko globularne bez repetytywnych
sekwencji) z lodem, istotng dla adsorpcji tej czasteczki role odgrywa amfi-
patycznos¢ miejsca wigzacego tego biatka. Wykazano, ze piec¢ reszt tego miej-
sca (GIn9, Asnl4, Thri5, Thrl8 i Gin 44) tworzy 5 wigzan wodorowych
z siateczka lodu plaszcz*yzny piyzmowej, za$ reszty apolame oddziatujg z pta-
szczyzng podstawowa krysztatu, blokujac jego wzrost. Strukture miejsca wig-
zacego AFP Il typu przedstawiono na rysunku 5.

Mechanizm dziatania AFP Il typu ryb oraz bialek przeciwlodowych owa-
doéw, roslin i drobnoustrojéw jest dotad nie znany. Pierwotng funkcje THP
(inhibicja wzrostu krysztaldw lodu) wspomagajg u wielu owadoéw poliole (gli-
cerol, sorbitol, mannitol) sezonowo wytwarzane w stezeniach nawet Kilku-
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Rys. 6. Rekrystalizacja lodu podczas roz- Rys. 7. Mikrofotografie krysztatow todu, ob-
mnazania ultracienkiej ptytki lodu wymrozonej razujace inhibicje rekrystalizacji lodu przez
z czystej wody (wg 39). AFP. Zdjecia lewe obrazujg stan poczatkowy

wymrozonych ptytek lodu, zdjecia prawe —
obraz po 60 min: (a) obraz kontrolnej ptytki todu
(wymrozona ptytka z cieczy po hodowli dzikiego
szczepu S. cerevisiae nie produkujacego AFP);
(b) obraz ptytki todu wymrozonej z cieczy po
hodowli rekombinowanego szczepu S. cerevi-
siae pUR 2682, z wprowadzonym genem AFP
11 typu (wg 50).

molowych (14). Powodujg one jednak drastyczny wzrost ciSnienia osmotycz-
nego, co jest szczegoblnie niebezpiecznie w okresie powrotu owada do aktyw-
nosci. Dlatego tez przypuszcza sie, ze funkcjg wtdrng biatek przeciwlodowych
owadow moze by¢ wspomaganie bilansu wodnego, czyli udziat w minimali-
zacji skutkdw odwodnienia (34), a takze, ze moga one by¢ wykorzystywane
jako bialka zapasowe, szczegolnie przy braku pokarmu w koncu sezonu zi-
mowego, gdy owad staje sie aktywny (14).

4.2. Inhibicja rekrystalizacji lodu

Przez rekrystalizacje lodu rozumie sie wzrost duzych krysztalow lodu ko-
sztem energii wydzielajacej sie podczas topnienia matych krysztatéw, obser-
wowany w trakcie rozmrazania materialu w wyniku tworzenia sie lokalnych
gradientow temperatury. Zjawisko rekrystalizacji zachodzi w temperaturach
nieco wyzszych od punktéw krzepniecia roztworéw wodnych, ponadto towa-
rzyszy ogrzewaniu przechtodzonych tkanek. Mechanizm hamowania rekrysta-
lizacji lodu przez THP nie jest catkowicie jasny. Wedtug hipotezy Knighta i in.
(39,40) hamujg one migracje krawedzi ziaren lodu, wigzac sie z nimi w ob-
szarach granicznych krystalitu. Wymaga to strukturalnego dopasowania sie
czasteczki AFP do krawedzi ziarna lodu, a zatem biatka te musi charakteryzo-
wacé znaczna efastycznosé¢. Zjawisko wzrostu krysztatldw lodu podczas rekry-
stalizacji zamrozonych wodnych roztworéw przedstawiono na rysunkach 6 i 7.
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4.3. Inhibicja nukleacji lodu

W tolerujgcych zamarzanie organizmach, np. w owadach, wystepuja INP,
dziatajace jako zarodki krysztatdw lodu, prawdopodobnie dzieki struktural-
nemu podobienstwu do powierzchni tych krysztatéw. Powodujg one powsta-
wanie lodu w przestrzeniach miedzykomoérkowych, chronigc tym samym we-
wnatrzkomorkowag wode przed zamarznieciem. AFP moga je w odpowiednim
momencie unieczynnia¢, oddziatujac z nimi w ten sam sposoéb, jak z lodem.
Co wiecej, takie kompleksy przypuszczalnie hamujg bardziej efektywnie
wzrost juz istniejgcych krysztatdw, niz pojedyncze czasteczki AFP (34).

5. Biotechnologicznie istotne kierunki badan nad biatkami
termicznej histerezy

Wiasciwosci chemiczne i fizjologiczne funkcje biatek przeciwlodowych,
omoéwione w poprzednich rozdziatach wskazujg, ze moga one znalez¢ wiele
zastosowan w praktyce gospodarczej (rolnictwo, przemyst spozywczy) oraz
w medycynie (krioprotekcja komoérek, tkanek, organdw).

Badania nad komercjalizacja AFP sa zaawansowane i prowadzone w wielu
osrodkach w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie i Europie Zachodniej. Obej-
muja one poszukiwania drég i warunkéw wykorzystania tych krioprotektan-
téw, a takze zmierzajg do otrzymania rekombinowanych drobnoustrojéw, wy-
dajnie produkujacych THP, do konstrukcji transgenicznych roslin i z"erzat
oraz do poznania interakcji AFP z r6znego typu receptorami bton biologicz-
nych.

5.1. Synteza AFP przez rekombinowane drobnoustroje

Konstrukcja szczepow wydajnie produkujgcych THP ma istotne znaczenie,
poniewaz obecnie Ig AFP, izolowany np. z 250 ml surowicy krwi nowofunla-
dzkiego dorsza kosztuje 5000-7000 USD (41). Szczegodlnie obiecujace sa na-
stepujace wyniki:

e uzyskano ekspresje genu AFP6 typu ! z fladry pdéinocnoatlantyckiej
(a-helikalny 37-aminokwasowy peptyd) w £. coli w formie wewnatrz-
komoérkowego fuzyjnego biatka z B-galaktozydazg lub biatkiem A sta-
fylokokow (42-44);

* stransformowany genem AFP 11l z mietusa, o zmodyfikowanej sekwen-
cji kodujacej N-koniec biatka, szczep £. coli wydajnie produkowat biat-
ko fuzyjne. AFP wydluzony o Met-Lys od strony N-terminalnej zachowat
peing aktywnos¢ krioprotekcyjng (45);

e z uzyciem plazmidéw pUC i pETT uzyskano w E. coli ekspresje genu
THP z pszenicy Triticum aestivum. Biatko zachowato aktywnos¢ krio-
protekcyjna (46);

e gen AFP8 ! typu z fladry pdéinocnoatlantyckiej poddano przypadkowej
mutacji, uzyskujac nastepnie ekspresje czterech tandemowych powt6-
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rzen zmutowanego genu w E. coli. 4 klony transformowanyeh bakterii
wykazywaly podwyzszong przezywalnos¢ w -20°C i wyzsza osmotole-
i-aneyjnos¢. Muteina AFP zaehowala amfipatycznos¢ struktury (47);

e w E. coli uzyskano ekspresje genu cor 15, pochodzgaeego z Arabidopsis
thaliana aklimatyzowanej do zimna. Produkt ekspresji — 15-amino-
kwasowy peptyd COR 15 zachowat aktywnos¢ krioprotekcyjna (48);

e z uzyciem plazmidéw pUR uzyskano ekspresje genu AFP6 | typu z fla-
dry i z glowacza w drozdzach S. cerevisiae SU 10. Produkt ekspres;ji
— biatko fuzyjne AFP z a-galaktozydaza lub drozdzowym czynnikiem
koniugacyjnym a ulegal sekrecji dzieki sygnatowej sekwencji (3-fru-
ktofuranozydazy. Poniewaz proteolityczne dojrzewanie byto niekomplet-
ne, otrzymywano heterologiczng mieszanine dojrzatego AFP, nosnika
i biatka chimerycznego. Wydajnos¢ ekspresji wyniosta 10 mg/ml (49,50);

e w drozdzach S. cerevisiae uzyskano ekspresje AFP Ill typu z Macrozo-
arces americanus o 2-krotnie wyzszej aktywnosci krioprotekcyjnej.
Biatko bylo wydzielane do podioza, a transformowane drozdze wyka-
zywaly 2,5% przezywalnos¢é w -196°C (51);

« od kilku lat sg prowadzone proby transformaciji Lactobacillus sp. genem
AFP z Pseudomonas putida. Pseudomonas putida cechuje sie wysoka
przezywalnoscig w temperaturze od -20 do -50°C (52,53).

5.2. Konstrukcja transgenicznych zwierzqt i roslin odpornych no niskq
temperature

Pierwsze prace przeprowadzone nad otrzymaniem transgenicznego tososia
Salmo salar z wprowadzonym genem AFP | typu fladiy zimowej Pseudopleu-
ronectes americanus nie byly zbyt zachecajgce, poniewaz poziom ekspresji
THP okazat sie zbyt niski dla efektywnej krioprotekcji ryby (54). W kolejnych
eksperymentach Hew i Fletcher (41) wprowadzili do jaj tososia gen AFP |
potaczony z genem hormonu wzrostu tej ryby. W efekcie transgeniczny tosos
rost szesciokrotnie szybciej od ryb kontrolnych i moégt bytowa¢ w wodach
szelfu kanadyjskiego.

Otrzymano tez transgeniczne karpie, pstragi i tososie, wprowadzajac do
komoérek jajowych tych ryb gen AFP Il typu z mietusa Macrozoarces ame-
ricanus. Te transgeniczne ryby charakteryzowatla wyzsza przezywalnos¢ w ni-
skich temperaturach i wyzsza masa ciata (55).

Stosujac plazmid pBlueBac wprowadzono do hodowli komérek Spodoptera
fruigiperda (owad) gen AFP Il typu bogatego w cysteine z kruka morskiego
z odpowiednia sekwencjg sygnatowa. Produkowane biatko zachowato natyw-
ne ulozenie mostkéw disulfidowych. Wydluzenie N-konca czasteczki nie ob-
nizyto jego krioprotekcyjnej aktywnosci (56).

Uzyskano ekspresje genu AFP Il typu z wilka morskiego w samicach
Drosophila melanogaster. Poziom AFP w hemolimfie owada osiggnat 50 mg/ml.
Plazmid z genem AFP zostal wprowadzony do zarodkéw muszki poprzez mi-
kroiniekcje. Uzyskano takze transgeniczng Drosophila melanogaster, zawie-
rajaca gen AFP Il typu bogatego w cysteine. W tym przypadku nie stwier-
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dzono jednak w transgenicznych osobnikach zwiekszonej tolerancji na zimno
(58). Ekspresja w Drosophila melanogaster genu AFP Il typu z mietusa,
zmodyfikowanego dodaniem 7-aminokwasowej sekwencji przy N-koricu, data
natomiast biatko o pelnej aktywnosci krioprotekcyjnej wzgledem natywnego
odpowiednika (59).

Pierwszg stransformowanag THP rosling byt pomidor, w ktérego lisciach
uzyskano ekspresje genu AFP | typu z fladiy w postaci biatka fuzyjnego,
natomiast nie stwierdzono ekspresji genu w owocach. Poziom AFP w lisciach
byt wystarczajacy dla inhibicji rekrystalizacji lodu (60).

5.3. Badanie zaleznosci strukiura/funkcja THP owaddw, roslin
i drobnoustrojow

Wspomniano juz, ze struktura zadnego z AFP tych grup organizmdéw nie
zostata dotagd ustalona, gtéwnie ze wzgledu na trudnosci z ich izolacjg (mate
ilosci hemolimfy u owadoéw, itp.) (9).

Ostatnio Easton i Horwath (61) opracowali metode dtugookresowej ho-
dowli in vitro komoérek ciat ttuszczowych larw chrzgszcza Tenebrio molitor,
z utrzymaniem ich morfologii i funkcji. Poniewaz komorki te in vivo u akli-
matyzowanego do zimna owada wytwarzaja biatka przeciwlodowe, autorzy
spodziewajg sie uzyska¢ material odpowiedni do izolacji tych biatek, a takze
do badan indukcji ich biosyntezy.

5.4. Modyfikacje natywnych AFP rrtetodami inzynierii biatkowej

W grupie nielicznych, jak dotad prac, majacych na celu otrzymanie biatek
przeciwlodowych o zwiekszonej aktywnosci krioprotekcyjnej mieszcza sie np.
takie zagadnienia jak:

e otrzymanie muteiny AFP Il typu z mietusa o zredukowanej aktywnosci
przeciwlodowej (mutacja kilku reszt w miejscu AFP wigazacym sie z lo-
dem), ktéra nie hamowata wzrostu krysztaléw lodu, ale zmieniata ich
morfologie (wydluzone heksagonalne bipiramidy) (62);

e porownanie struktury natywnego AFP ijego muteiny wykazalo istnienie
na poziomie molekularnym zwigzkéw miedzy krio- i osmotolerancyj-
nosciag (47). Muteina AFP8 | typu z fladry (przypadkowa mutacja)
charakteryzowala sie podwyzszong aktywnoscig histerezowa, a ponadto
nadawata transformowanym drobnoustrojom zdolnos$¢ tolerancji wyso-
kich stezen NaCl (osmotolerancja).

Mozna przypuszczac¢, ze lepsze poznanie, np. na poziomie atomowym,
mechanizmoéw oddziatywania THP réznego pochodzenia z siateczka krysztatu
lodu umozliwi w przysziosci zaprojektowanie za pomoca grafiki molekularnej
Jdealnego” krioprotekcyjnego biatka i jego wykorzystanie do produkcji na
wiekszag skale przez zrekombinowane drobnoustroje, a takze do otrzymywa-
nia transgenicznych, tolerujgcych zamarzanie roslin uprawnych i drzew owo-
cowych oraz odpornych na zamrazanie owocow i warzyw.
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5.5. Badania nad wykorzystaniem AFP w rolnictwie, przemysle

spozywczym i krioochronie materiatéw biologicznych

5.5.1, Rolnictwo i przemyst spozywczy

Najistotniejsze kierunki aplikacji biatek przeciwlodowych w tych obsza-
rach sa nastepujace (9):

ochrona plondw poprzez wprowadzenie do upraw potowych transgeni-
cznych roslin o zwiekszonej tolerancji na zamarzanie (63);

ochrona integralnosci tkanek i komdérek w mrozonej zywnosci (truska-
wki, maliny, pomidory, niektére gatunki miesa) przez egzogenne AFP,
wprowadzone na drodze infiltracji prozniowej, mikroiniekcji, moczenia,
iniekcji przedubojowej, itp. (64);

redukcja wzrostu drobnoustrojow, zwlaszcza podczas rozmrazania zyw-
nosci. Powinno sie tu wykorzysta¢ egzogenne AFP, co pozwoliloby na
szybkie rozmrazanie produktu. W materiale roslinnym jest mozliwa in-
dukcja endogennych PR-bialek (ang. patogenesis related proteins: endo-
glukanazy, endochitimazy i biatka taumatynopodobne), niszczacych mi-
kroflore i wykazujgacych réwnoczesnie whasciwosci krioprotekcyjne (65);
ochrona typowej tekstury niektérych mrozonych produktéw, np. gtad-
kosci” lodow przez egzogenne biatka przeciwlodowe (9);
wykorzystanie zrekombinowanych drozdzy o podwyzszonej kriotoleran-
cyjnosci w produkcji mrozonych ciast (9);

produkcja mrozonych jogurtéw z kriotolerancyjnymi bifidobakteriami
Lactobacillus (9).

5.5.2. Krioochrona materiatdéw biologicznych (komorek, tkanek, organéw,

enzymow)

Najwiekszy rynek dla biatek przeciwlodowych jest zwigzany z ich ewen-
tualnym wykorzystaniem w medycynie i pokrewnych dziedzinach, a zwtasz-
cza w przechowywaniu elementéw morfotycznych krwi, krioochronie komaorek
jajowych cztowieka, dotad nie osiggalnej, a takze w magazynowaniu w stanie
zamrozonym organow przeznaczonych do transplantacji (41).

Do najistotniejszych wynikéw w przeprowadzonych w tym obszarze ba-
daniach naleza:

komorki pobrane zimg z jelita srodkowego wija Lithobius farticatus,
aklimatyzowanego do temperatury -8,2°C przenoszono po inkubacji
z THP (20 am/ml), wyizolowanego z chrzaszcza Dendroides canadensis,
do temperatury -15,1°C. Zaobserwowano 50% zwiekszenie przezywal-
nosci komérek w -15,1°C wzgledem kontroli bez THP. Czasteczki AFP
gromadzity sie gtéwnie na membranach komorek jelitowych, ale znaj-
dowano je réwniez wewnatrz komoérek (66,67);

oocyty Swini, zamrozone w roztworze kazdego z czterech typéw AFP
ryb (20 mg/m¥) w 75% przezywaly zamrozenie. Przezywalnos¢ w nie-
obecnosci AFP byta sladowa (68);
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plemniki owcy po zamrozeniu w roztworze AFP | typu lub AFGP (0,1-
-10 pg/ml) wykazywaly wieksza ruchliwos¢ od proby kontrolnej. Wy-
zsze stezenia byly mniej efektywne (69);

watroby ssakéw, zamrazane w roztworze AFGP (1 mg/ml) i glicerolu
(0,5 M), po cyklu mrozenia produkowaly 2-5-krotnie wiecej zo6tci od
organéw zamrazanych bez AFGP (70);

AFP 1 typu (40 |ig/ml) redukowat hemolize erytrocytéw podczas po-
wolnego rozmrazania ich zawiesin w hydroksyetyloskrobi (71). Réwniez
AFP 11 i 111 typu powodowaly w tych samych warunkach zmniejszenie
hemolizy o 75-80%. Kontrola kriomikroskopowa wykazata inhibicje re-
krystalizacji lodu przez AFP (59);

AFP | typu fladry (0,5 mg/ml) inhibowaly transport Ca™+ i w gra-
nulocytach wieprzowych (72). Pasywny transport Ca”+ byl tez hamo-
wany w komodrkach ciemieniowych krdélika przez AFP 11 typu (1 mg/ml),
znakowany fluorescencyjnie (73);

liposomy tracity po zamrozeniu 60% zawartosci; AFGP (1 mg/ml) blo-
kowaly to zjawisko, stabilizujgc ptynnos¢ dwuwarstwy lipidowej (74);
AFP 1 typu i hydroksypropylo-p-cyklodekstiyny chronity dehydrogenaze
mleczanowg z miesni krélika (tetrameiyczne biatko) przed dysocjacjg
podczas zamrazania-rozmrazania i liofilizacji (75).

Nie wszystkie wyniki badan nad krioochrong tkanek i komodrek daty ocze-
kiwane wyniki. W wielu eksperymentach obserwowano szkodliwe dziatanie
tych biatek, m.in.

wykazano, ze AFP 1l typu i AFGP (1 mg/ml) zwiekszaly nieszczelnosé
bton tylakoidow lisci szpinaku w 0°C (76);

AFP 1 typu w niskich stezeniach (od 0,1 do ! ag/ml) okazat sie lekko
cytotoksyczny dla plemnikéw owiec w 5°C (69);

AFP w stezeniach milimolowych, dodawane do zawiesiny erytrocytow
w hydroksyetyloskrobi zwiekszaly (wzgledem préby kontrolnej) stopien
ich hemolizy podczas rozmrazania prob (77);

serca szczurze przeptukane roztworem AFGP i zamrozone na kilka go-
dzin w -1,4°C wykazywaly wieksze uszkodzenia anizeli organy kontrol-
ne. Ich zasieg zalezat od stezenia AFGP: serca traktowane AFGP o ste-
zeniu 10 mg/ml nie bity po rozmrozeniu. Przy stezeniu 5 mg/ml usz-
kodzenia byly mniejsze — serca bily nierytmicznie. Nawet w niewiel-
kim stezeniu (10 ag/ml) AFGP powodowaly obnizenie wydajnosci pracy
serca w poréwnaniu z niezamrazang kontrolg (78);

czes¢ kardiomiocytdow, zamrozonych w -4°C w roztworze AFGP
(0,5 mg/ml) ulegata po rozmrozeniu spontanicznemu obkurczeniu,
prowadzgcemu do Smierci komoérek. Obserwacje kriomikroskopowe za-
mrozonych preparatow wykazaly obecnos¢ ,drzewiastego” todu. Przy
wzroscie stezenia AFGP do 10 mg/ml, w trakcie zamrazania powstawat
igtopodobny 16d, uszkadzajacy znaczng czes¢ komorek, ktore ulegaly
lizie podczas rozmrazania preparatow (79);

dodatek AFP (w stezeniu powyzej 100 mg/ml) do komodrek ludzkiej
biataczki KG-1,7 zmniejszat ich przezywalno$¢ podczas zamrazania (80).
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Autorzy przytoczonych badan wskazujg, ze interakcje biatek przeeiwlodo-
wych z réznego typu komoérkami sg rézne i zalezg nie tylko od rodzaju
uzytego AFP, ale takze od jego stezenia. Poniewaz badania molekularnej
istoty oddziatywan THP z blonami biologicznymi sg rozwijane od niedawna,
mozna przypuszczac, ze do szerszego wykorzystania tych biatek w krioochro-
nie systemoéw biologicznych wiedzie jeszcze diuga droga.

6. Podsumowanie

Biatka termicznej histerezy, odkryte przed prawie trzydziestoma laty, sta-
nowig w dalszym ciggu fascynujacy obiekt badan. Wynika to przede wszy-
stkim z mozliwosci ich wykorzystania w krioprotekcji zywnosci, w hodowli
odpornych na zimno, a nawet na zamarzanie, transgenicznych roslin upraw-
nych i ryb, a takze z przewidywanej uzytecznosci biatek przeciwlodowych
w przechowywaniu materiatu biologicznego w stanie zamrozonym przed jego
wykorzystaniem w terapii medycznej. Komercjalizacja produkcji THP wymaga
jednakze przeprowadzania dalszyeh badan, zaréwno nad nowymi ich rodza-
jami, jak i — moze nawet przede wszystkim — nad istotg ich oddziatywan
nie tylko z krysztatami lodu, ale réwniez z blonami biologicznymi réznego
typu komorek.
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Thermal hysteresis proteins — structure, function, application
Summary

The paper reports on distribution in nature, properties and molecular structure of antifreeze
proteins, especially from fish (a continual biosynthesis) and from fish inhabiting northern part
of moderate zone waters (a seasonal synthesis). Three main functions of THPs are described,
i.e. inhibition of ice crystals growth, inhibition of ice recrystallization, and inhibition of ice
nucleating proteins. Main approaches of THPs research, aimed at their commercialization, agri-
cultural application (crop protection, transgenic plants and fish, resitant to low temperatures),
food industry (including frozen foods) and medicine (cryoprotection of cells, tissues and organs
for transplantations) are discussed, Cryotoxity THPs detected by some researchers is also mentioned.
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