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Trehalose - the amazing substance. Properties, appearance and ap-
plications

Summary

This review presents chemical and biochemical properties of trehalose. Mo-
reover, the results of studies on biosynthesis and accumulation, as well as some
aspects of thermotolerantion and osmoadaptation are discussed. The existing
and potential applications in many fields, which may be medical or biological,
are listed therein.
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1. Wstep

Nazwa trehaloza wprowadzona zostata przez francuskiego
chemika M. Berthelota dla okreslenia substancji o charakterze
weglowodanowym, identycznej z cukrem grzybowym tzw. my-
koza. Substancja ta pochodzi z trehala manno - pustynnej man-
ny wystepujacej w kokonach poczwarek chrzgszcza Larinus nidifi-
cans spotykanego na terenach Azji Mniejszej (1). W przeprowa-
dzonej analizie struktury tej substancji wykazano, ze jest ona
zblizona do sacharozy. Oba te dwucukry bedace Zrédiem wegla
i energii moga takze wykazywaé funkcje bardziej specyficzna,
uczestniczagc w mechanizmach ochronnych uruchamianych w eks-
tremalnych warunkach srodowiska. Dotyczy to przede wszyst-
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kim anhydrobiontow - organizméw zdolnych przetrwaé stan catkowitego odwod-
nienia. Nalezg tu tzw. rosliny wskrzeszone (resurrection plants) jak np. Selaginella lepi-
dophylla czy Myrothamus flabellifolia, a takze cysty niektérych matzy i krewetek, po-
czwarki owaddw oraz drozdze.

W roslinach wyzszych trehaloza jest spotykana rzadko. Obecnos¢ tego cukru ob-
serwowana Jest w prymitywnych gromadach roslin naczyniowych oraz w roslinach
z mykoryza jak i w brodawkach roslin motylkowatych, gdzie symbiotyczne rizobia
majg zdolnos¢ wytwarzania tego dwucukru (2). Zastanawiajgcy jest fakt, ze rosliny
pomimo generalnego braku trehalozy, wytwarzajg trehalaze, enzym hydrolizujacy
ten cukier. Zaskakujace jest takze wystepowanie trehalazy w niektdrych narzadach
ssakOw, chociaz zwierzeta rowniez nie syntetyzuja i nie akumulujg tego substratu (3).

Ostatnio udowodniono, ze wigczenie drogg inzynierii genetycznej w genom ro-
Slin zbozowych genéw odpowiedzialnych za synteze trehalozy moze znacznie po-
prawic¢ tolerancje tych roslin na susze i zasolenie. Wykazano réwniez, ze ekspresja
drozdzowych genéw TPSI kodujgcych syntaze trehalozo-6-fosforanu, wprowadzo-
nych w genom tytoniu, wystarcza by spowodowaé¢ akumulacje trehalozy w badanych
roslinach transgenicznych, ktére nabywajg ceche zwiekszonej tolerancji na susze
(4). Akumulacja znacznych ilosci trehalozy w mikroorganizmach w niekorzystnych
warunkach srodowiska, moze sugerowac, ze gromadzenie tego cukru jest rodzajem
komorkowej odpowiedzi na stres.

Drozdze zdolne do syntezy duzych ilosci trehalozy i efektywnej jej hydrolizy do
glukozy moga szybko przechodzi¢ ze stanu anabiozy (zamrozenie, wysuszenie) do
stanu pelnej aktywnosci metabolicznej. Szczepy drozdzy o takich wlasciwosciach sg
bardzo poszukiwane i cenione w przemysle spozywczym oraz piekarniczym.

Stwierdzono ponadto, ze obecnos$¢ trehalozy stabilizuje struktury termowrazli-
wych enzymow, a takze wykazano jej zdolno$¢ do zmniejszenia stopnia agregacji
biatek. Z tych unikatowych wtasciwosci wynikajg mozliwe zastosowania, jak np. sta-
bilizacja i konserwacja niektérych lekéw, zywnosci i kosmetykow, a takze mozli-
wosSC¢ stosowania trehalozy w leczeniu schorzen wynikajgcych z nadmiernej agrega-
cji biatek.

2. Trehaloza - charakterystyka i wystepowanie

Trehaloza (a-D-glukopiranozylo-I-1-a-D-glukopiranozyd) jest dwucukrem niere-
dukujacym, zbudowanym z dwéch czasteczek glukozy potaczonych nietypowym
wiazaniem a-glikozydowym (rys. 1). taczy ono wegle nr | obu czasteczek, elimi-
nujac wtasciwosci redukujace. Trehaloza wykazuje wysoka hydrofilowos¢ i chemicz-
na stabilnosé. Podczas akumulacji ma zdolnosé tworzenia niehigroskopijnego ,,szkli-
wa”. Brak wewnetrznych wigzan wodorowych powoduje niezwykla elastycznos¢
wiazania glikozydowego. Energia swobodna (AGq) hydrolizy tego wiazania wynosi
18,4 kj/mol (1). Trehaloza jest fatwo hydrolizowana do glukozy i moze petni¢ w ko-

BIOTECHNOLOGIA 2 (53) 36-53 2001 37



Barbara Wolska-Mitaszko

CH20H OH

OH
OHon Rys. 1. Chemiczna struktura trehalozy.

morkach funkcje niereaktywnej rezerwy tego cukru. Wystepuje w postaci trzech
izomeréw: a,a-trehalozy, a,p-trehalozy i p,p-trehalozy. Izomer a,a jest szeroko
rozpowszechniony w przyrodzie, jego obecnos¢ wykazano w grzybach (1,5-7), bak-
teriach (8-10), niektorych ro$linach (2,4,11,12), nicieniach (13) i owadach (14).

Oprocz magazynowania pewnej ilosci glukozy udostepnianej procesom glikolizy
(15), trehaloza jako zwigzek osmotycznie czynny uczestniczy w chemicznym i fi-
zycznym zabezpieczeniu integralnosci struktur komoérkowych, a szczegdlnie bion
i biatlek enzymatycznych (16). W najbardziej przekonujgcej koncepcji wskazuje sie
na mozliwosci asocjacji trehalozy z btonami biologicznymi dzieki wytworzeniu
wigzan wodorowych miedzy grupami hydroksylowymi cukru a resztami fosforano-
wymi tzw. ,czesci gtowowych” fosfolipidéw btonowych (17). Taka asocjacja powo-
duje efektywne zabezpieczenie bton podczas proceséw wysychania czy zamrazania,
gdyz grupy hydroksylowe trehalozy zastepujac czasteczki wody utrzymujg ptynnosc
dwuwarstwowych struktur lipidowych. Proces ten pozwala zachowaé¢ przepuszczal-
nos¢ bton komérkowych zapobiegajac ich przejsciu do fazy zelu (17). Ponadto w po-
réwnaniu z innymi dwucukrami czy glicerolem trehaloza jest czastka najbardziej
efektywng w zapobieganiu wytworzenia potgczer pomiedzy odwodnionymi struktu-
rami bton (18,19).

Trehaloza, ktoérej ilos¢ w komérkach drozdzy wzrasta podczas wysuszania, za-
mrazania lub szoku termicznego, zabezpiecza struktury biatek dzieki dwém gtéw-
nym mechanizmom (17,20):

1) zastepuje wode, wytwarzajgc wigzania wodorowe miedzy grupami hydroksy-
lowymi cukru a polarnymi ugrupowaniami bialek,

2) jako cukier nieredukujacy nie uczestniczy w reakcji Maillarda, w ktorej cukry
redukujgce, np. glukoza reagujg z wolnymi grupami aminowymi biatek, podczas ich
odwodnienia (21).

U drozdzy i grzybow nitkowatych trehaloza wystepuje w sporach i sklerocjach
(22). Wykazano, ze gromadzona jest w okresach gtodzenia, spoczynku oraz podczas
proceséw sporulacji, a wykorzystywana - w okresie kietkowania spor. Mozliwos¢é
wykorzystania trehalozy jako jedynego zrodia wegla zaobserwowano w sporach
grzybéw, ktére majg zdolnos¢ kietkowania w wodzie (23). Obecnos¢ trehalozy wy-
kazano rowniez w komérkach wegetatywnych drozdzy poddawanych réznego ro-
dzaju stresom, takim jak: dziatanie toksycznych substancji (np. metali ciezkich), eks-
tremalnie niskiej badZz wysokiej temperatury, ciSnienia hydrostatycznego, a takze
podczas wysuszania, odwodnienia i stresu tlenowego (5,6,22,24). Wiasciwosci tre-
halozy jako czynnika zabezpieczajacego przed uszkadzajagcym dziataniem stresu lub
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jako czynnika stabilizujgcego wykazano in vivo, na permeabilizowanych komorkach,
jak réwniez in vitro na liposomach, btonach komérkowych Ilub oczyszczonych
biatkach (25). Pomimo wielu badan molekularny mechanizm dziatania trehalozy po-
zostaje nie w petni wyjasniony.

3. Metabolizm trehalozy u mikroorganizméw

3.1. Regulacja syntezy i degradacji trehalozy

Biosynteza trehalozy u drobnoustrojow zachodzi w dwoch etapach (rys. 2):

1) przytaczanie glukozy z UDP - glukozy do glukozo-6-fosforanu z wytworze-
niem trehalozo-6-fosforanu;

2) defosforylacja trehalozo-6-fosforanu z utworzeniem trehalozy oraz wolnego
nieorganicznego fosforanu.

Etap pierwszy katalizowany jest przez syntaze trehalozo-fosforanu (TPS; EC 2.4.1.15).
Natomiast drugi, defosforylacja trehalozo-6-fosforanu zachodzi przy udziale spe-
cyficznej fosfatazy (TPP; EC 3.1.3.12). Oba te enzymy obecne sg w cytozolu i wspétdziataja
ze sobg. W S. cerevisiae (26) opisano wystepowanie natywnego kompleksu (630-800
kDa) wykazujacego obecnos¢ obu aktywnosci. Oczyszczony kompleks TPS zawiera
trzy podjednostki o masach czgsteczkowych 130, 100 i 53 kDa (26). Podjednostki
kompleksu TPS syntetyzowane sg konstytutywnie, a ekspresje ich genéw stymuluje
podwyzszona temperatura (27). Geny kodujace podjednostki zostaty wyizolowane
i zsekwencjonowane (27,28). Gen TPS1 koduje najmniejszg podjednostke TPS; gen
TPS2 - podjednostke 100 kDa; a gen TPS3 - najwiekszg podjednostke. Wykazano,
ze mutanty z delecjg w genie TPS charakteryzujg sie zredukowang osmoadaptacjg
i termotolerancja.

W hydrolizie trehalozy uczestnicza rézne enzymy mikroorganizmoéw (29). Treha-
lozo-fosfataza (TP; fosforylaza a-a trehalozy, EC 2.4.1.64) bierze udziat w tym pro-
cesie u Euglena gracilis i Pichia fernientas. Hydrolaza trehalozo-fosforanu (TPH, a-a
fosfotrehalaza, EC 3.2.1.93) wystepuje u Bacillus papillae i E. coli. Trehalaza (TH lub
THA, a-a trehalozo-glukohydrolaza, EC 3.2.1.28) hydrolizuje ten substrat u innych
bakterii, roslin, grzybéw i zwierzat. Grzybowe trehalazy (THA, EC 3.2.1.28) zalicza-
ne sag do dwodch gtdwnych klas réznigcych sie optimum pH i termostabilnoscig
(30,31). Wystepuja trehalazy kwasne (nieregulatorowe), ktére sg glikoproteinami
wakuolarnymi lub zewnatrzkomoérkowymi oraz cytozolowe trehalazy neutralne (re-
gulatorowe), ktére nie sg glikozylowane (30,31). U wielu gatunkéw koegzystujg dwa
typy trehalaz co sugeruje istnienie dwdéch typow wykorzystania trehalozy. Dekom-
partmentalizacja trehalazy proponowana jest jako mechanizm inicjujacy hydrolize
trehalozy u gatunkéw wykazujgcych obecnos¢ kwasnej trehalazy (6). U grzybow,
w ktérych dominuje trehalaza neutralna o aktywnos$ci regulowanej przez cAMP,
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HoO
TREHALOZA

fosfataza
trehalozo-6-fosforanu TREHALAZA

glukoza + glukoza
Trehalozo-6-fosforan

Rys. 2. Biosynteza i degradacja trehalozy; P - fosforan, UDP - difosforan urydyny.

przy wykorzystaniu trehalozy wystepuja zalezne od cAMP kaskadowe reakcje fosfo-
rylacji biatek (31). Kwasne trehalazy sa szeroko rozpowszechnione u grzybow. Jed-
nakze, u tych organizméw w nieznacznej ilosci wystepuje trehalaza neutralna, ktéra
prawdopodobnie jest inicjatorem szybkiego rozkiadu trehalozy. Oba typy trehalaz
o takiej samej subkomadrkowej lokalizacji wystepujg w S. cerevisiae i Candida utilis
(23,32). Drozdze te zawieraja kwasng trehalaze znajdujgca sie w wakuolach, gdzie
z nieaktywnego prekursora w wyniku dziatania proteinazy A powstaje forma aktyw-
na enzymu, podczas gdy neutralna trehalaza zlokalizowana jest w cytozolu (32,33).
Aktywna, ufosforylowana forma neutralnej trehalazy S. cerevis/oe jest prawdopodob-
nie dimerem ztozonym z dwdéch identycznych podjednostek o masie 80 000 (23).
Enzym aktywowany jest w procesie fosforylacji zaleznej od cAMP za$ inaktywacja
odbywa sie przez defosforylacje trehalazy.

Geny NTH1, NTH2 i ATHI obu typow trehalaz oraz geny TPS kodujgce kompleks
syntazy trehalozo-6-fosforanu sklonowano i sekwencjonowano dla S. cerevisiae
(27,28,33-35). Mozna oczekiwaé zatem szybkiego postepu badan nad kontrolg me-
tabolizmu trehalozy jak réwniez identyfikacji homologicznych genéw u innych niz
drozdze mikroorganizmow.
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4. Fizjologiczna rola trehalozy

4.1. Rola trehalozy w procesach osmoadaptacji mikroorganizmow

Niektore bakterie i grzyby w hiperosmotycznych warunkach srodowiska gro-
madzg zwigzki aktywne osmotycznie, ktoére chronig je przed odwodnieniem i utrzy-
mujg na staiym poziomie cisnienie wewnatrz komorki (36,37). Akumulacje trehalozy
w warunkach stresu osmotycznego stwierdzono u Pseudomonasfhiorescens (38), Bacil-
lus subtilis (39), halofilnych sinic (Cyanobacterium sp.) i u halofilnych beztlenowych fo-
totroficznych bakterii z rodzaju Rhodospiryllum (40). Rhizobium meliloti szczep SU47
i Rhizobium leguminosarum biovar trifoli TAIl (41) w warunkach stresu osmotycznego
(200-600 mM NaCl) gromadzg kwas glutaminowy, a w stacjonarnej fazie wzrostu -
trehaloze. Zaobserwowano réwniez, ze u tych bakterii brodawkowych poziom tre-
halozy moze wzrasta¢ w warunkach obnizonego cisnienia tlenu (41). Sugeruje to, ze
proces akumulacji trehalozy u bakterii moze wystepowaé¢ w odpowiedzi na rézne
stresy Srodowiska.

E. coli reguluje osmotyczng wytrzymatos¢ cytoplazmy przez akumulacje K+ i ma-
tych organicznych czastek osmoprotektantéw (42). Tolerancje osmotyczng komaérce
bakteryjnej zapewnia obecnos$¢ proliny, betainy i choliny (43). Po wyczerpaniu tych
sktadnikow ze Srodowiska komdérka moze osiggna¢ wyzszy stopien tolerancji przez
synteze kwasu glutaminowego i trehalozy (42). W warunkach stresu osmotycznego
duze ilosci kwasu glutaminowego wykryto u Enterobacter aerogenes i Salmonella typhi-
murium (42,43). U halofilnej bakterii Ectothirhodospira halochloris odpornej na wyso-
kie zasolenie $rodowiska wystepuje betaina, etoina i trehaloza (40). Trehaloze wy-
kryto w komadrkach bakterii fototroficznych oraz w komaérkach drozdzy zdolnych do
przetrwania stanu catkowitego odwodnienia (1,36).

Drogi przemian biochemicznych trehalozy u E. coli sg r6zne w niskiej i wysokiej
osmolarnosci srodowiska (rys. 3) (36). Mechanizm syntezy trehalozy regulowany jest
na kilku poziomach. Akumulacja trehalozy obserwowana w warunkach wysokiej
osmolarnosci u E. col/jest niezbedna do aktywacji enzymoéw syntezy tego cukru (44).
Enzymy te, tj. syntaza trehalozo-6-fosforanu i fosfataza trehalozo-6-fosforanu kodo-
wane sg odpowiednio przez geny otsA i otsB, ktdre tworzg operon indukowany w wy-
sokiej osmolarnosci oraz podczas wejscia w stacjonarng faze wzrostu (45). Przejscie
to regulowane jest przez produkt genu rpoS (44), ktéry wymagany jest podczas syn-
tezy glikogenu, przy wytwarzaniu odpornoéci na nadtlenek wodoru i podczas diugo-
trwatego gtodzenia komorek. U E. coli indukuje on wytwarzanie od 15 do 20 biatek
i dziata jako alternatywny czynnik 6 (44,45). Trehaloza nie jest zaangazowana w ten
proces i gromadzony dwucukier jest rozktadany do glukozy przez trehalaze (Tre F)
zlokalizowang w cytoplazmie bakterii (46). W hydrolize gromadzonej trehalozy
moze by¢ zaangazowany drugi enzym, trehalaza TreA (47). Aktywno$¢ tej trehalazy
zlokalizowanej w przestrzeni periplazmatycznej komoérek E. coli pojawia sie przy cis-
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Rys. 3. Drogi syntezy i degradacji trehalozy u E. coli przy niskiej (—») i wysokiej (------ » ) osmolar-
nosci (36).

nieniu osmotycznym Srodowiska rzedu 250 mM NaCl powodujac hydrolize nadmiaru
trehalozy wytworzonej w odpowiedzi na stres osmotyczny. Pozwala to na wykorzy-
stanie trehalozy jako zrédta wegla i energii w tych warunkach srodowiska.
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Zaréwno regulacja aktywnosci trehalazy Tre A, jak i Tre Fjest czesciowo zalezna
od czynnika 5 (45). Tre A jest silnie indukowana przez wzrost w wysokiej osmolar-
nosci, natomiast Tre F jest stabo indukowana przez wysokg osmolarnos¢, za to sil-
nie przez trehaloze (45). Opinie dotyczace funkcji Tre F sg podzielone. Florlacher
i wsp. (46) donoszg, ze funkcjg Tre F jest transport i przeksztatcenie wewnatrzko-
morkowej trehalozy po przeniesieniu komorek ze srodowiska o wysokiej do niskiej
osmolarnosci. Wtedy aktywnos¢ Tre Fjest wystarczajgco niska by nie hamowac syn-
tezy trehalozy w wysokiej osmolarnosci, ale wystarczajaco wysoka by zapewni¢ wy-
korzystanie zmagazynowanej trehalozy po powrocie do niskiej osmolarnosci, gdy
synteza zostata juz zakonczona.

W warunkach niskiego cisnienia osmotycznego srodowiska rozktad trehalozy
u E. colijest przeprowadzany przez amylotrehalaze. Enzym ten uwalnia z trehalozy
jedng czgsteczke glukozy, natomiast druga czgsteczka zostaje przeniesiona na ak-
ceptor typu polimeru glukozy analogiczny do maltodekstryn (47). W tym przypadku
wysoka osmolarno$¢ srodowiska hamuje transport i hydrolize trehalozy natomiast
indukuje wewnatrzkomoérkowa synteze trehalozy.

Zaobserwowano, ze E. coli szczep DH i Bacillus tliuringiensis szczep FID-1 w obec-
nosci trehalozy w $rodowisku, wykazujg zwiekszona odpornos¢ na odwodnienie
spowodowane zamrazaniem komorek (16). Brak trehalozy podczas odwodnienia re-
dukuje przezywalnos$¢ bakterii odpowiednio do 8% u E. coli i \4% dla B. tliuringiensis
(16). Natomiast w obecnosci 100 mM roztworu trehalozy w Srodowisku przezywal-
nos$¢ E. coli wynosi 70%, a B. tliuringiensis 7>7%.

Przy umiarkowanym niedoborze wody spowodowanym wysokim ciSnieniem osmo-
tycznym, rézne roztwory osmotycznie czynne moga utrzymywacé zywotno$¢ komo-
rek. jednak ochrone komoérek mikroorganizméw w ekstremalnych warunkach od-
wodnienia zapewniajg dwucukry nieredukujace, np. trehaloza.

4.2. Rola trehalozy w nabyciu termotolerancji

W przeprowadzonych badaniach nad S. cerevisisae wykazano, ze trehaloza nie-
zbedna jest do przetrwania wysokich temperatur, ktére niszczg integralno$¢ bion
komorkowych, powodujac denaturacje i agregacje biatlek (48-50). W doswiadcze-
niach in vitro stwierdzono (51), wspoétdziatanie trehalozy z biatkami szoku termicz-
nego, FISP (heat shock proteins), ktére funkcjonujg jako biatka opiekuricze (chapero-
ny) zapobiegajace agregacji biatek lub jak np. HSP-104, ufatwiajace resolubilizacje
i reaktywacje juz agregujacych biatek (52,53).

Akumulacja trehalozy i biatek FISP w drozdzach (S. cerevisiae (54) i S. pombe (55))
oraz w Neurospora crassa (56) moze by¢ indukowana zaréwno przez szok termiczny jak
i przez inne stresy (57). W laboratorium Wiemkena (1) stwierdzono $cistg korelacje
miedzy zawarto$cig trehalozy a odpornosciag na dziatanie szoku termicznego. Szczepy
drozdzy z mutacjami powodujgcymi obnizong synteze neutralnej trehalazy, zawieraty
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wieksze ilosci trehalozy i byly bardziej odporne na szok termiczny w poréwnaniu
z drozdzami szczepu dzikiego (58). Korelacje miedzy poziomem trehalozy a odporno-
Scig szeregu pokrewnych gatunkéw drozdzy na wysoka i ekstremalnie obnizong tem-
perature wykazat rowniez Attfield (59). Podczas logarytmicznej fazy wzrostu drozdzy
poziom syntezy trehalozy oraz biatka HSP-104 jest niski, natomiast podnosi sie w ko-
moérkach ze stacjonarnej fazy wzrostu, w sporach drozdzy jak réwniez w komoérkach
z logarytmicznej fazy wzrostu poddanych dziataniu wysokich temperatur (60). Sugeru-
je to role trehalozy nie tylko jako rezerwy energetycznej, ale réwniez jako czynnika
ochraniajgcego przed niszczacym dziataniem stresu (61,62). Mutacje genu TPS powo-
duja, ze komorki drozdzy, stajgc sie niezdolne do wytwarzania trehalozy, sg bardziej
wrazliwe na wysoka temperature (61). Z kolei fakt, ze mutanty w genie TPS wykazujg
zmniejszong termotolerancje, sugeruje, ze nie tylko trehaloza, ale takze np. biatko
TPSI moze odgrywac wazng role w nabyciu odpornosci na stres. Dzieje sie to prawdo-
podobnie poprzez stymulacje ekspresji genéw biatek szoku termicznego (63). Nie wia-
domo jednak dlaczego u mutantéw, charakteryzujacych sie wysokim poziomem treha-
lozy, ktorym brakuje genu NTHI kodujacego enzym odpowiedzialny za hydrolize
trehalozy, obserwuje sie niewielkg zdolno$¢ przetrwania ekstremalnych warunkéw.
Wzmozone wytwarzanie trehalozy podczas szoku termicznego moze wynika¢ ze wzro-
stu aktywnosci kompleksu syntazy trehalozy (TPS) w podwyzszonej temperaturze,
wzrostu syntezy biatek TPSI i TPS2 lub zwiekszenia puli substratdw do syntezy tre-
halozy, tj. UDP - glukozy i glukozo-6-fosforanu (64). Jednakze problemem niemal
wszystkich badan, wskazujacych na korelacje miedzy poziomem trehalozy a termoto-
lerancjg drozdzy jest fakt, ze badane warunki i rodzaje mutacji wptywajag nie tylko na
poziom trehalozy, ale réwniez na synteze biatek szoku termicznego.

Trehaloza hydrolizowana jest przez wiele trehalaz, ktérych geny zidentyfikowano
i sklonowano (33-35,64). U drozdzy, gen ATHI, kodujacy kwasng trehalaze wyrazany
jest w fazie stacjonarnej (65). Mutanty delecyjne athl majgc wysoki poziom trehalozy,
lepiej przezywajg dehydratacje, zamrozenie czy ekspozycje na etanol (66), lecz nie-
zdolne sg do wykorzystania egzogennej trehalozy jako zrédta wegla (67). Enzymy ko-
dowane przez geny NTHI i NTH2 syntetyzowane sg konstytutywnie, ale ekspresja ich
gendéw zwiekszona jest w podwyzszonej temperaturze, co prowadzi do paradoksalnej
sytuacji, ze enzymy zaréwno syntezyjak i hydrolizy trehalozy sg rownoczes$nie aktywo-
wane termicznie. Podczas wychodzenia komdrek drozdzowych z szoku termicznego
lub z fazy stacjonarnej w hydrolizie trehalozy uczestniczy neutralna trehalaza cytozo-
lowa (THA), biatko NTHIp (68). Usuniecie genu NTHI powoduje, ze komérki rosnace
w podwyzszonej temperaturze akumulujg wieksze ilosci trehalozy (67,68). Drugi gen,
NTH2, wykazujacy 11% identycznosci sekwencji nukleotydéw z genem NTHI zostat
réwniez zidentyfikowany u S. cerevisiae (68). Rola tego genu nie jestjasna, a jego utrata
nie powoduje nadmiernej syntezy trehalozy. W komadrkach niosgcych pojedynczg mu-
tacje nthl obniza sie hydroliza trehalozy po szoku termicznym (68). Oba biatka NTHIp
i NTH2p majg po dwa potencjalne miejsca fosforylacji i aktywno$¢ ich moze by¢ regu-
lowana przez kinaze biatkowg zalezng od cAMP (69).
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Mutanty drozdzowe z mutacjg w genie bcyl-1, kodujagcym regulatorowa podijed-
nostke kinazy zaleznej od cAMP, niezdolne do wysokiej akumulacji trehalozy, sg bar-
dzo wrazliwe na temperature. Zas komorki z mutacjg w strukturalnym genie cyklazy
adenylowej cyrl-2, wytwarzajg trehaloze w sposéb konstytutywny i sg wyraznie ter-
motolerancyjne (70). Rola trehalozy w tych zjawiskach nie jest jasna, poniewaz wa-
runki, ktére indukuja akumulacje trehalozy wptywaja rowniez na produkcje biatek
HSP, o ktérych wiadomo, ze zabezpieczaja komérki przed stresem termicznym.

Przypuszczenie, ze trehaloza wykazuje ochronng funkcje pochodzi z obserwaciji,
ze jest wytwarzana w odpowiedzi na stres podobnie jak biatka HSP. Hipoteza, ze do
wytworzenia HSP niezbedne jest biatko TPS1 lub trehaloza, wynika stad, iz podczas
szoku termicznego w mutantach tpsi wystepuje nizszy poziom biatek HSP i znaczne
obnizenie termostabilnosci (64,71). Zeby wyjasni¢ obnizong termotolerancje mutan-
tow tpsl zaproponowano trzy hipotezy (71,72):

1) biatko syntazy (TPSIp) oprécz swej enzymatycznej roli w syntezie trehalozy,
konieczne jest do ekspresji genéw szoku termicznego. Termowrazliwos¢ mutantéw
tpsl wynikataby z niemoznos$ci indukowania ekspresji rodziny genéw HSP-,

2) trehaloza zabezpiecza komérki jedynie przed Srednio podwyzszonymi tempe-
raturami, pozwalajgc na synteze biatek HSP, ktore z kolei powodujg, ze komorki
stajg sie zdolne do przetrwania wysokich temperatur;

3) w termotolerancji u drozdzy wystepuje funkcjonalna dichotomia: najpierw trehalo-
za dziata bezposrednio na biatka, a nastepnie z biatkami zabezpieczonymi przez obec-
no$¢ trehalozy wigzg sie biatka szoku termicznego, zwiekszajgc ich termostabilnosc.

Mutanty tpsl, z rbwnoczesna mutacjg w genie HSP104, nie wytwarzajg tego pod-
stawowego biatka stresu termicznego i wykazujg obnizong termotolerancje w fazie
stacjonarnej (72,73). Natomiast trudne do wyjasnienia jest to, ze mutanty nthl,
majac wysoki poziom trehalozy, wykazujg obnizong termotolerancje (65,68). Te ob-
serwacje moga wskazywac¢ na znaczaca role trehalozy w termotoleranciji, jak réw-
niez na jej wspotdziatanie z biatkami szoku. Przypuszcza sie, ze stabilizacja przez
trehaloze termicznie zdenaturowanych biatek moze interferowac z ich reaktywacja,
jezeli trehaloza nie jest do$¢ szybko degradowana po szoku termicznym (71). W ten
sposéb trehaloza moze utrudnia¢ biatkom HSP usuniecie zniszczen spowodowa-
nych wysokg temperaturg (7).

5. Mozliwe zastosowania trehalozy

5.1. Metody izolacji i iloSciowego oznaczania trehalozy
Trehaloza wystepuje w stosunkowo duzych ilosciach w drozdzach piekarniczych

(7,22). Konwencjonalne metody izolacji tego cukru oparte sg na jego ekstrakcji
goracym roztworem 70-95% etanolu (74). Metody te wymagajg dodatkowej procedu-
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ry deproteinizacji z uzyciem siarczanu rteci, siarczanu cynku lub kwasu trichloro-
octowego (74). W aktualnie opracowanej przez Yoshikawe i wsp. (75) metodzie izo-
lacji trehalozy przed ekstrakcjg 45% etanolem wystepuje etap wstepnego ogrzewa-
nia swiezych lub suszonych drozdzy przez 1-2 godzin w temp. 70°C, w celu inakty-
wacji trehalazy oraz rozluznienia i deformacji sciany komoérkowej drozdzy.

Metode syntezy znakowanej - trehalozy z E. coli opracowali Horlacher i wsp.
(76). W tym systemie enzymy odpowiedzialne za synteze trehalozy kodowane przez
chromosomalne geny osM i otsB, indukowano wysokg osmolarnoscig srodowiska
(77) lub przy uzyciu izopropylotiogalaktozydu (IPTG) (76). Stosujgc metody inzynie-
rii genetycznej uzyskano mutanty nie tylko defektywne w genie treA, ktéry koduje
periplazmatyczng trehalaze u E. coli, ale réwniez w genie treE kodujgcym trehalaze
cytoplazmatyczna tych bakterii. Wydajnos¢é syntezy trehalozy w tej metodzie jest
wysoka. Akumulowang trehaloze fatwo oczysci¢ ekstrahujgc ja 70% etanolem na
goraco oraz stosujac techniki radiochemiczne i chromatografie (77).

lloSciowe oznaczenia trehalozy wykonywano metodami kolorymetrycznymi i en-
zymatycznymi (78), a obecnie najczesciej przy uzyciu chromatografii HPLC (54).
W metodach enzymatycznych hydrolizowano trehaloze, np. przy uzyciu trehalazy
z S. cerevisiae (78) lub z konidiéw grzyba Humicola grisea, (74), a nastepnie oznaczano
ilos¢ uwolnionej glukozy przy zastosowaniu jednej ze znanych metod. Nowa, szyb-
ka metoda okreslania ilosci trehalozy, znana jako FIA [flow injection analysis) (79), po-
lega na hydrolizie trehalozy za pomocg oczyszczonej trehalazy z E. coli immobilizo-
wanej na odpowiednim nosniku. llo$¢ glukozy wytworzonej z trehalozy oznaczana
jest spektrofotometrycznie po reakcji z heksokinaza, ATP oraz dehydrogenaza glu-
kozo-6-fosforanu, na podstawie ilosci wytworzonego NADPH (79).

5.2. Zastosowanie trehalozy w biologii i medycynie

Anhydrobiotyczne organizmy, takie jak drozdze, niektére grzyby, krewetki czy
nicienie moga ulega¢ znacznemu odwodnieniu przy jednoczesnej akumulacji treha-
lozy. W badaniach przeprowadzonych z uzyciem sztucznych bton wykazano przy-
datnos¢ trehalozy w zastepowaniu wody w btonie podczas procesoéw dehydratacji.
Te obserwacje zostaly wykorzystane w krioprotekcji komoérek roslinnych pocho-
dzacych z hodowli tkankowych. Kondycjonowanie komérek marchwi (Daucus carota)
i tytoniu (Nicotiana tabacum i Nicotiana pulmbaginifolia) 5-10% trehalozg przez 3-6 dni
przed gtebokim zamrozeniem w obecnosci 40% trehalozy jako jedynego krioprotek-
tanta pozwolito osiggna¢ zwiekszong w poréwnaniu z innymi metodami zamrazania
przezywalno$¢ komorek roslinnych rzedu 71-74% (80). Porbwnywano réwniez prze-
zywalno$¢ komoérek drozdzy (81). Po ich zamrozeniu uzyskiwano przezywalnos¢
okoto 71,5%, natomiast po liofilizacji jedynie 25%. Stopniowe ochtadzanie komorek
drozdzy w obecnosci trehalozy przeprowadzone przed procesem liofilizacji powo-
dowato wzrost przezywalnosci do okoto 60% (81).
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Innym problemem w zootechnice, biologii czy medycynie jest zamrazanie i prze-
chowywanie embrionéw ssaczych w stanie zamrozenia. Pewna ilos¢ wewnatrzko-
morkowej wody powinna by¢ usunieta z ich tkanek i zastapiona czgsteczkami krio-
protektantdéw. Wykazano, ze szybkie zamrozenie embriondw mysich w plynnym
azocie mozliwe jest z zastosowaniem trehalozy jako jedynego krioprotektanta. Uzy-
cie trehalozy pozwala takze na bezposrednie, jednoetapowe odmrozenie przez prze-
niesienie embrionéw do temperatury 37°C (82).

Delikatne biomolekuly, jak enzymy restrykcyjne i inne enzymy modyfikujgce
DNA, moga by¢ in vitro suszone w obecnosci trehalozy, a nastepnie przechowywane
w temperaturze pokojowej praktycznie bez utraty aktywnosci (83). Preparaty prze-
ciwciat do oznaczania gtéwnych grup krwi suszone w obecnosci trehalozy zacho-
wujg biologiczng aktywnos$¢, nawet po kilku latach przechowywania (84). Podobne
wyniki uzyskano z innymi przeciwciatami (85) i czynnikami krzepniecia krwi (85)
oraz enzymami uzywanymi w biologii molekularnej do sekwencjonowania genomu
(84). Niedawno wykazano, ze trehaloza nie tylko pozwala zachowaé petng aktyw-
no$¢ enzyméw w wysokich temperaturach (termostabilizacja), ale moze réwniez
wzmagac ich aktywnos¢ (termoaktywacja) w warunkach, w ktérych z reguty enzymy
te sg juz nieaktywne. Taka stabilizacja trehalozg odwrotnej transkryptazy wirusa
biataczki mysiej Moloneya umozliwita synteze cDNA komplementarnego do catego
wirusowego genomu in vitro (86).

Duze zainteresowanie budzi mozliwo$¢ wprowadzenia trehalozy do wnetrza ko-
morek ssaczych. Moze to mie¢ ogromne znaczenie przy przechowywaniu i transpor-
cie komoérek, tkanek czy nawet organéw. Uzycie a-hemolizyny z genetycznie zmody-
fikowanego mutanta Staphylococcus aueriis umozliwito wprowadzenie trehalozy do
wnetrza fibroblastéw zwiekszajac ich przezywalnosé¢ do 80% podczas zamrazania,
a ludzkich keratynocytéw do 70% (87). luo i wsp. (88) przy uzyciu zrekombinowane-
go wektora adenowirusowego wprowadzili do fibroblastéw ludzkich geny ostA i ostB,
ktére kodujg enzymy syntezy trehalozy u E. coli. Stwierdzono, ze fibroblasty takie
moga by¢ przechowywane w stanie wysuszenia bez utraty biologicznej aktywnosci.

Sposréd szerokiego wachlarza mozliwych zastosowan trehalozy zwraca uwage
jej uzycie jako sktadnika cukrowego w mieszaninie aminokwasow i witamin stoso-
wanych do odzywiania pozajelitowego (89). Trehaloza, dwucukier nieredukujgcy
w przeciwienstwie do glukozy moze by¢ przechowywana razem z aminokwasami
bez spowodowania reakcji Maillarda. Wykorzystanie glukozy pochodzacej z trehalo-
zy moze zachodzi¢ przy udziale trehalazy, ktérg zlokalizowano u krélikéw w czesci
rdzeniowej nerki, a ktora jest takze obecna w organizmie czlowieka (3).

5.3. Inne funkcje trehalozy

Bakterie typu ,coryneform” hodowane na n-alkanach wytwarzaja trehalozo-lipi-
dy, ktére wchodzg w sktad scian komdérkowych drobnoustrojow. W starzejgcych sie
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hodowlach substancje te uwalniane sg poza komérke (90). Nalezg one do tzw.
LbiosLirfaktantow”, zwigzkéw chemicznych pochodzenia biologicznego, ktére majg
w niskich stezeniach zdolnos¢ obnizania napiecia powierzchniowego (91). Mozna je
wyizolowaé, np. z hodowli Arthrobacter parafineus prowadzonej na substratach hy-
drofobowych (93). Aktywne powierzchniowo trehalozo-lipidy zidentyfikowano tak-
ze w hodowlach Rhodococcus sp. namnozonych na weglowodorach (92) lub zuzytych
olejach technicznych (92). Opracowano warunki, w ktérych wytwarzanie znacznej
ilosci trehalozo-lipidu w (ilosci 3g/l hodowli) wystepowato po 160 godzinach ho-
dowli (94). Estry trehalozy wytwarzane m.in. przez Rhodococcus erytropolis moga by¢
stosowane do zwiekszenia pozyskiwania ropy z poktadéw piaskowcowych (94).
Emulsje trehalozo-lipidow o wlasciwosciach biodetergentow, aktywne w niskich
stezeniach, uzywane sg do zmniejszenia efektéw skazenia Srodowiska ropg (94).

Trehaloza moze takze tworzy¢ estrowe potaczenia z kwasem mykolowym. Ten
rodzaj zwigzkoéw jest spotykany w Scianach komorkowych bakterii rodzaju Mycobac-
terium, Corynebacterium oraz Nocardii (95-97). Spos$réd czynnikdédw immunostymula-
cyjnych znajdujacych sie w Scianach komoérkowych tych mikroorganizmow najsil-
niejsze dziatanie wykazywaly diestry trehalozy z kwasem mykolowym, np. TDM
(6,6’-dimykolan-a-a’-D-trehalozy), stanowigce strukturalny element frakcji lipidowej
sciany komorkowej bakterii z rodzaju Mycobacterium (95) (rys. 4).

O aktywnosci TDM decyduje konfiguracja reszty cukrowej, gdyz tylko D-stereo-
izomery wzmachiaja odpowiedZ immunologiczng organizmu petnigc role adiuwan-
tow. Obecnos¢ kwasu mykolowego jest rowniez istotna i pochodne cukrowe estryfi-
kowane tym kwasem wykazujg silniejsze wiasciwosci immunostymulacyjne w po-

HC—CH HC -CH
/ | | \
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Rys. 4. 6,6’-dimykolan-a-a’-D-trehalozy (TDM).
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rownaniu z estrami nierozgatezionych kwasow tluszczowych. Stosowanie dimykola-
nu trehalozy in vivo podwyzsza niespecyficzng odpornos¢ organizmow zwierzecych
na infekcje bakteryjne i wirusowe. TDM w pofaczeniu z innym immunostymulato-
rem-monofosforylolipidem A (MPLA) wywotuje szereg efektow biologicznych takich
jak: aktywacje makrofagéw, zwiekszenie odpornosci na infekcje bakteryjne i pa-
sozytnicze zwierzat doswiadczalnych (96), zwiekszenie poziomu interleukiny-1 (IL-1),
interferonu (IFN), czynnika nekrozy nowotworow (TNF) i czynnika stymulujgcego
powstawanie kolonii (CSF). Ponadto doguzowe lub dozylne podanie TDM w po-
taczeniu z MPLA moze powodowac regresje guzow nowotworowych (95). Nalezy
doda¢d, ze stosowanie wysokich dawek TDM moze powodowac zjawisko kacheks;ji
u zwierzat doswiadczalnych (97).

Do grupy zwigzkéw bedacych estrami trehalozy z kwasem mykolowym nalezy
rowniez 2,3,6’-trimykolan trehalozy (TTM). Zostat on wykryty w Scianie komorkowej
psychotrofilnej i kwasolubnej bakterii Rhodococcus ourantiacus (98) spokrewnionej
z Mycobacterium. Dozylne lub dootrzewnowe podanie myszom preparatu TTM po-
woduje zwielokrotnienie klonéw cytotoksycznych limfocytow T skierowanych prze-
ciwko komérkom nowotworowym (99). Zwieksza sie réwniez aktywnos¢é komoérek
NK (natural killers) oraz wytwarzanie przeciwcial. TTM moze indukowa¢ aktywno$¢
otrzewnowych makrofagow w kierunku lizy komoérek nowotworowych. TTM nie
wywotuje objawOw ubocznych, takich jak kacheksja, wystepujgca przy stosowaniu
wysokich dawek TDM (99).

Trehaloza, obok glikogenu, uwazana jest za gtéwny cukier wielu owadéw, o-
siagajac znaczny (\-2%) poziom w hemolimfie (14). Synteza trehalozy i jej hydroliza
jest u owadow pod kontrolg hormonalng i ma zasadnicze znaczenie w ich fizjologii.
Poziom aktywnosci trehalazy owadow jest czynnikiem kontrolujgcym ich zapotrze-
bowanie na glukoze i energie, wydatkowane znaczgco w czasie lotu czy podczas
zmian morfologicznych w réznych stadiach rozwoju owadéw. Specyficzne inhibito-
ry trehalazy, typu strukturalnych analogéw substratu, zakldcajg fizjologiczng meta-
morfoze, zwlaszcza w stadium larwalnym, co prowadzi do zmniejszania przezywal-
nosci form stadialnych owaddw.

Rozwdj badan nad strukturalnymi analogami trehalozy spowodowany jest mozli-
woscig zastosowania tych zwiazkéw jako bioinsektycydoéw. Na przyktad trehazolina,
pseudosacharyd, ktéry nasladuje substrat trehalazy, wyizolowany z hodowli Micro-
monospora sp. (100) i Amycolatopsis trehalostatica (101) czy trehazolamina (102), uni-
katowy aminocyklopentitol oraz caly szereg ich réznych pochodnych izolowanych
pierwotnie z grzybdw, obecnie wytwarzanych jest droga syntezy chemicznej (103,104).
Potencjalne znaczenie w hamowaniu aktywnosci trehalazy owadéw wykazujg réw-
niez wyizolowana wczesniej walidomycyna A (105) o wilasciwosciach antybiotycz-
nych oraz walidoksylamina A (106), ktérej pochodne hamujg wzrost larwy szkodnika
tytoniu Spodoptera litura (106). Nowa generacja bioinsektycydow to np. kalystegina
84 wytwarzana z korzeni Scopolia japonka (107) czy suidastryna wyizolowana ze
Streptomyces sp. (108). Suidastryna (50 razy silniejsza niz walidoksylamina A) wpro-
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wadzona do larw Protophornia, Spodoptera czy karalucha Periplaneta americana (108)
powoduje gtebokie zaktdcenie wzrostu larw, a przy zwiekszeniu dawki - Smiertel-
nos¢.

Niezwykte wiasciwosci trehalozy dotyczgce stabilizacji bialek wykazane w wielu
laboratoriach mogg stwarza¢ szerokie mozliwosci jej praktycznego wykorzystania.
Zwiekszenie tolerancji na stres wielu mikroorganizméw mogtoby utatwi¢ produkcje
rekombinacyjnych biatek o znaczeniu handlowym. Zjawisko stabilizacji biatek przy
udziale trehalozy moze miec takze zastosowanie w leczeniu schorzen prionowych
wynikajacych z niestabilnosci czy agregacji biatek. Dotyczy to np. takich neurodege-
neracjnych schorzen prionowych jak CDJ (syndrom Creutzfelda-Jakoba) czy gabcza-
stej encefalopatii krow. Schorzenia te rozwijaja sie, gdy prawidtowe komoérkowe
biatko PrP* (prion protein) ulega konformacyjnym zmianom prowadzacym do powsta-
wania form patalogicznych. Innym przyktadem jest mukowiscydoza, schorzenie, po-
wstajgce w wyniku mutacji destabilizujgcych biatko tworzgce kanaty chlorkowe. Wy-
kazano, ze w tych przypadkach dodanie roztworéw maltych czgstek organicznych,
np. trehalozy do komdrek hodowli tkankowych zabezpiecza ich biatka przed przyj-
mowaniem niekorzystnych, zwigzanych z danym schorzeniem konformacji (109,110).
Mozna przypuszczaé, ze odpowiednie, male czasteczki mogtyby by¢ uzyte jako
czynniki terapeutyczne, niewykluczone, ze w zaktdceniach amyloidowych réwniez,
gdy natywny stan biatka jest niestabilny z powodow naturalnych bgdz genetycznych
111,112y

Przedstawione w tym artykule wiadomosci dotyczag przede wszystkim roli treha-
lozy w metabolizmie drobnoustrojéw oraz mozliwych jej biotechnologicznych i me-
dycznych aplikacji. Natomiast przedstawienie znaczenia trehalozy w metabolizmie
nicieni, owadéw czy w brodawkach roslin motylkowatych wymaga odrebnego opra-
cowania.
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