Termalni fyziologie

Teplota jako zasadni
faktor prostredi a
postaveni bezobratlych
pfi termoregulaci.

Rozmezi teplot, v némz
Ziji rdzné organismy na
Zemi je velmi Siroké — od
—80 st.C. po teploty nad
100 st.C. Podstatné je
takeé Casove kolisani
teplot.
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Figure 8.1 Animals fall into four categories of thermal relations based
on whether they display endothermy and whether they display ther-
moregulation
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Figure 13.6 Thermal strategies Most animals can be classified as homeotherm
or poikilotherm, or alternately, ectotherm or endotherm. This figure illustrates the many
species whose thermal strategies combine elements of multiple strategies. For example,
monotremes are less homeothermic and less endothermic than other mammals.
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Jen velci si mohou dovolit termoregulovat.
Behavioralni termoregulace je ale dostupna i malym.
Termoregulace jako evolucni krok k volnym nikam.



Teplota a metabolismus u ektotermu a endotermu.
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Méni se aktivita enzymu, vlastnosti membran (gel x tekutost).

ProtoZe zejména slabé vazby jsou teplotou ovlivnény, méni se vlastnosti proteint a
lipidi. H mastky a van der W. sily s teplotou slabnou, hydrofobni interakce (vazby) sili.
Zalezi tedy na relativni dulezitosti a zastoupeni vazeb.
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Figure 4.1 The effect of temperature on a protein splitting
enzyme (protease) from the ascidian Halocynthia. The
enzyme effect seems to have a temperature optimum, but
this optimum is lower the longer the duration of the
experiment. This is explained in the text. [Berrill 1929]




Adaptace, Aklimace

Existuji velké rozdily v teplotach, jimz jsou rtizné druhy pfizptsobeny. Napf. Thermobia (Supinusky,
Apterygota) jsou aktivni v rozmezi 12 - 50 °C. Grylloblatta, cvrCkovec, ktery zije ve vysokych horach
Severni Ameriky, je aktivni pfi teploté -2.5 - 11.5 °C, teplotu 20 °C. jiZ nesnese.

| u téhoz jedince muze dojit ke zméné odolnosti vic¢i abnormalnim teplotam v dusledku adaptaci.
Napf. Svab adaptovany na teplotu 36°C upada do stavu strnulosti (chladovy Sok) pfi snizeni teploty
na 9.5°C. Byl-li vSak chovan alespon 24 hod pfi teploté 15 °C., pak dojde ke chladovému Soku az

v o
pri 2°C.
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membranes by altering the composition of membrane
phospholipids.




Vlivy vysokych teplot:
Letalnim limitem je denaturace a koagulace proteint — inaktivace enzymu.
Rozpad navazujicich enzymatickych drah s riznymi teplotnimi optimy - smrt.

Néktere pfipady zivota pfi teplotach kolem 130° C jsou zahadou.



Termoregulujici hmyz.
Matabolismus vcCel (v€etné frekvence kridel) klesa s rostouci teplotou.
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As the air temperature falls,
incubating queen bumblebees
thermoregulate by increasing
their metabolic rate and thus
the rate at which they
generate heat.

Flying honeybees

beat their

wings less frequently and
thus generate less heat at
high air temperatures than
at low air tempertures.
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Figure 8.44 The effect of air temperature on wing-beat frequen
and metabolic rate in flying honeybees (Apis mellifera)
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Termoregulujici hmyz.

Chlazeni odpafovanim vody
— kapiCka u ust. Stoji na
cesné a vétraji ul, kde se
odparuje voda z medu a tak
se ochlazuije.

VCely se zahfrivaji svalovou
cinnosti — bez viditelnych
vibraci kridla jsou kutikularni
zarazkou zaseknuta v jedné
poloze.

Kdyz zahfivaji plod, vlezou
si do prazdnych bunék mezi
obsazenymi nebo tisknou
hrud k vicku.




Termoregulujici hmyz.

Velci liSajoveé (Sphingidae)
nemohou vzlétnout bez zahrati
svaloviny tfesem a vibracemi kfidel
dokud teplota nevystoupi nad 30
°C. Tfes vznika sou€asnym
zatinanim opozi¢nich svala.
Soucasné s tfesem srdecni hrbetni
céva se kontrahuje jen pomalu

a slabé a proudéni hemolymfy je
tak omezeno v podstaté pouze na
hrudni svalovinu. Pak vzlétnou a
béhem letu teplota dosahuje az
nad 40 °C. Frekvence a intenzita
stahd hibetni cévy se zvysuji

a teplo je odvadéno i do zadecku,
CcO0zZ ma zase naopak vyznam pro
prevenci prehrati. Na regulaci
smeéru a intenzity proudéni se
podili i ventralni diafragma.
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Termoregulujici hmyz.

Tepelny vymeénik lisaju i veel.

Soucasné s tfesem se srdecni
hibetni céva kontrahuje jen pomalu
a slabé a proudéni hemolymfy je
tak omezeno v podstaté pouze na
hrudni svalovinu.

Pak vzlétnou a béhem letu teplota
dosahuje az nad 40 °C. Frekvence
a intenzita stahu hrbetni cévy se
zvySuji a teplo je odvadéno i do
zadeCku, coZz ma zase naopak
vyznam pro prevenci prehrati.

Na regulaci sméru a intenzity
proudéni se podili i ventralni
diafragma.
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Jsou i mimosvalové cesty tvoreni tepla z chemickych vazeb.
Cmelak Bombus affinis ma F-1,6 - fosfatazu asi 40 krat
aktivnéjsi nez vCela. To mu umoznuje intenzivni metabolicky
cyklus mezi F-6-P a F-1,6-DP za spotfeby ATP, ¢imz se ovSem
generuje teplo a je udrzena teplota hrudi. Vysledkem je, Ze
muze létat a krmit se za mnohem nizZSich teplot, nez to mohou
vCely.
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Supiny a chlupy m(r a v&el i jina izolaéni zafizeni pomahaji udrZzovat teplotu té&la za letu. Mnoho
druht hmyzu vyuziva k zahfati téla energie slunecniho svitu. Nepatrné zmény v tloustce vrstev
Supin mohou velmi vyznamné ovlivnit, zda je slunecni tepelna energie odrazena nebo naopak
absorbovana (interferencni déje) Rozdily v tloustce asi 10 nm, pfesto jsou zasadni. Je-li tloustka
Supinky rovna asi 1/4 vinové délky svétla, viny odrazené od horniho a dolniho povrchu jsou
posunuty o polovinu faze, interferuji - odecitaji se a veSkerou energii ve formeé tepla odevzdaji
chitinu Supinky.

Destructive interference




VSeho moc skodi — horni limit teploty pro kutikulu a ztraty vody.

(a) Average responses of four species (b) Data for adult migratory locusts (Locusta)
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Vlivy vysokych teplot:

Jestlize jsou poikilotermové kratce vystaveni stresujici ale neletalni vysokeé teploté,
rychle syntetizuji proteiny zvané heat shock proteins nebo stresove proteiny -
chaperony. Jsou znamy od témér vSech skupin organizmu a jsou zfejmé evolu¢né velmi
staré, nebot jejich aminokyselinova sekvence je témeér shodna.

Jsou to proteiny, které uzivaji energie ATP k tomu, aby opravily terciarni strukturu jinych
bilkovin poSkozenym reverzibilni denaturaci teplem. Chaperony jsou strazci, ktefi
kontroluji a zabezpecCuji spravnou prostorovou strukturu proteind a brani vzniku

nespravnych vazeb. Chaperony hsp60 dokonce umi Spatné sbalené proteiny opét
rozbalit.

Napf. u mékkysu skalnatych pobfeznich pasem, kde teplota znacné kolisa na slunci a
ve vodé, je syntéza téchto proteind bézna.


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Hsp60&action=edit&redlink=1

Heat shock proteins - chaperons
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Figure 13.15 Heat shock response




Vlivy nizkych teplot:

Viceslozkové proteiny se rozdéli na jednotlivé Casti jiz za teplot kolem 0 °C a nizSi
teploty mohou zpusobit nevratnou denaturaci neboli pfechod z funkéniho do
nefunkCniho prostorového usporadani.

Rovnéz biologické membrany prechazeji z funkcni fluidni faze do nefunkéni faze gelové.

Tvorba ledovych krystall uvnitf bunék je letalni.

Chlad Hula 306 Vesmir 88, kvéten 2009 | http://www.vesmir.cz



Materiály k přednáškám/Chlad 2018-Hula.pdf

Tri stavy vody a tomu
odpovidajici strategie
preziti pfi chladu.

Télni voda zaCina
mrznout nékde mezi —0,5
a —38 °C. Jakmile se
zformuje zarodecny
krystal, poslouzi jako
nukleacni jadro, k némuz
se rychle pripojuji dalsi
molekuly vody. Projevi
se to nahlym uvolnénim
skupenského tepla, jez
muzeme snadno méfit
jako realny bod mrznuti
(neboli bod podchlazeni)
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RuUzné druhy hmyzu pfezimuji v centralni Aljasce pod odlupuijici se kurou
odumirajicich smrkl a osik, plné vystaveni teplotam klesajicim az na -55 °C.
Pokud je z organismu odstranéna voda, hlavni problém je vyfeSen. Anhydrobioticky
organismus prezije témeér vSechno, vCetne zchlazeni na teplotu kapalného helia.
Musi se ale umét vyrovnat s hyperosmotickym prostfedim, nahromadéenim
reaktivnich radikalu.

Extracellular fluid

« *Osmosis




Cetné druhy hmyzu v8ak pfezimuji v pin& hydratovaném stavu. TakZe se musi né&jak
vyrovnat s fazovym pfechodem vody.

Existuji dvé moznosti jak to u€init, a hmyz vyuziva obé. Bud je mozné oddalit
tvorbu ledu a udrzet vodu v kapalném podchlazeném stavu, nebo tolerovat promrznuti,
Ci je dokonce fizené zahajit pfi pomeérné vysokych teplotach.

Néktere druhy hmyzu pak posunuly podchlazovaci schopnost az za hranici teoretickych
limita, témér na —60 °C. | za téchto teplot v nich nalézame kapalnou vodu a zadny led.
Jak je to mozné?

1. jde o velmi maly objem, v némz se silné uplatiiuji kapilarni vlivy pfi interakci vody s
povrchy membran a makromolekul.

2. metabolismus hmyzu produkuje ohromujici mnozstvi kryoprotektivnich latek,
glycerol (v koncentracich az 5000 mM) a dale ruzné viceslozkové smési, obsahuijici
kromé glycerolu jednoduché cukry a od nich odvozené polyoly.

3. biosyntéza specialnich proteinl (anti-freeze proteins, AFPs). Ty dokazZou ,obalit*
zarodecny krystal ledu a zabranit mu v dalSim rdstu. Funkéné podobné proteiny
najdeme také u antarktickych ryb.

4. Je potfeba se zbavit nukleatoru ledu, napfiklad vyprazdnit stfevo a odstranit
nukleacCni bakterie.

306 Vesmir 88, kvéten 2009 | hitp://www.vesmir.cz



Ochrana proteini a membran proti ztraté hydratacnich

NMYZIKTYOProteKtdnty

Hmyz prezimujici v podchlazeném stavu v mirném pasmu velmi ¢asto hroma-
di smési cukri a polyolt (fadové stovky miliosmold na kg). Takové mnoZstvi
nijak vyznamné nesniZi bod podchlazeni. Presto zvy$ena koncentrace téchto
latek vétsinou dobre koreluje se schopnosti preZivat v chladu. V nasi laboratofi
jsme prokazali, Ze i malé mnoZstvi kryoprotektanti mazZe zlep3it odolnost vici
chladu, aviak jinym zptGsobem. NesniZuje bod podchlazeni vody, ale patrné
chrani funkéni prostorové usporadani proteinia a biologickych membran.

| ribitol
| sorbitol
£ mannitol

__| trehal6za

B glukéza
I myo-inositol

B glycerol

oball — pfi anhydrobidze.
Vesmir 88, erven 2009

Dynamika vicesloZkovych kryoprotektantt u lyko-
Zrouta smrkového (Ips typographus), jehoZ dospé-
lec prezimuje v lyku napadenych smrkid, a ruméni-
ce pospolné (Pyrrhocoris apterus), ktera preckava
zimu v opadance pod lipami. Teplota mikroprostie-
di zavisi na vystavenf vykyvim pocasf. Zatimco pod
kdrou stojicich smrk je zima, v opadance mulZe
byt pomé&rné& teplo, zvlast€ pod snéhovou pokryv-
kou. Snimky © Vladimir Kostal (plostice) a Frantidek
Weyda (lykoZrout).
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Fig. 8.13 The repeating structure of glycopeptide antifreezes; and a
model of how this may allow adsorption to ice crystals, preventing
growth at the sites of attachment and forcing intermediate sites to
grow out into a series of curved ice fronts of high surface energy
which require lower temperatures for further growth.

Antifrizy zabraruji ristu ledového krystalu.

lce crystal Water
molecules

Figure 13.16 Antifreeze proteins Antifreeze
proteins bind to the surface of ice crystals to prevent their
growth. They bind along the face of the ice crystal, where the
protein forms weak bonds with water molecules immobilized
in the ice crystal. Because ice growth is very orderly, the
presence of the bound protein prevents ice crystal growth.
(Source: Modified from Davies et al. 2002)




Druha strategie — tolerance promrznuti.

Strategie vzacna u obratlovcl, kromé nékolika Zab, ale bézna u hmyzu, plza, mlzd,
krouzkovcU a hlistu.

Nékteré druny hmyzu dosahuji uplné kryobidzy pfi —196 °C. Dulezité je zmrznout v€as a
pomalu. Led muze byt tolerovan pouze extracelularné, i tak jsou bunky vystaveny
osmotickému i mechanickému stresu.

Musky druhu Chymomyza costata obyvaji sever Evropy, Asie a Ameriky a Ziji i v Ceské
republice. Jejich larvy prezimuji v dormantnim stavu pod kurou padlych stromu. Béhem
prezimovani jsou schopny se podchlazovat, ale preziji i promrznuti. Jejich larvy naplnuji
kryogenicky sen. Prestoze maiji plné vyvinuté organy, dokazeme je postupné zchladit az
na teplotu kapalného dusiku, a to v plné hydratovaném stavu. A larvy to pfreziji!
Podminkou jejich uspésné kryoprezervace je predchozi pomala laboratorni aklimatizace.
Béhem ni se méni struktura bunéCnych membran a hromadi se potencialni

kryoprotektanty a anhydroprotektanty — prolin a trehal6za.

306 Vesmir 88, kvéten 2009 | hitp://www.vesmir.cz



Kryobidza

Zaznam letalnitho promrzani larvy Chymomyza
costata. Zhruba 5 mm dlouha larva je umisténa na
podloZku o teploté -25 °C. Za&ne promrzat, aZ kdyZ
télni teplota klesne pod -20 °C. Do této teploty z(ista-
va télni voda v kapalném, podchlazeném stavu. Pro-
mrznuti bylo velmi rychlé a odehralo se mezi15. a18.
sekundou. Podminkou pro pfeZiti promrznuti je vdak
zcela jiny zptsob mrznuti:

30 sekund

® voda musi zmrznout za relativné vysoké teploty
blizko 0 °C (to je zajisténo pFimym kontaktem s okol-
nim ledem);

® nasledny pokles teplot musi byt pomaly (pomalejsi
nez0,1°C);

@ teprve kdyZ téIni teplota dosahne zhruba -30 °C, mu-
Ze byt larva prudce zchlazena aZ na teplotu kapalného
dusiku (<196 °C). Vsechny snimky © Frantisek Weyda.




Obé strategie — srovnani.

Table 8.5 Freeze tolerance and freeze avoidance.

fﬁhara‘cteristic Freeze-avoiders Freeze-tolerators

ce formation Lethal Extracellular ice
tolerated

LCT ~5to —20°C (rarely -60°C) -20to-70°C

Supercooling capacity High Low

Supercooling point  Close to LCT Well above LCT

‘99"\UC|eating agents Absent or masked Present and active
(proteins)

Antifreezes Polyols + peptides in fish -

Cryoprotectants - Polyols, * trehalose,
+ proline

Occurrence Many invertebrates Common in
invertebrates

Some vertebrates, A few frogs
., notably polar fish
LCT, lower critical temperature.




Kryptobidza

Klesa-li teplota, zpomaluje se pohyb €astic a s nim vSechny biofyzikalni déje. Snizuje
se energie Castic a jejich schopnost vstupovat do biochemickych reakci. Pfi urCité
teploté se tedy zZivot zcela zastavi. Je vS8ak mozné, aby po nasledném zvysSeni teploty
zivot opét pokraCoval? Moznosti cestovani prostorem a Casem (?).

1. Larva africké ho pakoméra

KdyZ pfijdou sucha Polypedilum vanderplanck po téméF
o Gpiné de ich

anhydrobiéza

306 Vesmir 88, kvéten 2009 | hitp://www.vesmir.cz




Anhydrobitza

Vyschnuti — hrozba, ale i
ochrana prfed mrazem

hlistice, vifnici, zelvusky,
larva pakomara Polypedilum

306 Vesmir 88, kvéten 2009 | hitp://www.vesmir.cz



Pomalym vysuSovanim klesne obsah vody kolem 2 %, hluboko pod mezni hranici pro
aktivni biochemické procesy. Pokud jsou anhydrobiotické larvy skladovany v suchu,
temnu a pfi pokojové teplote, vydrzi minimalne 19 let i vic.

Anhydrobiotické organismy vydrzi ovSem i leccos jiného: zchlazeni na teplotu kapalného
helia (—270 °C), zahfati na teplotu 150 °C, koupel v 100% alkoholu nebo v organickych
rozpoustédlech, pobyt ve vakuu, vysoké davky rentgenového zareni Ci tlak 6000
atmosfer.

Tyto extrémni vykony pfivedly nekteré védce k myslence testovat schopnost preziti
anhydrobiotl v otevieném vesmiru. Zelvusky byly na 10 dnd vystaveny plisobeni vakua,
UV radiace a kosmického zareni. Prezily! DalSi test v kosmu s anhydrobitickymi
pakomary. Jejich planovany mésicni pobyt v otevieném prostoru se kvuli hurikanu
nakonec protahl na cely rok. AmericCti astronauti museli opustit obeznou drahu o den
drive a nestihli jiz odmontovat z vnéjsiho plaste specialni kontejner s pakomaronauty.
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Postupna dehydratace aktivuje biosyntézu cukernych latek — u bezobratlych trehal6zu.
Ta muze Cinit az 20 % celkové hmotnosti téla. U larev pakomaru je to kolem 18 %.

Pozitivni pusobeni trehalézy: Termodynamické vlastnosti systému voda-trehaléza-
protein (membrana) znesnadnuji denaturaci proteinu (popfipadé zménu vlastnosti
membrany) pfi vzrustajici koncentraci destabilizujicich iontl v roztoku, ze kterého
postupné mizi voda.

PokraCujici dehydratace vede az ke ztratam molekul vody pfimo z hydratacnich obalu
proteind a membran. V prostiedi bez trehal6zy by to znamenalo fatalni ztratu funkéniho
prostorového usporadani. Proteiny by denaturovaly a agregovaly, membrany by presly
do gelové nebo hexagonalni faze.

Mezi trehalézou a povrchem proteinu ¢i membrany se vSak vytvofi vodikové mustky,
jez nahradi chybéjici molekuly vody.

Koncentrovany roztok trehaldzy je navic silné viskézni a muze prechazet az do amorfni
sklovité, syrupovité struktury. Vitrifikace uzivana pfi kryoprezervaci. Biochemickeé
procesy se zastavuji, volny prostor po molekulach vody vyplfiuje trehaldza.



Zda se, ze vlastnosti velmi podobné trehaléze maji i nékteré proteiny. Nalez LEA
proteinu u vysychajicich hlistic a vifniku potvrdil jejich rozSifeni i mezi zivocCichy.
LEA proteiny jsou pomérné malé a silné hydrofilni. Mohou proto vazat ionty
koncentrujici se ve vysychajici burice, zvysovat viskozitu prostfedi a podporovat
pfechod do skelné faze. Interaguji rovnéz s povrchem proteinl a membran a
konzervuji jejich strukturu.

Kromé toho patrne (stejné jako trehaldza) vychytavaji volné kyslikové radikaly. To je
dulezité, nebot ochrana proti oxidativnimu posSkozeni je dalSim vyznamnym
opatfenim pro preziti v dehydratovaném stavu. Tento ochranny systém a také
systém Sokovych proteinu jsou obvykle aktivovany nejen pfi vysychani, ale i pfi
ruznych jinych stresovych stavech, do kterych se zivé buriky dostavaji.

Praktické aplikace: Vyuziti trehal6zy pfi dlouhodobém skladovani bunék, organa
nebo celych organismu v suchém stavu a za pokojovych teplot zni jako velmi
|lakava alternativa k nakladnému a slozitému uchovavani hluboko pod bodem
mrazu.



