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Some factors affecting the unique thermotolerance of hyperthermo-
philes

Summary

The unique thermotolerance of hyperthermophiles, suitable as valuable
sources of thermostable enzymes, is a result of various minor changes which led
to the restriction of protein flexibility and modifications of nucleic acids and
membrane lipids. Furthermore, all hyperthermophiles produce a number of
heat shock proteins and thermoprotectants. Thermal resistance of these micro-
organisms is also enhanced by rapid resynthesis of thermolabile compounds
and by elimination of such intermediates from cell metabolism.
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1. Wstep

Hipertermoflle opanowaty niedostepne dla innych drobno-
ustrojow biotopy o temperaturze przekraczajgcej 80°C, w ktorej
nastepuje drastyczne zmniejszenie stabilnosci pochodzacych
z mezofili biatek, kwasow nukleinowych, koenzymdw, bton bio-
logicznych i wielu innych istotnych skladnikéw komdrek. Nie
wyklucza to jednak mozliwosci rozwoju niektérych hipertermo-
filnych archeonéw rodzaju Pyrolobus, Pyrodictum, Hyperthermus,
Pyrobaculum i Pyrococcus nawet w temperaturach 102-113°C (1-3).
Tak duza opornos¢ cieplna tych mikroorganizmoéw jest mozliwa
z powodu ograniczenia metabolizmu tlenowego, zwigkszenia
stabilnosci elementéw budulcowych komérek poprzez udosko-
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nalenie ich struktury lub oddziatywanie substancji zabezpieczajgcych, wyeliminowa-
nia szlakéw metabolicznych przebiegajacych z udziatem szczegdlnie termolabilnych
intermediatéw lub koenzymow oraz przyspieszenia przemian termolabilnych zwigz-
kow posrednich.

Zwiekszenie cisnienia hydrostatycznego nie tylko zapobiega wrzeniu znajdu-
jacych sie w komérkach roztwordw, ale tez stabilizuje strukture biatek i kwaséw nu-
kleinowych. jest to zapewne przyczyng zaobserwowanego pod cisnieniem 22 MPa
wzrostu 0 2°C optymalnej temperatury rozwoju Pyrococcus furiosus (4). Beztlenowy
rozw0j wiekszosci hipertermofili wynika m.in. ze zmniejszenia rozpuszczalnosci,
a w konsekwencji dostepnosci tlenu w podwyzszonej temperaturze. Ogranicza to
mozliwo$¢é przystosowania sie aerobowych hipertermofili do temperatur przekra-
czajacych 85-90°C. Niewykorzystywanie tlenu jest prawdopodobnie zakonserwo-
wang cechg pochodzaca od pierwotnych drobnoustrojow zyjacych w czasie, gdy at-
mosfera Ziemi nie zawierala jeszcze tego pierwiastka i dopiero pdzniej do Srodowi-
ska tlenowego przystosowaly sie kwasolubne archeony rodzaju Sulfolobus, Stygiolo-
bus, Metallosphaera i Acidianus (5,6).

Molekularne mechanizmy zapewnienia opornosci cieplnej biatek, kwaséw nukle-
inowych, lipidéw i innych istotnych substancji sa do$¢ zr6znicowane i zalezg zardw-
no od filogenezy mikroorganizmu jak tez od rodzaju stabilizowanego sktadnika
(tab. 1).

Tabela 1
Niektore sposoby adaptacji termofili do Srodowiska o podwyzszonej temperaturze

Sposob adaptacji Literatura
wytwarzanie biatek szokii cieplnego wiazacych zdenatiirowane termicznie biatka, zabezpieczajac je przed (7,8)
agregacja oraz przywracajac im aktywmg fizjologicznie strukture
stabilizacja czasteczek DNA wskutek wyzszego niz w komdrkach mezofili stezenia K+ (6)
zabezpieczenie dwuniciowej helisy DNA przed rozpleceniem w podwyzszonej temperaturze za pomoca, roz- 9)
maitych histonopodobnych biatek
uksztattowanie dodatniego superskrecenia helisy katalizowanego odwrotng gyraza DNA (10)
wystepowanie specyficznych biatek zabezpieczajacych prawidtowa transkrypcje w podwyzszonej temperaturze (13)
szybka resynteza ATP, reszt niektérych aminokwaséw oraz innych termolabilnych sktadnikéw komérki (6)

zastgpienie estréw kwaséw ttuszczowych i glicerolu, wystepujacych w btonach cyloplazmatycznych mezofili, etera- (11,12)
mi glicerolowymi izoprenoidéw alkilowych z resztami Co-fitanylowymi lub Cz0-bifitanyiowymi oraz ,,wprowadze-

nie” lipidéw zawierajacych weglowodory izoprenoidowe i Cjf,

zastgpienie peptydoglikanu wystepujacego w $cianach komérkowych mezofili pseudomureing, biatkami lub (11,12)
polisacharydami

modyfikacje niektorych grup prostetycznych i koenzymow

synteza trehalozy i innych stabilizatoréw czasteczek (14,15)

Obecnie prowadzone sg do$¢ intensywne badania przydatnosci niektorych hi-
pertermofili jako zrédta termostabilnych enzymoéw uzytecznych, np. w przetwor-
stwie polisacharydéw, biatek, amplifikacji DNA i w kilku innych dziedzinach. Produ-
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kowane obecnie preparaty termostabilnych a-amylaz stosuje sie m.in. do uptynnia-
nia skrobi oraz do usuwania apretur z tkanin i zagestnikéw skrobiowych z ptuczek
wiertniczych. Termostabilne proteazy sg natomiast skfadnikiem niektorych srodkéw
pioracych i ptynéw do zmyw'ania naczyn, stuzg do uptynniania zelatynowego nosni-
ka podczas odzyskiwania bromku srebra ze zuzytych emulsji fotograficznych oraz
katalizujg synteze aspartamu. Utrudnieniem wytwarzania termostabilnych enzyméow
jest niewielka wydajnos¢ hodowli i koniecznosc¢ jej prowadzenia zazwyczaj w bez-
tlenowych warunkach, naklady energii na ogrzanie pozywki oraz czeste wydzielanie
szkodliwych lub dziatajacych korozyjnie metabolitow. Ponadto produkty reakcji Ma-
illarda, gromadzace sie w pozywce w podwyzszonej temperaturze, hamujg rozwoj
drobnoustrojow i zmniejszajg wydajnos¢ hodowli. Dlatego hipertermofile wykorzy-
stuje sie najczesciej tylko jako zrédio genu kodujgcego wytwarzanie stabilnych
cieplnie biatek, klonowanego do komdérek mezofilnego gospodarza. Zastgpienie do-
tychczas stosowanych enzyméw ich termostabilnymi odpowiednikami zapobiega
niepozadanemu zanieczyszczeniu mikrobiologicznemu reaktora, zwieksza szybko$¢
i wydajnos¢ reakcji, wydtuza okres potowicznej inaktywacji enzymu oraz zmniejsza
lepko$¢ roztworow substratu umozliwiajac zwiekszenie ich stezenia, a w konse-
kwencji obnizenie kosztu procesu. Duze stezenie substratu jest tez korzystne, np.
w reakcjach transglikozylacji oraz przy wytwarzaniu plastein. Ponadto mata aktyw-
no$¢ termostabilnych enzymoéw w obnizonej temperaturze umozliwia zakornczenie
procesu poprzez oziebienie Srodowiska reakcji. Aktualnie najlepiej poznano przy-
czyny termostabilnosci bialek enzymatycznych, natomiast mechanizmy wzrostu
opornosci cieplnej kwasdw nukleinowych, bton biologicznych i innych substancji
znajdujgcych sie w komdrkach termofili sg dotychczas mniej zbadane.

2. Kwasy nukleinowe

w temperaturze rozwoju hipertermofili nasila si¢ mozliwo$¢ topnienia helikal-
nej struktury DNA i powstania licznych uszkodzen jego czasteczek. Polegajg one
gtéwnie na rozszczepieniu wigzan N-glikozydowych taczacych zasady purynowe
i pirymidynowe z fosforanowo-cukrowym rdzeniem oraz na deaminacji tych zasad,
powodujacej zaktocenia kodu genetycznego. Najtatwiej przebiega deaminacja cyto-
zyny prowadzaca do wytworzenia nietypowego dla DNA uracylu i wystepujacej
u prokariotow 5-metylocytozyny, przeksztatcajacej sie w tymine (16). Wymienione
uszkodzenia sg przypuszczalnie usuwane przez podobny jak u mezofili, ale aktyw-
niej dziatajacy, uktad endonukleazy, giikozydazy uracylowej oraz polimerazy i ligazy
DNA.

Niepozadanemu rozpleceniu dwuniciowego DNA zapobiega zwiekszenie udziatu
par guanina-cytozyna w czasteczce, tworzenie sie superhelikalnej struktury DNA
oraz oddziatywania z histonopodobnymi biatkami. Duze znaczenie ma tez stabiliza-
cja struktury DNA jonami K+, ktérych zrédiem jest 2,3-dwufosfoglicerynian potasu
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(K3CDPG). Stezenie tych kationow w komdrkach rozmaitych termofili rézni sie dos¢
znacznie, zaleznie od rodzaju mikroorganizmu i najwieksza wartos¢ (2,3 M) osiaga
przypuszczalnie u Methanopyrus kandleri (17). Zaden z wymienionych mechanizméw
nie jest jednak dominujacy i zwiekszenie opornosci cieplnej DNA jest najczesciej
efektem wspoétdziatania wielu réznych czynnikdw. Przyczyng wiekszej stabilnosci
par GC jest tworzenie sie m.in. az trzech wigzan wodorowych, podczas gdy tymina
i adenina taczg sie za posrednictwem tylko dwaéch wigzan. Wzrost zawartosci guani-
ny i cytozyny jest przyczyna zwigkszenia temperatury topnienia dwuniciowej helisy
DNA do 100°C w przypadku okoto 78% udziatu par wymienionych zasad (16). Tak
duza ilos¢ par GC jest jednak rzadko spotykana i u wiekszosci hipertermofili wynosi
od 33 do 66% (10). Do zabezpieczenia DNA przed denaturacjg przyczynia sie tez wy-
twarzanie dodatniego superskrecenia, zwiekszajacego liczbe oddziatywan stabilizu-
jacych podwdijna helise (10,16). Zainicjowanie wytworzenia takiej struktury plazmi-
dowego DNA (pBR 322) w reakcji katalizowanej odwrotng gyrazg (topoizomeraza 1)
z Methanopyrus kandleri nie dopuszczato do rozplecenia podwdjnej helisy nawet
w 122°C (18). Wystepowanie odwrotnej gyrazy u wszystkich hipertermofili Swiadczy
0 skutecznosci i rozpowszechnieniu wymienionego sposobu stabilizowania ich ma-
teriatu genetycznego.

Wytwarzane przez termofilne archeony i bakterie biatka stabilizujace superheli-
kalng strukture DNA charakteryzujg sie, podobnie jak histony z komérek eukario-
tycznych, niewielkg masg czasteczkowa, przejawianym w Srodowisku obojetnym
dodatnim tadunkiem powierzchni czasteczek oraz duzym powinowactwem do DNA.
Biatka te cechuje dos¢ duza opornos¢ cieplna zapewniajaca trwatosé ich komplek-
sow z DNA w temperaturze rozwoju mikroorganizmu, z ktérego pochodzag (19).
W przeciwienstwie do histonéw eukariotycznych gtéwnym zadaniem wymienionych
biatek jest zabezpieczenie DNA przed cieplng denaturacjg, a nie zwiekszenie stop-
nia jego upakowania.

Niewiele jeszcze wiadomo o mechanizmach zapewniajacych wzrost opornosci
cieplnej RNA z hipertermofili. Czasteczki tej substancji s mniej oporne od DNA na
dziatanie podwyzszonej temperatury ze wzgledu na wystepowanie w nich rybozy
zamiast bardziej termostabilnej deoksyrybozy. Dotychczas wykazano, ze dos¢ duze
znaczenie ma metylacja reszt rybozy oraz inne modyfikacje nukleotydéw (20). W ko-
morkach Sulfolobus strukture rybosomoéw i dwuniciowej helisy DNA stabilizujg sper-
mina, putrescyna, spermidyna, norspermidyna i ewentualnie inne poliaminy (10).

3. Mechanizmy naprawcze i substancje ochronne

Po przekroczeniu optymalnej temperatury rozwoju hipertermofili znacznie in-
tensyfikuje sie w ich komdrkach wytwarzanie biatek szoku cieplnego (HSP). Chape-
rony te rekonstruujg pierwotng strukture czesciowo rozfatdowanych w podwyzszo-
nej temperaturze biatek i zabezpieczajg je przed agregacjg (21,22). Czasteczki
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0 zbyt duzej ilosci uszkodzen sg naznaczane przez zwigzanie z ewolucyjnie bardzo
konserwatywnymi biatkami o masie 8,5 kDa, a nastepnie hydrolizowane (16,23).
Pewna ilos¢ HSP jest jednak wytwarzana konstytutywnie, co jak sie zdaje, potwier-
dza ich udziat w prawidtowym zwijaniu wytworzonych w rybosomach polipeptydéw
(24). W przeciwienstwie do innych organizméw syntetyzujacych wiele réznych bia-
ek Szoku cieplnego, u hipertermofili dominuje wytwarzanie dwoch form HSP o ma-
sie czasteczkowej 60 kDa (21,22). Ich zawarto$¢ u Sulfolobus shibatae oraz w komor-
kach jednego z najbardziej termofilnych archeonéw Pyrodictium occultum wzrasta
wskutek szoku cieplnego odpowiednio do 12 lub 76% ogdlnej ilosci biatek (25). Na-
gromadzenie sie HSP wywotane podwyzszeniem temperatury hodowli archeona Su/-
folobus shibatae z 70 do 88°C wydtuza zycie mikroorganizmu w temperaturze letal-
nej (92°C) o okoto 2 h (21). Znaczna cze$¢ HSP gromadzi sie na btonach biologicz-
nych. W badaniach przeprowadzonych w NASA Ames Research Center wykazano, ze
HSP zapobiegajg letalnemu dla komoérek wzrostowi przepuszczalnosci tych bton dla
protonéw oraz rozmaitych jondw (26). Przyczyng nadmiernego ,,przecieku” jonow
jest prawdopodobnie wbudowywanie sie w warstwy lipidowe btony hydrofobowych
fragmentéw biatek wyeksponowanych wskutek rozfatdowania ich czasteczek pod-
czas termicznej denaturacji. Tworzg sie w ten sposéb w blonie nowe kanaty pozba-
wione zdolnosci do selektywnego transportu jondw. Wzrost przepuszczalnosci bton
lipidowo-biatkowych powoduje zmiany gradientu protonowego inicjujace synteze
HSP, ktore wigzac zdenaturowane biatka zapobiegajg ich niepozadanemu wnikaniu
w strukture bton (13,27). Szybkie zwiekszenie ilosci biatek szoku cieplnego umozli-
wia w ten sposob przezycie komoérkom przez czas niezbedny do uruchomienia in-
nych mechanizméw adaptacyjnych.

Hipertermofile wytwarzajg rozmaite substancje zabezpieczajgce ich elementy
budulcowe przed oddziatywaniem podwyzszonej temperatury. Jedna z nich jest tre-
haloza, nieredukujacy a-D-glukopiranozylo-I-1-a-glukopiranozyd syntetyzowany pod
wptywem szoku cieplnego w komérkach wielu mikroorganizméw. Trehaloza po-
dobnie jak chaperony HSP zabezpiecza biatka przed agregacjg oraz stabilizuje roz-
maite btony biologiczne. Przyczyng oddziatywania stabilizujgcego jest asocjacja czgs-
teczek cukru na biatkach lub btonach za posrednictwem wigzan wodorowych, utwo-
rzonych pomiedzy grupami hydroksylowymi trehalozy a resztami aminokwasowymi
biatek lub fosfolipidéw btonowych (28). Synteze trehalozy stwierdzono, np. u hiper-
termofilnych archeondéw Sulfolobus shibatae i Sulfolobus solfataricus (29,30) i w kilku
gatunkach Thermits (31,32). Podobnie jak w przypadku innych mikroorganizmoéw, po
zaniku stresu nastepuje jednak szybkie i znaczne zmniejszenie zawartosci trehalozy
w cytozolu. Wiele substancji stabilizujacych charakteryzuje sie duzg specyficzno-
Scia, zabezpieczajac tylko niektore rodzaje waznych fizjologicznie biatek. Takie od-
dziatywanie wykazuje m.in. wystepujacy u Methanothermus fervidus i Methanopyrus
kandleri cykliczny 2,3-dwufosfoglicerynian (cDPG) lub dwu-inozytylo-1,1'-fosforan (DIP)
wytwarzany np. przez Pyrococcus woesei, Archeoglobusfulgidus oraz Thermotoga mariti-
ma (33-35). Zaréwno cDPG, jak i DIP opdzniajg cieplng denaturacje oksydoreduktazy
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aldehydu 3-fosfoglicerynowego, a cDPG stabilizuje ponadto dehydrogenaze jablcza-
nowa. Wzrost stezenia ¢cDPG i DIP pod wptywem szoku cieplnego zaobserwowano
np. w komérkach Methanothemuis fervidus i Pyrococcus furiosus (33,36).

4. Modyfikacje metabolizmu

Szlaki metaboliczne hipertermofili charakteryzujg sie ograniczeniem wykorzy-
stywania szczego6lnie termolabilnych zwigzkdw posrednich oraz wyeliminowaniem
uczestniczacych w ich przemianach enzymoéw. W komérkach Pyrococcus, Sulfolobus
i Thermoplasma glukoza jest utleniana do pirogronianu bez fosforylowania (37,41),
natomiast konwersja acetylokoenzymu A do octanu przebiega z pominieciem two-
rzenia termolabilnego acetylofosforanu. Zmniejszony jest takze udziat nukleotyddw
nikotynamidoadeninowych zastgpionych w wielu reakcjach ferredoksyna. Biatko to,
petniace funkcje przenosnika oksydoredukcyjnego jest bardziej termostabilne od
NADH i NADPH i prawie nie zmienia sie po 12 h inkubacji w temperaturze 95°C (38).
Ferredoksyng wytwarzana przez hipertermofile rozni sie od analogicznej substancji
z innych organizmow wiekszg liczbg wigzan wodorowych, zmianami rozmieszcze-
nia i udziatu niektorych reszt argininy, histydyny, lizyny i metioniny oraz dtugoscia
domen o strukturze fatdowej i a-helisy (39). Pomimo do$¢ duzej termolabilnosci
w temperaturach okoto 100°C nie nastgpito jednak zupetne wyeliminowane nukle-
otydow nikotynamidoadeninowych ze szlakéw metabolicznych hipertermofili, co
sugeruje, ze w ich komdrkach istniejg niezbyt jeszcze dokladnie rozpoznane mecha-
nizmy stabilizacji tych zwigzkdw.

Poza zwiekszeniem opornosci cieplnej nie stwierdzono w wigkszosci przypad-
kéw réznic molekularnego mechanizmu katalizy pomiedzy enzymami z hipertermo-
fili i mezofili (40,41). Pewnym wyjatkiem sg zawierajgce wolfram enzymy utleniajgce
aldehydy wytwarzane w koncowym etapie katabolizmu peptydéw oraz uczestni-
czaca w glikolizie oksydoreduktaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, wystepujace
w komorkach Pyrococcus furiosus i przypuszczalnie innych hipertermoflinych arche-
onow (41). Zastgpienie molibdenu prawie nie spotykanym w innych organizmach
wolframem umozliwia utlenianie aldehydéw w temperaturze okoto 100°C, ktore ze
wzgledu na jeden z najnizszych spotykanych w ukfadach biologicznych potencjatow
oksydoredukcyjnych nie jest katalizowane w podwyzszonej temperaturze enzyma-
mi zawierajgcymi molibden (41). Przeno$nikiem elektrondw wspétdziatajgcym z wy-
mienionymi oksydoreduktazami jest ferredoksyng. Charakterystyczng cechg wszyst-
kich zawierajacych wolfram enzymoéw jest ich catkowita inaktywacja w Srodowisku
tlenowym.

Cieplnej degradacji substancji posrednich zapobiega tez wystepowanie w cyto-
zolu mikrostruktur umozliwiajgcych szybkie przekazywanie intermediatéw pomie-
dzy czasteczkami enzymoOw uczestniczacych w szlaku metabolicznym (13). Konco-
wymi produktami hydrolizy oligosacharydéw lub peptydow, katalizowanej wydzie-
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lanymi przez hipertermofile pozakomoérkowymi glikozydazami i proteazami sg
dwLisacharydy oraz maloczasteczkowe peptydy. Zwigzki te s§ mniej termolabilne od
glukozy i niektérych aminokwaséw uwalnianych dopiero wewnatrz komaérek w $ro-
dowisku zabezpieczajacym przed wytwarzaniem rozmaitych produktéw ich cieplnej
degradacji, ktére hamujg rozw6j drobnoustrojéw (42).

5. Termostabilne biatka

Hipertermofile wystepujg w odrebnych domenach bakterii i archeondw, i dlate-
go przyczyny zwiekszonej opornosci cieplnej ich biatek sg rézne i zalezg od filoge-
nezy mikroorganizmu (43). Stabilno$¢ biatka zalezy od r6znicy energii swobodnej
AGo pomiedzy jego formag rozfaldowang  a natywng Gm- Aktywna fizjologicznie
struktura nieskomplikowanych biatek tworzy sie podczas spontanicznego zwijania
fancucha polipeptydowego, ktory uzyskuje w ten sposdb mozliwie najmniejszg ener-
gie swobodng (44,45). Wzrost AGp wskazuje na coraz wieksze naklady energii nie-
zbedne do przeksztatcenia formy natywnej w rozfatdowana. Dla wigkszosci biatek
pochodzacych z mezofili AG p w temperaturze 25°C przyjmuje sie warto$¢ 5-17 kcal/mol
niezaleznie od ich struktury i rozmiaru czasteczek. Natomiast w przypadku biatek
z termofili réznica ta jest wieksza jedynie o 5-15 kcal/mol (46-48). Osiagniecie tak
niewielkiego wzrostu AGp jest mozliwe poprzez wytworzenie zaledwie kilku no-
wych oddziatywan. Do do$¢ znacznego zwiekszenia termostabilnosci wystarczajg
zatem niewielkie modyfikacje budowy biatka, polegajgce na wytworzeniu nowych
wigzan stabilizujgcych strukture czasteczek, wyeliminowaniu oddziatywan destabili-
zujgcych, ograniczeniu stopnia swobody fragmentow tancucha polipeptydowego
lub poszczegoélnych grup funkcyjnych oraz usunieciu aminokwaséw wywotujacych
naprezenia przestrzenne. Duze znaczenie majg tez zmiany hydrofobowosci powierzch-
niowej oraz zmniejszenie powierzchni oddziatywania czasteczek ze $rodowiskiem
(40,49,50). Zbyt duzy wzrost stabilnosci formy natywnej jest czesto niekorzystny ze
wzgledu na wywotane nim ograniczenie niewielkich fluktuacji struktury czasteczek
niezbednych dla zapewnienia katalitycznych i funkcjonalnych wiasciwosci biatek.
Zjawisko to jest przyczyng prawie catkowitego zaniku aktywnosci katalitycznej ter-
mostabilnych enzymdéw w temperaturach 25-35°C (47). Uaktywnienie termostabil-
nych enzyméw w obnizonej temperaturze nastepuje niekiedy pod wptywem deter-
gentow, rozpuszczalnikdéw organicznych lub innych czynnikéw rozszczepiajacych
wigzania stabilizujace strukture czasteczek (51-53). Niektdre termostabilne enzymy
wykazujg jednak aktywnos$¢ nawet w dos$¢ niskiej temperaturze, prawdopodobnie
z powodu zachowania duzej swobody zmian konformacji centrum katalitycznego,
przy jednoczesnym ograniczeniu jej zmian w pozostatych czesciach czasteczki.

W wielu przeprowadzonych badaniach wykazano, ze biatka termofilnych mikro-
organizméw sg zbudowane z takich samych rodzajow aminokwasow, jakie wyste-
pujg w mezofilach i innych organizmach (40). W biatkach termofili obserwuje sie
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niekiedy zastgpienie niektorych reszt glicyny i seryny alaning, lizyny arginina, seryny
treoning, waliny izoleucyng i kwasu asparaginowego kwasem glutaminowym (40).
Do porédwnania termostabilnosci biatek stosowano poczatkowo indeks alifatyczny
(Ig) obliczany na podstawie molowego udziatu alaniny (Ala), waliny (Wal), izoleucyny
(leu) oraz leucyny (Leu) za pomocg wzoru: lg = Ala + 2,9Wal + 3,9 (lleu + Leu).
Doktadnos¢ takiej oceny nie jest jednak zbyt wielka z powodu zréznicowanego od-
dziatywania reszt aminokwasowych tego samego rodzaju na stabilnos¢ biatek w za-
leznosci od ich lokalizacji w czasteczce i konformacji domen, w ktérych wystepuja
(54).

Wozrost stabilnosci obszarow o strukturze a-helisy nastepuje po zmniejszeniu
iloci reszt aminokwasowych wprowadzajacych naprezenia przestrzenne. Najcze-
stszg przyczyng destabilizacji a-helisy jest izoleucyng i walina, w ktérych wystepujg
rozgatezienia na weglu P (55). Do aminokwasow stabilizujgcych wymieniong struk-
ture nalezy natomiast alanina zawierajgca grupe metylowa, nie wywierajgca zad-
nych niekorzystnych oddziatywan na tancuch polipeptydowy (56). Zastgpienie ala-
ning czterech p-rozgatezionych aminokwaséw w a-helisie lizozymu faga T4 zwigk-
szato AGp o 1,01 kcal/mol, a w konsekwencji podwyzszato stabilnos¢ biatka (46).
Wozrost opornosci cieplnej nastepuje takze wskutek zwiekszenia zawartosci alaniny
kosztem zmniejszenia ilosci glicyny i lizyny (46). W poréwnaniu z biatkami izolowa-
nymi z mezofili ich termostabilne odpowiedniki zawierajg w obrebie a-helisy mniej-
szg liczbe reszt cysteiny, histydyny i proliny (46). Przykladem aminokwasu o zrézni-
cowanym oddziatywaniu na stabilno$¢ biatek jest prolina. Zwiekszenie jej udziatu
w niehelikalnych fragmentach czasteczek obniza entropie stanu rozfatldowanego
i jest przyczyng stabilizacji biatka wywotanej usztywnieniem fragmentéw fancucha
polipeptydowego i ograniczeniem swobody zmian ich potozenia. W N-koncowej do-
menie polimerazy DNA z Thernnis aquaticus znajduje sie 13 reszt proliny stano-
wigcych okoto 10% catkowitej liczby aminokwasow w tym obszarze. Natomiast ana-
logiczny enzym z Escherichia coli ma w tym regionie tylko 6 reszt proliny (57). Po
zastgpieniu proling argininy w a-amylazie z alkalofila rodzaju Bacillus lub alaniny
w lizozymie nastepowato wyrazne zwiekszenie opornosci cieplnej wymienionych
biatek (58,59). Zawarto$¢ tego aminokwasu w strukturze a-helisy jest jednak ogra-
niczona z powodu destabilizujgcego oddzialtywania zawady przestrzennej, wytwa-
rzanej przez pierscien pirolidynowy (16). W przeciwienstwie do proliny, stwarza-
jacej zawade przestrzenna, glicyna nie formuje ugrupowan atomoéw wyeksponowa-
nych z tarcucha polipeptydowego. Obszary czasteczek zawierajgce reszty glicyny
majg zatem zbyt duzy stopien swobody i sg wskutek tego podatne na nadmierne
fluktuacje struktury, grozace rozfatdowaniem biatka (40).

Duzy wplyw na termostabilno$¢ ma zwiekszenie udziatu domen hydrofobowych
W rdzeniu czasteczki oraz zmniejszenie w nim liczby i rozmiaru pustych, dostep-
nych dla wody przestrzeni dos$¢ czesto spotykanych w biatkach mezofili. Zabezpie-
czenie zaledwie jednej grupy hydrofobowej w czasteczce przed oddziatywaniem
$rodowiska wodnego zwieksza energie stabilizacji biatka o okoto 1,3 kcal/mol (60,61).
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Zastgpienie Glu 246 i Met 249 w wyizolowanej z Escherichia coli dehydrogenazie
3-izopropylojabtczanoweJ bardziej hydrofobowymi resztami leucyny i waliny spo-
wodowato wyrazny wzrost opornosci cieplnej wymienionego biatka (61). W termo-
stabilnych biatkach zaobserwowano tez zmniejszenie hydrofilowosci powierzchni
czasteczek ograniczajgce ich destabilizujgce oddziatywanie z rozpuszczalnikiem (40).

jedng z istotnych przyczyn wzrostu opornosci cieplnej biatek jest tworzenie no-
wych par jonowych. Uczestniczg w nich np. lizyna lub arginina oddziatujace elektro-
statycznie z resztami kwasOw glutaminowego lub asparaginowego z jednoczesnym
generowaniem wigzania wodorowego (62). Zaleznie od zwrotu wektoréw sit wza-
jemnego oddziatywania, pary jonowe mogg stabilizowac albo destabilizowac struk-
ture biatek. Wptyw oddziatywan jonowych w duzym stopniu zalezy od ich rozmiesz-
czenia. Wigzania znajdujace sie na powierzchni czasteczek maja, wskutek hydratacji
grup funkcyjnych, mniejszg energie od umiejscowionych w rdzeniu. Pary jonowe
skutecznie zwiekszajg termostabilnos$¢ wielu enzymow (63,64). Przyktadem jest zmia-
na czasu potowicznej inaktywacji oksygenazy monofenolowej z Neurospora crassa,
ktory w 61°C wzrasta z 4 do 70 min po substytucji tylko jednego aminokwasu resztg
zdolng do wygenerowania w enzymie nowego wigzania jonowego (54). Stabilizujgce
oddziatywanie par jonowych zalezy od pKg uczestniczacych w wigzaniu grup funk-
cyjnych i maleje, lub nawet zanika, w kwasnym Srodowisku wskutek protonowania
reszt kwasow karboksylowych prowadzacego do likwidacji oddziatywan elektrosta-
tycznych. Zastgpienie reszt lizyny argining jest korzystne ze wzgledu na zdolnos¢
grupy guanidylowej argininy do jednoczesnego oddziatywania z dwiema resztami
kwasu asparaginowego lub/i glutaminowego, co w konsekwencji usztywnia taricuch
polipeptydowy (57). Molowy stosunek reszt aminokwaséw zasadowych (Arg/Lys)
w biatkach hipertermofili zmienia sie jednak w do$¢ szerokich granicach przyjmujac
wartosci od 0,5 do okoto 2,2 (65). W badaniach wielu enzymoéw wykazano, ze duzy
wplyw na zwigkszenie ich termostabilnosci majg wigzania jonowe pomiedzy grupa-
mi funkcyjnymi, dos¢ znacznie oddalonymi od siebie w tancuchu polipeptydowym.
Ich wzajemne oddziatywanie tworzy wtedy ,.klamry” spinajgce i stabilizujgce struk-
ture duzych fragmentow czgsteczek (66,67).

Zwigkszanie termostabilnosci wielu biatek powodujg tez jony Ca+, Mg+, Zn"+,
Co™, Mn”+ lub inne kationy. Ferredoksyna termofilnych archeonéw Sulfolobus za-
wiera jony cynku zwigzane koordynacyjnie z trzema resztami histydyny i resztg argi-
niny. Kationy Zn2+ nie wystepujg natomiast w analogicznym biatku pochodzgcym
z mezofili (68). Przyktadem enzymdw stabilizowanych jonami metalu (Ca™+) sg
a-amylazy. Kationy Ca™ sg zwigzane koordynacyjnie z ligandami nalezacymi do
struktury (p/a)8-beczki i domeny o ksztakcie petli, w okolicy ktdrej jest umiejscowio-
ne centrum Kkatalityczne enzymu. Silne zwigzanie Ca™+ doprowadzito poczagtkowo
do nieuzasadnionego wniosku, ze aktywnos$¢ i stabilno$¢ a-amylaz z hipertermofili
(Thermococciis profundus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woesei) nie zalezy od udziatu
jondw wapnia. Whniosek ten sformutowano na podstawie braku wptywu EDTA i in-
nych chelatoréw na aktywno$¢ i termostabilno$é wymienionych enzymoéw. Dopiero
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po dtugotrwatym oddziatywaniu EDTA w 90°C udato sie uwolni¢ jony Ca™+, co spo-
wodowato inaktywacje wymienionych a-amylaz (62,69).

Niektorzy autorzy kwestionuja znaczenie dodatkowych wigzah wodorowych
w zwiekszaniu termostabilnosci biatek (43). Z prac Vogta i wsp. (70) wynika jednak,
Ze wigzania wodorowe sg najwazniejszymi czynnikami stabilizujgcymi czasteczki.
W szesnastu badanych rodzinach termofilnych mikroorganizméw az w trzynastu
przypadkach wzrost termostabilnosci biatek byt skorelowany ze wzrastajaca liczbg
wigzan wodorowych w ich czasteczkach (16).

Oprécz wiazan jonowych funkcje spinania i stabilizacji fragmentéw tafcucha po-
tipeptydowego spetniajg mostki dwusutfidowe. Z powodu termolabilnosci cysteiny
i mostkow dwLisulfidowych spodziewano sie, ze w temperaturach powyzej 80°C
nastapi destabilizacja biatek zawierajgcych wymienione wigzania (71). W przepro-
wadzonych badaniach enzymoéw z hipertermofili wykazano jednak, ze mostki dwusul-
fidowe zachowujg zdolno$¢ stabilizacji ich struktury nawet w temperaturach ponad
100°C (62). Przyktadem jest zawierajgca osiem cystein serynowa proteaza z Aquifex
pyrophilus, ktorej czas potowicznej inaktywacji w 85°C maleje z 90 do okoto 2 h pod
wplywem rozszczepiajgcego wigzania dwusutfidowe dwutiotreitolu (72). Sugeruje
to, ze wymieniony enzym zawiera stabilizujgce czasteczke mostki dwusutfidowe.
W niektorych termofilnych biatkach, jak np. w syntazie cytrynianowej z Pyrococcus
furiosus zaobserwowano jednak ograniczenie liczby reszt cysteiny w poréwnaniu
z mezofilnymi odpowiednikami tego enzymu (73). Oprdcz cysteiny wystepuja w biatkach
takze inne termotabilne aminokwasy, ktére w podwyzszonej temperaturze ulegajg
deaminacji (asparagina i w mniejszym stopniu glutamina) lub oksydacji, nastepu-
jacej np. w przypadku metioniny (74). Mozliwo$¢ fragmentacji taficucha potipepty-
dowego w sasiedztwie reszt asparaginy lub glutaminy jest w termostabilnych enzy-
mach ograniczona poprzez zmniejszenie zawartosci Asn lub lokalizacje tych reszt
w takich miejscach czasteczki, w ktorych sg one mniej reaktywne. Niekiedy termo-
stabilno$¢ biatek zwieksza metylacja reszt lizyny spotykana w niektorych enzymach
z archeondw Sulfolobus lub inne posttranslacyjne modyfikacje (62). Przyczyna zwiek-
szenia opornosci cieplnej niektérych enzymow i innych biatek jest ich wbudowanie
w strukture bton biologicznych, gdzie sg stabilizowane oddziatywaniami hydrofobo-
wymi i wigzaniami z czasteczkami lipidéw. Energia tych oddziatywan zalezy m.in.
od stopnia nasycenia i dlugosci taficucha alifatycznego kwaséw ttuszczowych.

6. Blony biologiczne

Mozliwos¢ rozwoju drobnoustrojow w podwyzszonej temperaturze jest w du-
zym stopniu uwarunkowana zachowaniem integralnosci bton biologicznych, ktéra
szybko zanika po przekroczeniu temperatury topnienia, likwidujgcej w dwuwar-
stwie lipidowej uporzadkowane rozmieszczenie alkilowych tancuchéw kwasow
thuszczowych. Mezoflle i umiarkowane termofile dostosowujg sie do podwyzszonej
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temperatury $rodowiska poprzez wbudowywanie w blony lipidow zawierajgcych
kwasy ttuszczowe o dluzszych, czesto rozgatezionych tancuchach lub kwasy o wiek-
szym stopniu nasycenia (75,76). inng budowe ma natomiast btona cytoplazmatyczna
archeonow, ktora jest prawie w cato$ci zbudowana z dwu- lub tetraeteréw glicero-
lowych izoprenoidow alkilowych zawierajacych zazwyczaj 20 lub 40 atomdw wegla
(12). Zmniejsza to znacznie termolabilnos¢ btony ze wzgledu na wiekszg odpornosc
wigzan eterowych na oksydacje i podwyzszenie temperatury od wigzan estrowych,
wystepujacych np. w lipidach bakteryjnych (77). Dwuetery glicerolowe wystepuja gtow-
nie w termofilnych i metanogennych archeonach, a takze w hipertermofilnych bak-
teriach rodzaju Thermotoga i Aquifex (78). Natomiast w btonach cytoplazmatycznych
hipertermofilnych archeonéw dominujg tetraetery glicerolowe, ktérych udziat zale-
zy od temperatury i innych warunkéw rozwoju mikroorganizmu (78). Diugie tancu-
chy alifatyczne eteréw glicerolowych tworzg czesto cykliczne struktury zespalajgce
poszczegblne warstwy btony w jedng catos¢, co znacznie zwieksza jej termostabil-
nos¢ (12).

7. Podsumowanie

w prowadzonych obecnie badaniach hipertermofili zmierza sie do lepszego po-
znania ich metabolizmu i mechanizmow zapewniajacych zwiekszenie opornosci ciepl-
nej enzymow i innych bioczasteczek oraz do okre$lenia nie znanej jeszcze maksy-
malnej temperatury rozwoju zywych organizmow. Badania te majg duze znaczenie
praktyczne, gtéwnie ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania hipertermofili oraz
ich enzymoéw do utylizacji ucigzliwych produktow ubocznych, jak tez usprawnienia
i zwiekszenia wydajnosci niektérych proceséw. Stosowanie enzyméw hipertermofili
jest m.in. korzystne ze wzgledu na mozliwo$¢ unikniecia mikrobiologicznego zanie-
czyszczenia Srodowiska reakcji, dos¢ czesto spotykanego podczas katalizy w tem-
peraturach optymalnych dla rozwoju mezofili. Inng zaletg enzymdw hipertermofili
jest duza stabilno$¢ zapobiegajaca ich inaktywacji w $rodowisku zawierajacym roz-
puszczalniki organiczne. Mieszajgce sie z wodg rozpuszczalniki zmniejszaja jej ste-
zenie w Srodowisku, co powoduje niekiedy zmiane kierunku przebiegu reakcji,
umozliwiajaca np. zastosowanie hydrolaz jako katalizatoréw syntezy plastein, oli-
gosacharydow i innych makroczasteczek. Wprowadzenie do Srodowiska reakcji roz-
puszczalnikéw organicznych poprawia rozpuszczalno$é niektérych substratéw oraz
zapobiega w niektérych przypadkach tworzeniu sie niepozadanych produktow
ubocznych. Zastosowanie enzymow z hipertermofili utrudnia niekiedy ich niewielka
aktywnos¢ w obnizonej temperaturze. Prowadzone sg aktualnie prace zmierzajace
do zaprojektowania enzymow stabilnych i aktywnych w szerokim zakresie tempera-
tur, przydatnych np. w medycynie farmacji i w przetworstwie zywnosci. Wyniki nie-
ktérych badan sugerujg tez mozliwo$¢ dos¢ znacznego zwiekszenia aktywnosci ter-
mostabilnych enzyméw poprzez wprowadzenie odpowiednich zmian rodzaju i se-
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kwencji reszt aminokwasowych w ich czasteczkach (62). Naturalna selekcja najdo-
skonalszych katalitycznie form enzymow nie nastgpita przypuszczalnie z powodu
termolabilnosci przetwarzanych substratow, wystepujacych w srodowisku rozwoju
hipertermofili.

Koszty publikacji tego artykutu dofinansowano z funduszu grantu KBN nr PBZ-KBN/021/P06/32.
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