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Effect of high hydrostatic pressure on metabolism of microorganisms

Summary

During last years a renewed interest in high hydrostatic pressure (HHP) has
been observed particularly in food and pharmaceutical industry where is uses
for preservation and sterilization of products. Pressure is a physical factor af-
fecting conformation of biological macromolecules and influencing chemical re-
actions without introduction of any additional agents, e.g. salts. So it is a con-
siderable factor in basic research, which enables analysis of the mechanism of
conformational changes of nucleic acids, proteins and lipids as well as interac-
tions between molecules. Detailed analysis of these processes is valuable not
only from cognitive point ofview but it has very important practical aspect. HHP
become wider and wider used for inactivation of bacteria so recognition of its
influence on entire cell is important for safety of consumers and patients.
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1. Wstep

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowania wy-
sokim cisnieniem hydrostatycznym (HHP, ang. High Hydrostatic
Pressure) zarbwno w przemysle spozywczym jak i farmaceutycz-
nym, gdzie wykorzystywane jest do konserwacji zywnosci i ste-
rylizacji produktéw medycznych. Cisnienie jest czynnikiem fi-
zycznym, ktéry modyfikuje strukture makroczgsteczek biolo-
gicznych oraz wplywa na reakcje chemiczne bez koniecznosci
wprowadzania do uktadu innych zwigzkéw chemicznych, jak
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np. sole. Jest, zatem istotnym czynnikiem w badaniach podstawowych pozwala-
jacym na analize mechanizmu zmiany konformacji biatek, kwaséw nukleinowych i li-
pidéw. Pozwala réwniez lepiej pozna¢ mechanizmy rzadzace oddziatywaniami po-
miedzy pojedynczymi czgsteczkami oraz ich kompleksami. W pracy tej oméwione
beda wyniki badan wptywu HHP na komérki mikroorganizméw i procesy w nich za-
chodzace. Poznanie tych proceséw ma nie tylko walor poznawczy, ale réwniez prak-
tyczny z punktu widzenia bezpieczenstwa produktdow zywnosciowych czy farmaceu-
tycznych sterylizowanych za pomocg HHP.

2. Wptyw HHP na mikroorganizmy

Cisnienie powoduje zmiane metabolizmu mikroorganizmoéw badz ich inaktywa-
cje. W szeroko zakrojonych badaniach majacych na celu poznanie jego wplywu na
organizmy zywe prowadzonych na bakteriach i grzybach réznych gatunkéw wykaza-
no, ze mikroorganizmy sg odporne na kompresje w pewnych zakresach cisnienia.
Najbardziej odporne sg spory, czyli formy przetrwalnikowe w stanie spoczynku, for-
my czynne (kietkujgce spory) wykazujg wiekszg wrazliwos¢. Generalnie wzrost i po-
dziat komoérek organizmoéw mezofilnych, przystosowanych do zycia pod ci$nieniem
atmosferycznym (0,1 MPa) w zakresie 0,1-50 MPa ulega zahamowaniu proporcjonal-
nie do wzrostu cidnienia (1,2). Na przyktadzie E. coli pokazano, ze ruchliwos¢ bakte-
rii zmniejsza sie wraz ze wzrostem cisnienia co spowodowane jest inhibicjg tworze-
nia nowych wici oraz zaburzeniem funkcjonowania juz istniejgcych (2). Wraz ze
wzrostem cisnienia inhibicji ulegaja réwniez tak istotne dla zycia procesy, jak repli-
kacja, transkrypcja i translacja oraz transport wewnatrzkomaérkowy wartosci cisnie-
nia, w ktérych zahamowanie danego procesu nastepuje w 100% przedstawiono w ta-
beli 1 (2-6). Cidnienie powyzej 200 MPa powoduje catkowitg inaktywacje wiekszosci
mikroorganizméw (7-10).

Tabela 1
Procesy komorek E. coU wrazliwe na dziatanie wysokiego ci$nienia
HHP(MPa) )
. . Uwagi
Proces w ktérym nastepuje i i Literatura
N Badany proces oceniano na podstawie:
100% inhibicja procesu
1 2 3 4
ruchliwosé 61,2 drogi przebytej przez bakterie w kapilarze wypetnionej aga- )
rem
transport wewnatrz- 26,5 transportu IPTG w komérce (©)]
komérkowy
podziat komérkowy 50 obserwacji tworzenia filamentoéw 4)
wzrost 50 oznaczenia wartosci cfu/ml (5)
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1 2 3 4

replikacja 50 inkorporacji [**C]Jtyminy do DNA (5)
translacja 67 inkorporacji [mm"Cjuracylu do RNA (5)
transkrypcja 77 inkorporacji [*Cileucyny do biatka (5)
zdolno$é utrzymania 100 oznaczenia wartoéci Ol)(,00 i cfii/ml (6)
przy zyciu

2.1. Wptyw HHP na bakterie mezofilne

Bakterie E. coli sg najbardziej popularnym modelem w badaniach wptywu HHP
z uwagi na pokrewienstwo z barofilami (organizmy przystosowane do zycia w wa-
runkach zwiekszonego cisnienia). W zakresie 10-40 MPa obserwowano wydtuzanie
sie komorek E. coli. Ich dtugosé pod cisnieniem 40 MPa zwiekszala sie 7-krotnie.
Efekt ten powoduje pozorny wzrost stezenia bakterii po kompresji obserwowany
jako wzrost wartosci absorbancji zawiesiny. Zjawisko to jest catkowicie odwracalne
po obnizeniu cisnienia do 0,1 MPa (11). Morfologiczne réznice w wygladzie bakterii
sugerujg zmiany na poziomie molekularnym i te gtéwnie skupiaja uwage badaczy
(4). Wydtuzanie sie komorek jest konsekwencjg zaburzen w cytoszkielecie. Pierw-
szym etapem w podziale komoérek £ col//jest utworzenie pierscienia biatka FtsZ. Cis-
nienie 50 MPa powoduje inhibicje tego procesu, a to manifestuje sie whkasnie fila-
mentowym wzrostem bakterii, ktéry trwa jeszcze przez ok. 90 min po dekompresji
(12). Filametowy wzrost pod ciSnieniem nie jest zalezny od biatka SulA, inhibitora
polimeryzacji FtsZ. E. coli pozbawiona proteazy Lon charakteryzowata sie hiperfila-
mentowym wzrostem, podczas gdy podwadjna mutacja loirsulA' spowodowata inhibi-
cje wzrostu (13). Mechanizm tego zjawiska nie zostat w petni poznany. Konsekwen-
cjg zaburzen w obrebie cytoszkieletu jest rOwniez ograniczenie transportu we-
wnatrzkomoérkowego. Transport pomiedzy poszczegolnymi organellami moze by¢
zaburzony wskutek destrukcyjnego wptywu cisnienia na mikrotubule, a takze inne
elementy cytoszkieletu (14).

Uszkodzenie cytoszkieletu powoduje takze wzrost ptynnosci cytoplazmy, co jest
bezposrednim powodem ,ucieczki’ z komérki szeregu zwigzkéw. W komérkach
poddanych kompresji pod cisnieniem 200 MPa z jednoczesnym gwaitownym obni-
zeniem temperatury i pH obserwowano obnizony poziom aminokwasow i kwasu pi-
kolinowego w poréwnaniu z bakteriami poddanymi lizie z uzyciem metody zamra-
zania-rozmrazania (ang. freeze-timw). Zjawisku temu przeciwdziatato dodanie do
roztworu diamin, ktére oddziatujg z elementami cytoszkieletu poprzez wytwarza-
nie wigzan poprzecznych (15). Oprécz dystrybucji réznych zwigzkéw wewnatrz ko-
morki, cytoszkielet petni takze bardzo wazng funkcje w tworzeniu wrzeciona po-
dzialowego, co umozliwia rozdziat materiatu genetycznego do potomnych komoérek
i wyznacza miejsce wytworzenia sie przegrody wtornej. Zaburzenie zatem funkcji
cytoszkieletu powoduje zahamowanie podzialu komérkowego (16).
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Wspomniano, ze podstawowe procesy zyciowe komorki replikacja, transkrypcja
i translacja ulegajg catkowitemu zahamowaniu pod cisnieniem 50, 77 i 67 MPa, od-
powiednio (tab. 1), sg to procesy ztozone z trzech etapéw incjacji, elongacji i termi-
nacji, w ktérych uczestniczy wiete réznych biatek, co powoduje, ze nie na kazdym
etapie sg tak samo wrazliwe. Najbardziej wrazliwe sg etapy inicjacji i terminacji
anizeli etap elongacji tancucha (1). Hodowla bakterii E. coli w 40 MPa skutkuje ob-
nizeniem ilosci DNA i wzrostem stezenia RNA, nie zmienia sie natomiast catkowita
ilos¢ biatka (1). Czesciowym wyjasnieniem tego zjawiska moze byé obserwowana
juz w 27 MPa inaktywacja gyrazy DNA (13). Na podstawie analizy in vitro wptywu
HHP na polimeraze RNA u E. coli wykazano inhibicje etapu elongacji tancucha
w przeciwienistwie do S. violacea (barofite). Stwierdzono, ze enzym ten u bakterii ba-
rofilnych tworzy kompleks z czynnikiem s70, dzieki czemu jest stabilny w podwyz-
szonym cisnieniu (14).

HHP powoduje réwniez odwracalng inhibicje wigzania aminoacylo-tRNA do kom-
pleksu rybosom-mRNA i transferu tRNA z miejsca A do P. Stabilno$¢ rybosoméw pod
cisnieniem w warunkach in vitro zalezy w znacznej mierze od stezenia jonéw ma-
gnezowych, im wyzsze, tym wieksza wrazliwo$¢ rybosomoéw na kompresje. Zalez-
nosci tej nie potwierdzono w badaniach in vivo (19,20).

Poddanie bakterii E. coli W3110 krotkiemu szokowi cisnieniowemu (kompre-
sja-dekompresja ok. 30 s) nie wywotato zadnych zaktécen w ich cyklu zyciowym. Na-
tomiast inkubacja tego szczepu pod cisnieniem 54,6 MPa w czasie 400 min spowo-
dowata prawie trzykrotne spowolnienie rozwoju bakterii (Agoo - 0,08;
1,3 + 10”cfu/ml) (cfu-jednostka tworzgca kolonie) w poréwnaniu z kulturg kontrolng
hodowana pod cisnieniem atmosferycznym (A6go - 0.3; 41 [0 cfu/ml) (21).

2.1.1. Synteza biatek szoku cisnieniowego

Poddanie E. coli szokowi cisnieniowemu 54,6 MPa spowodowato spadek syntezy
biatek do ok. 13% ilosci produkowanej w warunkach naturalnych (21). Za pomoca
elektroforezy dwukierunkowej na zelu poliakrylamidowym zidentyfikowano 55 bia-
tek, ktérych ekspresja indukowana jest przez HHP, okreslono je jako biatka szoku
cisnieniowego (PIP, ang. Pressure Induced Protein). Synteza PIP byla najbardziej efek-
tywna po kompresji w 81,9 MPa. Szczegdlng uwage zwrécono na trzy biatka (16, 66
i 54 kDa), ktorych ilos¢ wzrastata wraz ze wzrostem cisnienia. Biatka 0 masach 66
kDa i 54 kDa zidentyfikowano jako biatka szoku termicznego (HSP, ang. Heat Shock
Protein). Pierwsze z nich okazato sie biatkiem opiekunczym DnaK, a drugie GroEL.
Oprocz HSP zidentyfikowano cztery biatka szoku zimnego (CSP, ang. Cold Shock Pro-
tein) w szczegdlnosci CspA (21). Rola pozostatych biatek PIP nadal jednak pozostaje
nieznana. Cisnienie jest jedynym jak dotad czynnikie.m powodujgcym indukcje syn-
tezy tylu bialek szoku termicznego. Nie obserwowano inhibicji syntezy biatek kon-
trotujgcych procesy transkrypcji i transtacji, mimo zmniejszenia tempa wzrostu ko-
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morek. Indukcja syntezy biatek HSP i CSP odbywa sie na drodze aktywacji wszyst-
kich rybosoméw znajdujacych sie w komoérce, przez wptyw na fosforylacje lub ak-
tywnos¢ ATPazowa biatka DnaK (21).

Biatko GroEL wigze sie z btong komdorkowa i powoduje wzrost jej uporzagdkowa-
nia i stabilnosci, co zapobiega penetracji wnetrza struktury przez wode (22). Tym
samym GroEL wplywa ochronnie na btony lipidowe i minimalizuje zmiany w struktu-
rze pod wpltywem HHP. Biatka HSP i CSP petnig role ,opiekunczg” przeciwdziatajac
denaturacji cisnieniowej innych biatek i tworzeniu agregatéw, a po przywrdceniu
warunkéw fizjologicznych umozliwiajg ich powtérne poprawne sfatldowanie. Wyka-
zano réwniez, ze bakterie poddane wstepnie lekkiemu szokowi termicznemu cha-
rakteryzowaly sie znacznie wiekszg odpornoscig na dziatanie cisnienia (23). Duze
znaczenie odgrywat takze sktad medium, w ktérym bakterie byly poddawane kom-
presji. Gdy zawierato ono niewielkg ilos¢ sktadnikéw odzywczych indukcja syntezy
PIP byta efektywniejsza (23).

Obok zwiekszania poziomu ekspresji HSP, wzrost ci$nienia powoduje takze in-
dukcje czynnika Czynnik ten rozpoznaje specyficzne sekwencje promotorowe
gendw, ktore nie sg aktywne w warunkach fizjologicznych. Ich ekspresja nastepuje
dopiero w momencie zaistnienia sytuacji stresowej. Nalezg do nich biatka DnaK, Lon
i ClpPX, ich zwiekszong synteze obserwowano po ekspozycji bakterii na cisnienie
150 MPa (23).

2.1.2. Indukcja odpowiedzi SOS

Odpowiedz SOS w komodrkach bakteryjnych indukowana jest najczesciej przez
promieniowanie ultrafioletowe lub dziatanie mitomycyny C, ale réwniez przez
wzrost ci$nienia (24,25). Cisnienie w zakresie 0,1-100 MPa, powoduje szereg zabu-
rzen w cyklu zyciowym bakterii prowadzgcych do jej inaktywacji, ale nie powoduje
to rozerwania btony komérkowej. Uwaza sie, ze gtbwnym powodem Smierci komor-
ki spowodowanej przez cidnienie jest kumulacja uszkodzen biatek i blon komadrko-
wych (26). W alternatywnym modelu opartym na porownaniu danych dla bakterii
Salmonella zaktada sie, ze gldwna przyczyna Smierci jest zaktécenie rownowagi me-
tabolicznej efektem czego jest uwolnienie duzej ilosci wolnych rodnikéw tlenowych
(27). Dowodem potwierdzajgcym stuszno$¢ tej hipotezy jest eksperyment, w ktérym
wykorzystano alkaliczng fosfataze (AP). W warunkach naturalnych aktywacji tego
enzymu nastepuje wskutek utlenienia grup SH, ktére zachodzi w peryptazmie, do-
kad biatko to jest kierowane przez peptyd liderowy. AP pozbawiona tego peptydu
pozostaje na terenie cytoplazmy. W komérkach poddanych dziataniu HHP ulegta
jednak aktywacji, Swiadczy to o obecnosci tlenu w cytoplazmie, a zatem ci$nienie
generuje tworzenie reaktywnych form tlenu (28). Ponadto mutanty posiadajgce
uszkodzone geny katkE, katF oxyR, sodAB i soxS byly znacznie bardziej wrazliwe na
HHP anizeli szczepy dzikie (29).
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Poczatkowo uwazano, ze odpowiedz SOS komorki wywotana przez cisnienie
jest wynikiem denaturacji represora LexA. Okazato sie jednak, ze spowodowana jest
ona nie denaturacjg a wzrostem jego aktywnosci, jak rowniez wzrostem aktywnosci
RecA. Wzrost aktywnosci tych czynnikéw prowadzi do indukcji cyktu titycznego
profaga A. oraz profaga toksyny Shiga, co natezy mie¢ na uwadze stosujac HHP do
sterylizacji produktéw zywnosciowych i farmaceutycznych (23,30).

W polu zainteresowania badaczy znalazly sie takze elementy tancucha oddecho-
wego. Wiekszos¢ z nich jest na stale zakotwiczona w btonie mitochondrialnej. Wraz
ze wzrostem cisnienia w btonach rosnie udziat frakcji nienasyconych kwasow ttusz-
czowych, tym samym modyfikacji ulegajg oddziatywania btona mitochondrialna -
elementy tarcucha oddechowego, co prowadzi do zaburzeh w jego pracy i uposle-
dzenia w dostarczaniu energii. W celu doktadniejszego scharakteryzowania udziatu
taricucha oddechowego w tolerancji niektorych bakterii na ciSnienie badano mutan-
ty E. coli pozbawione genu cydD, ktérego produkt jest niezbedny w formowaniu pra-
widtowo dziatajgcego kompleksu cytochromow bd. Okazato sie, ze mutanty wykazy-
waly wiekszg wrazliwos¢ na HHP anizeli szczep rodzicielski (31).

2.1.3. Wptyw HHP na ekspresje genéw E. coli

Analizujgc wplyw HHP na ekspresje genéw wykorzystano promotory lac i tac
operonu laktozowego (32). W tym celu do komaorek bakteryjnych wprowadzono pla-
zmid kodujacy gen acylotransferazy chloramfenikolu (CAT) pod kontrolg promotora
lac. Stransformowane bakterie poddano dziataniu cisnienia 30 MPa (33). Ekspresja
CAT pod wptywem kompresji byta srednio 80-90 razy wyzsza, w poréwnaniu z po-
ziomem uzyskanym w wyniku indukcji za pomocg IPTG w warunkach ci$nienia at-
mosferycznego (0,1 MPa), podczas gdy ekspresja genu (3-galaktozydazy byta jedynie
2,7-raza wyzsza (32). Podobne wyniki otrzymano, gdy wspomniane geny umieszczo-
no za promotorem tac (33). Indukcja ekspresji obu tych genéw swiadczy o wplywie
HHP na represor Lad. W badaniach in vitro represora Lad wykazano, ze pod wpty-
wem cisnienia aktywna forma tetrameryczna ulega dysocjacji do nieaktywnej formy
dimerycznej (34).

Za pomoca techniki mikromacierzy zbadano zmiany w profilu ekspresji genéw
E. coli poddanych dziataniu HHP. Badano frakcje bakterii w wyktadniczej i stacjonar-
nej fazie wzrostu poddane kompresji w 30 i 50 MPa. Prébe odniesienia stanowity
kultury E. coli hodowane w 0,1 MPa (tab. 2) (35). W fazie wzrostu wyktadniczego ak-
tywnych byto 469 i 313 gendéw w cisnieniu 30 i 50 MPa, a w stacjonarnej 698 i 662
odpowiednio. W obu fazach aktywacji lub inhibicji ulegaly r6zne klasy genéw, od-
powiedzialne za rézne procesy wewngtrzkomorkowe (35),
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Tabela 2

Liczba genéw, ktérych ekspresja ulega zmianie pod wplywem kompresji w réznych warunkach cisnienia (35)

Woczesna faza wyktadnicza Pé6zna faza wyktadnicza

Liczba
Kategoria genii'l analizowanych 30 MPa 50 MPa 30 MPa 50 MPa
genow >2 <05 >2 <05 >2 <05 >2 <05

metabolizm aminokwas6w 118 6 3 2 2 4 9 3 5
biosynteza kofaktoréw, grup prostetycznych, 125 6 2 6 1 14 2 14 1
nosnikéw
btona komérkowa 188 6 14 4 12 25 7 22 6
procesy komoérkowe 101 16 3 7 3 14 7 22 6
metabolizm czasteczek taczacych rézne szlaki 148 15 13 7 13 16 13 8 14
metabolizm energii 347 30 64 10 44 38 24 22 39
metabolizm kwaséw ttuszczowych i fosfolipi- 58 2 3 3 2 15 2 16 3
dow
metabolizm nukleotydow 114 5 9 5 8 25 6 24 3
funkcje regulatorowe 103 4 6 6 5 8 12 7 9
replikacja 89 2 2 2 3 21 2 17 3
biatka transportujace lub wigzace 356 41 28 16 30 25 25 23 32
translacja 143 2 7 2 3 79 2 77 4
transkrypcja 47 1 1 3 1 14 3 10 1
inne kategorie 228 15 12 15 8 23 20 23 19
hipotetyczne 1966 99 52 54 36 93 150 83 146
Ogoétem 4131 250 219 142 171 414 284 365 297

> klasyfikacja kategorii genéw wg Riley M. i Laberdan B., (60).

>1 liczba genéw dla, ktérych stosunek Cy5/Cy3>2 (Cy5-geny aktywne w komoérkach hodowanych w podwyzszonym ciénie-
niu, Cy3-geny aktywne w komérkach hodowanych pod ci$nieniem atmosferycznym.

<0,5 liczba genéw dla, ktérych stosunek Cy5/Cy3<0,5.

Wartosci Cy5/Cy3>2 i Cy5/€y3<0,5 traktowano jako zmiany istotne w eksperymencie oznaczajace wzrost {iijnegulation)
i zahamowanie (downregiilation) aktywnosci genu.

Bakterie E. coli przystosowane sg do zycia w warunkach cisnienia atmosferyczne-
go, jednakze pewne szczepy wykazujg wieksza odpornos¢ wzgledem HHP. W bada-
niach prowadzonych na szczepie MG 1655 pokazano, ze bakterie te moga nie tylko
przezy¢, ale takze mnozy¢ sie w warunkach podwyzszonego cisnienia. W szczepie
tym stwierdzono obecnos¢ trzech osobnych linii mutantéw: LMMIOIO, LMM1020
i LMM1030, charakteryzujgcych sie wyzszym podstawowym poziomem biatek Lon,
DnakK, CIpPX, GroEL, GroES, GrpE, ClpB i HtpG w poréwnaniu ze szczepem rodziciel-
skim (36). Podobne wyniki otrzymano, gdy poréwnano ilo§¢ RpoH u mutantéw
i szczepu rodzicielskiego, przy czym linia LMM1030 wykazywata najwyzszy poziom
ekspresji genu rpoH kodujacego czynnik Nalezy jednak pamietaé, ze produkt
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tego genu podlega wielu potranskrypcyjnym mechanizmom kontroli i badanie tylko
poziomu ekspresji moze by¢ mylace i nie odpowiadaé bezposrednio ilosci koricowe-
go produktu, czyli czynnika Wykryto takze wysoki poziom innych biatek, kt6-
rych Jak dotad nie zidentyfikowano (37). Pomimo ze mutanty odporne na HHP wyka-
zujg wyzszy poziom ekspresji genéw kodujacych biatka Scisle kojarzonych ze stre-
sem cieplnym, nie wykazujg one wiekszej tolerancji na podwyzszong temperature
(34). W przeciwienstwie do bakterii, krétki szok temperaturowy u drozdzy S. cerevisioe
powoduje wzrost ich tolerancji wzgledem podwyzszonego cisnienia (38). Wynika
stad, ze Smier¢ bakterii wskutek HHP spowodowana jest przez wiecej niz jedno
uszkodzenie.

W badaniach prowadzonych na £. coli 0157:H7 odpornych na HHP wykazano, ze
szczepy te réznig sie pomiedzy sobg poziomem ekspresji gendw, a takze stopniem
tolerancji na wzrost ci$nienia (39). R6znice w przezywalnosci bakterii obserwowano
tylko w stacjonarnej fazie wzrostu, co prawdopodobnie wynika z odmiennego po-
ziomu syntezy RpoS. jest to jeden z czynnikow sigma, odpowiedzialnych za zmiane
specyficznosci polimerazy RNA. RpoS powoduje aktywacje ponad trzydziestu ge-
néw, ktorych zadaniem jest zapewnienie przezycia komérkom bakteryjnym w fazie
stacjonarnej znajdujacym sie w sytuacji stresowej (40).

2.2. Wptyw HHP na bakterie B. subtilis

Bakterie B. subtilis uzywane sg na szerokg skale w przemysle z uwagi na szcze-
goélne zdolnosci do syntezy enzymow, antybiotykéw czy srodkéw owadobéjczych.
Stanowig takze ciekawy materiat dla badaczy, z uwagi na zdolnos¢ wytwarzania
form przetrwalnikowych (spor) w niesprzyjajacych dla rozwoju warunkach, np. przy
ograniczonej dostepnosci substancji odzywczych. Wytwarzanie spor odbywa sie
pod Scistg kontrolg genetyczna. Szczegélowe poznanie tego procesu przyczyni sie
do zoptymalizowania procedur zabezpieczania zywnosci przed zanieczyszczeniem
bakteriami chorobotwdérczymi i ich formami przetrwalnikowymi.

Spory B. subtilis sag bardzo odporne na wiele czynnikéw fizycznych i chemicz-
nych. Poddanie ich dziataniu temperatury 80°C przez 15 min czy napromieniowaniu
UVjak réwniez dziataniu 0,4 M roztworu H202 nie ma wptywu na ich przezywalnos¢
(41). jednakze spory, ktére dojrzewalty przez 0,5 h w 100-600 MPa w temperaturze
40°C wykazywaly inng wrazliwos¢ na wymienione czynniki w tym takze na cisnienie.
Krytyczne dla przezywalnosci okazato sie 200 MPa powodujgce maksymalng inakty-
wacje, powyzej tej wartosci odsetek zywych spor wzrasta i po osiagnieciu 400-600
MPa utrzymuje sie na takim samym poziomie jak w 100 MPa. jednakze spory wstep-
nie dojrzewajgce w 100 MPa byly znacznie bardziej wrazliwe na podwyzszenie ci$-
nienia do 600 MPa anizeli dojrzewajace w 500 MPa, co wskazuje na pojawienie si¢
jakosciowych réznic w komérkach w zaleznosci od warunkéw eksperymentu. Oby-
dwie grupy (100 i 600 MPa) byly natomiast tak samo wrazliwe na temperature
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i ginety niemal natychmiastowo w 55°C. Obserwacja ta wskazuje na bardzo zblizony
stopien hydratacji obu grup komoérek. Inna byta jednak ich wrazliwos¢ na H202 i UV,
grupa dojrzewajaca w 100 MPa byta znacznie szybciej inaktywowana przez te czyn-
niki anizeli druga (41). Czynnikiem chronigcym DNA przed uszkodzeniami wywo-
tanymi przez UV i H202 sg male rozpuszczalne w kwasach biatka (SASPs, ang. Smali
Acid Soluble Proteins). W sporach kietkujgcych w 100 MPa stwierdzono catkowitg de-
gradacje tej frakcji biatlek, podczas gdy w 600 MPa proces ten byt opdzniony lub
catkowicie zahamowany, co ttumaczy obserwacje eksperymentalne. Przyczyng tego
zjawiska jest prawdopodobnie inaktywacja proteaz degradujgcych SASPs przez cis-
nienie 600 MPa (41). Innym czynnikiem chroniacym spory przed promieniowaniem
UVijest kwas dipikolinowy (DPA). jego stezenie w Srodowisku zewnetrznym po doj-
rzewaniu spor w 100 i 600 MPa wynosito 97,5 i 87,0% odpowiednio, co réwniez
ttumaczy rézng odpornos¢ komérek wzgledem UV. W obu grupach obserwowano
rOwniez znaczacg roznice w stezeniu ATP. Oznacza to, ze dojrzewanie spor
w 100 MPa przebiega w sposéb podobny do tego pod ciSnieniem atmosferycznym,
podczas gdy w 600 MPa inhibicji ulegajg reakcje enzymatyczne co oznacza inakty-
wacje krytycznych enzymoéw (41).

2.3. Wpfyw HHP na drozdze 5. cerevisiae

Cisnienie rzedu 150 MPa powoduje szereg uszkodzen btony komoérkowej i bia-
tek drozdzy, ktére w konsekwencji prowadza do ich $mierci, jak w przypadku bakte-
rii (42). Poddanie drozdzy wczesniejszemu szokowi termicznemu powoduje wzrost
ich odpornosci na cisnienie, a dzieje sie to za sprawg biatka opiekunczego HsplO4
i cukru trehalozy (43). HHP powoduje takze znaczne zakwaszenie wakuoli przy-
czyng tego zjawiska jest dwutlenek wegla, ktérego produkcja wzrasta wskutek
kompresji. Dwutlenek wegla dobrze rozpuszcza sie w wodzie tworzgc kwas weglo-
wy, ktérego dysocjacja (H2COs3 <-> HCo3' -f H+) jest procesem uprzywilejowanym
z uwagi na dodatnig wartos¢ AV. W konsekwencji produkowane sg ogromne ilosci
protonéw, ktére przedostajg sie do cytoplazmy (rys. 1) (44-46).

Wzrost kwasowosci wakuoli w wyniku HHP powoduje réwniez dysocjacja estrow
fosforowych cukréw, znajdujgcych sie w cytoplazmie. Poniewaz wiele procesow
przebiegajagcych w cytoplazmie jest wrazliwych na zmiany pH, komorka przeciw-
dziata jego obnizeniu kierujac protony do wakuoli (46). Proces ten wymaga znacz-
nych ilosci ATP, ktérego synteza hamowana jest przez HHP. Brak odpowiedniej ilosci
ATP moze by¢ czynnikiem limitujgcym przezywalno$¢ mikroorganizméw w warun-
kach wysokiego cisnienia. Niektore szczepy bakterii jak, np. E. faecalis i inne blisko
spokrewnione z tym gatunkiem, odporne na podwyzszone cisSnienie posiadajg bar-
dzo aktywne geny deaminazy argininy. Enzym ten bierze udziat w syntezie amonia-
ku, mozna, zatem przypuszczac, ze barotolerancja tych bakterii jest zwigzana m.in.
z efektywnie dziatajgcym mechanizmem neutralizacji protonéw w cytoplazmie (46).
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Rys. 1. Model przedstawiajacy mechanizm obnizenia pH w komérkach S. cerevisae. HHP powoduje
dysocjacje H2CO3 lub estréow fosforanowych cukréw, co prowadzi do gromadzenia sie H+ w cytopla-
zmie. Aby utrzymac pH cytoplazmatyczne na fizjologicznym poziomie, protony kierowane sg do waku-
oli. Rysunek zmodyfikowano na podstawie (46).

3. Regulacja metabolizmu bakterii barofilnych

Baroflle (dawniej okreslane mianem piezofiléw) to grupa bakterii przystosowa-
nych do zycia w warunkach podwyzszonego ci$nienia. Naturalnie zasiedlajg dno
morskie i sg zdolne do przezycia w ekstremalnych warunkach cisnienia i temperatu-
ry. Ciekawg cecha barofiléw jest szczegblna wrazliwos¢ na Swiatto ultrafioletowe
i promieniowanie gamma. Przyczyna tego zjawiska nie zostata w petni wyjasniona,
jak dotad nie potwierdzono, bowiem obecnosci bgdz braku typowych dla innych
grup bakterii enzyméw odpowiedzialnych za naprawe uszkodzonego DNA. Wiado-
mo natomiast, ze btony lipidowe barofilbw w duzej czesci skladajg sie z frakcji nie-
nasyconych kwaséw ttuszczowych, ktére sa wysoce wraztiwe na uszkodzenia spo-
wodowane fotoperoksydacjg (46). W miare wzrostu tolerancji na podwyzszone cis-
nienie udziat nienasyconych kwaséw ttuszczowych w btonach bakterii wzrasta. Mu-
tanty pozbawione zdolnosci do syntezy mononienasyconych kwaséw ttuszczowych
sa wrazliwe na HHP (47). Poddanie barofilnej bakterii Colwellia MT41 szokowi cisnie-
niowemu w 0,1 MPa spowodowato fragmentacje jej blon komérkowych, co zaobser-
wowano za pomoca mikroskopu elektronowego (48).

Ciekawy spos@b przystosowania sie bakterii do zycia w warunkach zwiekszonego
cisnienia odkryto w P. profunckim. W btonie zewnetrznej szczepu SS9 zyjacego w wa-
runkach cisnienia atmosferycznego znajduje sie biatko OmpL, przypominajgce
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Rys. 2. Mechanizm dziatania biatek ToxR i ToxS P. profiindiim SS9 w zaleznosci od cis$nienia. Biatka te
kontroluja ekspresje wielu genéw, wigczajac ompH i ompL. Produkty genéw ompH i ompL funkcjonujg
jako kanaly dla substancji pokarmowych; OmpH odpowiedzialny jest za pobieranie pokarmu na duzej
gtebokosci (ubogie Srodowisko, podwyzszone cisnienie). W ciSnieniu atmosferycznym biatka ToxR
i ToxS sg zasocjowane i aktywujg ompL, a inhibuja ompH. HHP powoduje dysocjacje kompleksu biatko-
wego, a tym samym zniesienie blokady genu ompH. Rysunek zmodyfikowano na podstawie (46).

w swojej budowie poryne. W miare wzrostu cisnienia biatko to jest stopniowo zaste-
powane przez OmpH, charakteryzujace sie wieksza Srednicg wytwarzanego kanatu
(49). Ekspresja gendéw ompH i ompL charakteryzuje sie przeciwstawng regulacjg (50).
Mutanty ompL' nie sg wrazliwe na dekompresje, podczas gdy mutanty ompH' odwrot-
nie (51). Maksymalng ilos¢ biatka OmpH wykryto u SS9 hodowanych w optimum cis-
nieniowym, 28 MPa, podczas gdy OmpL w maksymalnej ilosci wystepowato
w 0,1 MPa (50). Zarbwno OmpH, jak i OmpL spetniajg funkcje kanatéw dla transportu
zwigzkoéw odzywczych w srodowiskach z ograniczonym zasobem substancji pokar-
mowych. Do syntezy tych biatek niezbedna jest obecnos¢ ToxR i ToxS. Na podstawie
analizy ilosci ToxR metoda western biot wykazano, ze jego ilo$¢ spada wraz ze wzro-
stem ciSnienia (50). Mutanty toxR' nie wytwarzajg OmpL, ale zachowujg wysoki kon-
stytutywny poziom syntezy OmpH bez wzgledu na panujgce cisnienie. Sugeruje to
tym samym, ze ToxR jest wymagane do aktywacji ompL i represji ompH (46). Bialka
ToxR i ToxS po raz pierwszy zidentyfikowano w bakteriach V. cholerae, w ktérych zlo-
kalizowane sg w btonie wewnetrznej i stanowig czujniki srodowiskowe dla tempera-
tury, osmolarnosci, pH i substancji odzywczych (52). ToxR natomiast jest transbtono-
wym biatkiem dimerycznym, ktorego aktywno$¢ zalezy od procesu asocjacji podjed-
nostek zaleznego od ToxS (52). Podwyzszone ci$nienie, podobnie jak niska tempera-
tura, moduluje ptynnos$¢ bton biologicznych poprzez Scislejsze upakowanie fancu-
choéw bocznych kwaséw ttuszczowych, co ogranicza ruchliwo$s¢ makromolekut i po-
woduje dysocjacje biatek multimerycznych do monomeréw (53). Zatem HHP inhibuje
proces tworzenia kompleksu ToxR i ToxS dziatajgc bezposrednio na ich konformacije
albo zmieniajgc strukture btony, w ktorej sg zakotwiczone (51). Pod ci$nieniem at-
mosferycznym biatka ToxR i ToxS tworzg kompleks, ktory aktywuje gen ompL, a inhi-
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Rys. 3. Model transportu elektronéw u S. benthica DB172F. Cytochrom c-551 jest obecny w obu przy-
padkach - normalnego (a) i wysokiego cisnienia (b), podczas gdy c-552 Jest obecny tylko w pierwszym
przypadku, a oksydaza chinolowa typu ccb jest obecna tylko w warunkach wysokiego ci$nienia. Rysunek
zmodyfikowano na podstawie (46).

buje ompH. HHP powoduje dysocjacje tego kompleksu w nastepstwie czego nastepu-
je inhibicja ekspresji genu ompL i zniesienie represji genu onipH (rys. 2) (46).
Regulacja ekspresji genéw i syntezy biatek pod wplywem kompresji zostata szcze-
gotowo zbadana u czterech szczepOw barofilow: S. benthica DB6705 i DB172F, S. violaceo
DSSI 2, a takze wspomnianego juz P. profundum SS9 (46,54). Optimum wzrostu dla tych
bakterii to odpowiednio 50, 70, 30 i 28 MPa. Ze szczepow 5. benthica i S. violacea sklono-
wano promotory aktywowane przez wysokie ci$nienie. Ponizej tych promotoréw zi-
dentyfikowano dwie otwarte ramki odczytu (ORFI i ORF2) dziatajgce jak operon oraz
trzy regiony: A, B i C. Region A jest rozpoznawany przez czynnik sigma przypomi-
najacy swojg budowa Nie udato sie natomiast zidentyfikowac¢ czynnikdw rozpo-
znajacych regiony B i C (55). Ponizej tych regionéw znajduje sie kolejny regulowany
przez cisnienie operon (ORF3). Najprawdopodobniej koduje on biatko CydD (56).
U E. coli obecnos¢ tego bialka jest niezbedna dla prawidtowej asocjacji monomeréw
kompleksu cytochromu bd (57). Mutanty pozbawione genu cydD wykazywaty wzmo-
zong wrazliwos¢ na kompresje w pordwnaniu ze szczepem dzikim. Wprowadzenie
plazmidu z genem cydD powodowato odtworzenie dzikiego fenotypu i tym samym
umozliwiato wzrost pod zwiekszonym cisnieniem. Oznacza to, ze prawidtowo dziata-
jacy tancuch oddechowy jest czynnikiem niezbednym w wytwarzaniu odpornosci na
kompresje (58). Funkcje i doktadna regulacja ORFI i ORF2 nie zostatyjeszcze zbadane.
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W komoérkach barofilnej bakterii S. benthica w zaleznosci od panujgcego cisnie-
nia stwierdzono obecnos$¢ dwdch rodzajow cytochromu typu ¢, blonowy c-551 i cy-
toplazmatyczny c-552, a takze zwigzanej z blong oksydazy chinolowej typu ccb (59).
Cytochrom c¢-551 jest konstytutywnie syntetyzowany w podwyzszonym cisnieniu
(0,1-60 MPa), podczas gdy c-552 tylko w 0,1 MPa. llo$¢ oksydazy chinolowej typu cch
rosnie wraz ze wzrostem cisnienia i osigga swoje maksimum w 60 MPa. Niski po-
ziom aktywnosci oksydazy N,N,N’,N’-tetrametylo-p-fenylodiaminy (TMPDH2) wska-
zuje na to, ze bakterie poddane dziataniu 60 MPa nie posiadajg kompleksu bcj i ok-
sydazy cytochromu c (rys. 3) (46).

Oznacza to, ze w warunkach cisnienia atmosferycznego redukcja tlenu odbywa
sie poprzez oksydaze zalezng od cytochromu c. Natomiast w podwyzszonym cisnie-
niu funkcje reduktora tlenu przejmuje oksydaza chinolowa, ktéra jako substratu
uzywa chinolu, tym samym faincuch oddechowy u barofilnego szczepu DB172F zo-
staje skrécony (46).

4. Podsumowanie

Analiza metabolizmu bakterii mezofilnych i barofilnych pozwolita na czesciowe
poznanie mechanizméw adaptacyjnych pozwalajacych bakteriom na przezycie w ek-
stremalnych warunkach. W trakcie intensywnych badann majgcych na celu poznanie
wptywu HHP na komoérke zidentyfikowano wiele proceséw komérkowych, ktérych
zaburzenie prowadzi do zmiany metabolizmu bgdZz do Smierci komorki. Wiadomo,
ze HHP powoduje:

a) denaturacje biatka,

b) dysocjacje komplekséw biatkowych,

¢) zmiany konformacji kwasow nukleinowych,

d) dehydratacje makromolekut,

e) obnizenie pH wody,

f) uptynnienie bton komérkowych,

g) rozerwanie oddziatywan hydrofobowych i elektrostatycznych.

Inaktywacja bakterii jest zatem procesem ztozonym i zachodzi na skutek zabu-
rzenia wiecej niz jednego procesu wewnatrzkomaorkowego.

Literatura

Bartlett D. H., (2002), Biochim. Biophys. Acta, 1595, 367-381.
Meganathan R., Marquis R. E., (1973), Nature, 246, 526-527.

Landau [. V., (1967), Biochim. Biophys. Acta, 149, 506-512.

Zobell C. E., Cobet A. B., (1964), J. Bacteriol., 87, 710-719.

Yayanos A. A., Pollard E. C., (1969), Biophys. J., 9, 1464-1482.

Pagan R., Mackey B., (2000), Appl. Environ. Microbiol., 66, 2829-2834.
Hayashi R., (2002), Biochim. Biophys. Acta, 1595, 397-399.

56 PRACE PRZEGLADOWE



10.

11

12.

13.
14.
15.

16.

17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.

24,
25.
26.

27.
28.

29.

30.
31
32.
33.
34.
35.
36.

37.

38.
39.

40.
41.
42.

43.
44.
45.
46.
47.

Whptyw wysokiego cisnienia hydrostatycznego na metabolizm mikroorganizmoéw

Knorr D., (1999), Curr. Opin. Biotechnol., 10, 485-491.

Knorr D., Heinz V., Buckéw R., (2006), Biochim. Biophys. Acta, 1764, 619-631.

Grzesiowski P., tetowska 1., Porowski S., Satanski P., Jurczak J., Giel-Pietraszuk M., Hryniewicz W.,
Barciszewski j., (2002), in: Defect and Diffusion Forum, 4™ High Pressure School on Chemistry, Biology,
Materials Science and Techniques, Trans Tech Publications, Switzerland, 208-209, 67-72.

Huisman G. W., Siegele D. A., Zambrano M. M., Kolter R. R., (1996), in: Escherichia coli and Salmonella,
Eds. F. C. Niedhardt, et al. American Society for Microbiology, Washington, DC, 1672-1682.
Ishii A., Sato T., Wachi M., Nagai K., Kato C., (2004), Microbiology, 150, 1965-1972.

Aertsen A., Michiels C. W., (2005), Res. Microbiol., 156, 233-237.

Crenshaw H. C., Salmon E. D., (1996), Exp. Cell Res., 227, 277-284.

Yamaguschi T., Kawamra H., Kimoto E., Tanaka M., (1989), j. Biochem., 106, 1080-1085.
Yamaguschi T., Murata Y., Kobayashi Y., Kimoto E., (1994), Biochim. Biophys. Acta, 1195, 205-210.
Chilukuri L. N., Eortes P. A., Bartlett D. H., (1997), Biochem. Biophys. Res. Common., 239, 552-556.
Kawano H., Nakasone K., Matsumoto M., Yoshida Y., Usami R., Kato C., Abe F., (2004), Extremophi-
les, 8, 367-375.

Baierlein R., Infante A. A., (1974), Methods Enzymol., 30, 328-345.

Gross M., Lehle K., Jaenicke R., Nierhaus K. H., (1993), Eur. j. Biochem., 218, 463-468.

Welch T. j.. Farewell A., Neidhardt F. C., Bartlett D. H., (1993), j. Bacteriol., 175, 7170-7177.
Mentre P., Bon Hoa G. H., (2001), Int. Rev. Cytol., 201, 1-84.

Aertsen A., Vanoirbeek K., de Spiegeleer P., Sermon j., Hauben K., Farewell A., Nystrom T., Michiels
C. W., (2004), Appl. Environ. Microbiol., 70, 2660-2666.

Kuzminov A., (1999), Microbiol. Mol. Biol. Rev., 63, 751-813.

Little j. W., (1993), j. Bacteriol., 175, 4943-4950.

Wuytack E. Y., Phuong L. D., Aertsen A., Reyns K. M., Marquenie D., de Ketelaere B., Masschaick B.,
van Opstal I., Diels A. M., Michiels C. W., (2003), J. Food Prot., 66, 31-37.

Aldsworth T. G., Sharman R. L., Dodd C. E., (1999), Cell. Mol. Life Sci., 56, 378-383.

Aertsen A., de Spiegeleer P., Vanoirbeek K., Lavilla M., Michiels C. W., (2005), Appl. Env. Microbiol.,
71, 2226-2231.

Robey M., Benito A., Hutson R. H., Pascual C., Park S. E,, Mackey B. M., (2001), Appl. Environ. Micro-
biol., 67, 4901-4907.

Aertsen A., Easter D., Michiels C. W., (2005), Appl. Env. Microbiol., 71, 1155-1162.

Nakasone K., Ikegami A., Kato C., Usami R., Horikoshi K., (1998), Extremophiles, 2, 149-154.
Bartlett D. H., Kato C., Horikoshi K., (1995), Res Microbiol., 146, 697-706.

Kato C., Sato T., Smorawinska M., Horikoshi K., (1994), FEMS Microbiol. Lett., 122, 91-96.
Royer C. A., Chakerian A. E., Marrhews K. S., (1990), Biochemistry, 29, 4959-4966.

Ishii A., Oshima T., Sato T., Nakasone K., Mori H., Kato C., (2005), Extremophiles, 9, 65-73.
Hauben K. j., Bartlett D. H., Soontjens C. C., Cornells K., Wuytack E. Y., Michiels C. W., (1997), Appl.
Environ. Microbiol., 63, 945-950.

Aertsen A., de Spiegeleer P., Vanoirbeek K., Lavilla M., Michiels C. W., (2005), Appl. Env. MicobioL,
71, 2226-2231.

Iwahashi H., Kaul S. C., Obuchi K., Komatsu Y., (1991), FEMS Microbiol. Lett., 64, 325-328.
Robey M., Benito A., Hutson R. H., Pascual C., Park S. F., Mackey B. M., (2001), Appl. Environ. Micro-
biol., 67, 4901-4907.

Hengge-Aronis R., (1996), Mol. Microbiol., 21, 887-893.

Wuytack E. Y., Boven S., Michiels C. W., (1998), Appl. Environ. Microbiol., 64, 3220-3224.
Kobori H., Sato M., Tameike A., Hamada K., Shimada S., Osumi M., (1995), FEMS Microbiol. Lett.,
132, 253-258.

lwahashi H., Obuchi K., Fujii S., Komatsu Y., (1997), EEBS Lett., 416, 1-5.

Abe F., Horikoshi K., (1997), Extremophiles, 1, 89-93.

van Eldik R., Asano T., le Noble W. j., (1989), Chem. Rev., 89, 549-688.

Abe E., Kato C., Horikoshi K., (1999), Trends in Microbiol., 7, 447-453.

Allen E. E., Facciotti D,, Bartlett D. H., (1999), Appl. Environ. Microbiol., 65, 1710-1720.

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 44-58 2009 57



Matgorzata Giel-Pietrasziik

48.
49.
50.
51.
52.
53.

54,
55.

56.
57.
58.
59.
60.

58

Chastain R. A., Yayanos A. A., (1991), Appl. Environ. Microbiol., 57, 1489-1497.

Chi E., Bartlett D. H., (1993), J. Bacteriol., 175, 7533-7540.

Welch T. J., Bartlett D. H., (1996), J. Bacteriol., 178, 5027-5031.

Welch T. J., Bartlett D. H., (1998), Mol. Microbiol., 27, 977-985.

Skorupski K., Taylor R. K., (1997), Mol. Microbiol., 25, 1003-1009.

Macdonald A. G., (1987), in: Current Perspectives in High Pressure Biology, Eds. Marquis R. E., Zimmer-
man A. M., Jannasch H. W., Academic Press, 207-223.

Bartlett D. H., Wright M., Yayanos A. A., Silverman M., (1989), Nature, 342, 572-574.

Nakasone K., Ikegami A., Kato C., Usami R., Horikoshi K., (1999), FEMS Microbiol. Lett.,, 176,
351-356.

Kato C., Tamegai H., Ekegami A., Usami R., Horikoshi K., (1996), J. Biochem., 120, 301-305.
Poole R. K., Gibson F., Wu G., (1994), FEMS Microbiol. Lett., 117, 217-224.

Kato C., lkegami A., Smorawinska M., Usami R., Horikoshi K., (1997), J. Mar. BiotechnoL, 5, 210-218.
Qureshi M. H., Kato C., Horikoshi K., (1998), FEMS Microbiol. Lett., 161, 301-309.

Riley M., Labedan B., (1996), Escherichia coli gene products: physiological functions and common ance-
stries, in: Neidhardt F. C., Curtiss R., Gross C., IngrahamJ. L., Lin E. C. C., Low K. B., et al., Escherichia
coli and Salmonella: cellular and molecular biology, American Society for Microbiology Press, Washing-
ton, 2118-2202.

PRACE PRZEGLADOWE



