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MECHANIZMY ADAPTACYJNE UMOZLIWIAJACE ZYCIE BAKTERII W
WYSOKICH TEMPERATURACH

WSTEP

Organizmy zyjace w Srodowiskach cechu-
jacych sie wysoka temperatura nieustannie
ryzykuja utrate homeostazy komoérkowe;.
Ryzyko to zwiazane jest z drastycznym ob-
nizeniem stabilnosci biatek, kwasow nukle-
inowych, koenzymoéw, blon biologicznych i
wielu innych istotnych skladnikéw komorko-
wych, wywolanych dziataniem wysokiej tem-
peratury (GRZYBOWSKA i SYNOWIECKI 2003).
W zaleznosci od optimum termicznego drob-
noustroje mozna podzieli¢ na kilka grup. Sg
to: psychrofile (optimum temperatury wzro-
stu ponizej 15°C), mezofile (20-45°C), ter-
mofile (55-65°C) i hipertermofile (80-113°C).
Termofile i hipertermofile naleza do bakterii
i archeonow, przy czym zdecydowana wiek-
szo$¢ hipertermofili zalicza sie do tej drugiej
grupy. Organizmy te moga zamieszkiwac tak
ekstremalne Srodowiska jak gorace zrédia,
obszary wulkaniczne czy podwodne kominy
hydrotermalne (ANDRADE i wspoétaut. 1999,
WILLEY i wspélaut. 2014). Intensywne ba-
dania dotyczace mechanizméw termostabil-
nosci bakterii cieplolubnych, wykazaly wiele
mechanizméw adaptacyjnych, ktore umozli-
wily im nie tylko przystosowanie sie i funk-
cjonowanie w podwyzszonej temperaturze,
ale rowniez wykorzystanie jej na swoja ko-
rzySC (SYNOWIECKI 1998). Przetrwanie w ta-
kich warunkach jest mozliwe dzieki ograni-
czeniu metabolizmu tlenowego, zwiekszeniu
stabilnosci elementéw budulcowych komoé-
rek poprzez modyfikacje ich struktury lub
oddzialywanie tych elementéw 2z substan-
cjami ochronnymi, wyeliminowaniu szlakéw

metabolicznych przebiegajacych z udziatem
termolabilnych mediatorow lub koenzymoéow
oraz przyspieszeniu przemian termolabilnych
zwiazkow posrednich (GRZYBOWSKA i SYNO-
WIECKI 2003). Mechanizmy te sa bardzo zlo-
zone i moga sie¢ znaczaco rozni¢c u organi-
zmow filogenetycznie od siebie oddalonych
(STETTER 1999). Jako najczeSciej spotykane
strategie adaptacji cieplnej bakterii nalezy
wymieni¢ (MAIER 1996, GRZYBOWSKA i SYNO-
WIECKI 2003, SINKIEWICZ i SYNOWIECKI 2009,
LEWIN i wspotaut. 2013):

— wytwarzanie biatek szoku cieplnego,
ktore wiaza denaturowane termicznie bialka,
zabezpieczajac je przed agregacja i przywra-
cajac im aktywng fizjologicznie strukture;

— zwiekszenie liczby par guanina-cytozy-
na w kwasach nukleinowych;

— stabilizacje czasteczek DNA dzieki wyz-
szemu niz w komorkach mezofilowych steze-
niu jonow K*;

— zabezpieczenie dwuniciowej helisy DNA
przed rozpleceniem w wysokiej temperatu-
rze za pomoca réznych biatek histonopodob-
nych;

— uksztaltowanie dodatniego superskre-
cenia helisy DNA katalizowanego przez od-
wrotna gyraze;

— wystepowanie specyficznych biatek za-
bezpieczajacych czy umozliwiajacych trans-
krypcje w podwyzszonej temperaturze;

— zwiekszenie stabilnosci cieplnej ryboso-
mow poprzez dzialanie sperminy i terminy;

— szybka resynteze ATP, czasteczek ami-
nokwas6éw oraz innych termolabilnych sktad-
nikéw komorki;

Slowa kluczowe: bakterie, chaperony, termofile, termostabilnos¢, trehaloza
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— poprawe stabilnosci bialek poprzez
wprowadzenie dodatkowych wiazan wodoro-
wych, mostkow solnych, jak rowniez poprzez
eliminacje termolabilnych aminokwaséw;

— modyfikacje blony lipidowej polegajace
na zwiekszeniu dlugosci lancuchow kwa-
s6w tluszczowych, liczby ich rozgalezien oraz
stopnia nasycenia;

— zastgpienie peptydoglikanu wystepu-
jacego w Scianach komoérkowych mezofili
pseudomureing, biatkami lub polisacharyda-
mi;

— modyfikacje niektorych grup proste-
tycznych i koenzymow wystepujacych w en-
zymach,;

— synteze trehalozy i innych substancji
ochronnych;

— synteze specyficznych proteaz hydroli-
zujacych zdenaturowane biatka;

— zastgpienie w przenosnikach oksydore-
dukcyjnych termolabilnych nukleotydéw ni-
kotynamidoadeninowych (NAD) stabilniejsza
termicznie ferredoksyna (FAD);

— w niektérych przypadkach wbudowa-
nie enzyméw w strukture blon biatkowo-
-lipidowych badz unieruchomienie ich na
powierzchni poprzez liczne oddzialywania
elektrostatyczne lub hydrofobowe.

Zaden z wymienionych mechanizméw
nie jest dominujacy i zwiekszenie
opornosci cieplnej jest najczesciej efektem
wspoldziatania wielu roéznych czynnikow
(GRZYBOWSKA i SYNOWIECKI 2003).

MECHANIZMY ZABEZPIECZAJACE
KWASY NUKLEINOWE

W podwyzszonej temperaturze kwasy nu-
kleinowe moga ulega¢ uszkodzeniom. Dzieje
sie tak dlatego, ze w tych warunkach spon-
taniczne reakcje zachodzace z udzialem DNA
moga by¢ znacznie przyspieszone. Procesy
te obejmuja przede wszystkim hydrolityczna
deaminacje cytozyn i adenin, hydrolityczna
depurynacje, oksydacje guanin, metylacje
nukleotydowych zasad azotowych i ich fos-
foranéw oraz pekniecia nici DNA (GROGAN
2000).

Nalezy zaznaczyé, ze zmiany w struk-
turze DNA sa bardziej niebezpieczne niz w
przypadku bledow powstalych w RNA czy
biatku. Jest to spowodowane m.in. tym, ze
wszelkie zaburzenia w sekwencji nukleoty-
doéw DNA maja charakter trwaly i kazdora-
zowo przekazywane sa na kolejne poziomy
ekspresji genow. Ponadto, w przypadku or-
ganizmow haploidalnych, nawet niewielkie
uszkodzenia DNA mogga prowadzi¢c do wy-
giniecia calego szczepu poprzez zablokowa-
nie replikacji chromosomu lub, w dluzszej
perspektywie, poprzez pojawianie sie mutacji
letalnych (GROGAN 2000). Z tego powodu w

komoérkach bakterii cieptolubnych stwierdzo-
no obecnos¢ specyficznego ukladu enzymoéow
usuwajacych wymienione uszkodzenia, na
ktory skladaja sie endonukleazy, glikozyda-
za uracylowa oraz polimerazy i ligazy DNA
0 znacznie podwyzszonej aktywnosci (GRzy-
BOWSKA i SYNOWIECKI 2003).

Kwasy nukleinowe narazone sa réwniez
na topnienie helikalnej struktury, wywolane
wysoka temperaturg otoczenia. Proces ten
polega gléownie na rozpleceniu dwuniciowe-
go DNA poprzez niszczenie wiazan wodoro-
wych miedzy guaning i cytozyna oraz ade-
ning i tymina lub na rozszczepianiu wiazan
N-glikozydowych laczacych zasady azotowe
z rdzeniem fosforanowo-cukrowym (GRzY-
BOWSKA i SYNOWIECKI 2003). Zabezpieczenie
struktury przed niepozadanym rozpleceniem
polega przede wszystkim na zwiekszeniu
udzialu par guanina-cytozyna w materiale
genetycznym komorek termofilnych (BERG i
wspotaut. 2007, Lu i wspétaut. 2012). Za-
sady te oddzialuja ze soba poprzez trzy
wigzania wodorowe, podczas gdy potaczenie
adenina-tymina zawiera jedynie dwa takie
wiazania. Dlatego tez zwiekszenie liczby wig-
zan stabilizujgcych strukture DNA powodu-
je wzrost ilosci energii potrzebnej do roze-
rwania dwuniciowej struktury DNA (BERG i
wspotaut. 2007, MAHALE i wspélaut. 2012).
Bezposrednio prowadzi to do podwyzszenia
temperatury topnienia (7)) czasteczki kwa-
su nukleinowego i w efekcie do poprawienia
stabilnosci (SINGER i HICKEY 2003).

Do zabezpieczenia DNA przed denatura-
cja przyczynia sie réwniez odwrotna gyraza,
ktora zalicza sie do klasy topoizomeraz DNA
typu I. Jest to jedyny enzym z tej klasy ze
zdolnoscia do wytwarzania dodatkowych, do-
datnich superskrecen w DNA (HSIEH i PLANK
2006). Jego wyjatkowe wlasciwosci ochrony
DNA wynikaja jednak najprawdopodobniej
ze zdolnosci do oplaszczania nacietych frag-
mentoéw lancucha polinukleotydowego, tym
samym zmniejszajac predkos¢ jego rozpadu.
Niewykluczone tez, ze odwrotna gyraza unie-
ruchamia uszkodzone konce tlancucha, az
do momentu, gdy zostang naprawione przez
inne wyspecjalizowane enzymy (KAMPMANN i
STOCK 2004).

Kolejnym zabezpieczeniem chroniacym
superhelikalng strukture DNA przed denatu-
racja jest synteza specyficznych biatek histo-
nopodobnych. Bialka te wykazuja podobne
do histonéw, niewielkie rozmiary, dodatni ta-
dunek w srodowisku obojetnym i maja miej-
sca wiazace kwasy nukleinowe, rozpoznajace
nie sekwencje nukleotydowe, ale ksztalt DNA
(GRAYLING i wspotaut. 1994). Jednak w prze-
ciwienstwie do histonéw, gléwnym zadaniem
wymienionych bialek nie jest zwiekszenie
stopnia upakowania lancucha DNA, ale
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zabezpieczenie go przed denaturacja cieplna
(GRZYBOWSKA i SYNOWIECKI 2003).

Stabilnos¢ czasteczki RNA, w poréwnaniu
do DNA, jest mniejsza m.in. z powodu wy-
stepowania w jej strukturze mniej termosta-
bilnej rybozy. Termofile, poddane dziataniu
wysokiej temperatury, sa zatem wyjatkowo
narazone na uszkodzenia nici kwasu rybo-
nukleinowego (GROGAN 2000). Efekt dziala-
nia wysokiej temperatury jest jednak cze-
Sciowo neutralizowany na poziomie obrébki
potranskrypcyjnej RNA. Strukturalne mo-
dyfikacje niektorych nukleozydow powodujq
zmiane ich wlasciwosci i funkcji pelnionej w
komorce. Wiele z tych zmienionych nukle-
ozydéw bierze udzial w utrzymywaniu wier-
nosci i wydajnosci translacji, interakcjach
tRNA-biatko, a takze w adapatacji komorki
do stresu srodowiskowego, w tym wysokiej
temperatury (CHAN i wspélaut. 2015). Bada-
nia wykazaly, ze w wiekszoSci przypadkow
modyfikacje te dotycza metylacji rybozy i/
lub zasady azotowej oraz metylacji rybozy z
réownoczesna acetylacja zasady azotowej lub
wlaczeniem do niej grupy tiolowej SH (ED-
MONDS i wspoétaut. 1991).

W komorkach niektérych bakterii termo-
filnych, m.in. z grupy Sulfolobus, czasteczki
DNA i RNA stabilizowane sg rowniez przez
niskoczasteczkowe, organiczne zwiazki che-
miczne, takie jak spermina, spermidyna,
termina, norspermidyna, putrescyna i inne
poliaminy (GRAYLING i wspotaut. 1996).

MODYFIKACJE METABOLIZMU

Reakcje chemiczne zazwyczaj ulegaja
przyspieszeniu wraz z rosnaca temperaturg
ukladu. W systemach biologicznych, wzrost
ten jest jednak ograniczony trwaloscia sub-
stratow, kofaktorow lub czesto samego bio-
katalizatora. Enzymy termofili dziataja jed-
nak w duzo wyzszych temperaturach niz
ich mezofilne homologi, chociaz nierzadko
katalizuja te sama reakcje metaboliczng. Po-
mimo to, nie wszystkie reakcje chemiczne
katalizowane przez enzym zachodza szybciej
w warunkach hipertermicznych. Kazdy en-
zym posiada optimum temperaturowe, nie-
koniecznie tozsame z optymalnymi warunka-
mi zycia danego organizmu (ADAMS i KELLY
1994).

Wiekszos¢ reakcji enzymatycznych,
uczestniczacych w glownych Sciezkach me-
tabolicznych ~ mikroorganizméw,  wymaga
obecnosci kofaktorow. Jednak wiele pod-
stawowych metabolitow i kofaktorow ulega
degradacji w wysokich temperaturach, co
uniemozliwia prawidlowe zachodzenie reak-
cji metabolicznych. Mimo to, badania do-
wodza, ze termofile zawieraja duza liczbe
termostabilnych enzyméw wykorzystujacych

malo stabilne kofaktory. Szczegolowa analiza
porownawcza dehydrogenazy glutaminiano-
wej termofili i mezofili nie wykazata jednak
istotnych réznic ani w strukturze, ani w po-
winowactwie tych biatek do ich kofaktoréw.
Niejasne jest zatem, dlaczego enzym ten wy-
stepuje w tak wysokim stezeniu w komorce
(20% wszystkich bialek cytoplazmatycnych).
Niewykluczone jest wiec, ze pewne bial-
ka moga odgrywac¢ role w stabilizacji ukla-
du enzym-kofaktor-substrat (ADAMS i KELLY
1994).

Inny mechanizm adaptacji metabolizmu
do wysokich temperatur opiera si¢ na pomi-
janiu reakcji, ktéore wykorzystuja termolabil-
ne substraty i zastapieniu ich Sciezkami al-
ternatywnymi. Przykladem moze by¢ tu Py-
rococcus furiosus, u ktorego klasyczne szlaki
degradacji cukrow zostaly zastgpione alter-
natywna Sciezka ,pirosacharolityczna”. Szlak
ten nie wykorzystuje wielu termolabilnych,
ufosforylowanych produktéw posrednich i
jest katalizowany nie przez dehydrogenazy
zalezne od NAD, lecz przez oksydoreduktazy
wykorzystujace ferredoksyne. W tym przy-
padku bardziej stabilna ferredoksyna zaste-
puje NAD w procesach oksydoredukcyjnych
(ADAMS i KELLY 1994).

Do podobnych przykladow szlakéw, w
ktorych wyeliminowane zostaly termolabilne,
fosforylowane produkty posrednie zaliczyc
mozna m.in proces utleniania glukozy do pi-
rogronianu bez fosforylowania (DANSON 1988)
czy konwersje acetylokoenzymu A do octanu
z pominieciem tworzenia acetylofosforanu w
komoérkach mikroorganizméw rodzaju Ther-
moplasma, Pyrococcus i Sulfolobus (ADAMS i
KLETZIN 1996).

MODYFIKACJE BLON KOMORKOWYCH

Sktad lipidowy blony komorkowej jest
bardzo zlozony i znaczaco rézni sie pomiedzy
organizmami. Jest on jednak Scisle zwiazany
z pozycja systematyczna organizmu, a po-
nadto zalezny od warunkow otoczenia. Bak-
teryjne lipidy blonowe zlozone sa z dwoéch
lancuchow kwaséw thluszczowych polaczo-
nych wigzaniem estrowym z glicerolem. Po-
zostala, wolna grupa hydroksylowa glicerolu
zwiazana jest z fosfo- lub glikopochodnym
fragmentem tworzacym hydrofilowg ,glowe”
czasteczki. Tluszcze te sa ulozone w dwu-
warstwie w taki sposob, ze polarne konce
skierowane sa do fazy wodnej, natomiast
hydrofobowe lancuchy weglowe zorientowane
sga do wewnatrz blony (KONINGS i wspoétaut.
2002). W temperaturze wzrostu danego or-
ganizmu, blona, ktéra tworzy odpowiednig
matryce dla bialek membranowych, znajduje
sie w stanie plynno-krystalicznym. Struktura
ta utrzymywana jest przede wszystkim dzieki
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oddzialywaniom elektrostatycznym i Van der
Waalsa, co dodatkowo sprawia, ze blona jest
wysoce nieprzepuszczalna dla matych jonow.
Dzieki temu blony funkcjonuja jako bariery
utrzymujace i kontrolujace odpowiednie ste-
zenie czasteczek i jonéw wewnatrz komorki
(VAN DE VOSSENBERG i wspoétaut. 1998).

Zbyt wysoka temperatura moze powodo-
wac zaburzenia w strukturze blony i, w efek-
cie, w funkcjonowaniu komérki. Mikroorgani-
zmy termofilne reaguja na zmiany tempera-
tury otoczenia poprzez odpowiednie dostoso-
wanie skladu lipidowej btony cytoplazmatycz-
nej. Zmiany te sa konieczne, aby utrzymac
plynno-krystaliczny stan blony i ograniczyc
przepuszczalnos¢ protonéw w poprzek blony.
Modyfikacje obejmuja m.in  zwiekszenie
dhugosci acylowych tancuchow lipidowych,
zmiane lokalizacji rozgalezien i podwyzsze-
nie stopnia nasycenia kwasow tluszczowych.
Wydaje sie, ze wiekszos¢ modyfikacji bton,
indukowanych wysoka temperatura, podpo-
rzadkowanych jest utrzymaniu odpowiedniej
przepuszczalnosci w stosunku do jonéw wo-
doru. Wiekszos¢ bakterii termofilnych, takich
jak np. Bacillus stearothermophilus, natrafia
na trudnoSci w utrzymaniu odpowiedniego
stezenia protonéw po obu stronach blony.
W efekcie prowadzi to do wyréwnywania ich
stezen, a w konsekwencji do zaniku sily pro-
tonomotorycznej, kluczowej dla prawidlowego
funkcjonowania komorki. Bakterie te zatem
wyksztalcily inne mechanizmy kompensujace
zbyt duza przepuszczalno$s¢ blony. Zwicksze-
nie tempa proceséw oddechowych prowadzi
do przyspieszenia transportu jonéw wodo-
rowych na zewnatrz komorki, dzieki czemu
utrzymane zostaje ich prawidlowe stezenie.
Innym, mozliwym mechanizmem jest wyko-
rzystanie w procesach metabolizmu energe-
tycznego jonéw sodu, dla ktorych przepusz-
czalnos¢ blony jest duzo mniejsza niz w
przypadku kationow wodoru. W takim przy-
padku, sila elektrochemiczna wywotana gra-
dientem stezen jonow po obu stronach btony
zalezy przede wszystkim od kationéw sodu
(KONINGS i wspotaut. 2002).

ZABEZPIECZANIE BIALEK

Wysoka temperatura moze powodowac
uszkodzenia struktur biatkowych zaréowno
w ukltadach in vitro, jak i w zywych orga-
nizmach (in vivo). Bardziej powazne zmiany
moga prowadzi¢ do utraty wlasciwosci biolo-
gicznych biatek. Wiele z nich w podwyzszone;j
temperaturze traci swoja natywna, funkcjo-
nalng konformacje lub ulega agregacji, co w
niektorych przypadkach prowadzi do Smierci
komorki. Dlatego tez przezycie organizmu w
warunkach szoku cieplnego zazwyczaj zalezy
od jego zdolnosci do utrzymania aktywnosci

biatlek (ROsSI i GUAGLIARDI 2009). Organizmy
zyjace w wysokich temperaturach wykazuja
wieksza termostabilnos¢ bialek niz mezofile.
Utrzymanie ich natywnej struktury w takich
warunkach jest przypisywane m.in. wiekszej
hydrofobowosci !ancucha aminokwasowego,
ciasniejszemu upakowaniu atomow, skro-
ceniu badZz usunieciu petli, zmniejszeniu
udzialu aminokwasow termolabilnych, trwal-
szym polaczeniom wodorowym i tworzeniu
mostkéw solnych (KUMAR i NUSSINOV 2001).
Porownujac strukture pierwszorzedowa bia-
lek homologicznych mezofili i termofili, za-
uwaza sie miedzy nimi istotne réznice, ktore
wplywaja na ostateczna aktywnos¢ bioma-
kromolekul. Jedna z bardzo zauwazalnych
zmian w sekwencjach aminokwasowych bia-
lek opornych na wysokie temperatury jest
ograniczenie liczby termolabilnych amino-
kwasow (histydyny, glutaminy czy treoniny).
Ponadto, zaobserwowano zwiekszony udzial
aminokwaséw natladowanych dodatnio (argi-
nina i lizyna) jak i tych o ladunku ujem-
nym (kwas glutaminowy). Sugeruje to, ze
wigzania jonowe pomiedzy przeciwnie nala-
dowanymi aminokwasami moga odgrywac
istotng role w stabilizacji biatka w wyso-
kiej temperaturze. Proteomy termofili zawie-
raja tez wieksza ilos¢ bialek o zasadowym
punkcie izoelektrycznym. Dodatkowo, wiele
badan strukturalnych wykazalo wzrost licz-
by mostkéw solnych i wiazan wodorowych
w strukturze bialek termofilnych, co pozy-
tywnie wplywa na ich stabilnos¢ w wysokiej
temperaturze (HICKEY i SINGER 2004). Ak-
tywnos¢ biatek moze by¢é réwniez utrzymy-
wana poprzez dzialanie czynnikéw zewnetrz-
nych, takich jak np. molekularne ,chape-
rony” (OHARA i wspoétaut. 2001). Chapero-
ny sa biatkami opiekuniczymi, powszechnie
wystepujacymi zaré6wno u prokariontow, jak
i eukariontéw, ktérych zadaniem jest rena-
turacja bialek, nadzér nad ich poprawnym
faldowaniem Iub zapobieganie ich agregacji
(LAKSANALAMAI i ROBB 2004). Maja one zdol-
nos¢ do oddziatywania z biatkami niesfatdo-
wanymi lub czeSciowo zdenaturowanymi. Za-
zwyczaj wiaza sie do odslonietych, hydrofo-
bowych reszt aminokwasowych niesfaldowa-
nego jeszcze peptydu i stopniowo go uwal-
niajg zapobiegajac jego agregacji i promujac
poprawne zwijanie (OHARA i wspoétaut. 2001).
Jeden 2z wykorzystywanych mechanizmoéw
opiera sie na dzialaniu chaperonéw wyka-
zujacych aktywnos¢ ATPaz. Kompleks ADP-
-chaperon wykazuje wysokie powinowactwo
do niesfaldowanych bialek. Zwigzanie cha-
peronu do biatka stymuluje odlaczenie ADP
i przylaczenie kolejnej czasteczki ATP. Z ko-
lei kompleks biatka opiekunczego z ATP po-
woduje uwolnienie poprawnie sfatdowanego
fragmentu !ancucha polipeptydowego. Caty
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cykl powtarzany jest do momentu, gdy cate
biatko zostanie poprawnie zwiniete (CHATTER-
JEA i SHINDE 2012). Jednym z przykladow
biatka opiekunczego, opisanego w dwoch or-
ganizmach termofilnych zdolnych do wzrostu
w temperaturze do 110°C, jest thermosom.
Biatko to, o masie molekularnej ok. 1 MDa,
sklada sie z jednej lub dwoch podjednostek,
tworzacych cylindryczna strukture zlozong
z dwoch oktamerycznych pierscieni. Struk-
turalnie, kompleks ten jest odpowiednikiem
eukariotycznej chaperoniny GroEL. Thermo-
som jest powszechnie wystepujacym, stalym
sktadnikiem cytozolu u archeonow, jednakze
poziom jego syntezy w komorce jest wyraz-
nie podwyzszony w czasie szoku cieplnego
(OHARA i wspétaut. 2001).

Wiele z biatek opiekunczych zaliczanych
jest do rodziny biatek szoku cieplnego (ang.
heat shock proteins, HSPs). HSPs to zroz-
nicowana grupa biatek klasyfikowanych za-
zwyczaj w oparciu o ich masy molekularne
(np. HSP100, HSP70, HSP60) (LAKSANALA-
MAI i ROBB 2004). W warunkach stresowych
(np. zmiana temperatury, radiacja, obecnosc
metali ciezkich itp.) nastepuje ich zwiekszo-
na synteza, dlatego tez czesto okresla sie
je mianem bialek stresowych (CHATTERJEA i
SHINDE 2012).

Pomimo, ze klasyfikacja pod wzgledem
masy ma charakter nieco arbitralny, w nie-
ktorych przypadkach, szczegolnie HSP60 i
HSP70, odzwierciedla wyrazny zwiazek ewo-
lucyjny. Badania wykazaly, ze dwie najbar-
dziej powszechne biatka szoku cieplnego,
HSP60 i HSP70, rozpoznaja i wiaza biatka
niesfaldowane, zapobiegajac w ten sposob
ich agregacji i warunkujac odzyskanie funk-
cjonalnej konformacji (TRENT 1996).

PRODUKCJA SUBSTANCJI
OCHRONNYCH

Delikatna rownowaga pomiedzy posta-
cia sfaldowana i rozfaldowana bialek zalezy
w duzym stopniu od panujacych w Srodo-
wisku zewnetrznym warunkéw fizycznych,
m.in. wysokiej temperatury (LOPEZ-DIEZ i
BONE 2004). Duza ilo$¢ energii, jaka niesie
ze sobg wysoka temperatura, przyczynia sie
do niszczenia struktury trzeciorzedowej bia-
tek poprzez ich rozfaldowanie, a co za tym
idzie, pozbawienia naturalnej funkcji bio-
logicznej. Zdenaturowane struktury biatko-
we maja sklonnos¢ do agregacji, co z ko-
lei moze mie¢ katastrofalne konsekwencje
dla komorki bakteryjnej (SINGER i LINDQUIST
1998). Mikroorganizmy produkuja jednak
szereg niskoczasteczkowych zwiazkéw che-
micznych, ktére pozwalaja im na przetrwa-
nie w warunkach ekstremalnych. Jedna 2z
takich substancji jest trehaloza.

Trehaloza jest nieredukujacym dwu-
cukrem zbudowanym z dwoch czaste-
czek  glukozy, potaczonych  wiazaniem
a-glikozydowym miedzy atomami wegla C,
(ZIELINSKA 1 Hozyasz 2012). Do szczeg6lnych
wlasciwosci tej substancji zaliczyé nalezy
oporno$¢ na nieenzymatyczna hydrolize w
niskim pH, jak rowniez wyjatkowa termosta-
bilnos¢ (WOLSKA-MITASZKO i MOLESTAK 2005).
W optymalnych warunkach organizmy me-
zofilne wykorzystuja trehaloze jako materiat
zapasowy i budulcowy. W warunkach stre-
su Srodowiskowego (odwodnienie, wysoka
i niska temperatura) cukier ten bierze jed-
nak udzial w utrzymaniu integralnosci nie-
ktérych struktur komoérkowych, a w szcze-
g6lnosci blon biologicznych oraz enzymow
(ZIELINSKA i HozyAasz 2012). Jeden z mecha-
nizméw odpowiedzialnych za ochronne wta-
Sciwosci dwucukru polega na zastepowaniu
czasteczek wody trehaloza, ktéra, dzieki du-
zej liczbie grup hydroksylowych, tworzy wia-
zania wodorowe z powierzchnia stabilizowa-
nej struktury, powodujac utrzymanie jej w
stanie natywnym (OHTAKE i WANG 2011). Po-
nadto, brak wlasciwosci redukujacych spra-
wia, iz trehaloza nie reaguje z grupami ami-
nowymi biatek, dzieki czemu nie powstaja
niebezpieczne produkty uboczne, ktére nara-
zalyby komérki na dodatkowy stres oksyda-
cyjny (WOLSKA-MITASZKO i MOLESTAK 2005).
Bakterie termofilne akumuluja tez duze ilo-
Sci niskoczasteczkowych zwigzkow chemicz-
nych zwanych substancjami kompatybilnymi
(ang. compatible solutes). Nazwa wigze sie z
tym, ze nawet duze stezenie tego typu sub-
stancji w komérce nie powoduje toksycznych
efektow ubocznych. Poza wyzej wspomniang
trehalozg, termofile gromadza tez duze ilosci
B-mannozyloglicerolanu (MG), fosforanu di-
-mioinozytolu (DIP) czy cyklicznego 2,3-di-
fosfoglicerynianu (cDPG). Zwiazki te maja
dzialanie osmoprotekcyjne, jak rowniez biora
udzial w stabilizacji blon i czwartorzedowe;j
struktury bialek. Wyréznia sie dwa modele
opisujace ochronne i stabilizujace dzialanie
osmoprotektantow na skladniki komorkowe.
Pierwszy model zaklada, ze osmoprotektanty
otaczaja biatka naturalnie pokryte czastecz-
kami wody, przez to stabilizuja wodna otocz-
ke, utrzymujac ich natywna forme. Drugi
model opisuje zjawisko, w ktorym czasteczki
osmoprotektantow zastepuja czasteczki wody
w otoczce bialek i poprzez bezposrednie in-
terakcje zapewniaja stabilnos¢ ich struktury
(SANTOS 1 DA COSTA 2002, LAMOSA i wspol-
aut. 2003, FARIA i wspotaut. 2004).

ZMIANY PROFILU BIALKOWEGO

W ekstremalnych warunkach bakterie
wyksztalcaja wiele przystosowan do otacza-
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jacego ich srodowiska. Do najwazniejszych
mozna zaliczy¢ zmiane wlasciwosci metabo-
licznych, struktur komérkowych czy trybu
zycia mikroorganizméw. Molekularne pod-
stawy tych zjawisk nie sa jeszcze do kon-
ca jasne, dlatego tez lepsze poznanie zmian
zachodzacych w komoérkach na poziomie
transkryptomu i proteomu termofili pomo-
ze zrozumie¢, ktore procesy odgrywaja klu-
czowa role w przetrwaniu tych mikroorga-
nizméw w trudnych warunkach (WANG i
wspoétaut. 2004). Uwaza sie, ze na adaptacje
termofili do zycia w wysokich temperaturach
wplyw maja trzy glowne mechanizmy: zmia-
na poziomu ekspresji genéw w odpowiedzi
na wahania temperaturowe, zmiana regula-
cji procesoéw translacji i modyfikacji potran-
slacyjnych oraz poprawa stabilnosci biatek
w wysokiej temperaturze (WANG i wspolaut.
2012). Globalne analizy proteomiczne uwa-
zane sa za uzyteczne narzedzie do pozna-
wania mechanizméw regulacji ekspresji ge-
néow w komorce pod wplywem zmieniajacych
sie warunkoéw Srodowiska. Zwiekszony lub
zmniejszony poziom syntezy poszczegdlnych
biatek jest wskazowka, ktére procesy sa ak-
tualnie potrzebne do prawidlowego funkcjo-
nowania komoérki (WANG i wspoétaut. 2004).
Dotychczasowe badania proteomiczne termo-
fili polegaly przede wszystkim na prébach
scharakteryzowania calego zestawu biatko-
wego bakterii cieptolubnych w optymalnych
dla nich warunkach wzrostu. Mapy biatkowe
uzyskane podczas takich badan wskazuja
przede wszystkim na duza zawarto$S¢ enzy-
mow bioracych udzial w podstawowych szla-
kach metabolicznych. W wielu przypadkach,
biatka zaangazowane w metabolizm komorki
stanowily okolo polowe wszystkich zidenty-
fikowanych podczas badan, co jest poréw-
nywalne z danymi dotyczacymi organizmoéw
mezofilnych (WANG i wspdétaut. 2004, SuUN
i wspélaut. 2007, KM i wspélaut. 2012,
WANG i wspoétaut. 2012). Uczestnicza one w
procesach metabolizmu energetycznego ko-
morki, jak réwniez metabolizmu aminokwa-
sow, weglowodanow, lipidow, nukleotydow
czy kofaktorow i witamin. Nierzadko sa tez
elementami zlozonych szlakéw metabolicz-
nych, jak np. szlak pentozofosforanowy czy
glikoliza (KIM i wspoélaut. 2012). Zaskakujace
natomiast moga by¢ wyniki analizy zmian
akumulacji bialek pod wplywem rosnacej
temperatury u Thermotoga maritima. Oka-
zalo sie bowiem, ze liczba bialek zaangazo-
wanych w centralny metabolizm weglowoda-
now ulegata znacznemu zwigckszeniu wraz ze
wzrostem temperatury. Przykladami biatek,
ktérych poziom syntezy ulegt podwyzszeniu
w wysokiej temperaturze, sa m.in kinaza
fosfoglicerynianowa czy dehydrogenaza alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego. Enzymy te biora

udzial w procesie glikolizy, zatem ich pod-
wyzszony poziom moze Swiadczy¢ o zwiek-
szonym zapotrzebowaniu komoérki na ener-
gie. Wydaje sie zatem, ze niektore Sciezki
metaboliczne termofili ulegaja zwickszone;j
aktywacji w wysokiej temperaturze (WANG i
wspotaut. 2012)

Duza grupe biomakromolekul u bakte-
rii cieplolubnych stanowig tez biatka zaan-
gazowane Ww przetwarzanie informacji ge-
netycznej. W przypadku termofili charak-
terystyczna jest tu obecno$é specyficznych
biatek regulujacych aktywnosé¢ genow od-
powiedzialnych za przetrwanie bakterii w
niekorzystnych warunkach otoczenia. Za-
obserwowano, ze Ww procesach adaptacyj-
nych, kontrola ekspresji genéw jest mecha-
nizmem S$ciSle regulowanym i charakteryzuje
sie szybka odpowiedzia na bodziec. Pozwala
to komoérce na zmiane profilu transkrypcji
w ciagu minut od pojawienia sie czynnika
stresowego i, w efekcie, na przystosowanie
sie do nowych warunkoéw otoczenia (NA-
DAL DE i wspotaut. 2011). I tak, calosciowe
mapy proteomow termofili wykazuja duzy
procent bialek odpowiadajacych za regulacje
ekspresji genow, co nie powinno byc szcze-
golnie zaskakujace, zwlaszcza u mikroorga-
nizmow, ktore stale narazone sa na warun-
ki stresowe (WANG i wspétaut. 2004, SUN
i wspétaut. 2007, KM i wspélaut. 2012,
WANG i wspoélaut. 2012). Termofile charak-
teryzuja sie tez wysokim poziomem ekspresji
genoéw zwiazanych z mechanizmami zabez-
pieczajacymi komoérke w warunkach streso-
wych (KM i wspoéotaut. 2012). Badania pro-
teomu Thermoplasma acidophilum wykazu-
ja obecnos¢ duzej ilosci bialek ochronnych,
takich jak proteasomy czy chaperony (np.
thermosom czy biatko DnaK). Swiadczy to
o szybkim tempie recyklingu bialek u tego
gatunku termofila (SUN i wspétaut. 2007).
Ponadto, WANG i wspélaut. (2007) wykazali,
ze wraz ze wzrostem temperatury u Ther-
moanaerobacter tengcongensis wzrasta aku-
mulacja dwoéch biatek opiekunczych (GroES
i GroEL). Kompleks GroEL/GroES wiaze sie
z nowopowstajacymi tancuchami peptydowy-
mi, zapewniajac im odpowiednie warunki do
przyjecia prawidlowej struktury przestrzen-
nej, zapobiegajac przy tym ich agregacji
(Wyzewskr i wspoétaut. 2014). Podwyzszona
synteza tego kompleksu u T. tengcongensis
wskazuje na obecnos$¢ niekorzystnych wa-
runkéw do faldowania bialek i w efekcie
duze zapotrzebowanie komoérki na mecha-
nizmy zabezpieczajace caly proces. W pro-
teomach termofili znaleziono rowniez duza
liczbe biatek ochronnych, odpowiedzialnych
za utrzymywanie prawidlowego potencjatu
oksydoredukcyjnego komorki (np. dysmuta-
za ponadtlenkowa, dehydrogenaza NADH czy
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rozne peroksyredoksyny) (SUN i wspotaut.
2007, WANG i wspoétaut. 2007, KIM i wspol-
aut. 2012). Badania T. tengcongensis wyka-
zaly jednak, ze wzrost temperatury obniza
lub catkowicie hamuje synteze tego rodzaju
biatek. Moze by¢ to jedna z przyczyn sla-
bego wzrostu tego gatunku termofila juz w
temperaturze 80°C (WANG i wspoétaut. 2007).
Wciaz brakuje jednak analiz poréwnawczych,
ktére w czytelny sposob pokazywalyby zalez-
nos¢ miedzy rosnaca temperatura, a zmiang
akumulacji bialek w komérkach termofili. Z
pewnoscia jednak wyniki tego typu badan
pozwola w przysztosci na lepsze zrozumienie
mechanizmoéw adaptacji termofili do zycia w
wysokiej temperaturze.

PODSUMOWANIE

Warunki temperaturowe Srodowiska, w
jakim bytuja bakterie termofilne powoduja
liczne zagrozenia zwigzane z utrata stabil-
nosSci biatek i kwasow nukleinowych, blon
biologicznych, a takze wielu sktadnikéw, od
ktérych =zalezy przetrwanie komorki. Wie-
le adaptacji molekularnych pozwala jednak
termofilom na optymalne funkcjonowanie
w temperaturach, ktére dla innych komo-
rek sg Smiertelne. Wlasciwosci te obejmujg
m.in obecno$¢ niskoczasteczkowych zwigz-
kéw chemicznych stabilizujacych konforma-
cje bialek i kwaséw nukleinowych, bardziej
termostabilnych enzymoéw czy zmodyfikowa-
nych lipidow tworzacych nadnaturalnie nie-
przepuszczalne blony. Rézne gatunki bakte-
rii w roznym stopniu wykorzystuja kombina-
cje wymienionych mechanizméw i strategii.
Obecnos¢ tak wielu unikatowych wlasciwo-
Sci bakterii termofilnych powoduje, ze orga-
nizmy te posiadaja wiele potencjalnych za-
stosowan w procesach przemystowych. Wie-
le reakcji chemicznych wykorzystywanych w
przemysle prowadzi sie w wysokiej tempera-
turze, co znacznie ulatwia mieszanie i roz-
puszczanie substratow, zwieksza tempo re-
akcji oraz obniza ryzyko zanieczyszczenia. Z
tego tez powodu istnieje duze zapotrzebowa-
nie na enzymy, ktore zachowuja aktywnosé
w takich warunkach. Termofile, jako natu-
ralne zrodlo bialek termostabilnych, zyskaty
wiec duze znaczenie w dziedzinie biokatalizy
(TURNER i wspoétaut. 2007). Przykladem ta-
kich biatek moga byc¢ peptydazy, ktore obec-
nie maja szerokie zastosowanie m.in w prze-
mys$le chemicznym do produkcji detergentow
czy syntezy aminokwasow. Zastosowanie ter-
mostabilnej wersji enzymu umozliwia prowa-
dzenie reakcji w wysokiej temperaturze, w
ktorej biatkowy substrat wystepuje w formie
rozfaldowanej, przez co staje sie bardziej do-
stepny dla peptydazy. Zjawisko to jest bar-
dzo korzystne i wigze sie miedzy innymi ze

wzrostem specyficznosci ciecia proteolitycz-
nego dokonywanego przez enzym (SYNOWIEC-
KI 2010). Wazna grupe biokatalizatorow sta-
nowia tez hydrolazy z rodziny a-amylaz. Ich
aktywno§¢ enzymatyczna wykorzystywana
jest w cukrownictwie do przetwarzania skro-
bi w produkty niskoczasteczkowe takie jak
glukoza, maltoza czy niektore oligosachary-
dy. W celu zmniejszenia kosztéw tego pro-
cesu, pozadane jest, aby enzym wykazywat
stabilnos¢ w wysokiej temperaturze (TURNER
i wspélaut. 2007). Znanych jest takze kilka
termofilnych mikroorganizméw ze zdolnoscia
do syntezy termostabilnych ksylanaz. Biatka
te uzywane sa w przemysle celulozowo-pa-
piernicznym do wybielania papieru. Ich wy-
korzystanie posrednio prowadzi do redukcji
zuzycia chloru w procesie wybielania, a w
konsekwencji do zmniejszenia zanieczyszcze-
nia Srodowiska (NIEHAUS i wspotaut. 1999).
Nie mozna tez zapomnie¢ o przelomie, jaki
dokonat sie w naukach biotechnologicznych
dzieki wyizolowaniu termostabilnej polimera-
zy Taq z Thermus aquaticus. Wprowadzenie
metody PCR wykorzystujacej stabilng ter-
micznie polimeraze DNA, doprowadzilo do
gwaltownego rozwoju technik biologii mo-
lekularnej, pozwalajacych m.in na analize
genomu czy ekspresje bialek rekombinowa-
nych. Obecnie reakcja PCR, pozwalajaca na
amplifikacje dowolnej sekwencji DNA, jest
powszechnie stosowana w laboratoriach me-
dycznych i biotechnologicznych na catym
Swiecie (TURNER i wspoétaut. 2007). Innymi
grupami bialek powszechnie wykorzystywa-
nymi w przemysle sa celulazy oraz lipazy.
Termostabilne celulazy maja zastosowanie
m.in w cukrownictwie, oczyszczaniu S$cie-
kow czy przemysle chemicznym, podczas
gdy stabilne termicznie lipazy wykorzystywa-
ne sa w przemysle spozywczym, kosmetycz-
nym, odziezowym i farmaceutycznym. Wiek-
szoS¢ procesow z udzialem lipaz prowadzi
sie w temperaturach powyzej 45°C, dlatego
tez intensywnie poszukuje sie enzymow o
maksymalnej aktywnosci w temperaturze ok.
50°C (KikaNI i wspoétaut. 2010). W zwiaz-
ku z rosnacym tempem rozwoju przemy-
stu, zapotrzebowanie na termostabilne en-
zymy rowniez uleglo wzrostowi. Duza liczba
enzymow stabilnych termicznie zostata do
tej pory opisana i z powodzeniem wykorzy-
stywana jest w procesach przemyslowych.
Wciaz jednak trwaja poszukiwania nowych
mikroorganizmow posiadajacych biatka o
jeszcze lepszych wlasciwosciach. Obecnie
prowadzone badania skupiaja sie jednak
przede wszystkim na prébie nadekspresji ge-
noéw pochodzacych z termofili w systemach
mezofilnych. Takie podejscie stwarza okazje
do otrzymywania funkcjonalnie aktywnych,
stabilnych termicznie enzymoéw w uktadach,
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gdzie gospodarzem pozostaje organizm mezo-
filny, ktérego hodowla nie jest tak uciazliwa
jak w przypadku termofili (KIKANI i wspot-
aut. 2010). Jak wida¢ zatem, enzymy zacho-
wujace aktywnos¢ w wysokiej temperaturze
posiadaja wiele zastosowan we wspolcze-
snym przemysle. Dlatego tez lepsze zrozu-
mienie molekularnych mechanizméw odpo-
wiadajacych za cieplna adaptacje termofili
jest szansa na globalny rozwdj w dziedzinie
biokatalizy.

Streszczenie

Z antropocentrycznego punktu widzenia, Srodowi-
ska cechujace sie wysokimi temperaturami opisywane
sq jako ekstremalne. Pierwotnie uwazano, ze sa one zbyt
niekorzystne dla rozwoju zycia, jednakze wiele badan
naukowych dowiodlo, iz istnieje spora grupa mikroorga-
nizméw, ktére moga przetrwac w tak trudnych warun-
kach. Jednakze aby bylo to mozliwe, organizmy te wy-
ksztalcily wiele mechanizméw i strategii ochrony komor-
ki przed niekorzystnymi warunkami Srodowiska. Zaliczy¢
tu mozna: produkcje biatek szoku cieplnego, stabilizacje
struktury DNA, blyskawiczna resynteze ATP, aminokwa-
s6w i innych termolabilnych sktadnikéw komorki, syn-
teze trehalozy i innych czasteczek stabilizujacych struk-
tury komoérkowe, zwiekszona synteze specyficznych pro-
teaz, zastapienie nukleotydow nikotynamidowych przez
stabilniejsza ferredoksyne czy zmiane ekspresji genow
w komoérce. Enzymy produkowane przez mikroorgani-
zmy termofilne sa obecnie Zrédlem intensywnych badan,
glownie ze wzgledu na swoje wyjatkowe wlasciwosci i
szerokie zastosowanie w przemysle.
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THE MECHANISMS OF ADAPTATION ALLOWING BACTERIA TO SURVIVE IN HIGH TEMPERATURES

Summary

From the anthropocentric point of view, the environments that are characterized by high temperatures have
been identified as extreme ones. Originally, they were considered as too extreme to allow any organism to survive.
However, later investigations have revealed that there exists a fairly large group of microorganisms thriving very
well in these conditions. In order to withstand high temperatures these microorganisms have developed numer-
ous mechanisms and strategies for protecting their cells. They include inter alia production of heat shock proteins,
stabilization of the double-stranded DNA structure, rapid re-synthesis of ATP, certain amino acids and other heat-
labile components of the cell, enhanced synthesis of: trehalose and other molecules stabilizing cell structures, and
specific proteases hydrolyzing denatured proteins, substitution of termo-labile nicotinamide adenine dinucleotides
by more thermally stable ferredoxin, as well as modifications of gene expression. Presently, enzymes produced by
thermophilic microorganisms are an important area of research owing to their unique properties and wide industrial
applications.
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