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Artyku³ przegl¹dowy Review

Od kilkunastu lat trwa nies³abn¹ce zainteresowanie
tematyk¹ dotycz¹c¹ wykorzystania wysokich ci�nieñ
nie tylko do utrwalania ¿ywno�ci, ale równie¿ mate-
ria³ów biologicznych. Wp³yw wysokiego ci�nienia na
komórki drobnoustrojów jest jednak¿e bardzo z³o¿o-
ny, a efekt dzia³ania ci�nienia zale¿y od wielu czynni-
ków, w tym od w³a�ciwo�ci drobnoustrojów, ich fazy
wzrostu, a tak¿e od pH i sk³adu �rodowiska, w którym
siê znajduj¹ oraz od parametrów prowadzonego pro-
cesu. Mikroorganizmy ró¿ni¹ siê oporno�ci¹ na pod-
wy¿szone ci�nienie. Ró¿nice we wra¿liwo�ci pojawiaj¹
siê ju¿ pomiêdzy szczepami w obrêbie tego samego
gatunku.

Mechanizm �mierci mikroorganizmów w warunkach
wysokoci�nieniowych nie zosta³ jeszcze w pe³ni wy-
ja�niony. Obecnie wiadomo, ¿e pod wp³ywem ci�nie-
nia mog¹ zachodziæ zmiany wygl¹du i kszta³tu komó-
rek, utrata integralno�ci �ciany i b³on komórkowych,
jak równie¿ denaturacja bia³ek, w tym równie¿ enzy-
matycznych, denaturacja rybosomów, zmiany w ma-
teriale genetycznym, hamowanie procesów transkryp-
cji i syntezy bia³ek. Z opublikowanych prac nie wyni-
ka jednoznacznie, które ze zmian s¹ w g³ównej mie-
rze odpowiedzialne za wra¿liwo�æ komórek w warun-
kach wysokoci�nieniowych oraz dlaczego niektóre
z nich zachodz¹ w komórkach badanych szczepów
w innych natomiast nie.

Opracowanie jest syntetycznym podsumowaniem
aktualnego stanu wiedzy na temat zmian, jakie zacho-
dz¹ w komórkach mikroorganizmów po dzia³aniu ci�-
nienia.

Wp³yw wysokiego ci�nienia na kszta³t,
struktury oraz sk³adniki wewn¹trzkomórkowe

mikroorganizmów
Kszta³t i wielko�æ komórek, �ciana komórkowa

i b³ona cytoplazmatyczna. Ci�nienia rzêdu 5-40 MPa
zazwyczaj nie prowadz¹ jeszcze do �mierci komórek,
lecz powoduj¹ zmiany ich kszta³tu i wymiarów lub
ruchliwo�ci (8, 13, 31). Powy¿sze zmiany, zale¿ne od
szczepu, s¹ zwykle odwracalne. Po dzia³aniu ci�nie-
nia 40 MPa nastêpuje wyd³u¿enie d³ugo�ci komórek,
np. E. coli z 1-2 µm do 10-100 µm. Ci�nienie rzêdu
30-45 MPa powoduje zwiêkszenie grubo�ci �ciany
komórkowej oraz oddzielenie jej od b³ony cytoplazma-
tycznej. W przypadku niektórych mikroorganizmów,
g³ównie grzybów, wyd³u¿enie komórki mo¿e prowa-
dziæ do mechanicznego rozerwania naprê¿onej �ciany
komórkowej i w efekcie do �mierci komórki (13).

Ró¿nice we wra¿liwo�ci mikroorganizmów na dzia-
³anie wysokiego ci�nienia t³umaczy siê m.in. ró¿nica-
mi w budowie �ciany komórkowej. �ciana komórko-
wa bakterii Gram-dodatnich jest stosunkowo gruba (ok.
15-50 nm) i zbudowana jest z kilkuwarstwowej siatki
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mureinowej stabilizowanej przez kwasy tejchojowe.
Natomiast �ciana komórkowa bakterii Gram-ujemnych
(o grubo�ci 2-10 nm) sk³ada siê z jednowarstwowej
siatki mureinowej oraz z b³ony zewnêtrznej zbudowa-
nej z bia³ek, fosfolipidów oraz lipopolisacharydów.
Z tego wzglêdu zmiany zachodz¹ce pod wp³ywem wy-
sokiego ci�nienia s¹ wiêksze w komórkach bakterii
Gram-ujemnych ni¿ bakterii Gram-dodatnich (13, 28).
Na skutek uszkodzenia zewnêtrznej os³ony �ciany ko-
mórkowej bakterie Gram-ujemne staj¹ siê wra¿liwe
i niezdolne do wzrostu w �rodowisku selektywnym.
Podobnie zachowuj¹ siê bakterie poddane dzia³aniu
zamra¿ania, szoku termicznego czy suszenia (19).

Uwa¿a siê jednak, ¿e g³ówn¹ przyczyn¹ �mierci bak-
terii pod wp³ywem zwiêkszonego ci�nienia s¹ zmiany
w b³onie cytoplazmatycznej (29). W warunkach ci�nie-
nia atmosferycznego b³ona cytoplazmatyczna drobno-
ustrojów ma postaæ pó³p³ynnej warstwy lipidowej,
w której znajduje siê ok. 60-70% bia³ek. Pod wp³y-
wem wysokiego ci�nienia b³ona cytoplazmatyczna traci
swój pó³przepuszczalny charakter, co prowadzi do za-
k³óceñ w selektywnym transporcie. Substancje zew-
n¹trzkomórkowe mog¹ penetrowaæ do wnêtrza komór-
ki, a wewn¹trzkomórkowe przechodz¹ do �rodowiska
zewnêtrznego. W�ród substancji opuszczaj¹cych ko-
mórkê znajduj¹ siê m.in.: jony potasu, sodu i wapnia,
ATP, cukry, kwasy t³uszczowe, estry i aminokwasy (19,
25). Pod wp³ywem zwiêkszonego ci�nienia cytoplaz-
ma ulega zakwaszeniu (28). Jest to wynikiem zmniej-
szenia aktywno�ci znajduj¹cych siê w b³onie ATP-az,
odpowiedzialnych za utrzymanie odpowiednich wa-
runków procesów fizjologicznych mikroorganizmów
(25, 29).

Dzia³anie zwiêkszonego ci�nienia powoduje prze-
mianê ciek³o-krystalicznego stanu dwuwarstwy fosfo-
lipidowej do bardziej uporz¹dkowanej formy ¿elu (18).
Te zmiany prowadz¹ do os³abienia oddzia³ywañ bia³-
ka�lipidy, co z kolei mo¿e prowadziæ do uwolnienia
z b³ony bia³ek integralnych i peryferyjnych (21).
W przypadku bakterii Gram-ujemnych dzia³anie
zwiêkszonego ci�nienia powoduje zanik niektórych
bia³ek, w tym transb³onowych poryn, w zewnêtrznej
b³onie otaczaj¹cej warstwê mureinow¹ (26).

Bia³ka. W zale¿no�ci od wielko�ci ci�nienia mo¿e
nast¹piæ w wyniku jego dzia³ania zmiana II-, III- i IV-
-rzêdowej struktury bia³ek poprzez wp³yw na wi¹za-
nia wodorowe, jonowe i oddzia³ywania hydrofobowe.
Ci�nienie poni¿ej 150 MPa w temperaturze pokojo-
wej powoduje dysocjacjê oligomerycznych bia³ek,
czemu zawsze towarzyszy zmniejszenie objêto�ci.
Ci�nienie powy¿ej 150-200 MPa wywo³uje znacz¹ce
zmiany w strukturze III-rzêdowej, rozfa³dowanie bia-
³ek i nastêpnie ich agregacjê. Niektóre z tych zmian
mog¹ byæ odwracalne. Do nieodwracalnej denaturacji
bia³ek dochodzi po zastosowaniu ci�nienia rzêdu 300-
-700 MPa (17, 21).

Hashizume i wsp. (11) stwierdzili podobieñstwo
pomiêdzy przebiegiem krzywej inaktywacji mikroor-

ganizmów oraz denaturacji bia³ek w zale¿no�ci od ci�-
nienia. Mo¿e to oznaczaæ, ¿e �mieræ drobnoustrojów
wi¹¿e siê równie¿ z denaturacj¹ kluczowych enzymów
i wskutek tego z zahamowaniem podstawowych prze-
mian metabolicznych.

Aktywno�æ enzymatyczna. Wysokie ci�nienie,
wp³ywaj¹c na strukturê bia³ek enzymatycznych, po-
woduje utratê lub zwiêkszenie ich biologicznej aktyw-
no�ci, a tym samym opó�nia lub przyspiesza liczne
reakcje enzymatyczne w komórkach mikroorganiz-
mów. Zmiany w bia³ku enzymatycznym zachodz¹ce
pod wp³ywem zwiêkszonego ci�nienia mog¹ byæ od-
wracalne lub nieodwracalne (13). Ci�nienie ok. 100
MPa mo¿e aktywowaæ niektóre enzymy wskutek
zwiêkszenia przepuszczalno�ci b³ony cytoplazmatycz-
nej i u³atwienia kontaktu enzymu z substratem (12).

Za przyczynê �mierci komórek wegetatywnych uwa-
¿a siê inaktywacjê ATP-az oraz enzymów z grupy oksy-
doreduktaz, tj. peroksydazy, oksydazy polifenolowej,
lipoksygenazy. W wyniku dzia³ania podwy¿szonego
ci�nienia nastêpuje utrata aktywno�ci tych enzymów,
co prowadzi do wielu niekontrolowanych reakcji dzia-
³aj¹cych destrukcyjnie na komórkê (13).

Rybosomy. Ci�nienie w znacz¹cy sposób dzia³a na
rybosomy, a proces biosyntezy bia³ka jest bardzo
wra¿liwy na zmiany ci�nienia. Pod wp³ywem ci�nie-
nia 40-60 MPa nastêpuje dysocjacja rybosomów na
podjednostki (10). Dysocjacja rybosomów w poliso-
mie do podjednostek zachodzi wolniej ni¿ w przypad-
ku wolnych rybosomów. Wra¿liwo�æ polisomów bak-
teryjnych na podwy¿szone ci�nienie determinuje pod-
jednostka 30S, podczas gdy podjednostka 50S nie od-
grywa tu znacz¹cej roli. Hamowanie procesu transla-
cji wystêpuje pod wp³ywem ci�nienia rzêdu 70 MPa
(13). Po powrocie do ci�nienia atmosferycznego czê�æ
rybosomów ulega odtworzeniu, a dziêki temu proces
translacji znów przebiega prawid³owo. �mieræ komórki
nastêpuje wtedy, gdy nie jest mo¿liwe odtworzenie po-
trzebnej liczby prawid³owo funkcjonuj¹cych ryboso-
mów (24).

Rybosomy stabilizowane s¹ w obecno�ci jonów Mg
(II). Obni¿enie stê¿enia jonów Mg (II) do 1-3 mM pro-
wadzi do zahamowania procesu biosyntezy bia³ek ju¿
przy ci�nieniu 70 MPa. Ci�nienie, poprzez zmianê
przepuszczalno�ci b³ony cytoplazmatycznej, powoduje
utratê tych jonów, a tym samym destabilizacjê struk-
tury rybosomu. Je�li powy¿sze zak³ócenia utrzymuj¹
siê przez d³u¿szy czas, to degeneracyjne zmiany staj¹
siê nieodwracalne i nastêpuje �mieræ komórki. Doda-
tek MgCl

2
 do �rodowiska, w którym komórki podda-

wane s¹ nastêpnie dzia³aniu ci�nienia, wywiera ochron-
ny wp³yw na stabilno�æ rybosomów (13, 24).

W warunkach ci�nienia atmosferycznego obie pod-
jednostki rybosomów ³¹cz¹ siê z mRNA tworz¹c sta-
bilny uk³ad umo¿liwiaj¹cy syntezê bia³ek. Zahamowa-
nie procesu biosyntezy bia³ek poprzez wysokie ci�nie-
nie polega na hamowaniu wi¹zania pomiêdzy mRNA
a aminoacylo-tRNA w rybosomie. Rybosomy zwi¹za-
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ne z mRNA i tRNA s¹ bardziej stabilne i mniej wra¿-
liwe na dzia³anie podwy¿szonego ci�nienia (13).

Wysokie ci�nienie hamuje syntezê wszystkich bia-
³ek komórkowych uczestnicz¹cych w przenoszeniu
aminokwasów na tRNA, a nastêpnie na kompleks
mRNA (10).

DNA
Kwasy nukleinowe s¹ bardziej oporne na dzia³anie

podwy¿szonego ci�nienia ni¿ bia³ka (16). Ta ró¿nica
w oporno�ci na wysokie ci�nienie pomiêdzy DNA
a bia³kami wynika z wiêkszej ilo�ci wi¹zañ wodoro-
wych stabilizuj¹cych strukturê DNA (13, 31).

Podwy¿szone ci�nienie wp³ywa natomiast na bia³-
ka uczestnicz¹ce w procesie replikacji i naprawy DNA,
przyczyniaj¹c siê w ten sposób do zmniejszenia szyb-
ko�ci lub ca³kowitego zahamowania biosyntezy bia-
³ek w komórce. Wg Mackey i wsp., (20), pod wp³y-
wem ci�nienia materia³ genetyczny staje siê bardziej
podatny na dzia³anie endonukleaz. Proces ten jest
w wielu przypadkach odwracalny, jednak wymaga
obecno�ci enzymu odpowiedzialnego za ligacjê DNA.
Przy zbyt wysokim ci�nieniu ligaza jest inaktywowa-
na i proces naprawy uszkodzonego DNA zostaje ca³-
kowicie zahamowany (28).

Gyraza, nale¿¹ca do drugiej grupy topoizomeraz,
mo¿e powodowaæ powstawanie nowych skrêceñ DNA
lub zmianê kierunku skrêtu nici DNA (+) w (�). En-
zym ten jest niezbêdny do swobodnego ruchu wide³ek
replikacyjnych, wiêc jego inaktywacja wi¹¿e siê z za-
hamowaniem procesu replikacji. Ci�nienie 50-80 MPa
zmienia strukturê gyrazy i obni¿a jej aktywno�æ, przez
co traci ona zdolno�æ zmiany kierunku skrêcania nici
DNA (9).

Czynniki warunkuj¹ce oporno�æ drobnoustrojów
na wysokie ci�nienie

Indukcja bia³ek szoku. Pod wp³ywem ci�nienia
w zakresie 30-55 MPa niektóre bakterie mog¹ ulegaæ
adaptacji do warunków wysokoci�nieniowych poprzez
zmianê ekspresji bia³ek. Nowo syntetyzowane bia³ka,
tzw. PIPs (pressure-induced proteins), budow¹ przy-
pominaj¹ bia³ka indukowane w czasie szoku cieplne-
go lub szoku ch³odniczego, s¹ jednak od nich bardziej
oporne na ci�nienie i skutecznie zwiêkszaj¹ stabilno�æ
rybosomów (31). Stwierdzono, ¿e dzia³anie ci�nienia
53 MPa na komórki E. coli indukuje syntezê wielu
nowych bia³ek. W�ród 55 wyizolowanych bia³ek by³y
obecne bia³ka rybosomalne, wiele bia³ek o nieziden-
tyfikowanej funkcji, a tak¿e bia³ka szoku cieplnego
i ch³odniczego. Bia³ka te, nazywane opiekuñczymi, po-
zwalaj¹ komórkom poddanym czynnikom stresowym
przystosowaæ siê do tych warunków. Wielko�æ zasto-
sowanego ci�nienia wp³ywa na liczbê tych bia³ek
w komórce (31).

Synteza bia³ek szoku cieplnego jest indukowana ju¿
w ci¹gu minuty od przeniesienia komórek E. coli z 28
do 50°C, podczas gdy indukcja tych bia³ek poprzez

dzia³anie wysokiego ci�nienia nastêpuje po d³u¿szym
czasie od 60 do 90 minut (31). Z kolei w komórkach
L. monocytogenes LO28 poddanych dzia³aniu ci�nie-
nia 200 MPa przez 10 min. stwierdzono obecno�æ bia-
³ek identycznych jak w przypadku szoku ch³odnicze-
go. G³ównym sygna³em dla komórki do indukcji tych
bia³ek w niskich temperaturach oraz pod wp³ywem
wysokiego ci�nienia jest czê�ciowa inaktywacja rybo-
somów (24). Stwierdzono równie¿ zwiêkszenie opor-
no�ci komórek poddanych uprzednio stresowi ch³od-
niczemu na dzia³anie wysokiego ci�nienia. Prawdo-
podobnie jest to rezultatem zaadaptowania rybosomów
do warunków ch³odniczych, dziêki czemu staj¹ siê one
mniej wra¿liwe na niszcz¹cy efekt dzia³ania ci�nienia
(32).

W�ród drobnoustrojów szczególnie wra¿liwe na
dzia³anie wysokiego ci�nienia s¹ organizmy eukario-
tyczne. Dzia³anie ci�nienia powy¿ej 150 MPa na
dro¿d¿e S. cerevisiae powoduje zniszczenie integral-
no�ci b³ony komórkowej i struktur bia³kowych, czego
rezultatem jest �mieræ komórek. Stwierdzono jednak,
¿e uprzednie zastosowanie krótkotrwa³ego szoku ciepl-
nego pozwala komórkom dro¿d¿y prze¿yæ dzia³anie
wysokiego ci�nienia. Wzrost prze¿ywalno�ci jest spo-
wodowany akumulacj¹ trehalozy i produkcj¹ bia³ek
Hsp104 (14). Mo¿na uznaæ, ¿e wysoka temperatura
i wysokie ci�nienie s¹ fizycznie analogami, dlatego te¿
te czynniki mog¹ powodowaæ podobne zmiany w ko-
mórkach mikroorganizmów (14).

Drugim czynnikiem przyczyniaj¹cym siê do prze-
¿ywania dro¿d¿y w warunkach podwy¿szonego ci�nie-
nia s¹ trehalazy. Enzymy te kodowane s¹ przez geny
nth1 i nth2. Gen nth1 koduj¹cy obojêtn¹ trehalazê I
jest odpowiedzialny za hydrolizê trehalozy, natomiast
rola genu nth2 koduj¹cego obojêtn¹ trehalazê II, wy-
kazuj¹cego w 77% identyczno�æ sekwencji nukleoty-
dowej z genem nth1, nie jest wyja�niona. Pod wp³y-
wem ci�nienia 180 MPa przez 2 godziny komórki
S. cerevisiae w stacjonarnej fazie wzrostu, pozbawio-
ne genu koduj¹cego trehalazê I wykazywa³y mniejsz¹
barotolerancjê ni¿ komórki szczepu dzikiego typu (15).
Wprowadzenie genu nth1 za pomoc¹ plazmidu do
zmutowanych komórek przywróci³o barotolerancjê, co
potwierdza rolê trehalazy I w prze¿ywaniu dro¿d¿y
w warunkach podwy¿szonego ci�nienia. Mutant po-
zbawiony genu nth2 posiada³ oporno�æ podobn¹ do
komórek dzikiego typu. Wyniki te sugeruj¹, ¿e treha-
laza I ma znacz¹cy wp³yw na prze¿ywanie dro¿d¿y
w warunkach wysokiego ci�nienia natomiast trehala-
za II mo¿e jedynie w po�redni sposób wp³ywaæ na efekt
barotolerancyjny (15).

Aktywno�æ czynnika sigmaS. Ró¿nice wra¿liwo�-
ci drobnoustrojów na wysokie ci�nienie pojawiaj¹ siê
nawet pomiêdzy szczepami w obrêbie tego samego
gatunku. Robey i wsp. (27) wykazali du¿e zró¿nico-
wanie we wra¿liwo�ci na dzia³anie wysokiego ci�nie-
nia w obrêbie szczepów E. coli O157:H7. W�ród ba-
danych szczepów najbardziej ci�nieniooporne by³y
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C9490 i 30-2C4, które prze¿ywa³y warunki 500 MPa
przez 5 min. Populacje szczepów NCTC 12079 i W2-2
zmniejsza³y siê w tych samych warunkach o 3-4 rzêdy
wielko�ci, natomiast szczepy H1071 i O124, NCTC
8003 by³y najmniej oporne, gdy¿ ich liczba zmniej-
szy³a siê o 5-6 rzêdów wielko�ci. Ponadto ró¿nice
w ci�nieniooporno�ci zaobserwowano jedynie w sta-
cjonarnej fazie wzrostu. Prawdopodobnie oporno�æ na
inaktywacjê przez wysokie ci�nienie jest �ci�le zwi¹-
zana z uruchomieniem mechanizmów obronnych
w chwili przej�cia komórek do fazy stacjonarnej. We-
d³ug autorów, za ró¿n¹ oporno�æ badanych szczepów
odpowiedzialna jest zmienno�æ w obszarze genu rpoS
i jest ona zale¿na od aktywno�ci bia³ka RpoS. Bia³ko
to jest podjednostk¹ sigmaS, kodowan¹ przez gen rpoS.
Podczas drastycznej zmiany warunków ¿ycia komór-
ki bakteryjnej zastêpuje ona standardow¹ podjednost-
kê sigma i poprzez zmianê specyficzno�ci polimerazy
RNA uczestniczy w indukcji genów determinuj¹cych
przej�cie komórek do stacjonarnej fazy wzrostu. Mimo
¿e podczas tego procesu ilo�æ produkowanych bia³ek
ulega zmniejszeniu, dochodzi jednak do syntezy licz-
nych nowych bia³ek, wymagaj¹cych do indukcji czyn-
nika sigmaS. Czynnik sigmaS polimerazy RNA kon-
troluje transkrypcjê wielu genów umo¿liwiaj¹cych
komórkom prze¿ywanie warunków g³odu i stresu.

Robey i wsp. (27) stwierdzili, ¿e aktywno�æ bia³ka
RpoS w momencie wej�cia do stacjonarnej fazy wzros-
tu by³a najwiêksza w szczepach opornych na dzia³a-
nie wysokiego ci�nienia i nieznacznie wzrasta³a w cza-
sie kolejnych godzin hodowli. W przypadku szczepów
najmniej ci�nienioopornych aktywno�æ bia³ka RpoS
w stacjonarnej fazie wzrostu by³a znacznie mniejsza
w porównaniu z aktywno�ci¹ tego bia³ka w szczepach
niewra¿liwych na wysokie ci�nienie. Sugeruje to, ¿e
du¿a aktywno�æ bia³ka RpoS determinuje zdolno�æ do
prze¿ycia w warunkach podwy¿szonego ci�nienia.

Stwierdzono, ¿e aktywno�æ bia³ka RpoS zmienia siê
zale¿nie od sekwencji nukleotydów w genie koduj¹-
cym to bia³ko. Na podstawie analizy sekwencyjnej
genów rpoS E. coli O157:H7 wykazano nastêpuj¹ce
ró¿nice: w przypadku szczepu C9490, najmniej wra¿-
liwego na dzia³anie ci�nienia, w pozycji -96/-98 wy-
stêpowa³ kodon koduj¹cy leucynê, podczas gdy pozo-
sta³e szczepy zawiera³y w tym miejscu sekwencjê
odpowiadaj¹c¹ glutaminie. U szczepów �rednioopor-
nych, np. W2-2 w pozycji 214-216 wystêpowa³ kodon
koduj¹cy prolinê zamiast treoniny. Natomiast w przy-
padku szczepu najbardziej wra¿liwego na dzia³anie
ci�nienia H1071 wyst¹pi³ wczesny sygna³ terminacji
(kodon stop) w pozycji 442-444. Punktowe zmiany
aminokwasowe s¹ przyczyn¹ ró¿nic w aktywno�ci bia³-
ka RpoS. Jednak¿e skrócenie d³ugo�ci ³añcucha bia³-
ka RpoS jest odpowiedzialne za jeszcze wiêksze
zmniejszenie jego aktywno�ci, co niew¹tpliwie jest
przyczyn¹ najskuteczniejszej inaktywacji szczepu
H1071 przez wysokie ci�nienie (27).

Adaptacja mikroorganizmów
do wysokiego ci�nienia

W procesie ewolucji w �rodowisku g³êbokomorskim
wykszta³cone zosta³y bakterie ekstremofilne zaadap-
towane do ¿ycia w warunkach wysokiego ci�nienia
i niskiej temperatury (4). G³êbokomorskie bakterie, na-
zwane barofilami lub te¿ piezofilami, charakteryzuj¹
siê szybszym wzrostem w warunkach wysokiego ci�-
nienia ni¿ w ci�nieniu atmosferycznym (1, 4, 23). Ba-
rofilne bakterie wystêpuj¹ nawet na g³êboko�ci po-
ni¿ej 2000 m, gdzie panuje nie tylko wysokie ci�nie-
nie i niska temperatura, ale tak¿e brak substancji
od¿ywczych i �wiat³a. W tych warunkach piezofile
mog¹ rosn¹æ w ci�nieniu powy¿ej 100 MPa, lecz gór-
ny limit wysokiego ci�nienia umo¿liwiaj¹cy ich prze-
¿ycie nie jest znany (4).

Mikroorganizmy, które zaadaptowa³y siê do ¿ycia
w warunkach wysokiego ci�nienia, charakteryzuj¹ siê
unikatowym mechanizmem ekspresji genów, regulo-
wanym przez wysokie ci�nienie, dziêki czemu wytwa-
rzaj¹ one bia³ka, które umo¿liwiaj¹ im funkcjonowa-
nie w tak skrajnych warunkach (23).

Regulacja ekspresji genów przez wysokie ci�nie-
nie u piezofili. W zale¿no�ci od warunków ci�nienia
i temperatury piezofile równie¿ reguluj¹ ekspresjê ge-
nów poprzez syntezê specyficznych czynników sigma.
U bakterii Shewanella sp. DSS12 zidentyfikowano
operon ORF1 i ORF2 regulowany przez wysokie ci�-
nienie, zawieraj¹cy piêæ miejsc promotorowych kon-
trolowanych przez czynniki transkrypcyjne. W obrê-
bie operonu scharakteryzowano dwa regiony wystê-
puj¹ce obok siebie � region A i B. Region A zawiera
sekwencjê promotorow¹ rozpoznawan¹ przez holoen-
zym z³o¿ony z polimerazy RNA i czynnika sigma54.
Wi¹zanie siê tego kompleksu do regionu A zachodzi
zarówno w warunkach ci�nienia atmosferycznego, jak
i 50 MPa, lecz ilo�æ czynnika sigma54 jest wiêksza
w wy¿szym ci�nieniu. W regionie B znajduj¹ siê trzy
miejsca promotorowe, o sekwencji nie znalezionej
dot¹d w ¿adnym mikroorganizmie. Region ten zawie-
ra unikatow¹ sekwencjê AAGGTAAB (region B2),
która powtarza siê tandemowo 13 razy, oraz po³o¿on¹
poni¿ej sekwencjê palindromow¹ AGTTAAAGATTA-
AACT (region B3). Wed³ug autorów mo¿e to wskazy-
waæ, ¿e szczep ten posiada nieznane dot¹d czynniki
sigma, których synteza indukowana jest przez wyso-
kie ci�nienie. W zale¿no�ci od warunków ci�nienia
czynniki te ³¹cz¹ siê z polimeraz¹ RNA, dziêki czemu
jest ona zdolna do rozpoznawania tych miejsc promo-
torowych (22, 23).

Du¿¹ rolê w stabilizacji jednoniciowego DNA po-
wstaj¹cego na skutek rozplatania heliksu DNA pod-
czas inicjacji replikacji, maj¹ bia³ka SSB (single-strand
binding proteins). Pod wp³ywem dzia³ania ci�nienia
bia³ka SSB z piezowra¿liwego szczepu Shewanella
szybciej ulegaj¹ dysocjacji ni¿ bia³ka z mikroorganiz-
mów piezotolerantnych lub piezofilnych. Bia³ka SSB
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g³êbokomorskich szczepów Shewanella zawieraj¹
w centralnym regionie, charakteryzuj¹cym siê zmien-
no�ci¹, obni¿on¹ ilo�æ reszt proliny i glicyny, co przy-
puszczalnie zmniejsza ich elastyczno�æ i zapewnia sta-
bilno�æ tego bia³ka w warunkach wysokiego ci�nienia
(5).

Regulacja p³ynno�ci b³on. U mikroorganizmów
piezofilnych w odpowiedzi na wysokie ci�nienie na-
stêpuj¹ zmiany w sk³adzie ich b³ony, co pozwala na
regulacjê jej przepuszczalno�ci. £añcuchy kwasów
t³uszczowych uk³adaj¹ siê �cia�niej� wzglêdem sie-
bie, dziêki czemu ruchliwo�æ cz¹steczek w b³onie jest
ograniczona i staje siê ona mniej wra¿liwa na dzia³a-
nie ci�nienia. W warunkach wysokiego ci�nienia, jak
równie¿ niskiej temperatury bakterie piezofilne zwiêk-
szaj¹ syntezê nienasyconych kwasów t³uszczowych
w b³onach komórkowych, co pozwala na utrzymanie
jej prawid³owej p³ynno�ci i lepko�ci (3). Najwiêksz¹
rolê w adaptacji mikroorganizmów do warunków �ro-
dowiska g³êbokomorskiego poprzez utrzymywanie
prawid³owej p³ynno�ci b³ony odgrywaj¹ jednoniena-
sycowe kwasy t³uszczowe (3). Nie zaobserwowano na-
tomiast znacz¹cych ró¿nic w zawarto�ci wieloniena-
syconych kwasów t³uszczowych (1).

W procesie biosyntezy nienasyconych kwasów t³usz-
czowych enzym synytaza b-ketoacylo-ACP (KAS II),
produkt genu fabF, katalizuje elongacjê palmitoilo-
-ACP (16:1) do cis-wakcenylo-ACP (18:1). KAS II
jest tak¿e kluczowym enzymem uczestnicz¹cym w re-
gulacji zawarto�ci kwasu cis-wakcenowego w komór-
kach g³êbokomorskiej bakterii Photobacterium pro-
fundum SS9, dziêki czemu mog¹ one rosn¹æ w tych
warunkach. Aktywno�æ katalityczna enzymu KAS II
szczepu Photobacterium profundum SS9 zwiêksza siê
w warunkach podwy¿szonego ci�nienia, podobnie jak
w przypadku komórek bakterii mezofilnych poddanych
szokowi ch³odniczemu (5). Mimo ¿e gen fabF ze szcze-
pu SS9 nie jest transkrypcyjnie regulowany przez wy-
sokie ci�nienie, istnieje prawdopodobieñstwo pewnych
zmian posttranslacyjnych wp³ywaj¹cych na wzrost
aktywno�ci enzymu KAS II i zarazem wiêksz¹ synte-
zê kwasów 18:1 (2).

W charakterystycznej dla bakterii Gram-ujemnych
przepuszczalnej selektywnie zewnêtrznej b³onie wy-
stêpuj¹ kana³y bia³kowe zwane porynami, umo¿liwia-
j¹ce transport substancji od¿ywczych pomiêdzy �ro-
dowiskiem zewnêtrznym i periplazm¹. Specyficzne
�rodowisko g³êbokomorskie, które jest ubogie w sk³ad-
niki od¿ywcze, powoduje, ¿e mikroorganizmy rosn¹-
ce w tych warunkach posiadaj¹ bia³ka b³onowe inne
ni¿ wówczas, gdy znajduj¹ siê w warunkach ci�nienia
atmosferycznego. Ekspresja genów koduj¹cych bia³-
ka b³ony jest u bakterii g³êbin morskich regulowana
przez wysokie ci�nienie. Bia³ka b³ony OmpH s¹ pro-
dukowane w najwiêkszej ilo�ci, kiedy komórki Pho-
tobacterium sp. SS9 rosn¹ w zakresie ich optymalne-
go ci�nienia oko³o 28 MPa, podczas gdy produkcja
bia³ka OmpL jest maksymalna przy ci�nieniu 0,1 MPa

(1, 7). Przeniesienie bakterii piezofilnych z ci�nienia
atmosferycznego do warunków podwy¿szonego ci�nie-
nia poci¹ga za sob¹ zwiêkszenie produkcji zewnêtrz-
nego bia³ka b³ony OmpH i zmniejszenie produkcji bia³-
ka OmpL. Komórki zawieraj¹ce mutacje w obrêbie
genu ompH nie staj¹ siê jednak wra¿liwe na dzia³anie
wysokiego ci�nienia, st¹d hipoteza, ¿e obecno�æ OmpH
nie jest czynnikiem koniecznym do utrzymania zdol-
no�ci do wzrostu w ekstremalnych warunkach (6).

Geny koduj¹ce bia³ka OmpH i OmpL s¹ transkryp-
cyjnie regulowane przez bia³ko ToxR, na którego ak-
tywno�æ wp³ywa bia³ko ToxS. Bia³ka te zosta³y po raz
pierwszy odkryte w komórkach Vibrio cholerae jako
odpowied� na zmiany temperatury, ci�nienia osmotycz-
nego i pH (5). W zale¿no�ci od warunków �rodowiska
bia³ko ToxS tak zmienia aktywno�æ bia³ka ToxR, i¿
pe³ni ono funkcjê aktywatora genu ompL lub represo-
ra genu ompH (1, 30).

W przypadku bakterii barofilnych oporno�æ na wy-
sokie ci�nienie regulowana jest równie¿ przez inne
geny, np. nale¿¹ce do operonu rpoE. W sk³ad operonu
rpoE wchodzi gen koduj¹cy czynnik sigma oraz geny
rseA, rseB i rseC. Produkty genów rseA i rseB regulu-
j¹ aktywno�æ bia³ka RpoE w zale¿no�ci od warunków
panuj¹cych w obrêbie b³on i periplazmy, natomiast
bia³ko RseC funkcjonuje niezale¿nie od RpoE. RseC
i inne spokrewnione bia³ka funkcjonuj¹ jako bia³ka
transb³onowe s³u¿¹ce do transportu elektronów w pro-
cesach biosyntezy np. tyminy. Mutanty Photobacte-
rium sp. SS9 z nisk¹ ekspresj¹ rseC by³y wra¿liwe
zarówno na dzia³anie wysokiego ci�nienia, jak i nis-
kiej temperatury, poniewa¿ oba te czynniki wp³ywaj¹
na stan b³ony cytoplazmatycznej. Powy¿sze przyk³a-
dy wskazuj¹, ¿e gen rseC jest konieczny do piezo-
i psychroadaptacji jedynie w przypadku organizmów
g³êbokomorskich (5). Stwierdzono równie¿, ¿e brak
ekspresji genu rseA, rseB lub resC zmniejsza traskryp-
cjê genu ompH, ale przyczyny tego efektu pozostaj¹
niewyja�nione. Prawdopodobnie istniej¹ inne dodat-
kowe geny, których aktywno�æ znajduje siê pod kon-
trol¹ RpoE (5).

Podsumowanie
Wp³yw wysokiego ci�nienia na komórki drobno-

ustrojów jest z³o¿ony, a efekt dzia³ania ci�nienia zale-
¿y od bardzo wielu czynników. Mikroorganizmy ró¿-
ni¹ siê oporno�ci¹ na podwy¿szone ci�nienie. Przy-
czyny �mierci mikroorganizmów normalnie rosn¹cych
w warunkach ci�nienia atmosferycznego, poddanych
dzia³aniu wysokiego ci�nienia nie zosta³y jeszcze do-
k³adnie wyja�nione. Z pewno�ci¹ niektóre ze zmian
nastêpuj¹ jednocze�nie, inne natomiast poci¹gaj¹ za
sob¹ kolejne, co w ostateczno�ci mo¿e doprowadziæ
do �mierci. Poznanie wszystkich zjawisk zachodz¹-
cych w komórkach mikroorganizmów pod wp³ywem
wysokiego ci�nienia, a tak¿e wp³ywu ró¿nych czynni-
ków na ich prze¿ywalno�æ w tych warunkach pozwoli
na optymalne wykorzystanie techniki wysokoci�nie-
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niowej w biotechnologii, technologii ¿ywno�ci i in-
nych pokrewnych dziedzinach nauki.
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