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Osmoregulacja - wazny parametr rozwoju hakterii

Osmoregulation - an important parameter of bacterial
growth
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

‘Warunki srodowiskowe, takie jak temperatura, pH, promieniowanie czy ciSnienie osmotyczne sta-
nowia wazne czynniki limitujace wzrost i rozmnazanie si¢ bakterii. Prawidtowa struktura i meta-
bolizm komérki bakteryjnej utrzymywane sa dzigki stabilnej gospodarce wodno-elektrolitowej,
regulowanej w procesie osmozy. Gwaltowne przemiany wywotane szokiem osmotycznym (dehy-
dratacja, rehydratacja) prowadza m.in. do modyfikacji fosfolipidowej struktury btony komoérko-
wej, a nawet $mierci komorki. Zjawiska zaktdcajace proces osmozy, stanowiace jednak natural-
ny element zycia komorki, moga si¢ pojawi¢ na przyktad w uktadach koloidowych. Biologiczna
identyfikacja ci$nienia osmotycznego powiazana jest ze wzrostem lub spadkiem sity osmotycz-
nej Srodowiska bytowania organizméw. Komérki poddane stresowi osmotycznemu, takiemu jak
wzrost ciSnienia osmotycznego, inicjuja mechanizmy aktywnego radzenia sobie z niekorzystny-
mi skutkami jego dziatania. Procesy osmoregulacyjne maja na celu utrzymanie turgoru komor-
ki, a tym samym zapewnienie warunkéw do prawidlowego rozwoju bakterii. Osmoregulacja, po-
legajaca na utrzymaniu réwnowagi wodno-elektrolitowej komorki, dotyczy m.in. gromadzenia
swoistych substancji osmoregulacyjnych, tzw. osmolitéw. Osmolity s3 matymi, rozpuszczalny-
mi czasteczkami organicznymi, wplywajacymi korzystnie na stabilizacj¢ bton i biatka komérko-
we, nie zaktdcajac jednoczesnie centralnego metabolizmu komérki. Magazynowanie substancji
osmoregulacyjnych odbywa si¢ w wyniku syntezy lub przez pobranie z otoczenia za pomoca spe-
cjalnych systemow transportowych, aktywowanych przez bodZce mechaniczne. Wiedza o wpty-
wie cisnienia osmotycznego na mikroorganizmy oraz o regulacji jego dziatania pozwala m.in. na
odpowiednie wykorzystanie bakterii w réznych gal¢ziach przemystu biotechnologicznego.

ci$nienie osmotyczne * osmoza ° substancje osmoregulacyjne * rozwéj bakterii

Summary

Environmental conditions such as temperature, pH, radiation and osmotic pressure are important
factors limiting the growth and multiplication of bacteria. Regular structure and metabolism of
bacterial cells are maintained through a stable arrangement of the water-electrolyte system, re-
gulated by osmosis. The rapid changes caused by osmotic shock (dehydration, rehydration) mi-
ght lead to modifications of the phospholipid structure of the cell membrane and even cell death.
Advances disturbing the osmosis, which are a natural part of living cells, may appear for exam-
ple in colloid systems. The biological identification of the osmotic pressure is connected with
an increase or decrease in the environmental osmotic strength of microorganisms’ habitat. Cells
exposed to osmotic stress, such as an increase in osmotic pressure, initiate mechanisms of acti-
ve coping with the adverse consequences of its effects. Osmoregulatory processes are designed
to maintain cell turgor, hence ensuring proper conditions for bacterial growth. Osmoregulation,
which consists of maintaining fluid and electrolyte balance of cells, raising concerns accumula-
tion of specific compatible solutes (osmolytes). Osmolytes are small, soluble organic molecules
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with a positive influence on membrane stabilization and proteins, without disrupting cellular func-
tions. Storage of compatible solutes takes place by synthesis or by downregulation from the me-
dium by means of special transport systems, activated by mechanical stimuli. Knowledge of the
impact of osmotic pressure on microbial cells and the regulation of its activity led to the appro-
priate use of bacteria in various branches of the biotechnology industry.
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WpPRoOWADZENIE

Dynamika i tempo wzrostu mikroorganizméw zaleza przede
wszystkim od ich budowy i fizjologii oraz warunkéw $ro-
dowiskowych. Czynniki fizykochemiczne limitujace roz-
woj mikroorganizmow to przede wszystkim: temperatura,
obecnos¢ lub brak w otoczeniu wody, pH, zawartos¢ i ro-
dzaj substancji odzywczych, promieniowanie oraz cisnie-
nie. Istotne znaczenie ma zaréwno rodzaj jak i natgzenie
dziatania danego czynnika zewngtrznego, a takze orga-
nizm, na ktéry dziata. Kazdy gatunek bakterii ma wta-
sne zakresy tolerancji dla danego czynnika, mozna zatem
wyznaczy¢ optymalne warunki pozwalajace na najlepszy
wzrost. Bakterie sa naturalnie przystosowane do tolero-
wania dosy¢ duzych zmian wszystkich wyzej wymienio-
nych czynnikéw. Nalezy jednak pamigtaé, ze wzrost nie-
ktérych grup czesto ograniczony jest do waskiego zakresu
zmian danego parametru. Reakcje bakterii na dziatanie da-
nego czynnika fizykochemicznego sa takze indywidualnie
zréznicowane. To, co dla jednych gatunkéw bywa béjcze,
dla innych moze sig¢ okaza¢ wyjatkowo korzystne. Zakresy
zmian dziatania danego czynnika sa dla bakterii limituja-
ce, a ich przekroczenie moze doprowadzi¢ nawet do ich
zabicia. Nie jest takze mozliwe okreslenie, ktéry czynnik
jest dla komorki najwazniejszy, gdyz bardzo czesto efek-
ty oddziatywan sa wypadkowa dziatania wielu naktadaja-
cych si¢ czynnikéw jednoczesnie.

PARAMETRY FIZYKOCHEMICZNE SRODOWISKA

W komorce bakteryjnej woda stanowi naturalne Srodowi-
sko, w ktérym przebiega wigkszos¢ niezbednych do zycia
proceséw metabolicznych i biosyntetycznych. Uktad wod-
ny gwarantuje utrzymanie prawidtowe;j struktury komorki,
zachowanie parametréw biochemicznych oraz wtasciwo-
Sci biatek i kwasow nukleinowych. Transport wody od-
bywa si¢ zgodnie z gradientem stgzen, za posrednictwem
osmozy, czyli samorzutnego przechodzenia czasteczek roz-
puszczalnika przez potprzepuszczalna btong, w tym wy-
padku btong komérkowa, pod wptywem zmian zewngtrz-
nej osmolalnosci [7].

W uktadzie modelowym moga wystgpowac zjawiska zakto-
cajace proces osmozy. Ze wzgledu na indywidualny charak-
ter zaburzen nawet najbardziej idealna membrana bedzie
charakteryzowata si¢ r6zna przenikalnoscia zwiazkéw ni-
skoczasteczkowych [25]. Na powierzchni membrany moze
si¢ wytworzy¢ potencjat polaryzujacy srodowisko na gra-
nicy faz membrana/roztwor lub bezposrednio w przekroju
membrany. Polaryzacja membrany zaburza przeptyw nata-
dowanych czasteczek. Pojecie idealnej membrany nie znaj-
duje odzwierciedlenia w rzeczywistosci. Nawet ,,inertne
chemicznie” membrany otrzymane na bazie celulozy nie sa
obojetne wzgledem otoczenia. Celuloza, z ktérej wykona-
na jest membrana, jest acetylowana, sieciowana chemicz-
nie, moze zawiera¢ §ladowa zawartos¢ reszt fosforanowych
itp. Obecnos¢ czgsto niezidentyfikowanych zanieczyszczen
powoduje adsorpcje czasteczek na membranie. W przy-
padku koloidéw polaryzacja membrany moze spowodo-
wacé wystapienie dodatkowej potprzepuszczalnej warstwy
wytworzonej przez adsorbowane makroczasteczki. W uzu-
petnieniu nalezy wspomnie¢ o mozliwosciach zatykania
poréw lub o ich deformacji. W przyrodzie procesy mem-
branowe sa naturalnym elementem zycia komérki [19,66].

Procesowi osmozy w naturalny sposéb towarzyszy zjawisko
ci$nienia osmotycznego, ktdre zalezy od stg¢zenia i rodza-
ju substancji oraz temperatury. Ci$nienie osmotyczne jest
jednym z fizycznych parametréw Srodowiska limitujacym
wzrost i rozmnazanie si¢ bakterii [10,37]. Zjawisko ci$nie-
nia osmotycznego dobrze ilustruje zachowanie si¢ dwoch
roztworéw oddzielonych od siebie pdtprzepuszczalng mem-
brang zawierajacych rézne st¢zenia lub rodzaje rozpusz-
czonej substancji. Do naszych rozwazan przyjmujemy, ze
membrana bedzie idealnie selektywna, to znaczy w petni
przepuszczalna dla rozpuszczalnika i nieprzepuszczalna
dla substancji rozpuszczonej. Prawa termodynamiki na-
rzucaja roztworom dazenie do wyréwnania stgze. W ide-
alnym uktadzie czasteczki rozpuszczalnika beda dyfundo-
waty przez membrang rozcienczajac roztwor o wyzszym
stgzeniu. W wyniku tego procesu dojdzie do zmian obje-
tosci poszczegdlnych poduktadéw, a w przypadku uktadu
zamknigtego wytworzy si¢ réznica ciSnied. W chwili usta-
lenia rownowagi, osiagnigta zostanie maksymalna réznica
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ci$nien, ktéra mozna nazwac ciSnieniem osmotycznym roz-
tworu danej substancji.

Dla roztworéw rozciericzonych ci$nienie osmotyczne wy-
raza sie wzorem van’t Hoffa:

II=cRT
(gdy faza odniesienia jest czysty rozpuszczalnik)

lub

IM=(c1-c2)RT
(gdy faza odniesienia jest roztwor o stezeniu c2)

¢ — stezenie molowe substancji rozpuszczonej [mol/dm?],
R — stata gazowa [8,314 J/molxK],
T — temperatura [K].

Oznacza to, Ze ci$nienie osmotyczne jest wprost proporcjo-
nalne do stg¢zenia roztworu oraz do temperatury bezwzgled-
nej [64]. W praktyce mamy do czynienia z membranami,
ktére trudno nazwaé selektywnymi. Na przyktad pory dia-
lizacyjnej btony celulozowej pozwalaja na dyfuzje relatyw-
nie duzych czasteczek. Blony biologiczne oprécz funkcji
zamykania w okreslonej obj¢tosci organelli komérkowych
zawieraja wiele systemow aktywnego, blonowego trans-
portu od jonéw do makroczasteczek. W przeciwienstwie
do membran idealnych przeptywy sktadnikéw beda ulegaty
fluktuacjom. W przypadku organizméw zywych oraz wi-
rusOw, wartos¢ cisnienia osmotycznego bedzie zalezata od
Srodowiska, etapu rozwoju komorki, stanu metaboliczne-
go itd. Znajomos¢ podstawowych praw rzadzacych osmoza
i ciSnieniem osmotycznym moze by¢ pomocna w interpre-
tacji wynikéw doswiadczen biologicznych. Parametry te sa
istotne w transporcie komérkowym, jak i w fizykochemii
tkanek lub catych organéw [1]. Istotne znaczenie w uktadzie
biologicznym maja roztwory koloidalne. Chociaz st¢zenie
molarne koloidu ze wzgledu na duza maseg czasteczkowa jest
niewielkie, to jednak wiasciwosci fizykochemiczne makro-
czasteczek tworzacych koloid moga podlegaé fluktuacjom
w wyniku zmian na granicy faz ciecz/ciecz. Zmienia¢ si¢
moze hydratacja, potencjat zeta, oddziatywania migdzy
czasteczkami itp. Wartosci ci$nienia osmotycznego kolo-
idow (colloid osmotic pressure, oncotic pressure) pozwa-
laja oszacowaé wzory empiryczne. Na przyklad ciSnienie
osmotyczne albuminy I1=2,8¢+0,18¢%+0,012¢3, osocza
I1=2,1¢c+0,16¢2+0,009¢3, globulin IT=1,6¢+0,15¢?+0,006¢3
(stezenie biatka c [g/100 ml], IT [mmHg]) [40].

W analityce ciSnienie osmotyczne wyznacza si¢ przez po-
miar zmiany temperatur zamarzania lub wrzenia roztwo-
ru i rozpuszczalnika. Inny sposéb oznaczania wykorzystu-
je pomiar wydzielonego ciepta krystalizacji. W tym celu
prébke schladza si¢ do temperatury ponizej temperatury
zamarzania. Po zainicjowaniu krystalizacji dochodzi do
wydzielenia ciepta, ktérego miernikiem jest wzrastajaca
do wartosci maksymalnej temperatura. Wydzielona ener-
gia powoduje nagrzewanie probki, ktérej wielkos¢ jest
skorelowana z osmolarnoscia roztworu. Ci$nienie osmo-
tyczne roztworéw niedegradujacych bton lipidowych (np.
niezawierajacych detergentéw) mozna wyznaczaé poprzez
pomiar zmian pojemnosci komoérek, w tym erytrocytow,
w Srodowiskach hiper- i hipotonicznych [23]. Tradycyjna
metoda pomiaru ciSnienia osmotycznego wykorzystuje

osmometry membranowe bezposrednio mierzace zmiany
ci$nienia roztworéw przedzielonych membrana. W meto-
dzie hydrostatycznej aparat ztozony jest z dwdch zbiorni-
kéw oddzielonych membrana. Po wypetieniu zbiornikéw
rozpuszczalnikiem i roztworem po ustalonym czasie wy-
stapi réznica cisniefl. Na innej zasadzie dziala osmometr
parowy. Do oznaczenia ciSnienia osmotycznego wyko-
rzystuje si¢ pomiar efektu cieplnego kondensacji par roz-
puszczalnika w kropli badanego roztworu i rozpuszczalni-
ka. Kondensacja par w kropli roztworu jest wigksza, stad
wyzszy wzrost temperatury, ktory jest skorelowany z ci-
$nieniem osmotycznym badanego roztworu. Zjawisko ci-
$nienia osmotycznego moze by¢ wykorzystywane do wyzna-
czania masy molowej makroczasteczek. Szczegétowy opis
doswiadczenia znajduje si¢ w opracowaniu Krzyminskiego
i Sieradzana [31].

Osmolalnos$é, opisujaca ciSnienie osmotyczne, to liczba
moli substancji aktywnych znajdujacych si¢ w litrze roz-
puszczalnika. Pojgcie osmolarnosci natomiast odnosi si¢
do ilosci moli substancji przypadajacych na kilogram roz-
puszczalnika. Osmolalno$¢ wyrazana jest w osmolach.
Jej wartos$¢ zalezna jest od liczby osmotycznie aktywnych
czastek oraz ich ksztattu, tadunku i wielkosci. Ze wzgle-
du na specyfike ci$nienia osmotycznego osmol [osm] nie
jest jednostka uktadu SI. Jednostka ci$nienia osmotycz-
nego jest pascal [Pa]. Warto$¢ osmola skorelowana jest ze
stezeniem. Ekwiwalentna wartoscig cisnienia osmotycz-
nego 1 osm bedzie charakteryzowat si¢ roztwor zawiera-
jacy jednomolowe stezenie jonéw lub substancji rozpusz-
czonej [14]. Zaktadajac catkowita dysocjacje 1 M roztwér
NaCl bedzie charakteryzowany przez ci$nienie osmotycz-
ne réwne 2 osmole/L a CaCl, 3 osmole/L (dysocjuje na
trzy jony). Precyzyjna definicja méwi o korelacji stezenia
osmotycznie czynnych czasteczek rozpuszczonych w 22,4 L
roztworu w temperaturze 0°C przy cisnieniu zewngtrznym
1013,25 hPa. Praktycznie 1 osmolowi odpowiada takie stg-
zenie rozpuszczanej substancji, ktére powoduje obnizenie
temperatury krzepnigcia roztworu o 1,86°C.

Btona komérkowa ma stosunkowo duza przepuszczal-
nos¢ dla wody. Wynika to z jej szybkiego transbtonowe-
go transportu w odpowiedzi na zmiany osmotyczne §ro-
dowiska oraz zmiany w strukturze komorki i koncentracji
sktadnikéw komoérkowych. Akwaporyny, ktére moga po-
Sredniczy¢ w przyspieszonym transporcie wody ziden-
tyfikowano w komorkach niektérych mikroorganizméw
[3,6,24]. Jednak drobnoustroje nie maja mozliwosci ak-
tywnego pompowania wody do i na zewnatrz komoérki
[24]. Zdolnos$¢ mikroorganizméw do dostosowywania sig
do zmian zewngtrznej osmolalnos$ci, zwiazanej gtéwnie ze
stezeniem NaCl, jest niezmiernie wazna dla ich wzrostu
i przezycia, stad w toku ewolucji wyksztalcity si¢ u nich
liczne mechanizmy pozwalajace im na szybka adaptacje
do zmieniajacych si¢ warunkéw osmotycznych Srodowi-
ska (ryc.1). Wzrost zewngtrznej osmolalnosci, cisnienia
osmotycznego, powoduje gwaltowny wyptyw wody zgod-
nie z gradientem stgzeni, skutkujac dehydratacja sktadni-
kéw cytoplazmy i1 plazmoliza. Odwrotna sytuacja prowa-
dzi do nadmiernego pobierania wody ze srodowiska, co
moze spowodowac jej rozerwanie [10].

W wielu sytuacjach trudny jest bezposredni pomiar ci-
$nienia osmotycznego, poniewaz wartos¢ ta ma znaczenie
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roztwor hipotoniczny roztwdr izotoniczny
HO H,0

roztwor hipertoniczny

: &

Ng
puchniecie komarki prawidtowy wzrost dehydratacja komdrki
i rozerwanie i rozwdj komorki plazmoliza

Ryc. 1.Wptyw warunkéw osmotycznych na
wzrost i funkcjonowanie komérki (wg [43]
H,0 zmodyfikowany)

tylko w kontekscie rozpatrywania dwéch roztworéw od-
dzielonych péiprzepuszczalng membrana. Wigksze zna-
czenie w opisywaniu osmotycznych wlasciwosci roztwo-
ru ma pojecie potencjalu osmotycznego (7), ktére zalezy
od aktywnosci rozpuszczalnika i wyrazane jest wzorem:

n=(RT/Vw) Ina_,

gdzie

R — stata gazowa [8,314 J/molxK],

T — temperatura [K],

V, — objetos¢ molowa wody [m*/mol-1],
a_ — aktywnos¢ wody.

Wzrost temperatury o 1K powoduje wzrost ci$nienia
0 1/273. Zgodnie z definicja aktywnosc¢ czystego rozpusz-
czalnika jest rowna 1 (czysta chemicznie woda), wigc po-
tencjal osmotyczny kazdego czystego rozpuszczalnika wy-
nosi 0. Ogélnie dodanie substancji rozpuszczonej obniza
aktywnos$¢ rozpuszczalnika do wartosci <1, wigc poten-
cjal osmotyczny roztworu jest zwykle ujemny. W mikro-
biologii wartos¢ aktywnosci wody (a ) stosuje sig w celu
doktadniejszego okreslenia zapotrzebowania drobnoustro-
jow na wode. Minimalna aktywnos¢ wody pozwalajaca na
wzrost i rozw6j komarki jest rézna dla réznych grup drob-
noustrojéow np. dla bakterii Gram-ujemnych wynosi 0,95,
dla drozdzy 0,88, natomiast dla halofilnych bakterii i glo-
néw 0,75 [45]. Uzytecznosé potencjalu osmotycznego po-
lega na tym, iz wskazuje on, ze gdy roztwor jest oddzielo-
ny od czasteczek rozpuszczalnika przez membrang, ktéra
jest bardziej przepuszczalna dla rozpuszczalnika niz sub-
stancji rozpuszczonej, to czasteczki rozpuszczalnika migru-
ja z regionu o wyzszym do regionu o nizszym potencjale
osmotycznym. Biologiczna definicja ci$nienia osmotycz-
nego oznacza wzrost lub spadek sity osmotycznej Srodo-
wiska dzialajacej na dany organizm [61]. Aktywny proces
radzenia sobie organizmow ze stresem osmotycznym jest
rozumiany jako osmoregulacja [10,65].

Ze zjawiskiem osmoregulacji wiaze si¢ takze pojecie ci-
$nienia turgorowego, ktdre wywierane jest na warstwe
peptydoglikanu budujacego Sciany bakterii, wynikaja-
ce z réznicy potencjatu osmotycznego migdzy wngtrzem
a otoczeniem komérki. Wptyw na ci$nienie turgorowe
maja substancje osmoaktywne, magazynowane w cyto-
plazmie. Zywe komérki maja dodatnie ci$nienie turgoro-
we, ktoére zapewnia im prawidtowe funkcjonowanie i roz-
woj. Dostarcza ono m.in. podstawowej sity mechanicznej
niezb¢dnej do rozwoju wielowarstwowej Sciany komorko-
wej. Turgor wpltywa zatem na morfogeneze komérki bak-
teryjnej. Jesli komérka ma przyja¢ dowolny ksztatt, poza
sferycznym, musi zosta¢ poddana procesom rozciggania

Sciany lub jej rozszerzania przez wstawianie nowych frag-
mentéw budulcowych $ciany. Rozbudowa musi postgpowac
w taki sposéb, aby Sciana pozostata integralng struktura,
chronigcg komérke przed pekaniem pod wptywem jakich-
kolwiek czynnikéw mechanicznych [21]. Wartos¢ cisnie-
nia turgorowego zalezy od rodzaju bakterii, literatura po-
daje wartosci 3-10 bar dla bakterii Gram-ujemnych i 20 bar
dla bakterii Gram-dodatnich. Komérki utrzymuja ponadto
nieco wyzsze ci$nienie turgorowe w stosunku do otocze-
nia poprzez akumulacj¢ substancji osmoaktywnych [27].

PRZYSTOSOWANIA MIKROORGANIZMGW DO ZMIAN WARUNKOW
0SMOTYCZNYCH SRODOWISKA

Aby utrzymac ustalong zawarto$¢ wody w komorce (tur-
gor) i uniknaé niekorzystnych nastgpstw zwigkszajacej
si¢ osmolarnosci Srodowiska organizmy musza zachowacé
w cytoplazmie odpowiednie st¢zenia czasteczek osmore-
gulacyjnych (compatible solutes — czasteczki osmoregu-
lacyjne, osmolity) oraz jonéw nieorganicznych, gléwnie
K* i CI', w stosunku do otaczajacego medium. Wybrane
przyktady substancji osmoregulacyjnych zidentyfikowa-
nych w komoérkach Procaryota przedstawiono na ryc. 2.

Jedna z mozliwosci utrzymania homeostazy komarki to po-
bieranie jonéw z otoczenia, okreslana jako strategia typu
,salt-in”. Sposoéb ten jest charakterystyczny dla wysoce
wyspecjalizowanych mikroorganizméw, zdolnych do zy-
cia niemal w nasyconych solankach, takich jak halofilne
Archea (Halobacteriaceae), ale takze niektére aerobowe
i anaerobowe halofilne Bacteria (np. Salinibacter ruber),
polegajacy na ograniczeniu wzrostu w warunkach niskich
stgzen soli w Srodowisku. U tych organizméw catkowita
zawarto$¢ soli w komoérce odpowiada w przyblizeniu stg-
zeniom pozakomoérkowym. Cytoplazmatyczna zawarto$¢
jondéw chloru jest zwykle podobna do obecnej w podtozu,
jonéw sodu czasem bywa nizsza, natomiast jony potasu
moga wystgpowaé nawet w wigkszych stezeniach w po-
réwnaniu do Srodowiska zewngtrznego komorki. Strategie
t¢ wykorzystuje niewielka liczba mikroorganizméw ogra-
niczona do rzadkich nisz ekologicznych [11,41].

Druga z mozliwosci to strategia typu ,,salt-out”, ktérg sto-
suje wigkszos¢ komérek/organizmoéw. Polega ona na tym,
ze komérka utrzymuje raczej state, niskie stezenie jonéw
nieorganicznych w cytoplazmie [20,22]. Niski potencjat
osmotyczny wody w obecnosci wysokich stgzen pozakomor-
kowych soli jest osiagany dzigki gromadzeniu czasteczek
osmoregulacyjnych, okreslanych jako mate, rozpuszczalne
czasteczki organiczne, ktdre nie ingeruja w centralny meta-
bolizm komorki, nawet jesli sa gromadzone w duzych ste-
zeniach [12]. Przy wysokim stgzeniu w cytoplazmie jonéw
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Ryc. 2. Budowa chemiczna wybranych substancji osmoregulacyjnych wystepujacych u Procaryota (wg [48,52])

Na*/CI" strategia ,,salt-out” jest dla bakterii niekorzystna,
poniewaz aktywno$¢ metaboliczna jest hamowana przez
duze stezenia soli, co prowadzi do licznych zmian w funk-
cjonowaniu komorki. Z tego wzgledu niezwykle wazna jest
zawarto$¢ jonéw Na*/Cl™ oraz rola jonéw K* magazyno-
wanych w cytoplazmie i wymienianych z Na*, ktére w du-
zych ilosciach sa dla komorki toksyczne. Dla optymalnych
warunkow wzrostu bakterie staraja si¢ utrzymywac na sta-
tym poziomie stosunek Na*/K* w cytoplazmie [59]. Wyniki
badan Shabali [58] pokazuja takze, iz w przypadku braku
osmolitéw w Srodowisku, bakterie, takie jak Escherichia
coli, przestawiajg si¢ na intensywne pobieranie jonéw K*
w celu zachowania rownowagi osmotycznej w warunkach
hiperosmotycznych. Autorka sugeruje, ze rola substancji
osmoregulacyjnych w dostosowywaniu si¢ bakterii do wa-
runkéw zewngtrznej osmotycznosci jest posrednia i ogra-
niczona do sprawnej regulacji dziatania licznych kana-
16w jonowych i transporteréw. Warto réwniez zauwazy¢,
iz do wzrostu niektérych bakterii obecnos¢ jonéw chloru
jest niezbedna w warunkach hiperosmotycznych, spowo-
dowanych wysokim stgzeniem jonéw Na*. Jony CI- petnia
wazna role¢ w utrzymywaniu homeostazy Na* przez wy-
wotywanie ich wyptywu z komérki i/lub udziat w procesie
transdukcji sygnatu wewnatrzkomérkowego [22]. Strategia
typu ,,salt-out”, wykorzystywana m.in. przez cyjanobakte-
rie zamieszkujace stodko i stonowodne siedliska, zostata
doktadnie opisana przez Hagemanna [20] w artykule doty-
czacym molekularnego podtoza przystosowywania si¢ cy-
janobakterii do r6znych warunkéw zasolenia. Warto row-
niez zauwazyC¢, iz wykorzystywany przez te organizmy
system ,,salt-out” przypomina ten wystgpujacy u hetero-
troficznych bakterii, takich jak E. coli czy Bacillus subtilis.

W przeciwienstwie do nich jednak fotoautotroficzne cyja-
nobakterie preferuja syntez¢ de novo niz pobieranie sub-
stancji osmoregulacyjnych z otoczenia, co jest zwigzane
z ich naturalnym Srodowiskiem zycia, ubogim w rozpusz-
czalne zwiazki organiczne.

Zawarto$¢ osmolitéw w komorce regulowana jest przez
ci$nienie osmotyczne. Badania wykazaty takze zasadni-
cza réznice w podatnosci na plazmoliz¢ migdzy bakteria-
mi Gram-dodatnimi (mniej podatne) i Gram-ujemnymi.
Ma to zwiazek zaréwno z odmienna budowa komorki jak
i ci$nieniem turgorowym, ktére u bakterii Gram-dodatnich
jest wyzsze. W sytuacji stresu osmotycznego bowiem bak-
terie Gram-ujemne gromadza w komorce duze ilosci glu-
taminianu potasu, podczas gdy Gram-dodatnie gromadza
proling. Przy braku stresu osmotycznego bakterie Gram-
dodatnie maja zatem duze zasoby aminokwaséw, z prze-
waga glutaminianu. Ponadto wigksze jest u nich stgzenie
jonéw K, co skutkuje utrzymaniem wyzszego turgoru ko-
morkowego [49,60].

SUBSTANCJE OSMOREGULACYINE

Substancje osmoregulacyjne odpowiadaja za utrzyma-
nie wlasciwego turgoru komorki oraz regulacje ci$nienia
osmotycznego. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze nie wszystkie
substancje osmoaktywne moga wykazywac¢ wilasciwosci
osmoregulacyjne. Wsrdd licznej grupy réznych substan-
cji organicznych do osmolitéw zaliczamy m.in. amino-
kwasy, krotkie peptydy, cukry czy alkohole wielowodo-
rotlenowe (tab. 1). Wszystkie charakteryzuja si¢ kilkoma
wspOlnymi cechami:
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1. Sa to male, amfoteryczne lub obojgtne czasteczki or-
ganiczne, dobrze rozpuszczalne w wodzie, tolerowane
przez komérke nawet w duzych stezeniach molarnych.

2. Maja niska molekularng masg czasteczkowa.

3. Nie wptywaja negatywnie na metabolizm.

4. Stabilizuja struktury biatek i bton komérkowych, nie
obnizaja jednak aktywnosci enzyméw.

5. Moga by¢ syntetyzowane de novo lub pobierane przez
komorki ze sSrodowiska.

6. Zwykle sa to produkty koricowe reakcji metabolicz-
nych, ktére dodatkowo maja wtasciwosci osmoochron-
ne w stosunku do sktadnikéw cytoplazmy.

7. Cisnienie osmotyczne wymusza w sposéb selektywny
ich kontrolowane przenikanie przez btong komdrkowa.

W zaleznos$ci od rodzaju drobnoustroju rézny jest typ
osmolitéw, mechanizm ich pobierania ze Srodowiska oraz
wplyw na wzrost i rozwéj komérki. Bakterie Gram-dodatnie
i Gram-ujemne réznia si¢ migdzy soba preferencjami co
do rodzaju gromadzonych substancji osmoregulacyjnych.
W warunkach stresu osmotycznego bakterie Gram-ujemne
magazynuja gtéwnie glutaminian oraz jony potasu, nato-
miast Gram-dodatnie akumuluja aminokwasy, zwtaszcza
proling. Brak warunkéw stresu osmotycznego wskazuje na
inne preferencje mikroorganizméw. W komérkach bakte-
rii Gram-dodatnich przewazaja wtedy jony K* oraz kwas
glutaminowy, poniewaz utrzymuja one wyzsze ciSnienie
turgorowe. W przypadku proliny i betainy na uwage za-
stuguje to, iz komorki bakterii Gram-dodatnich syntety-
zuja te substancje, podczas gdy Gram-ujemne pobieraja
ze Srodowiska zewnetrznego. Jest to zwiazane z réznym
oddzialywaniem tej substancji na rozwdj drobnoustrojéw.
Betaina stymuluje wzrost pateczek jelitowych z rodziny
Enterobacteriaceae w warunkach stresu osmotycznego
wywotanego obecnoscia KCI i NaCl, a takze sacharozy.
Z kolei stymulacja wzrostu bakterii probiotycznych z grupy
Lactobacillus i Lactococcus obserwowana jest tylko w obec-
nosci zwigkszonych stgzen soli [16,33]. Niektore klasy sub-
stancji osmoregulacyjnych sa mniej lub bardziej ograniczo-
ne do specjalnych grup mikroorganizméw. W komérkach
Archea gromadzone sa m.in.: a-glutaminian, B-glutami-
nian czy N-acetylo-B-lizyna [39]. Termofile i ekstermo-
file, zaliczane do Archea, magazynuja charakterystyczne
osmolity (DIP, DGP, MG), ktére nie odgrywaja zadnej roli
u organizmow mezofilnych. Moze to sugerowac ich silny
zwigzek z przystosowaniem si¢ do zycia w warunkach wy-
sokiej temperatury. Mechanizmy transportu i gromadze-
nia substancji osmoregulacyjnych u ekstermofilow opisuja
Pfliiger i Miiller [48]. Niezwykle interesujace wydaja si¢
réwniez badania Goha i wsp. [17], dotyczace nowo pozna-
nych substancji osmoregulacyjnych sinic pochodzacych ze
stromatolitéw wystepujacych w Australii. Gatunki, takie jak
Gleothece sp. czy Cyanothece sp. magazynuja w swoich
komorkach tlenek trimetylaminy (trimethylamine-N-oxide,
TMAO), niezidentyfikowany dotad jako osmolit u innych
mikroorganizméw. Ponadto u Plectonema sp. i Symploca
sp. opisano takze nieznane dotychczas oligosacharydy, kto-
re by¢ moze petnia jednoczesnie funkcje termoochronne.

OSMODETEKCIA | 0SMOSYGNALIZACJA

Zmiany ci$nienia osmotycznego srodowiska powoduja na-
tychmiastowa reakcje komorki bakteryjnej, ktéra przede
wszystkim stara si¢ utrzymac turgor i objgtosé, takie jak

dla normalnych fizjologicznie warunkéw zycia. Jest to moz-
liwe dzigki wyksztatceniu licznych mechanizméw osmo-
adaptacyjnych, polegajacych na odbieraniu, rejestrowaniu
i przetwarzaniu informacji o zmianach ci$nienia osmotycz-
nego Srodowiska.

Zmieniajace si¢ ci$nienie osmotyczne Srodowiska moze,
jesli wzrasta, prowadzi¢ do gromadzenia osmolitéw przez
bakterie (stres hiperosmotyczny). Spadek cisnienia osmo-
tycznego, czyli warunki stresu hipoosmotycznego, powo-
duje natomiast wyrzut syntetyzowanych wewnatrzkomor-
kowo substancji osmoregulacyjnych na zewnatrz komorki.
Bakterie moga zatem zaréwno pobierad, jak i pozbywac
si¢ osmolitéw w warunkach narazenia na dziatanie stre-
su osmotycznego.

Komorki bakterii Gram-ujemnych otoczone sa btona ko-
morkowa, cienka warstwa peptydoglikanu (mureiny) oraz
btona zewngtrzna, w ktérej zakotwiczone sg czasteczki li-
popolisacharydu (LPS). Gram-dodatnie bakterie maja grub-
sza warstwe mureiny, pozbawione sg jednak LPS. Transport
osmolitéw odbywa sig za posrednictwem swoistych biatek
btonowych reagujacych na zmieniajace si¢ warunki zasole-
nia Srodowiska. Zaréwno Bacteria jak i Archea, w wyniku
ewolucji, wyksztalcity specjalistyczne systemy pobierania
substancji osmoregulacyjnych z otoczenia. Czasteczki te
sq uwalniane do srodowiska przez rézne mikroorganizmy
z butwiejacych szczatkow roslin i zwierzat oraz produktéw
wydalania ssakow. Mechanizmy pobierania tych substan-
¢ji bardzo czgsto sa zupelnie inne od systemdéw pobierania
substancji odzywczych. Transportery osmolitow ewoluowa-
ty w kierunku wysokiego powinowactwa do pobieranego
sktadnika i sprawnosci fizjologicznej. Efektywnie funk-
cjonuja w warunkach wysokiej osmolalnosci Srodowiska
oraz duzej sity jonowej, ktére najczesciej blokuja pobie-
ranie sktadnikéw odzywczych. Mechanizmy pobierania
substancji osmoregulacyjnych sa kontrolowane na pozio-
mie genetycznym oraz enzymatycznym (aktywacja biatek
transbtonowych) [27,50]. Pod pojeciem osmosensora na-
lezy rozumie¢ biatko, ktére reaguje na zmiany potencjatu
osmotycznego Srodowiska, struktury czy sktadu komorki,
a nastgpnie generuje sygnaty wewnatrzkomoérkowe i aktywa-
cje¢ odpowiedzi osmoregulacyjnej. System osmoregulacyj-
ny pobierania i wydalania osmolitow Eubacteria obejmu-
je: transportery, kinazy histydynowe bedace sktadnikami
dwoch transkrypceyjnych systemow regulacyjnych oraz ka-
naly uaktywniane przez bodZce mechaniczne (mechano-
sensitive channel — Msc) [32].

Gléwne transportery odpowiedzialne za pobieranie substan-
cji osmoregulacyjnych, takie jak: BetP u Corynebacterium
glutamicum [38,44], ProP, ProU, BetT u E. coli czy
Yersinia enterocolitica [2] oraz OpuA, OpuC, OpuD
(Osmoprotectant uptake) u B. subtilis czy E. coli (ryc. 3),
reaguja na zmiany ci$nienia osmotycznego i aktywuja od-
powiedz osmoochronng bez udziatu innych biatek [26,30].

Roéwnowaga migdzy aktywnymi i nieaktywnymi konforma-
cjami transporterow zalezy od wiasnosci jonéw wewnatrz-
komoérkowych dziatajacych na ich cytoplazmatyczne dome-
ny C-konicowe. Jednak wtasciwy przejaw dziatania bodzca
i charakter odpowiedzi jest r6zny dla réznych transporte-
réw. Transbtonowe kinazy histydynowe reaguja na zmiany
ci$nienia osmotycznego poprzez oddziatywanie na czynniki
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Tabela 1. Substancje osmoregulacyjne wykorzystywane przez bakterie

Substancja

. Obecnosc u mikroorganizmow
osmoregulacyjna

Rola w regulagji cisnienia osmotycznego Pimiennictwo

K+ powszechne u wszystkich bakterii

jedne z gtdwnych osmolitdw wystepujacych

w cytoplazmie bakterii, utrzymuja prawidfowy
turgor komorki poprzez ciagta, czesciowa aktywacje
mechanizméw przeptywu potasu komérka sprawnie
reaguje na zmiany ci$nienia osmotycznego, K*
moga takze wptywac na synteze innych substandji
osmoregulacyjnych

[10,11],
[20,27],
[28,29]

Glutamina
i glutaminiany

bakterie Gram-ujemne; bakterie stabo lub
niehalofilne

wazne substancje osmoregulacyjne, w warunkach
hiperosmolarnych ich stezenie w komérce moze
wzrastac kilkakrotnie, utrzymuja rownowage
elektrolityczng cytoplazmy; stezenie glutaminianu

u bakterii Gram-dodatnich jest 8—10 wieksze niz

u Gram-ujemnych; u wielu bakterii w warunkach
stresu osmotycznego aktywacja syntezy glutaminianu
odbywa sie na skutek gromadzenia sie w cytoplazmie
duzychilodci K*

[10,11,50]

bakterie heterotroficzne, stabo lub
niehalofilne

Sacharoza i trehaloza

syntetyzowane przez komorke, trehaloza moze
stanowic do 20% wszystkich osmolitdw w srodowisku
otaczajacym komérke, maja wszechstronne dziatanie
w adaptacji komérki do réznych warunkéw stresu
komérkowego, takich jak: zmieniajace sie ciSnienie
osmotyczne, wysychanie, niska i wysoka temperatura,
stabilizuja btony komdrkowe i cinienie osmotyczne

[10,20,27,50,51]

Betaina (TMG, N,N,N-
trimetyloglicyna)

bakterie chemotroficzne, gtéwnie
umiarkowanie i ekstremalnie halofilne
oraz bakterie halotolerancyjne

jeden z najwazniejszych osmolitdw pobierany przez
komérki z otoczenia (z wyjatkiem cyjanobakterii,
ktdre syntetyzuja ja de novo), moze by¢ przez
bakterie otrzymywana w reakgji oksydacji choliny,
egzogenna betaina u niektérych bakterii moze
redukowac zahamowanie wzrostu spowodowane
hiperosmolarnoscia lub stymulowac oddychanie
komarkowe (bakterie halofilne) w Srodowisku

0 zwiekszonym stezeniu NaCl

[10,11,20,27,29,50]

Prolina powszechna u wszystkich bakterii,

bakterie stabo lub niehalofilne

otrzymywana przez bakterie w wyniku syntezy [10,20,22,50]
komérkowej lub pobierana z otoczenia, wytwarzanie

proliny zalezne jest od wczesniejszego stezenia jonéw

potasu, ktdre inicjuja sygnat do wzmozonej syntezy

tego osmolitu

aerobowe chemoheterotroficzne
Eubacteria, umiarkowanie i ekstremalnie
halofilne i halotolerancyjne bakterie

Ektoina

Hydroxyektoina halofilne i halotolerancyjne bakterie

Gram-dodatnie

zapewniaja znacznie skuteczniejsza ochrone enzymom
komérkowym niz inne osmolity na dziatanie roznych
czynnikdw stresu komdrkowego; w warunkach
zahamowanego wzrostu bakterii, przez ci$nienie
osmotyczne czy temperature, dodanie ektoiny znosi ten
efekt, obserwuje sie zatem silne dziatanie protekcyjne
w stosunku do biatek

[11,63]

Cholina powszechna u bakterii, takich jak £.
coli, Staphylococcus aureus, B. subtilus,
Rhizobium meliloti, Rhodobacter

sphaeroides, Vibrio costicola

w warunkach stresu osmotycznego moze by¢ [10,29]
prekursorem syntezy betainy, proces ten wymaga

dwdch etapéw utleniania dlatego cholina nie moze by¢
wykorzystywana jako osmoprotektant w warunkach

beztlenowych

Glukozyglicerol (GG)  bakterie termofilne, cyjanobakterie,

hipertermofilne Archea

syntetyzowany i gromadzony w warunkach stresu
osmotycznego, ale takze ograniczonej ilodci azotu,
kiedy gwattownie spada stezenie osmolitow
aminokwasowych — glutaminy i glutaminianu

[13,20]
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Ryc. 3. System osmorequlacyjny Escherichia coli
(wg [53] zmodyfikowany). Transport wody
odbywa sie z udziatem btonowych akwaporyn
(AgpZ). W procesie akumulacji jonéw K*
posredniczg natomiast transportery, takie
jak TrkA(G/H)SapD oraz KdpFABC. Kontrola
transkrypcji genéw kdpFABC odbywa sie
z udziatem dwuelementowego uktadu
KdpDE. Transportery ProP, ProU, BetT oraz
BetU umozliwiaja akumulacje osmolitéw
organicznych. Synteza betainy katalizowana
jest przez enzymy BetA i BetB, natomiast
synteza trehalozy przez enzymy OtsA i OtsB.
Wyptyw substancji osmoregulacyjnych odbywa
sie za posrednictwem kanatéw uaktywnianych
przez bodZce mechaniczne MscL i MscS

transkrypcyjne, ktére aktywuja geny kodujace motywy
K*ATP-azy jednego z transporteréw jondw potasu. Gtéwne
osmosensory mogg reagowac na zmiany aktywnosci wody
tak samo jak chemosensory reaguja na zmiany aktywno-
Sci ligand6w. Jednak zmiana ciSnienia osmotycznego wy-
woluje zmiany wlasciwosci komérkowych. W ten sposéb
posredni osmosensor moze wykrywac¢ zmiany cisnienia
osmotycznego aktywujac zmiany w objetosci komorki,
turgorze komérkowym, odksztatcenie btony komérkowe;j
lub zmiany w stgzeniu konkretnych substancji osmoregu-
lacyjnych, sile jonowej oraz gromadzeniu si¢ czasteczek
w cytoplazmie [65]. Obecna wiedza na temat osmosenso-
row dotyczy przede wszystkim rozpoznawania sygnaléw
z otoczenia, co jest powszechne takze dla innych sytuacji
stresu komorkowego. Ograniczona jest natomiast wiedza
na temat promotoréw gendw, genéw i kodowanych przez
nie biatek rzeczywiscie zaangazowanych w regulacje ste-
zenia soli w komorce.

Oprécz pobierania substancji osmoregulacyjnych z otocze-
nia mikroorganizmy moga, za posrednictwem endogenne;j
syntezy, magazynowac¢ osmolity w duzych ilosciach jesz-
cze przed wystapieniem warunkéw stresu osmotycznego.
Jest to reakcja przypominajaca ,,robienie zapasow”, jed-
nak moze si¢ okaza¢ wyjatkowo niekorzystna dla komor-
ki, jesli ci$nienie osmotyczne Srodowiska zamiast wzra-
sta¢, zacznie spadaé. W takiej sytuacji obserwowany jest
bardzo szybki wyptyw substancji osmoregulacyjnych ka-
natami Msc. Bialka te odgrywaja bardzo wazna role w re-
gulacji ci$nienia turgoru, ktére ma zasadnicze znaczenie
dla podziatu i wzrostu komoérek bakteryjnych. Obecnie
uwaza sig, iz czasteczki te pojawity si¢ bardzo wcze-
$nie w toku ewolucji, odgrywajac giéwna rolg w strate-
gii przetrwania mikroorganizméw, dajac poczatek podob-
nym kanatom w komérkach Procaryota i Eucaryota [35].
Najbardziej znanymi i najlepiej opisanymi kanatami typu
Msc sa biatka MscL, MscS i MscM wystepujace u E. coli
[4]. Kanaly aktywowane sa pod wplywem odksztalcern
w strukturze blony komérkowej wynikajacych ze zwigk-
szenia objetosci komarki, ktéra pobiera duze ilosci wody.

Otwarcie kanaléw wywotuje wyplyw substancji osmore-
gulacyjnych. Proces ten moze by¢ inicjowany dziataniem
bodZcéw mechanicznych lub zalezny od systemu transpor-
tu opartego na przenosnikach [55].

PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE CZASTECZEK OSMOREGULACYJNYCH

Neutrofilne, halofilne oraz haloalkalofilne bakterie sa pro-
ducentami zaréwno alkalicznych enzyméw jak i organicz-
nych czasteczek osmoregulacyjnych. Swoisty charakter
tych zwiazkéw czyni je niezwykle cennymi narzedziami
w wielu dziedzinach nauki i przemystu, takich jak biotech-
nologia, kosmetologia, medycyna, farmacja czy agrokul-
tura [11,15]. Bakterie te do osiagnig¢cia rownowagi osmo-
tycznej w Srodowiskach o duzym zasoleniu syntetyzuja
znaczne ilosci osmolitéw, takich jak: ektoina, betaina czy
hydroksyektoina. Poddajac komérki dziataniu szoku hi-
perosmotycznego na skalg przemystowa mozna wywotac
u nich szybkie uwalnianie duzych iloSci substancji osmo-
regulacyjnych [15].

Wykorzystanie czasteczek osmoregulacyjnych w biotech-
nologii zwigzane jest gléwnie z ich zastosowaniem w no-
woczesnych systemach buforujacych do ochronny aktyw-
nosci komercyjnie stosowanych enzyméw. Jako przyktad
mozna wymieni¢ dziatanie ektoiny oraz hydroksyekto-
iny [42]. Obie substancje stabilizuja kwasy nukleinowe
oraz liczne labilne enzymy in vitro, co znacznie wydtuza
ich czas dziatania. Ponadto chronia enzymy przed dziata-
niem wysokiej i niskiej temperatury, wysychaniem, a tak-
ze wplywem wolnych rodnikéw tlenowych i promieniowa-
niem. Te ostatnie maja ogromne znaczenie w kosmetologii,
wykazano bowiem ochronne dziatanie ektoiny na komérki
ludzkiej skéry poddane szkodliwemu dziataniu promienio-
wania ultrafioletowego. Ochronne dziatanie ektoiny i hy-
droksyektoiny w stosunku do enzyméw zauwazono takze
w procesach fermentacyjnych, zwtaszcza u bakterii kwa-
su mlekowego [34]. Znakomitymi stabilizatorami enzy-
moéw, m.in. dehydrogenazy mleczanowej czy biatek z gru-
py reduktaz, sa réwniez ujemnie natladowane czasteczki
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glukoglicerolu i glukoglicerynianu szeroko rozpowszech-
nione i pozyskiwane z bakterii (hiper)termofilnych [56].

Ogromne znaczenie ektoiny w medycynie przypisuje si¢
jej wlasciwosciom przeciwzapalnym oraz przeciwwiruso-
wym. Najwigkszymi producentami ektoiny oraz hydrok-
syektoiny sa o- oraz y-Proteobacteria i Actinobacteridae,
np. Halomonas elongata czy Chromohalobacter selexigens
[47,57]. Ponadto wykazano, ze ektoina chroni btony ko-
morkowe przed uszkodzeniami spowodowanymi dziata-
niem surfaktantéw. Jak si¢ okazuje miejscowe zastoso-
wanie emulsji wodnych z dodatkiem ektoiny zmniejsza
narazenie skory na wysychanie, co §wiadczy o jej nawil-
zajacych wilasciwosciach. Ze wzgledu na wyjatkowa ak-
tywno$¢ wigzania wody ektoina moze by¢ szczegdlnie
przydatna w zapobieganiu utraty wody w suchej i atopo-
wej skorze, w odzyskaniu zdrowego wygladu skory i za-
pobieganiu jej starzenia si¢ [18].

Organiczne czasteczki osmoregulacyjne, takie jak be-
taina znane sa ze swoich wilasciwosci krioochronnych.
Z tego wzgledu znalazly zastosowanie jako stabilizato-
ry w procesie zamrazania i dlugoterminowego przecho-
wywania komoérek mikroorganizmdéw. Ich dziatanie moze
by¢ skuteczniejsze niz powszechnie stosowanych albumi-
ny czy mieszanki trehalozy i dekstranu [9]. Betaina sto-
sowana jest takze w terapii kompleksowej choréb uktadu
krwiono$nego, a takze schorzen o podtozu neurologicz-
nym i psychicznym. Obniza prawdopodobiefistwo wysta-
pienia ataku serca, zatoru, udaru czy choréb obwodowych
naczyn krwionosnych [62].

Ciekawym zagadnieniem wydaje si¢ zastosowanie cza-
steczek osmoregulacyjnych w rolnictwie. Okazato sig, iz
efekt dziatania osmolitéw nie jest swoisty gatunkowo, co
pozwala na swobodne wprowadzenie systemu osmoregu-
lacyjnego do komdrek roslin. Préby takie zostaty juz pod-
jete w stosunku do gendw ektoiny i betainy, ktérymi trans-
formowano rosliny niehalofilne, zwigkszajac w ten sposéb
ich odpornos¢ na stres osmotyczny sSrodowiska czy wptyw
niskiej temperatury [8,46,54].

WhPLYW CISNIENIA 0SMOTYCZNEGO NA PRZEZYWALNOSG
1 STRUKTURY KOMORKOWE BAKTERII

Btony biologiczne sa bardziej przepuszczalne dla wody
niz dla wigkszosci substancji rozpuszczonych, dlatego
stezenie tych substancji w otoczeniu ma ogromny wptyw
na komoérki zywe. W komoérkach poddawanych dziataniu
stresu osmotycznego moga si¢ uaktywnia¢ dwa mechani-
zmy reakcji. Pierwszy dotyczy pasywnego wyplywu wody
z komorki, powodujacego spadek cisnienia osmotycznego
i w efekcie Smieré komorki. Dochodzi bowiem do zmniej-
szenia objetosci komérki spowodowanej redukcja objetosci
cytoplazmy. Drugi mechanizm, uruchamiany gdy spadek
potencjalu wody nie jest zbyt duzy, polega na aktywacji
systemu osmoregulacyjnego komorki. Nastgpuje szybka
synteza osmolitéw, zmianie ulega przepuszczalnos¢ bto-
ny komoérkowej, co prowadzi do poboru wody z otoczenia.
Na przyktad u E. coli jest to kontrolowane gromadzenie
jonéw K*, a nastgpnie akumulacja organicznych czaste-
czek proliny i/lub betainy. Ta biologiczna odpowiedZ po-
zwala komoérce na przywrdcenie objetosci, jesli nie do-
szto do uszkodzenia btony komérkowej. Uszkodzenia takie

stanowig bowiem gtéwny skutek dziatania stresu osmotycz-
nego, ale réwniez innych czynnikéw srodowiskowych, ta-
kich jak temperatura czy cisnienie osmotyczne. Komorki
E. coli poddawane dziataniu stresu osmotycznego, wywota-
nego stgzeniem glicerolu, wykazywaly zmiany zywotnosci
w zaleznos$ci od wielkosci ci$nienia osmotycznego i tem-
peratury. Zwigkszajace si¢ ciSnienie osmotyczne z 26 do
ponad 133 MPa powodowato spadek zywotnosci komérek
z ponad 80 do 10%. Najlepiej tolerowane zmiany cisnie-
nia osmotycznego miescily si¢ w zakresie 1,38-35 MPa.
Kombinacja dziatania ci$nienia osmotycznego i tempera-
tury (4, 10, 30 i 37°C) miata zréznicowany wptyw na ko-
morki. W przedziale 1,38—35 MPa temperatura wpltywa-
a na przezywalnos¢ komoérek mikroorganizméw, wyzsze
wartos$ci ci$nienia (>35 MPa) i temperatury drastycznie
ograniczaty jednak ich wzrost. Ciekawe sg rowniez obser-
wacje, z ktérych wynika, ze przy bardzo wysokich war-
toSciach cis$nienia osmotycznego (82—133 MPa) i niskiej
temperaturze (4—10°C) zywotno$¢ bakterii jest utrzymy-
wana na poziomie ponad 10%, spada natomiast wraz ze
wzrostem temperatury [37].

Do prawidlowego funkcjonowania komoérki oraz ochro-
ny przed $miercia mikroorganizmy utrzymuja réwno-
wage miedzy dehydratacja a rehydratacja, poniewaz zy-
wotno$¢ bakterii jest znacznie lepsza, kiedy procesy te
przebiegaja stopniowo i powoli. Gwattowne zmiany wy-
wotywane szokiem osmotycznym moga prowadzi¢ m.in.
do zmian w strukturze fosfolipidowej btony komérkowe;j
[5]. W strukturze btony komdérkowej wigkszosci bakterii
wystepuja amfoteryczne i anionowe fosfolipidy, takie jak
fosfatydyloetanolamina i fosfatydyloglicerol oraz difosfa-
tydyloglicerol (kardiolipina). Poddanie bakterii dziataniu
stresu osmotycznego, wywolanego dzialaniem réznych
stgzen soli, powoduje zmiany w proporcji migdzy dwoma
rodzajami fosfolipidéw btonowych. Nast¢puje gwattow-
ny wzrost zawartosci czasteczek anionowych i jednocze-
sny spadek fosfolipidéw amfoterycznych. U E. coli stres
osmotyczny wywotany dziataniem elektrolitéw i nieelek-
trolitéw, powoduje wzrost zawartosci kardiolipiny a spa-
dek fosfatydyloetanolaminy. Zmiana zawartosci frakcji
fosfolipidowej btony ma takze bezposredni wptyw na ak-
tywacje i funkcjonowanie transporteréw btonowych np.
ProP [53]. Badania Mille i wsp. [37] wykazaty, iz komor-
ki E. coli pod wptywem wysokiego ciSnienia osmotycz-
nego 2640 MPa wykazuja drastyczny spadek objetosci
komoérki na skutek mechanicznych uszkodzer btony ko-
morkowej i deformacji kurczacej si¢ komérki. Zmiany na
powierzchni komorki, takie jak pecherzykowatos¢ btony,
byly nieodwracalne, kiedy dehydratacja a nastgpnie rehy-
dratacja przebiegaly gwaltownie.

Czynniki Srodowiska zycia bakterii, takie jak temperatu-
ra, pH, ci$nienie osmotyczne, wyczerpanie sktadnikéw od-
zywczych oraz obecnos¢ czasteczek toksycznych badZ ha-
mujacych wzrost (np. antybiotyki), moga mie¢ niekorzystny
wplyw na rozwéj komorki. Moze sig to przejawia¢ w zaha-
mowaniu wzrostu lub nawet Smierci komérki. Badania gru-
py McMahona [36] wykazaly, iz stres osmotyczny (>4,5%
zasolenia) oraz niskie pH (<5) prowadza do wzrostu anty-
biotykoopornosci patogenéw pokarmowych, takich jak E.
coli, Salmonella enterica czy S. aureus. Redukcja dziatania
czynnika stresowego pozwalata na utrzymanie braku wrazli-
wosci na antybiotyki, co sugeruje, ze dziatanie subletalnych
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warunkow stresowych indukuje stabilny wzrost lekoopornosci.
W praktyce moze to oznaczad, ze zastosowanie subletalnych
(ograniczajacych wzrost), bardziej niz letalnych (b6jczych)
warunkow konserwujacych, moze prowadzi¢ do rozwoju
lekoopornosci wsréd znanych patogendw zywnosciowych.

PobsumowaNIE

Wzrost i rozmnazanie sie bakterii w warunkach zmienne-
go cisnienia osmotycznego Srodowiska zalezne sa od dzia-
tania wielu czynnikéw. Jednym z najwazniejszych mecha-
nizméw osmoregulacyjnych, pozwalajacych na adaptacje

PismiennicTWO

do nowych warunkéw zewngtrznych, jest gromadzenie
swoistych substancji osmoregulacyjnych, tzw. osmolitow.
Obecnie opisanych jest wiele mechanizméw osmoregula-
cyjnych oraz biatek zaangazowanych w aktywny transport
osmolitéw do komérki. Znajomos¢ wptywu czynnikéw
Srodowiskowych, zwlaszcza ciSnienia osmotycznego, na
bakterie pozwala na ich odpowiednie wykorzystanie, m.in.
w przemysle biotechnologicznym czy spozywczym. Dzigki
sprawnej regulacji dzialania danego parametru mozna do-
ktadnie kierowac szybkoscig podziatéw komérkowych, de-
cydowac o zabiciu komorki, ale takze kontrolowaé prze-
bieg wielu réznych reakcji enzymatycznych.
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