Adres do korespondencji

Justyna Sadowska,
Katedra Biotechnologii

i Mikrobiologii Zywnosci,
Uniwersytet Przyrodniczy,
ul. Wojska Polskiego 48,
60-627 Poznaii;

e-mail:
justynasad@gazeta.pl

PRACE PRZEGLADOWE

biotechnologia
4 (87) 115-132 2009

Odpowiedi komoérkowa bakterii
kwasu mlekowego na stresy
Srodowiskowe

Justyna Sadowska, Wtodzimierz Grajek

Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci,
Uniwersytet Przyrodniczy, Poznan

Lactic acid bacteria cellular responses for enviromental stress
Summary

Lactic acid bacteria (LAB) constitute a heterogeneous group of bacteria that
are traditionally used to produce fermented foods. The industrialization of food
biotransformations increased the economical importance of LAB. The develop-
ment of new applications such probiotic foods reinforces the need for robust
LAB. They have to survive in the digestive tract, and express specific functions un-
der conditions that are unfavorable to growth. A better understanding of the
mechanisms of stress resistance and LAB cellular responses should allow to pre-
pared these bacteria for industrial processes. Range of examples of diferent
enviromental stress, related genes and molecular mechanisms of the stress re-
sponses are presented.
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1. Wstep

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) stanowig ztozona grupe mi-
kroorganizméw, ktérych wspolng cechg jest zdolnos¢ do beztle-
nowej fermentacji mlekowej. Do tej grupy bakterii zaliczamy
gramdodatnie ziarniaki z najczesciej wykorzystywanych przemy-
stowo rodzajow: Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Oenococcus i Pediococcus oraz gramdodatnie, nieprzetrwalnikuja-
ce pateczki z rodzaju Lactobacillus i Carnobacterium, a takze zali-
czane do tej grupy, z uwagi na typ metabolizmu, bakterie z rodzaju
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Bifidobacterium (1). Aktualnie trwajg intensywne prace nad przygotowaniem nowej
klasyfikacji opartej na analizie genetycznej. Mikroorganizmy te r6znig si¢ wyma-
ganiami odzywczymi, rodzajem produkowanych metabolitéw, tolerancjg na kwas
mlekowy i temperature hodowli. Wéréd nich wystepuja gatunki termofilne i mezo-
filne. Wiekszos¢ z nich nalezy do wzglednych beztlenowcéw, cho¢ mozna spotkaé
takze gatunki bezwzglednie beztlenowe. Ich naturalnym srodowiskiem wystepo-
wania jest biomasa roslinna, mleko ssakéow oraz przewo6d pokarmowy cztowieka
i zwierzat.

Bakterie kwasu mlekowego sg wykorzystywane nie tylko do produkgcji kwasu
mlekowego, polimeréw wytwarzanych na bazie polilaktydu, rozpuszczalnikéw farb,
np. mleczany etylu, zywnos$ci fermentowanej, ale coraz czeSciej do produkgji hete-
rologicznych biatek i lekow.

Prowadzenie intensywnych proceséw fermentacyjnych w skali wielkoprzemysto-
wej generuje stresy srodowiskowe wynikajgce ze stosowania stezonych brzeczek
fermentacyjnych (stres osmotyczny), duzego stezenia koncowych metabolitéw
(stres kwasowy), zmian temperatury w trakcie hodowli (stres termiczny), wprowa-
dzania nowych rodzajow pozywek, np. hydrolizatéw ligninocelulozowych (stres
toksyczny), powstawania reaktywnych form tlenu w obecnosci jonéw metali (stres
oksydacyjny), deficytu niektoérych sktadnikéw pozywek (stres glodowy) i z powodu
wystepowania innych niekorzystnych czynnikéw srodowiskowych. Oprécz wymie-
nionych streséw nalezy zwrdécic takze uwage na stres mechaniczny wynikajacy z kon-
taktu komérek z ruchomymi elementami urzadzen. Wymienione czynniki stresotwor-
cze mogg wystepowac samodzielnie, jednak w wiekszosci przypadkow wystepuja
jako stres wieloczynnikowy.

Uzyskanie odpowiednio wysokiej przezywalnosci komérek w warunkach streso-
wych wymaga stosowania wyselekcjonowanych i odpornych na stresy szczepéw
przemystowych. Pozyskanie takich szczepoéw wymaga zastosowania diugotrwatej
i ztozonej procedury skriningowej. Wielka pomoca w tym postepowaniu jest dobra
znajomo$¢ mechanizmoéw adaptacji drobnoustrojéow do stresow srodowiskowych
i umiejetne ich wykorzystanie w procedurze selekcyjnej. Znajomos¢ odpowiedzi ko-
morkowej na czynniki zewnetrzne ufatwia wybor wtasciwych szczepow dla okreslo-
nych proceséw biotechnologicznych i odpowiadajacych im specyficznych warunkow
hodowli.

Reakcjom mikroorganizméw na negatywne oddzialywania srodowiska poswie-
cona jest bogata literatura naukowa. Dzieki rozleglym badaniom poznawczym nie-
ktore z tych mechanizméw catkowicie wyjasniono, jednak wiele z nich wcigz wyma-
ga glebszej analizy.

Celem tej pracy jest przedstawienie stanu wiedzy na temat mechanizméw odpo-
wiedzi komoérek bakterii mlekowych na gtéwne czynniki stresowe wystepujgce
w przemystowych procesach produkcyjnych i wskazanie mozliwo$ci wykorzystania
tej wiedzy w procedurach skriningowych.
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2. Odpowiedi na stres kwasowy

Bakterie kwasu mlekowego metabolizujg sacharydy na drodze cyklu Embde-
na-Mayerhofa (homofermentacja) lub szlaku fosfoketolazy pentozowej z cyklu hek-
sozomonofosforanowego (heterofermentacja), ktérych koncowym produktem jest
kwas mlekowy. Wydzielanie tego metabolitu do pozywki zwieksza szybko kwaso-
wosc¢ srodowiska hodowlanego i tym samym pogarsza warunki funkcjonowania ko-
moérek. W zalezno$ci od gatunku bakterie te produkuja od 0,6 do 3% kwasu mleko-
wego.

Wiekszos$¢ bakterii mlekowych, z wyjatkiem bakterii z rodzaju Lactobacillus,
Leuconostoc oraz Oenococcus, nalezy do organizmoéw obojetnolubnych. Optymalny za-
kres pH dla ich wzrostu waha sie w zaleznos$ci od gatunku od 5 do 9 (2). Wartosci
tolerancji na wysokie stezenie jonéw wodorowych sa nizsze o 3-4 jednostki w po-
rownaniu do warto$ci pH mierzonych w warunkach optymalnych (1).

Wplyw srodowiska kwasowego na fizjologie bakterii mlekowych nie jest jeszcze
szczeg6lowo wyjasniony. Wiadomo jednak, ze niektére kwasy organiczne, do kto-
rych nalezy kwas mlekowy, mogg biernie przenikna¢ przez btone komérkowa do
wnetrza mikroorganizmu. W cytoplazmie zostaja zdysocjowane na protony i po-
chodne giéwnego zwigzku, dla ktoérych btona komorkowa jest nieprzepuszczalna.
Akumulacja protonéw w cytoplazmie moze obnizy¢ pH wewnatrzkomérkowe i dzie-
ki temu bezposrednio wplywac na potencjat transmembranowy (ApH) biorgcy udziat
w procesach transportu. Zakwaszenie $rodowiska wewngtrzkomérkowego moze
doprowadzi¢ do uposledzenia mechanizméw enzymatycznych, uszkodzen wewnatrz
tancuchéw DNA jak i spowodowac denaturacje biatek (3), stad komérka stara sie wy-
dala¢ protony do pozywki.

Na wzrost kwasowosci srodowiska bakterie mlekowe reaguja w dwojaki sposob,
uzalezniony od aktualnej fazy wzrostu drobnoustrojéw. Podczas logarytmicznej fa-
zy wzrostu bakterie uruchamiajg odpowiedz komérkowa zwang ATR (ang. Acid-Tole-
rance Response), zwigzana z synteza tzw. biatek szoku kwasowego (ASPs, ang. Acid-
-Shock Proteins), za$ po wejsciu w stacjonarng faze wzrostu mikroorganizmy odpo-
wiadaja ,,0g6lna odpowiedzia na stres” (GSR, ang. General Stress Response), wyste-
pujaca takze podczas dziatania innych czynnikow stresowych, np. podczas niedobo-
ru sktadnikéw pokarmowych. Wcigz nie wiadomo, czy odpowiedzi te dziafajg nieza-
leznie, czy tez czeSciowo sie pokrywajg (4).

Wiekszos$¢ szczepoéw LAB uruchamia system odpowiedzi ATR pozwalajgcy im
przetrwac nie tylko w subletalnym srodowisku kwasowym, lecz réwniez podczas
dziatania stresu oksydacyjnego, szoku zwigzanego z wysoka temperaturg lub stresu
osmotycznego (5).

Efekt dziatania ATR jest r6zny w obrebie gatunkow i szczepdow, nie chronigc tym
samym mikroorganizméw przed stresem w identyczny sposob (6).

W celu wyjasnienia mechanizméw odpowiedzi ATR prowadzono badania nad
mutantami genetycznymi komoérek Lactobacills sanfranciscensis CB1, charakteryzu-
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jacymi sie kwasoodpornoscig. Podczas procedur analitycznych, gléwnie elektrofore-
zy dwukierunkowej, wykazano pojawienie sie 15 nowych biatek szoku kwasowego.
Pomimo szczego6towych badan udato sie scharakteryzowac zaledwie kilka z nich (7).
Dopiero w badaniach prowadzonych nad komoérkami Lactococcus lactis, poddawa-
nych dziataniu pH o wartoSciach 5,5 oraz 4,5, wykryto synteze 33 biatek, posrod
ktorych znajdowaly sie biatka dysmutazy ponadtlenkowej czy LuxS, indukowane
podczas stresu oksydacyjnego, biatka szoku cieplnego nalezace do regulonéw CtsR,
ClpP, CIpE, HrcA oraz DnakK, GroEL, GroES, GrpE (4,8).

Stres kwasowy powoduje akumulacje protonéw w cytoplazmie komérki bakte-
ryjnej, obnizajgc pH wewnatrzkomérkowe oraz bezposrednio wptywa na potencjat
transmembranowy bioracy udziat w procesach transportu. Bakterie kwasu mlekowe-
go potrafig utrzymac gradient potencjaiu blonowego pomimo niskich wartosci pH
srodowiska. Niektore bakterie utrzymujg pH wewngtrzkomorkowe (pHi) w grani-
cach wartos$ci obojetnych, az do przekroczenia przez Srodowisko hodowlane kry-
tycznej wartos$ci pH, po ktérej wartos¢ pHi zaczyna gwattownie malec¢ (9), lub za-
chowujg stalg warto$¢ réznicy pH wewnatrzkomérkowego i Srodowiska hodowlane-
go na poziomie 0,7 jednostki (10). Na wartos¢ pHi wplywa ponadto rodzaj zwiazku
chemicznego obnizajgcego pH sSrodowiska. Potwierdzaja to badania nad komoérkami
Lactococcus lactis, ktore poddane dziataniu HCI (z pH 6,75 do 5,0) tagodnie reduko-
waly wartos¢ pHi z 7,0 do 6,0, za§ wystawione na dzialanie kwasu mlekowego
zmniejszaly wartosci pHi liniowo z 7,0 do 5,25 (10,11).

W badaniach przeprowadzonych nad stresem kwasowym udowodniono istnienie
kilku mechanizméw odpowiadajgcych za utrzymanie transbtonowego gradientu pH
i potencjatu transbtonowego.

Pierwszg powierzchnig kontaktu komérki ze srodowiskiem zewnetrznym i wy-
stepujgcym w nim czynnikiem stresowym jest btona komérkowa. W przypadku ko-
moérek bakterii mlekowych poddawanych dziataniu stresu pH, bardzo istotny jest
sktad chemiczny $cian komérkowych. Potwierdziono to w badaniach prowadzonych
przez Raull i in. (12) nad komérkami L. lactis, w ktérych zmiany w syntezie peptydo-
glikanu powodowaty wzrost wrazliwosci na zakwaszenie $rodowiska.

Jednym z giéwnych mechanizméw umozliwiajacym przetrwanie mikroorgani-
zmom mlekowym w kwasnym Srodowisku jest dziatalno§¢ FOF1-ATPazy, enzymu od-
powiedzialnego za utrzymanie prawidiowego potencjatu btonowego. Jego aktyw-
nos$¢ znacznie wzrasta w $rodowisku o niskiej wartosci pH. Dzieki energii pocho-
dzacej z hydrolizy ATP enzym ten bierze udzial w czynnym wyrzucaniu protonéw
z komorki (13). ATPaza zbudowana jest z domeny FO oraz z domeny F1. Domena FO
jest kanalem protonowym przechodzacym przez calg szerokos¢ btony, zas domena
F1 odziatuje z cytoplazmatyczng strong FO, jak rbwniez zawiera miejsca katalitycze,
w ktorych syntetyzowany jest ATP. Domena FO obraca sie wzgledem domeny F1
w czasie translokacji protonow.

W prowadzonych doswiadczeniach nad bakteriami mlekowymi posiadajacymi
mutacje w obrebie genu odpowiedzialnego za FOF1-ATPaze, wystawionymi na dzia-
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fanie kwasnego srodowiska, wykazano zmniejszenie szybkos$ci wzrostu badanych
organizméw (14). Ponadto udowodniono, ze enzym ten petni zasadniczg role dla
wzrostu komorek L. lactis (14).

Dotychczas opisano kilka operonéw kodujacych FOF1-ATPaze (ATP-operon) oraz
sekwencji ATP (14,15). Geny odpowiedzialne za dzialanie enzymu utrzymujacego
prawidtowy potencjal btonowy koduja pie¢ podjednostek cytoplazmatycznego kom-
pleksu F1 (q, fi, 5, y, e) oraz trzy jednostki (a, b, c) tworzace kanal przeptywu proto-
now FO. W r6znorakich doswiadczeniach prowadzonych nad odpowiedzia komor-
kowg na stres wywotany zakwaszeniem srodowiska bardzo czesto wykazywano po-
wigzanie ze wszystkimi, badZ niektérymi podjednostkami kompleksu F1 (16).
Quivey i in. (17) oraz Martin-Galiano i in. (18) donoszg, ze w poréwnaniu z innymi
bakteriami, genetyczna organizacja operonéw ATP bakterii mlekowych rézni sie
miedzy sobg, jednak wciaz nie wiadomo, z czego ta réznica wynika. Koebman (14)
wykazat, ze bakterie L. lactis z nieefektywnie dzialajgcym systemem FOF1-ATPazy
nie byty zdolne do formowania koloni przy pH 7,0. Na podstawie tej obserwacji su-
geruje sie, ze wydalanie kwasu mlekowego z komoérki przy naturalnym pH nie do-
starcza wystarczajgcej ilosci energii potrzebnej do wzrostu komérkowego. Innym
enzymem odpowiedzialnym za transport kationéw oraz wymiane jonéw K* na H*
podczas dziatania stresu kwasowego jest K -ATPaza. Jonowymienno$¢ zamienia
potencjal transmembranowy tworzony przez K*-ATPaze na ApH, co pozwala ko-
moérce utrzymac stan homeostazy (18).

Kolejnym mechanizmem pozwalajagcym utrzymaé wewnatrzkomoérkowa réwno-
wage pH jest deaminacja argininy do ornityny, amoniaku, karbamoilofosforanu oraz
ditlenku wegla. Pozwala to na uzyskanie 1 mola ATP przypadajacego na 1 mol prze-
ksztatconej argininy. Reakcja grupy amonowej (NH4 ") z jonami wodoru pomaga zal-
kalizowa¢ srodowisko hodowlane, za§ wytworzenie ATP umozliwia wydalanie pro-
tonow z komorki przez FOF1-ATPaze (19). W do$wiadczeniach prowadzonych przez
Arena i in. (20) na komorkach Lactobacillus hilgaedii X1B wykazano, ze za prze-
ksztalcenia argininy odpowiedzialne sg 3 enzymy (deiminaza argniny, karbamoilo-
transferaza ornitynowa oraz kinaza karbinianowa) kodowane przez geny arcABC.

Waznym elementem systemu pozwalajacego utrzymac integralno$¢ bton komoér-
kowych podczas dziatania stresu kwasowego jest matle biatko szoku cieplnego
(smHSP, ang. Small Heat-Shock Protein), Lo 18, biorace udziat w stabilizacji bton pod-
czas dziatania czynnikow stresowych. Biatko to ulega pobudzeniu podczas dzialania
stresOw zarowno temperaturowych, etanolowych, jak i podczas stresu pH, zas jego
ekspresja jest wywolana poprzez zmiany w plynnosci membran (21). Innym biatkiem
biorgcym udziat w ochronie komérek bakterii mlekowych przed kwasnym $rodowi-
skiem jest biatko Ffh, ktore uczestniczy w transporcie komoérkowym (22). Dodatko-
wo oba biatka funkcjonuja w komorkach bakterii mlekowych jako biatka opiekun-
cze, ulatwiajace wtasciwe fatdowanie i ponowne zwiniecie biatek zdenaturowanych
warunkami stresowymi. W badaniach nad ATR oraz szokiem cieplnym wykazano, ze
chaperony szoku cieplnego sa zawsze uruchamiane podczas stresu pH (16).
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Wzrost kwasowosci srodowiska wewnatrzkomoérkowego powoduje uszkodzenia
w tancuchu DNA, szczegélnie w purynach i pirymidynach. Komorki L. lactis naswie-
tlane promieniowaniem UV zwiekszaty swoja odpornos$¢ jednoczesnie na kilka stre-
séw, w tym na stres spowodowany zmianami stezenia jonéw wodorowych (23). Pro-
mieniowanie UV uruchomito rowniez cztery biatka, ktére odpowiadajg za adaptacje
do $rodowiska kwasowego. Moze to sugerowac, ze ATR bierze udzial w naprawie
uszkodzen w fancuchach DNA spowodowanych promieniowaniem ultrafioletowym
(24).

Niektére mechanizmy wewnatrzkomoérkowe moga rowniez odgrywac¢ wazng role
w tolerancji na stres kwasowy, a przypuszczalnie rowniez na inne stresy. Poolman
i in. udowodnili, ze niskie pH zmniejsza aktywno$¢ transporteréw fosforu (25). Po-
twierdzili to Raull i in. (26), ktérzy wykazali, ze komorki L. lactis z uszkodzonym
transporterem o wysokim powinowactwie do fosforu (pst operon) charakteryzuja sie
tolerancja na nadtlenek wodoru oraz odpornoscig na kwasne srodowisko. Na pod-
stawie wykonanych doswiadczen sugeruje sie, ze regulacja genoéw transportu fosfo-
ru moze odgrywa¢ wazng role w ATR. W komorkach L. lactis inaktywacja genow
guaA, syntetazy GMP i (p)ppGpp oraz relA zwieksza tolerancje na zakwaszenie $ro-
dowiska, szok cieplny oraz na warunki niedoboru sktadnikow pokarmowych,
w szczegolnosci glukozy (26).

Dzieki analizom biochemicznym, proteomicznym lub genetycznym wykazano,
ze odpowiedz komorkowa na stres kwasowy jest ztozonym procesem opierajgcym
sie na kilku mechanizmach i syntezie ré6znorodnych biatek.

3. Odpornos¢ na stres osmotyczny

Jednym z wyznacznikéw, a zarazem warunkow determinujacych prawidiowe
dziatanie komérki, jest ciSnienie wewnatrzkomérkowe (tzw. turgor). Jest to aktual-
ne ci$nienie wywierane na warstwe peptydoglikanowa, spowodowane r6znicg po-
tencjalu chemicznego pomiedzy cytoplazma a otoczeniem. Jest ono regulowane
przez kontrole ilosci zawartych w cytoplazmie specyficznych substancji osmoaktyw-
nych. Cisnienie to ma warto$¢ dodatnia, zatem dla jej utrzymania komoérka musi
utrzymywac¢ pewng nadwyzke potencjalu osmotycznego. Oznacza to, ze stezenie
substancji osmotycznie aktywnych we wnetrzu komorki musi by¢ nieco wyzsze niz
w otaczajacym ja Srodowisku. Dzieki temu btona cytoplazmatyczna $cisle przylega
do $ciany komoérkowej, podtrzymujgc jednoczesnie sztywno$¢ komorki. Wynika
z tego, ze dla utrzymania turgoru komoérka musi regulowacé cisnienie w swym wne-
trzu tak, aby byto ono nieco wyzsze od ci$nienia osmotycznego w otoczeniu. Zada-
nie to jest tym trudniejsze, ze warunki srodowiskowe moga podlegac ciaglym zmia-
nom (27).

Bakterie aktywnie reaguja na zmiany zachodzace w ich otoczeniu, w tym na stres
osmotyczny. Reakcja ta jest zwykle nazywana osmoregulacjg lub osmoadaptacja. Ma
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ona na celu utrzymanie turgoru i objetosci komérki w normalnych, fizjologicznie
okreslonych granicach.

Z utrzymaniem turgoru wigze sie rowniez pojecie wrazliwo$ci osmotycznej, ro-
zumianej jako mechanizm odbierania, rejestracji i przetwarzania sygnatow powodo-
wanych zmianami ci$nienia osmotycznego Srodowiska. Polega ona na wykrywaniu
zmian naprezenia lub rozciggniecia btony cytoplazmatycznej i przetwarzaniu ich da-
lej na sygnal uruchamiajgcy odpowiednie procesy biochemiczne, na przyktad pro-
wadzace do autofosforylacji odpowiedniego czynnika transkrypcyjnego. Receptory
komoérkowe mogg rejestrowac wiele sygnaléw zwigzanych z takimi parametrami,
jak: cisnienie hydrostatyczne, osmolalno$¢, potencjat jonowy czy koncentracja po-
szczegblnych molekut sygnatowych (27). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze mechanizmy
te wcigz jeszcze naleza do stabo poznanych.

Stres osmotyczy wywiera na komoérki mikroorganizméw bardzo niekorzystny
wplyw. Aby utrzymaé aktywnos$¢ biologiczng bakterie wytworzyly odpowiednie me-
chanizmy regulacji. Jedna z pierwszych odpowiedzi na szok osmotyczny jest pobie-
ranie ze $rodowiska i akumulacja w komorce jonoéw potasu, co pozwala na odbudo-
wanie i utrzymanie odpowiedniego turgoru. Zawarto$¢ potasu w komorkach jest
$cisle zwigzana z osmolalnoscig podioza hodowlanego, choé, jak dowiedziono, szcze-
py bakterii mlekowych L. plantarum i L. lactis nawet w warunkach niskiej osmolalno-
$ci utrzymuja stosunkowo wysokie, raczej stale stezenie jonow potasu (27). Wynika
to stad, ze bakterie L. plantarum nie majg silnie rozwinietych mechanizmoéw osmo-
adaptacyjnych pozwalajacych na szybkg akumulacje dodatkowych jonéw K* lub
Na™ (28), stanowiacych pierwsza odpowiedz na stres osmotyczny.

Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze bakterie mlekowe, w przeciwienstwie do wielu in-
nych grup drobnoustrojoéw, nie posiadajg lub majg bardzo ograniczone zdolnosci do
syntezy substancji osmoregulacyjnych, co rowniez zmusza je do ich pobierania
z pozywki. Substancje osmoregulacyjne, poza regulacjg ciSnienia osmotycznego,
moga réowniez dziata¢ stabilizujgco na enzymy i inne makromolekuty (29). Dzieki
temu moga chroni¢ komoérke nie tylko w warunkach wzrostu ci$nienia osmotyczne-
go, ale i w przypadku wzrostu temperatury, zamarzania, czy wysuszenia (30).

Jedna z najwazniejszych i najwczesniej opisywanych substancji osmoregulacyj-
nych jest betaina. Jej ochronny wptyw potwierdzono m.in. dla takich gatunkow bak-
terii mlekowych, jak: L. lactis, L. plantarum i Lactobacillus acidophilus (31-33). Stwier-
dzono takze, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus, hodowane na pozywkach o podwyz-
szonym ci$nieniu osmotycznym, znoszg wyzsze stezenia soli, jesli pozywka zawiera
dodatek betainy. Podobny wplyw na komorki bakterii mlekowych wywiera glicyna,
ktorej obecnos¢é w pozywce razem z betaing powoduje zmniejszong aktywacje gro-
madzenia glutaminy (34). Kilstrup i in (35) zaobserwowali, ze obecnos$¢ betainy
w pozywce zminimalizowata efekt letalny komorek L. lactis o 50%, wywotany obec-
noscia 2,5% NaCl. W badaniach nad wptywem substancji wywolujacych szok osmo-
tyczny, takich jak KCI, NaCl, sacharoza, czy laktoza, wykazano, ze obecnos¢ KCl lub
NaCl hamuje silniej wzrost bakterii, niz to samo stezenie sacharozy lub laktozy. Wy-
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wierany efekt ochronny betainy byt widoczny tylko w przypadku soli mineralnych,
co mozna wyttumaczy¢ faktem, ze cukry wywotuja tylko przejsSciowg adaptacje
osmotyczng, poniewaz ich stezenie wewnetrzne i zewnetrzne bardzo szybko zosta-
je wyréwnane poprzez pobér cukru ze Srodowiska (28).

Za pobér substancji osmoaktywnych w komérkach L. plantarum, takich jak glicy-
na, betaina lub analogi tych substancji (np. karnityna), odpowiedzialny jest pojedyn-
czy, zalezny od ATP system QacT. Za wyplyw glicyny i betainy odpowiedzialny jest
osobny, mechanozalezny kanatl biatkowy (34). Dotychczas zaden z tych systemow
nie zostat jednak opisany i scharakteryzowany na poziomie molekularnym.

W przypadku szczepow z rodzaju Lactococcus, za transport betainy i glicyny od-
powiedzialny jest proteolipozomalny system OpuA, nalezacy do rodziny ABC (ang.
ATP binding cassette) (27). Podobnie jak wszystkie tego typu systemy, jest on aktywo-
wany przez naprezenie btony cytoplazmatycznej, powstajace w warunkach gradien-
tu hiperosmotycznego oddzialywajgcego na komérke (27). Innymi systemami dzia-
tajacymi jako osmoregulatory i biosensory sa BusA, nalezacy do regulatora tran-
skrypgji jego ekspresji, jak i BusR (36). W $wietle dzisiejszej wiedzy uwaza sie, ze
pierwszy sygnat stresu osmotycznego, ktérym sg zmiany wewngtrzkomorkowej sity
jonowej dociera do OpuA, co powoduje zmiany w btonie lipidowo-biatkowej(37).

Pod wplywem zwiekszenia ci$nienia osmotycznego w pozywce hodowlanej,
w komorkach bakterii fermentacji mlekowej dochodzi do gromadzenia aminokwa-
séw pelnigcych funkcje substancji osmoregulujacych, takich jak alanina, glicyna,
aspartam, glutaminian i prolina.

Podczas badan nad komorkami L. lactis, hodowanymi w obecnosci 0,5M KCl, za-
uwazono wysokg akumulacje proliny w $srodowisku wewngtrzkomérkowym. Pod-
czas hodowli w tych samych warunkach ré6znigcych sie dodatkiem do pozywki beta-
iny zauwazono gromadzenie wewnatrz komorki aspartanu, glutaminianu oraz betainy.
Zwiazki proliny znajdowaly sie w srodowisku pozakomérkowym. W przeprowadzo-
nych doktadnych badaniach nad mechanizmami poboru i wydalania z komérki zwigz-
kéw betainy oraz transportu proliny wykazano, ze w obecnosci betainy w pozywce
nastepuje wymiana proliny na betaine, co tlumaczy obecnos$¢ proliny w pozyw-
ce (37).

Badania z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej pozwolily na zidenty-
fikowanie profilu biatek wzbudzanych podczas szoku osmotycznego u L. lactis. Po-
$réd nich zidentyfikowano biatka GroES, GroEL, wigzane dotad jedynie z warunkami
szoku termicznego, oraz DnaK jako biatka uczestniczace w ogolnej odpowiedzi na
stres (35). W warunkach szoku osmotycznego, wywolanego dodatkiem chlorku so-
du, w prowadzonych badaniach potwierdzono indukcje 17 réznych biatek, z czego
12 zaliczanych jest do grupy chaperonéw (HSP, ang. Heat Shock Proteins), zapew-
niajacych uzyskanie prawidiowej konformacji nowo syntetyzowanych tancuchow
polipeptydu, jak réwniez umozliwiajacych renaturacje biatek, ktére ulegty odksztat-
ceniu w wyniku okreslonego stresu (35). Sposrod indukowanych biatek przynajm-
niej 13 ulegato kilkukrotnej ekspresji w stosunkowo krotkim czasie po zastosowa-
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niu czynnika stresowego. Przykltadowo ekspresja biatka Ssp21 wzrosta 35-krotnie
przez 40 min po wywolaniu stresu, za$ biatka ClpP czterokrotnie w przeciggu
10 min. W badaniach nad L. lactis odkryto dwa biatka blonowe preoteaze wewnatrz-
komorkowa FtsH oraz zewnatrzkomérkowa HtrA — bioracych udzial w mechani-
zmie osmoprotekgji (38).

Posréd innych, typowych zmian wywotanych ci$nieniem osmotycznym, wymie-
nia sie rowniez synteze egzopolisacharydéw oraz bakteriocyn (39). W literaturze
wystepuje bardzo mato informacji dotyczacych genéw oraz mechanizmow ich eks-
presji podczas wystgpienia szoku osmotycznego. W badaniach przeprowadzonych
nad komérkami L. lactis wykazano wystepowanie dwéch genow, ktérych aktywacja
rozpoczyna sie od osmozaleznego promotora uruchamianego rowniez w niskim pH.
Sa to gadC kodujacy glutamino-gama-aminomaslan oraz hflB, ktérego rola nie zo-
stata jak dotychczas wyjasniona.

4. Odpowiedi bakterii na szok cieplny

Wysoka temperatura nalezy do czynnikéw powodujacych denaturacje biatek
i kwasow nukleinowych, jak rowniez wywotuje uszkodzenia w btonach komoérko-
wych. Ponadto stres temperaturowy przyczynia sie do spadku wewnatrzkomor-
kowego pH poprzez zaburzenia w transporcie miedzybfonowym.

Szok cieplny, czyli nagte podwyzszenie temperatury, prowadzi do charaktery-
stycznej odpowiedzi adaptacyjnej w organizmach zywych. Odpowiedz ta zwigzana
jest ze wzrostem syntezy bialek szoku cieplnego zwanych takze chaperonami, ma-
jacych wplyw na poprawng konformacje nowo powstatych biatek (40). Biatka chape-
ronowe sa powolnie dziatajacymi ATPazami. Kompleks ADP-chaperon ma duze po-
winowactwo do niesfaldowanych polipeptydéw, natomiast nie wigze sie z biatkami
natywnymi. Zwiazanie segmentu niesfaldowanego peptydu z chaperonem jest sy-
gnatem do odtaczenia ADP z katalicznego miejsca chaperonu i wejscia w to miejsce
ATP. Powstanie kompleksu ATP-chaperon powoduje uwolnienie segmentu peptydu.
Zachodzaca nastepnie hydroliza zwigzanego ATP przywraca chaperonowi zdolnosé
do zwiazania nastepnego, niesfaldowanego segmentu (41). HSP sg sktadnikami me-
chanizméw zwijania biatek, systeméw naprawczych oraz degradacji (niektére z nich
wykazuja aktywnos$¢ proteaz). Ponadto wykazano zwigzek tych biatek z gtéwnymi
procesami wzrostu drobnoustrojéw, tj. z podziatami komoérkowymi, replikacjg DNA,
transkrypcja, translacjg, transportem oraz funkcjami biologicznymi bion (2,42).

W studiach nad bakteriami LAB w warunkach szoku cieplnego wykazano induk-
cje 17 biatek w komoérkach bakterii L. lactis (35), w tym cze$ci biatek nalezgcych do
chaperonow, takich jak: Dnak, GroEL, Dnaj] oraz GroES i Grze.

W dos$wiadczeniach poréwnawczych nad szczepami L. plantarum prowadzonych
przez de Angelisa i in. (43) wykazano, ze po wstepnej inkubacji drobnoustrojow
w temperaturze 42°C przez 60 min, odpornos¢ mikroorganizméw na temperature
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73°C znacznie wzrosta w poréwnaniu do bakterii nie poddanych wstepnej adaptagji
termicznej. Na podstawie analizy profilu biatkowego za pomoca elektroforezy dwu-
kierunkowej wykazano zmiany w poziomie ekspresji 31 biatek w komoérkach be-
dacych w logarytmicznej fazie wzrostu oraz 18 biatek przypadajacych na komoérki
z fazy stacjonarnej. Powstate podczas szoku cieplnego biatka zidentyfikowano jako
DnaK, GroEL, czynnik wzrostu, biatka rybosoméw L1, L11, L31, S6, biatko Il HIbA
wiazace DNA oraz CspC. W przeprowadzonej analizie proteomu potwierdzono od-
mienne czasowo pojawianie sie biatek w komorkach bakterii L. lactis. Dzieki niej
biatka indukowane szokiem cieplnym podzielono na biatka pojawiajgce sie od 10
do 15 min po zastosowanym stresie (HrcA, DnaK, GroES, GroEL, Hsp 85 (CIpE),
Hsp84, Hsp100 i Hsp26), biatka ClpP oraz osiem niezidentyfikowanych biatek Hsp
pojawiajacych sie od 2 do 8 razy w przeciggu 25 minut po zastosowanym stresie (35).

Budowa genéw kodujacych biatka szoku cieplnego w komérkach L. lactis wyka-
zuje znaczne réznice w porownaniu z genami odpowiadajgcymi za indukcje wymie-
nionych biatek u innych mikroorganizméw. W wiekszos$ci przypadkéw geny dnaj
oraz dnaK podlegajg regulacji przez jeden operon, jednakze w przypadku bakterii
mlekowych dnaj ulega transkrypcji niezaleznie od dnak, bedgcego czescig wieksze-
go systemu ORF1, wystepujacego réwniez u innych bakterii gramdodatnich. W ba-
daniach prowadzonych nad deficytowymi mutantami genu dnaK wykazano, ze ko-
mérki pozbawione tego genu charakteryzowaly sie wzmozona podatnoscia na dzia-
tanie wysokich temperatur (44).

Arnau i in. (44) analizowali geny wystepujace w komérkach L. lactis MG1363. Wy-
kazali oni, ze 15-minutowe traktowanie mikroorganizméw temperaturg 42°C do-
prowadzilo do 100-krotnego wzrostu transkrypcji dnaK-specyficznego RNA, 5-krot-
nego wzrostu hrcA- oraz grpE specyficznych mRNA wystepujaccych po 10 minutach
od zastosowania czynnika stresowego oraz 10-krotnego wzrostu transkrypcji groEL
nastepujacej po 15 minutach.

Kolejnym zidentyfikowanym genem odpowiedzialnym za biatka chaperonowe
jest clip, kodujacy proteaze ClpP odpowiadajacg za degradacje zle ztozonych biatek.
Wsrod gendw szoku cieplnego w komérkach bakterii fermentacji mlekowej wymie-
ni¢ nalezy rowniez hsp86 i asp23 (44).

W komorkach bakterii mlekowych, takich jak L. lactis (45), L. mesenteroides (46),
Oenococcus oeni (47) i Lactobacillus bulgaricus (48), indukcja odpowiedzi na szok ciepl-
ny regulowana jest przez szereg mechanizméw, z ktorych czes¢ wykazuje podobien-
stwo do mechanizméw regulacji u bakterii Bacillus subtilis. Do pierwszej grupy zali-
czamy geny posiadajace sekwencje regulacyjng umiejscowiong za genami szoku
cieplnego. Jest to odwrdécone powtoérzenie sekwencji CIRCE (ang. Controlling Inverted
of Chaperone Expression) (49). Naleza do niej geny dnaj, hrcA-grpE-dnaK oraz groESL
(50). Do drugiej grupy nalezy ortolog genu FfsH, ktory zostal znaleziony w komor-
kach L. lactis (44).

Geny zaliczane do grupy trzeciej podlegaja kontroli CtsR. W sktad biatek induko-
wanych pod wptywem szoku cieplnego, podlegajacych regulacji kasety CtsR/CtsR
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u bakterii mlekowych nalezy HtrA nalezacy do grupy seryn proteazowych mogacych
petni¢ funkcje zarowno biatek chaperonowych jak i proteaz. Ortologi HtrA zostaty
zidentyfikowane w komorkach L. lactis. W badaniach prowadzonych nad bakteriami
posiadajgcymi mutacje genu htrA wykazano zmniejszong odpornos¢ na podwyz-
szong temperature (51).

5. OdpowiedZ na stres zimna w bakteriach kwasu mlekowego

Podczas prowadzenia proceséw przemystowych, bakterie LAB narazone sg na
dziatanie bardzo niskich temperatur, odbiegajgcych od temperatur optymalnych dla
ich wzrostu. Komorki bakterii mlekowych moga szybko przystosowac sie do spadku
temperatur. Potwierdzajg to badania prowadzone nad komérkami Lactococcus lactis
(52), Streptococcus thermophilus (53), L. acidophilus (54), L. bulgaricus (55), L. plantarum
(56), ktore podczas spadku temperatury ponizej 20°C zwolnily tempo wzrostu, jed-
nak wcigz ulegaly podziatom komoérkowym. Dalsze obnizenie temperatury spowo-
dowato zatrzymanie wzrostu komorek S. thermophilus (53) oraz L. acidophilus (54).

Gwattowny spadek temperatury moze powodowac szereg zmian w fizjologii
drobnoustrojéw oraz w ekspresji genow. Najwazniejsze z nich to: spadek ptynnosci
bton oraz spadek stabilno$ci drugorzedowych struktur RNA i DNA, ktére zmniej-
szajg wydajnos¢ translacji, transkrypcji oraz replikacji DNA w komérkach.

W celu przeciwdziatania powstaniu wymienionych efektéw komorki bakteryjne
rozwinely przejsciowy system adaptacyjny, podczas ktorego syntetyzujg one liczne
biatka indukowane zimnem (CIPs), ktére utrzymujg ptynnos¢ blon poprzez wzrost
stezenia krotszych i/lub nienasyconych kwasow ttuszczowych oraz lipidéw. Ponadto
zachowujg strukture czasteczki DNA oraz podtrzymuja niezbedne do uruchomienia
gtownych mechanizméw adaptacyjnych transkrypcje i translacje (57).

Wykorzystujgc narzedzia elektroforezy dwukierunkowej (2-DE) wykazano, ze
w komoérkach L. lactis (55), S. thermophilus (53) szok zimna bezpos$rednio wptywat na
synteze odpowiednio 22, oraz 24 biatek CIP. W identyfikacji kilku z nich w bakte-
riach L. lactis wskazano, ze biorg one udzial takze w innych procesach wewnatrzko-
mérkowych, takich jak: metabolizmie cukru (Hpr, CcpA, i B-PGM; B-fosfo-gluko-mu-
tazy), budowie chromosoméw (HU-podobne biatka HslA), przekazywaniu sygnatéw
(L1rC, regulator odpowiedzi) oraz adaptacji na stres ( OsmC) (58,59).

Gléwny mechanizm adaptacyjny na szok zimna polega na indukcji i wzmozonej
syntezie biatek szoku zimna (Csp ang. Cold Shock Proteins), nieprzerwang synteza
niektorych biatek zwigzanych z translacja (mimo ogdlnego zablokowania syntezy
biatka) oraz represjg HSP.

Biatka nalezace do rodziny Csp oraz odpowiadajace im geny zostaly réwniez zi-
dentyfikowane w bakteriach fermentacji mlekowej, takich jak L. lactis, S. thermophilus,
Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus helveticus, L. acidophilus, Bifidobacterium animalis,
Lactobacillus casei i L. plantarum (56,58-60).
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W licznie przeprowadzanych analizach genetycznych i biochemicznych wykaza-
no obecnos$¢ dwéch gendéw csp w komérkach Lactococcus lactis sp. lactis L1403 (61)
oraz siedmiu biatek CSRS (CspA to CspG) w bakteriach Lactococcus lactis sp. cremoris
MG1363 (59), z ktérych pie¢ (CspA do CspF) jest aktywowanych podczas szoku zim-
na. Zidentyfikowano réwniez pie¢ genéw biatek, CspA, CspB, CspC, CspD oraz CspE,
nazwanych odpowiednio cspA, cspB, cspC, cspD i cspE (53).

Oproécz gendéw csp, ktorych aktywacja zachodzi przy niskiej temperaturze, w ko-
moérkach L. lactis oraz L. plantarum zidentyfikowano geny csp, ktoérych transkrypcja
nie jest uzalezniona od szoku zimna. Sa to cspE w komérkach L. lactis oraz cspP i cspC
wystepujace w bakteriach Lactobacillus plantarum. Wspélng cecha tych genow jest
fakt posiadania przez nie, w poréwnaniu do swoich zimnozaleznych odpowiedni-
kéw, dluzszego konca 5-UTR (62).

Zaré6wno w komoérkach L. lactis, jak i w bakteriach L. plantarum, L. bulgaricus
i S. thermophilus indukowanie genow csp lub biatek im opowiadajgcych odbywa sie
tylko do granicznych wartosci niskich temperatur, ponizej ktérych odpowiedz ko-
moérkowa jest znacznie zwolniona. Wyznaczanie temperatur granicznych pozwala
zoptymalizowac system adaptacji na szok zimna.

Nabywanie tolerancji na niskie temperatury odbywajace sie po wstepnej adapta-
¢ji komorek zostalo udowodnione w badaniach prowadzonych nad L. lactis (63)
L. acidophilus ( 54), L. bulgaricus (55), S. thermophilus (53). Jednakze tylko nieliczni au-
torzy starali sie znalez¢ i wytlumaczy¢ powiazania pomiedzy odpowiedzig na szok
zimna a kriotolerancja.

W badaniach prowadzonych nad komoérkami L. lactis, wystawionymi na dziafanie
temperatury 10°C przez 4 godziny, odkryto bezposredni zwiazek miedzy wzrostem
przezywalnoSci bakterii a stopniem ekspresji genéw csp (64). Ponadto wykazano, ze
delecja cspA, cspB i cspA, cspB, cspE nie wptywa na przezywalno$¢ bakterii w optymal-
nych warunkach wzrostu, jednakze w przypadku szczepéw z uszkodzonymi cspA,
cspB, cspE, adaptacja do zimnych temperatur przebiega znacznie wolniej (65). W ko-
lejnych doswiadczeniach wykazujacych powigzania miedzy kriotolerancjg a szokiem
zimna wykazano, ze nadprodukcja biatek CspB, CspD and CspE powoduje kilkukrot-
ny wzrost przezywalnosci zamrozonych drobnoustrojéw, w poréwnaniu do szcze-
pow dzikich (59,64).

Na uwage zastuguje fakt, ze system odpowiedzi na szok zimna ma dziatanie an-
tagonistyczne do zjawiska termotolerancji. Zostato to potwierdzone w badaniach
na modelu Leuconostoc mesenteroides wykonanych przez Salotre i in. (46) oraz Walke-
ra i in. (66) w stosunku do Lactobacillus johnsonii. Podczas szoku zimna zaobserwo-
wano wzrost stezenia homologéw DNAk i GroEL oraz zwigzek pomiedzy wy-
wotaniem odpowiedzi komérkowej na szok cieplny a ochrong krzyzowa na zamar-
zanie.
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6. 0dpornos¢ na stres oksydacyjny

Bakterie kwasu mlekowego naleza do organizméw wzglednie beztlenowych. Nie
wymagaja one obecnosci tlenu podczas podziatéw komérkowych, wzrostu czy me-
tabolizmu. Jednakze w niesprzyjajacych warunkach komorki te mogag wykorzysty-
wac tlen jako koncowy akceptor elektronéw.

W doswiadczeniach prowadzonych nad komérkami bakterii Lactobacillus lactis
IL1403 wykazano, ze proces oddychania w obecnosci hemu moze przedtuzy¢ zycie
komoérek L. lactis. Ponadto stwierdzono, ze w srodowisku z ograniczong iloscig glu-
kozy zawarto$¢ tlenu w pozywce wplywa pozytywnie na wzrost komérek bakterii
mlekowych (67).

Wielu autoréw donosi jednak o szkodliwym dziataniu tlenu na komoérki fermen-
tacji mlekowej. Podczas redukgcji tlenu w tancuchu oddechowym powstaja szkodli-
we dla komorki rodniki hydroksylowe, nadtlenek wodoru oraz rodniki ponadtlenko-
we. Reaktywne formy tlenu (RFT) atakujg biatka, lipidy, czy kwasy nukleinowe bez-
posrednio przyczyniajgc sie do $mierci komorki (61,68). Bakterie fermentacji mleko-
wej wyksztalcily szereg mechanizméw obronnych przeciwko RFT.

Jedna z metod ochrony komoérki przed niekorzystnym dziataniem tlenu jest eli-
minacja wolnych czasteczek tlenu. Guerzoni i in. (69) wykazali, ze sktad kwasow
ttuszczowych w obrebie btony komérkowej bakterii Lactobacillus helveticus wywotuje
rozne reakcje komorki na stres oksydacyjny. Réznice te wynikaja ze wzmozonego
pochtaniania tlenu przez system desaturazy kwasow ttuszczowych, ktérego gtéwna
funkcjg jest naprawa uszkodzen w komorce bakteryjnej.

Komorki L. lactis odpowiadaja na stres tlenowy zwiekszeniem syntezy enzymow
przeciwutleniajacych, do ktérych nalezy dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. Su-
peroxide Dismutase), ktéra degraduje ponadtlenek do H,0,. Genem kodujgcym ten
enzym jest sodA, ktorego transkrypcja odbywa sie w obecnosci tlenu (70). Enzymami
degradujacymi nadtlenki sg réowniez katalazy (zalezne od obecnosci hemu), lub
pseudokatalazy nie wystepujace w komorkach bakterii Lactobacillus delbrueckii (71,
72). Przyktadowym genem kodujgcym katalaze w komorkach Lactobacillus sakei jest
gen katA, ktorego ekspresja jest uzalezniona od wystepowania reaktywnych form
tlenu, w szczego6lnosci H,0, (73). Jednym z najlepiej poznanych enzymow katali-
tycznych, nie wymagajacych do swojego dziatania zwigzkéw hemu, jest pseudokata-
laza zawierajaca mangan, wystepujaca w bakteriach L. plantarum ATCC14431 (74).

W komoérkach L. lactis i L. delbrueckii potwierdzono rowniez wystepowanie man-
ganozaleznej dysmutazy ponadtlenkowej (Mn-SOD), oksydazy NADH oraz peroksy-
dazy NADH eliminujgcych wolne rodniki tlenowe i/lub nadtlenek wodoru (75). Para-
doksalnie w procesie reakcji katalizowanej przez oksydaze NADH w komorkach
L. delbrueckii powstajg toksyczne czasteczki H,0,, za$ bakterie z tego rodzaju nie
posiadajg katalazy mogacej je unieszkodliwia¢ (71).

Przyktadem dziatania mechanizméw obronnych przed uszkodzeniami spowodo-
wanymi zwigzkami tlenu w komoérkach L. lactis jest zmniejszenie wrazliwosci na tlen
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potencjalnych celéow reaktywnych form tlenu. Inaktywacja biatek FIpA i FIpB (ang.
ENR-like proteins) odpowiadajacych za asymilacje Zn(ll) w szczepach zmutowanych
powodowata zmniejszenie ilosci Znll w komorce oraz wzrost wrazliwosci na H,0,.
Na podstawie tych wynikéw sugeruje sie, ze komérki L. lactis wykorzystujg Znll
w mechanizmach ochronnych w stresie oksydacyjnym, prawdopodobnie przez
ochranianie grup tiolowych oraz biatek. Zwigzki cynku biora czynny udzial w aktyw-
nosci cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej cynkozaleznej (CuZnSOD), jed-
nakze w literaturze brak jest doniesien o wystepowaniu tego enzymu antyoksyda-
cyjnego w komorkach bakterii mlekowych (76).

Do gtownych czynnikow biochemicznych bioracych udziat w likwidacji stresu
oksydacyjnego w komorkach bakterii mlekowych zaliczy¢ nalezy dziatanie tiolowe-
go trojpeptydu (L-y-glutamylo-L-cysteinylo-glicyna)—glutationu, ktérego aktywnos¢
wynika z obecnosci reszty cysteinowej. Niektorzy autorzy sugeruja, ze mikroorgani-
zmy mlekowe nie potrafig samodzielnie syntetyzowac glutationu, tylko pobierajg go
w drodze transportu ze Srodowiska zewnatrzkomoérkowego. Wysokie stezenie tego
zwigzku zanotowano w licznych szczepach komérek L. lactis, za§ w komorkach
S. thermophilus odkryto gen gor kodujgcy reduktaze glutationowa, ktérej aktywnos¢
wzrasta pod wptywem tlenu (77).

Innym mechanizmem adaptacyjnym pojawiajacym sie w obecnosci nadtlenku
wodoru lub po szoku cieplnym jest wzrost aktywnosci genéw trxB kodujacych re-
duktaze tioredoksyny w komoérkach L. bulgaricus, czy trxA kodujacych tioredoksyne
w komorkach Oenacoccus oeni (78,79).

W organizmach bakterii L. fermentum system asymilacji L-cysteiny jest bezpo-
srednio zwigzany z odpowiedzia komoérkowa na stres oksydacyjny. Polega on na
rozpadzie cysteiny do wolnych sktadnikéw sulfhydryl tiocysteionowych, z ktérych
wiekszo$¢ jest nastepnie usuwana z wnetrza komorki, pefnigc funkcje ochronng
przed utleniajacym dziataniem tlenu (80). W badaniach z uzyciem deficytowych mu-
tantéw genu BspA odpowiedzialnego za biatka powierzchniowe biorgce udziat
w procesach transportu produktéw rozpadu cysteiny wykazano, ze brak tych biatek
znacznie zmniejsza tolerancje komorek na stres osmotyczny (81).

System naprawy uszkodzen spowodowanych stresem oksydacyjnym lub kazdym in-
nym stresem jest ostatnim mechanizmem obronnym zabezpieczajacym komorki bakte-
rii mlekowych przed szkodliwym dziataniem $rodowiska. System SOS (okreslany jako
kaseta SOS, ang. SOS box) sktada sie z nie potaczonych ze soba genéw ulegajgcych eks-
presji podczas uszkodzen w tancuchu DNA. Zmiany w czgsteczce DNA powodujg akty-
wacje biatka RecA, funkcjonujgcego w spos6b nieenzymatyczny jako koproteaza, co
pozwala na uruchomienie genéw SOS (2). Duwett i in. (82) udowodnili wystepowanie
genow dla biatka RecA (recA) w komérkach L. lactis. Wykazali oni, ze mutanty z uszko-
dzonym genem recA stawaly sie bardziej wrazliwe na dziatanie reaktywnych form tle-
nu. Wedlug autoréw produkt wytaczonego genu minimalizuje szkodliwos$¢ dziatania
stresu tlenowego poprzez naprawy tancucha DNA lub posrednio wptywa na funkcje re-
gulatorowe innych genéw zaangazowanych w naprawe uszkodzen w tancuchu.
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Rallu i in. (83) wyizolowali kilka kwasoodpornych mutantéw komoérek bakterii
L. lactis, ktore wykazywaly zwiekszong odpornos$¢ na stres oksydacyjny, w szczegél-
nosci na dziatanie nadtlenku wodoru. Jeden z mutantéw charakteryzowat sie zablo-
kowang transkrypcja genu pstS kodujacego transporter fosforanowy ABC. Autorzy
sugerujg, ze zmniejszenie stezenia wewnatrzkomorkowego fosforanu stanowi sy-
gnal uruchamiajgcy odpowiedz komorkowa na czynnik stresowy.

W opisanych mechanizmach obronnych przed uszkodzeniami spowodowanymi
zwigzkami tlenu w komorkach bakterii mlekowych, polegajace na indukgcji tran-
skrypcji, badz nasilenia aktywnosci enzymatycznej, wciaz nie wyjasnia sie wielu
uktadow regulatorowych.

7. Podsumowanie

U podstaw dziatania mechanizméw odpornosciowych i obronnych lezy zasada
wzbudzania poszczeg6lnych reakcji niewielka dawka czynnika, za ktoéry dany me-
chanizm jest odpowiedzialny. Przyktadowo, wzrost temperatury o kilka stopni jest
sygnatem do podjecia przez komoérke dzialan majacych na celu przeciwdziatanie
skutkom dalszego wzrostu temperatury.

Rozwazajac teorie wspdlnej natury mechanizméw odpowiedzialnych za adapta-
¢je komérki do réznorodnych zmian zachodzacych w otoczeniu mozna spodziewac
sie, ze ekspozycja komérki na warunki podwyzszonego ciSnienia osmotycznego
moze przygotowac jg rowniez do przetrwania w warunkach podwyzszonej tempera-
tury i odwrotnie. Na podstawie wynikéw prowadzonych na $wiecie badan dowodzi
sie, ze mechanizm ten ma o wiele szerszy wymiar praktyczny, a tego typu zabieg a-
daptacyjny moze pozwoli¢ na zabezpieczenie komorki przed szerokim spektrum
warunkéw stresowych. Poznanie mechanizméw obronnych oraz przystosowawczych
do zaistniatych stres6w moze zminimalizowa¢ negatywne skutki dziatania czynnikoéw
stresowych, ulatwiajac tym samym hodowle bakterii mlekowych. Ponadto znajomos¢
gendw ulegajgcych aktywacji pod wptywem okreslonego bodzca stresowego moze
pozwoli¢ na modyfikacje genetyczne bakterii, dzieki czemu bedzie mozna np. regulo-
wac wzrost drobnoustrojéw. Co wiecej, wiedza dotyczaca odpowiedzi komoérkowe;j
na poziomie genomu pozwoli usprawnic selekcje szczepéw pod wzgledem cech wraz-
liwosci lub odpornosci na dany stres. W zwigzku z tym coraz czesciej méwi sie o sto-
sowaniu zabiegéw adaptacji stresowej stajacej sie nowym, atrakcyjnym narzedziem
w rekach biotechnologéw i technologéw zywnosci.
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