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ABSTRACT 

The i n - f l u e n c e  o f  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e  on a c t i v e  t r a n s p o r t  

a n d  e f f l u x  o f  m e t a b o l i t e s  was s t u d h d  i n  a  d r i n e  bact3ri- 

o r d e r  t o  e x p l a i n  o b s e r v e d  e f f e c t s  o f  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e  on 

i t s  s u r v i v a l  and  g r o w t h .  H y d r o s t a t i c  p r e s s u r e s  e x c e e d i n g  c a .  

400 a t m  c a u s e  t h e  l e a k a g e  o f  t h e  m a c r o m o l e c u l e s  D N A ,  R N A ,  

p r o t e i n  ( i n c l u d i n g  m a l a t e  d e h y d r o g e n a s e )  and  amino  a c i d s  i n t o  

t h e  menstruum f rom whole  c e l l s  o f  V i b r i o  f i s c h e r i .  M o d e r a t e  

p r e s s u r e s  a l s o  i n h i b i t  t h e  u p t a k e  r a t e  o f  

1-aminocyclopentane-1-carboxylic a c i d  ( c y c l o l e u c i n e ,  a n a l o g u e  

o f  L - v a l i n e  a n d  L - l e u c i n e )  a n d  i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  i t s  e f f l u x .  

I n c r e a s e d  v a l u e s  o f  K, f r o m  Lineweaver -Burk  p l o t s  o f  a n a e r o b i c  

c y c l o l e u c i n e  u p t a k e  i n d i c a t e  a d e c r e a s e  i n a f f i n i t y  o f  t h e  

amino  a c i d  t r a n s p o r t  s y s t e m  f o r  s u b s t r a t e  a t  i n c r e a s e d  
1 

p r e s s u r e s .  L o s s e s  o f  i n t r a c e l l u l a r  m e t a b o l i t e s  a n d  a d e c r e a s e d  

a b i l i t y  t o  a c c u m u l a t e  s u b s t r a t e  f rom t h e  mens t ruum may j 

c o n t r i b u t e  t o  i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  and  s u r v i v a l ~ o f  o r g a n i s m s  i n  

t h e  o c e a n  d e p t h s .  
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INTRODUCTION 
+ 

Of t h e  v a r i a b l e s  w h i c h  g o v e r n  o c e a n p i c  l t f e ,  h y d r o s t a t i c  

p r e s s u r e  may b e  o n e  o f  t h e  m o s t  s i g n i f i c a n t .  T h i s  i s  P 

* 
p a r t i c u l a r l y  t r u e  i n  t h e  o c e a n  d e p t h s  b e l o w  t h e  t h e r m o c l i n e .  

- - - - 
I n  t h i s  e n v i r o n m e n t ,  t e m p e r a t u r e  a n d  s a l i n i t y  a r e  r e l a t i v e l y  

0 - 
c o n s t a n t  a r o u n d  2-3 C and  35 O / o o . r e s p & c t i v . e l y ,  w h i l e  p r e s s u r e  

, i n c r e ' a s e s  b y  a p p r o x i m a t e l y  1 a t m  w i t h  e a c h  10 T p t h  ( 5 6 ) .  a -- -- 

T h u s ,  t h e  ' r a n g e  i n  p r e s s u r e s  i n  from 1  a t m  a t  

t h e  s u r f a c e  t o  * p r o x i m a t e l y  

p o r t i o n ,  t h e  M a r i a n a s  t r e n c h  
* 

w i t h  d e c r e a s i n g  p e n e t r a t i o n  o f  l i g h t ,  a  low t e m p e r a t u r e  a n d  l o w  

n u t r i e n t  a v a i l a b i l i t y  w i t h  d e p t h  may l i m i t  t h e  number  o f  
- 

- -- 

' m i c r o b e s  a n d , t h e i r  a c t i v i t i e s  i n  t h e  d e e p e r  r e g i o n s  o f  thie 

tl 

U n t i l  t h e  l a t e  1 9 t h  c e n t u r y  when b a c t e r i a l  c u l t u r e s  were *-. 

.- 
f i r s t  o b t a i n e d  f r o m  d r e d g e d  ~ a m p  es ,  t h e  d e e p  w a t e r s  o f  t h e  

o c e a n s  were c o n s i d e r e d  s t e r i l e  ( 4 1 , 9 3 ) .  S i n c e  t h e n ,  v a r i o u s  

i n v e s t i g a t o r s  h&e shown t h a t  many m i c r o b i a l  s p e c i e s  p o p u l a t e  

e m l o g y  and a c t i v i t i e s  a t  thePsedeEths  remain%s~%Ese 3 ppp--p--pp 



H y d r o s t a t i c  p r e s s u r e  a f f e c -  r e a c t i o n  n  w h i c h  m o l e c u l a r '  P 
v o l u m e  c h a n g e s  a r e  i n v o l v e d ,  f a v o u r i n g  r e a c t i o n s  o r  s t a t e s  i n  

w h i c h  t h e  m o l e c u l a r  v o l u m e  d e c r e a s e s ,  - a n d  i n h i b i t i n g  t h o s e  
'3 

w h i c h  i n v o l v e  o r  ~ e s u l t  i n  n e t  i n c r e a s e s  ( 4 1 ) .  A r e a c t i o n  r a & e  

may b e  i n c r e a s e d  when an i n c r e a s e  i,n t h e  number '  o f  p r i m a r y  

t h a n  t h e  r e a c t a n t s  ( 4 1 , 8 7 ) .  

-- 'i -- - - 

< 
The m o l e c u l a r  v o l u m e s  i n v o l v e d  i n f  t h e  s y s t e m  d e p e n d  upon  

t h e  number  a n d  n a t u r e  o f  i n t e r a c t i o n s  amoung t h e  m o l e c u l a r  a n d  
I 

i o n i c  c o n s ~ t u e n t s  a n d  w a t e r .  H i g h l y  i o n i z e d  h y d r o p b i l i c "  g r o u p s  
P'-- . c 

o c c u p y  a  m i n i m a l  v o l u m e  when t h e  e x t e n t  o f  i o n i c  .and h y d r o g e n  

b o n d i n g ,  w i t h  w a t e r  i s  i n c r e a s e d  ( 4 1  1 .  E x p o s e d  h y d r o p h o b i c  
t 

g r o u p s  c a u s e  a n  i n c r e a s e  i n  v o l u m e  d m - t o  l o c a l i z e d  - o r d & r i n g  - 

o f  t h e  s u r r o u n d i n g  w a t e r  m o l e c u l e s .  When t h e  h y d r o p h o b i c  g r o y p s  

o f  m a c r o m o l e c u l e s  a r e  n o t  e x p o s e d  t o  w a t e r  ( ' h y d r o p h o b i c  - 
b o n d i n g t ) ' \  t h e  m o l e c u l a r  v o l u m e  is  m i n i m i z e d  d u e  t o  fewer 

i 
d i s r u p t i o n s  o f  t h e  s o l u t i o n  s t r u c t u r e  a n d  a n  i n c r e a s e d  number  

o f  v a n  d e r  W a a l s t  i n t e r a c t i o n s .  

P r e s s u r e  may c a u s e  a n a t u r a t i o n  o f  m a c r o m o l e c u l e s  a n d  

e n z y m e s  d u e  t o  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  p r o t e i n s  w h i c h  a f f e c t  
- - -  - - ---- -- 

t h e  a c t i v g '  s i t e  o r  r e s u l t  i n  d i s s o c i a t i o n  o f  m u l t i m e r i c  e n z y m e s  

%, ( 6 9 )  d e p e n d i n g  on  t h e  d e g r e e  o f  i o n i z a t i o n  a n d  e x t e n t  o f  

h y d r o g e n  and hydrophobic b o n d i n g  i n a . t h e  a c t i v e  a n d  i n e c t i v e  

s t a t e s .  



The  n e c h a n i s r n  of d e n a t u r a t i o n  a l s o  may d i f f e r  d e p e n d i n g  

upon t h e  r a n g e  o f  p r e s s u r e  t o  'which  t h e  ~ y s t e m  i s  e x p o s e d .  Low 

a n d  m o d e r a t e  p r e s s u r e  e f f e c t s  a r e  o f t e n  r e v e r s i b l e  when t h e  

s y s t e n  i s  r e t u r n e d  t o  a t m o s p h e r i c  p r e s s u r e ,  w h i L e  i r r e v e r s i b l e  

e f f ' e c t s  a r e  e x h i S i t e d  i n  t h e  h i g h  p r e s s u r e  r a n g e  ( 4 1 ) .  

KnowPedge o f  how a  p r o c e s s  r e a c t s  t o  low ( 1 - 1 0 0  a t m ) ,  m o d e r a t e  
- -  - - -  - - A - pa 

( 1 3 0 - 3 0  a h ) ,  a n d  h i g h  ( e x c e e d i n g  5 0 0  a t m )  p r e s s u r e s  ( 3 2 )  may a 

l e a d  t o  an  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e % r e a c t i o n  m e c h a n i s m  and  how d e e p  

sea organisms a&pt t o  their e n v i r o m n e f i t .  

I d o d e r a t e  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e s  ( 5 9 )  h a v e  b e e n -  shown t o  

s l o w  o r  s t o p  v a r i o u s  c a t a b o l i c  a n d  a n a b o l i c  p r o c e s s e s  

f (3 ,6,33,71. ,72,791S0,87) .  A c t i v i t i e s  o f  e n z y m e s  f r o m  b o t h  

t e r r e s t r i a l  a n d  r n a r i n o  s p e c i e s  d u r i n g  a n d  s u b s e q u e n t  t o  

e x p o s u r e  & o  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e s  h a v e  b e e n  a s s a y e d .  B o t h  5 

v i v o  and  in v i t r o  c o m p a r i s o n s  of  enzymes  f r o m  b a c t e r i a l  s t r a i n s  - ,  

i s o l a t e d  f r o m  t e r r e s t r i a l ,  m a r i n e ,  and beep s e a  s o u r c e s ,  t o  & 
- 4 e t e r r n i E e  w h e t h e r  t h e r e  a r e  f u n c t i o n a l  o r  s t r u c t u r a l  

d i ' f e r e n c s s  b e t w e e n  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  R e c e n t l y ,  

x t h o d s  t o  make s u c h  c o m p a r i s o n s  & s i t u  a n d  i n  l o n g  term 
t 

e x g e r i m e n t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  ( 1 2 , 2 3 , 5 4 ) .  T h e s e  t y p e s  o f  

ex pe- mTn t, s c a n  e m f  y t x e ~ l e o r r g I ' - y a r m t a  t i c pr essur---- 

d e e p  m a r i n e  s t r a i n s  w h i l e  t h e i r  t e r r e s t r i a l  c o u n t e r p a r t s  show a 

r e m a r k a b - l e  d e g r e e  o f  S a r o t o l e r a n c e  c o n t i n u e s  t o  p r e s e n t  a  

d i f f i c u l t  p r o b l e m .  E x t r a c e l l u l a r  c a t a b o l i c  enzymes a re  
b 



impor t an t  i n  t h e , d e g r a d a t i o n  of  t h e  o r g a n i c  d e t r i t u s  which 

forms p a r t  o f  t h e  sediment  and which might be a t t a c k e d  by t h e  

b a c t e r i a  r e s i d i n g  t h e r e .  C h i t i n a s e ,  a g a r a s e ,  and amylase 

( 4 4 , 9 8 )  i n  t h i s  group have been s t u d i e d .  Cytoplasmic  and 

membr.ane-associated enzymes have a l s o  been s t u d i e d  
- - - - A - - - - - - - - 

/ -- 
( 3 0 , 4 3 , 5 4 , 6 4 , 6 9 , 9 0 ) :  - 

* 

I.lacromolecular , s y n t h e s e s ,  e s s e n t i a l  f o r  c e l l  -growth and 
- 

e 
d i v i s i o n ,  appear t o  be  slowed o r  blocked b y  h y d r o s t a t i , ~  

p r e s s u r e  ( 2 , 5 , 7 0 ) .  P r o t e i n  s y n t h e s i s .  a p p e a r s  t o  be t h e  most 

s e n s i t i v e  ( 8 , 7 2 , 8 2 , 8 3 )  of  t h e s e  macromolecular  s y n t h e s e s .  

P r e s s u r e  e f f e c t s  on thf('ribosome ( 3 2 , 3 5 , 3 6 , 7 3 , ? 5 , 8 5 )  and more 
1 

s p e c i f i c a l l y  on t h e  30s  p a r t i c l e  o f  some s p e c i e s  ( 7 2 , 7 4 , 7 5 , 8 5 )  
\ 

- - 

appear t o  l i m i t  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  
9 

0 
The 

f u n c t i o n  

a c t i o n  o f  pressur-e upon another  impor t an t  c e l l u l a r  

a c t i v e  u p t a k e ,  i s  no t  comple te ly  unders tood  

(32 ,47 ,68 ,84 ) .  Although Pope and Berger ( 1  1 , 7 2 )  have shown t h a t  

i n c r e a s e d  p r e s s u r e s  a l t e r  a c t i v e  uptake o f  m e t a b o l i t e s  by * , 

s e v e r a l  microorganisms t h e  q u e s t i o n  remains  a s  t o  w h a t ' i s , t h e  

l i m i t i n g  - --- f a c t o r  -- - f o r  a c t i v i t y  - -- - -- and growth o f  marine  b a c t e r i a l  -- 

-7. 
c e l l s  under p r e s k u r e .  S i n c e  metabol ism o f  t h e s e  c e l l s  

- - -- - - - -- -- - -- -- - 

u l - t ima te ly  depends upon an exogenous s o u r c e  o f  m e t a b o l i t e s ,  

s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  of  a c t i v e  t r a n s p o r t  cou ld  account  f o r  

some o f  t h e  e f f e c t s  o f  p r e s s u r e  upon i n h i b i t i o n  o f  c e l l  

a c t i v i t y  and growth.  I f ,  i n  a d d i t i o n  t o  a c t i v e  up take  



i n h i b i t i o n ,  m e t a b o l i t e s  p r e s e n t  i n  i n t r a c e l l u l a r  p o o l s .  a r e  l o s t  

t o  t h e  mens t ruum a t  m o d e r a t e  a n d  h i g h  p r q s s . u r e s ,  bhen  l a c k  o f  

s u b s t r a t e  f o r  a n a b o l i c  a n d  c a t a b o l i c  p r o c e s s e s ,  a l r e a d y  

o c c u r r i n g  a t  l o w e r - r a t e s ,  w i l l  f u r t h s r  d e c r e a s e  t h e  m e t a b o l i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  c e l l s  a n d  s u b s e q u e n t l y  l o w e r  g r o w t h  a n d  

d i v i s i o n  r a t e s .  A c c o r d i n g l y ,  i n  tnrs s t u d y  up t aXe  ana ~ i i i F - - - l i l -  

o f  v a r i o u s  m e t a b o l i t e s  ( D N A ,  R N A ,  p r o t e i n ,  and amino  9 c i d s )  and  
% 

c y c l o l e u c i n e ,  t h e  n o n - e e t a b o l i z a b l e  a m i n o h i d  a n a l o g u e  o f  

L - l e u c i n e  and  L - v a l i n e ,  by \whole c e l l s  o f  y .  f i s c h e r i  we re  

s t u d i e d  o v e r  t h e  p r e s s u r e  r a n g e  o f  1 - 1000 atm. 



MATERIALS A N D  METHODS 

C u l t u r e s  and Media 

Y 
V i b r i o  f i s c h e r i  ( B e i j e r i n c k )  Lehmann a n d  Neumann ATCC 

F o r d  s t r a i n  MP-1 ( 1 5 , 2 1 , 2 2 , 6 1 , 6 4 , 6 5 ) ,  a  f a c u l t a t i v e  m a r i n e  ( 5 0 )  

b a c t e r i u m ,  was u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  
. 

S t o c k  c u l t u r e s  were grown ( 1 5  C) a n d  m a i n t a i n e d  ( 5  C) on 

s l a n t s  o f  2216E agar ( D i f c o ,  D e t r o i t ,  M i c h . )  ( 4 9 , 9 4 )  i n  15 x-75 

mm sc r ew-capped  c u l t u r e  t u b e s .  , r 

- Cells were grown a e r ~ b i c a l ~ y - a n  SDB medium ( 3 1 )  and  - d 

a n a e r o b i c a l l y  on t h e  medium d e s c r i b e d  by A l b r i g h t  a n d  Mori,ta 
* 

( 5 ) .  T r a n s p o r t  s t u d i e s  w e r e  c o n d u c t e d  u s i n g  t h e  medium o f  

D r a p e a u  and  ~ a c i e o d  ( 2 4 ) .  Leakage  s t u d i e s  and  c e n t r i f u g e  w a s h e s '  

we re  p e r f o r m e d ' i n  f i l t e r e d  Ri la  a r t i f i c i a l  s e a w a t e r  (5'-RSW), 

' w h i c h  c o n s i s t e d  of  27 Q / o o  R i l a  s y n t h e t i c  seawater s a l t s  ( R i l a  

P r o d u c t s ,  T e a n e c k ,  M.J.) d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r , .  pH , . . 
a d j u s t e d  t o  7 . 4 ,  a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  0 - 4 5  pm H A  membrane 

- - - - - - - -- 

f i l t e r s  ( M i l l i p o r e  C o r p o r a t i o n ,  M o n t r e a l ,  Q u e . ) .  A l l  m e d i a  and  
- - - - - - - - - - - - -- - -- - -- 

e q u i p m e n t  we re  e q u i l i b r a t e d  t o  t h e  w o r k i n g  t e m p e r a t u r e  ( 0 ,  5 ,  



Cell  L e a k a g e  S t u d i e s  

C e l l s  were g r o w n  t o  an a b s o r b a n c e  o f  0 . 5 3 5  @ 6 0 0  nm u s i n g  

1  l i t r e  o f  SDB m e d i u m w i n  a  2 . 8  l i t r e  F e r n b a c h  f l a s k  u s i n g  a n  

i n o c u l u m  o f  1 0  1 from a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e . '  Thk c u l t u r e s  were 

grown a t  15 C a %  a s h a k e  r a t e  of 1 2 0  s t r o k e s f m i n u t e  a n d  3t-roke- 

l e n g t h  b f a 6 . 5  cm i n  a  r e c i p r o c a t i n g  i n c u b a t o r  ( P s y c h r o t h e r m  

c o n t r o l l e d  e n v i r o n m e n t  c h a m b r e ,  N e w  B r u n s w i c k  S c i e n t i f i c ,  ' N e w  

B r u n s w i c k ,  N .  J . ) .  H a r v e s t i n g  was  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  1 5  min 

a t  0  C and  6 0 0 0  x g u s i n g  a G S A  r o t o r  i n  a n  RC2-B ( I v a n  

S o r v a l l ,  N o r w a l k ,  C o n n . )  r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e .  The 

s u p e r n a t a n t  f l u i d s  were d e c a n t e d ,  p e l l e t s  c o m b i n e d ,  r e s u s p e n d e d  

i n  and  washed  twice i n  F-RSW. After o n e  a d d i t i o n a l  wash  t h e  

f i n a l  r e s u s p e n s i o n  was made  i n  F-RSW t o  a n  a b s o r b a n c e  o f  0 . 5 0 0  

@ 6 0 0  nm. T h i s  s u s p e n s i o n  w a s  p l a c e d  i n  an  i c e  b a t h  u n t i l  u s e d .  
-. 

* 
~ e v d n  - 3 0  i 2 0 0  m m  g l a s s  c u l t u r e  t u b e s  were f i l l e d  w i t h  -he 

r e s u s p e n d e d  c e l l s  ( a p p r o x i m a t e l y  1100 m l )  and  s t o p p e r e d  ( 9 6 ) .  O T  
o f  e a c h  o f  t h e  t u b e s ' - w a s  h e l d  a t  1 ,  5 0 ,  2 5 0 ,  5 0 0 ,  7 5 0  o r  1 0 6 0  

a t m  f o r  1  h  a t  . I 5  C u s i n g  p r e s s u r e  c y l i n d e r s  s i ' r n i l a r  t o  t h o s e  

d e s c r i b e d  by Z o B e l l  and  O p p e n h e i m e r  ( 6 0 , 9 9 ) .  T h e . s e v e n t h  t u b e  

was  u s e d  a s  a  1 a t m ,  t = 0  c o n t r o l .  The  t u b e s  were 
- - -- - --- - - - 

d e p r e s s u r i z e d  a n d  u n s t o p p e r e d  f o l l o w i n g  t h e  1 h  i n c u b a t i o n .  
- -- -- -- - -- -- * 

v i a b i l i t y  d e t e r m i n a t i o n s ,  1  m l  a l i q u o t s  were r e m o v e d ,  and ' 1 

. d  

d i l u t e d  s a m p l e s  p l a t e d  o n t o  2216E a g a r  ( 1 4 , 5 3 , 8 9 ) .  C o l o n y  i 
J 

J 
f o r m i n g  u n i t s  ( c f u )  were d e t e r m i n e d  f o l l o w i n g  7 d a y s  i n c u b a t i o n  



a t  1 5  C .  T h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  c e l l s  were h a r v e s t e d  a s  p r e v i o u s l y  

, d e s c r i b e d .  T h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d s  ( 5 1  ) were a s p i r a t e d  i n t o  

s c r e w - c a p p e d  g l a s s  c u l t u r e  t u b e s  a n d  s t o r e d  f r o z e n  a t  - 1 0  C 
w 

u n t i l  a s s a y e d .  

I n  a  s e c o n d  l e a k a g e  s t u d y ,  1 0  l i t r e s  o f  SDB med ium a t  1 5  C 

were i n o c u l a t e d  w i t h  5 0 0  m l  o f  o v e r n i g h t  c u l t u r e  i n  a  

f e r m e n t e r  (New B r u n s w i c k  S c i e n t i f i c ,  N e w  B r u n s w i c k ,  N .  J .  ) ,I 
a e r a t e d  a t  a  5 0 0 b  m l / m i n  f l o w  r a t e ,  a g i t a t e d  a t  2 5 0  rpm a n d  

h e l d  a t  1 5  C .  A n t i f o a m  A (Dow c o r n i n g  C o r p o r a t i o n ,  M i d l a n d ,  

M i c h . )  w a s  u s e d  t o ' . > p r e v e n t  f o a m i n g  d u r i n g  g r o w t h  ( 3 2 ) .  Cel ls  

w e r e  h a r v e s t e d  a t  4 C b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  a  f i o w  r a t e  o f  

1 5 0 - 2 0 0  m l f m i n  a n d  2 7 0 0 0  x g u t i l i z i n g  t h e  S z e n t - G y o r g h B l u m  

KSB-R c o n t i n u o u s  f l o w  s y s t e m  ( I v a n  S o r v a l l ,  N o r w a l k ,  Corm.) 

w i t h  a n  SS-34 r o J o r  i n  t h e  RC2-B c e n t r i f u g e .  T h e  p e l l e t s  were 

c ' o m b i n e d ,  r e s u s p e n d e d  i n  F-RSW a n d  w a s h e d  3 t imes a s  d e s c r i b e d  
c + c  

p r e v i o u s l y .  T h e s e  w a s h e d  c e l l s  were r e s u s p e n d e d  i n  F-RSW t o  a n  
2 

a b s o r b a n c e  o f  0 . 1 4 0  @ 6 0 0  6 m  f o l l o w i n g  a  1 :  1 0 0  d i l u t i o n  i n  
I 

F-RSW. T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  t r e a t e d  a s  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d .  
i f 

/ i 
- - -- - -- - -- + 

i 

: 
- -- - L 

Y 

S u p e r n a t a n t  F l u i d s  A s s a y  M e t h o d s  ! 

S u p e r n a t a n t  f l u i d s  o f  t h e  f i r s t  s t u d y  were a s s a y e d  f o r  

p r o t e i n  b y  t h e  Lowry,  m e t h o d  ( 4 8 )  u t i l i z i n g  t h e  F o l i n  p h e n o l  



r e a g e n t  ( 2 7 ) .  R N A  w a s  d e t e r m i n e d  by t h e  o r c i n o l  p e n t o s e  

n u c l e i c  a c i d  t e c h n i q u e  ( 7 7 , 7 8 ) .  

The  s u p e r n a t a n t  f l u i d s  o f  t h e  s e c o n d  s t u d y  were a s s a y e d  

f o r  D N A  u s i - n s  t h e  d i p h e n y l a m i n e  r e a c t i o n  ( l 7 ) ,  r n a l i c  

d e h y d r o g e n a s e  ( M D H )  b y  t h e  t r i p h e n y l t e t r a z o l i u m  c h l o r i d e  (TPTZ) - 

t e c h n i q u e  o f  -Marsh ( 5 5 )  d e s c r i b e d  b y  M o r i t a  a n d  H a i g h t  (64) ;  

and t o t a l  amino  a c i d s  b y  t h e  n i n h y d r i n  m e t h o d  ( 5 8 , 8 6 )  u t i l i z i n q  

n i n h y d r i n  r e a g e n t  p r e p a r e d  a s  p e r  t h e  Reckman A A A A  m a n u a l  ( 1 0 ) .  

R a d i o i s o t o p e  S t u d i e s  

P r e g a r a t i o n  o f  C e l l  S u s p e n s i o n s  - 

C e l l s  were grown a t  1 5  C f r o m  an  i n o c u l u m  o f  1  % t o  an  , 

a b s o r b a n c e  o f  0 . 4 1 0  @ 5 5 0  n a  i n  300 m l  o f  SDB medium c o n t a i n e d  

w i t h i n  a  5 0 0  r n l  E r l e n m e y e r  f l a s k  u s i n q  a r e c i p r o c a t i n g  

i n c u b a t o r .  T h e s e  c e l l s  were s u b s e q u e n t l y  h a r v e s t e d  and  washed  

twice  a s  p r e v ' i o u s l y  d e s c r i b e d .  The p e l l e t  f r o m  t h e  s e c o n d  "ash  
Y 1  

was r e s u s p e n d e d  i n  1 0  m l  F-RSW a n d  p l a c e d  i n  a n  i c e  w a t e r  b a t h .  ,f 
The c e l l s  were - - r e s u s p e n d e d  -- i n  D r a p e a u  and  MacLeod ~ ( 2 4 ) .  

- - - pp - - - - - - 

t r a n s p o r - t  medium a t  1 5  .C t o  an  a b s o r b a n c e  o f  0 . 0 2  @ 550 nm ( 4 0 0  

pa d r y  w e i q h t / m l )  . 



Chase Experiment 

Of t h e  suspens ion  p repa red  a s  d e s c r i b e d  immed.iately above,  

75 m l  was t r a n s f e r r e d  t o  a  200 m l  Erlenmeyer f l a s k ;  3 m l  o f  

- -- 

a c i d ) ,  Amersham/Searle, Chicago,  I l l . ,  d i l u t e d  t o  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  1 mCi/mmol) was added ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  M )  and 

mixed. Immediate ly ,  25 m l  p o r t i o n s  o f  t h i s  su spens ion  were 

added t o  each of  t h r e e  50  r n l  Erlenmeyer f l a s k s ,  d e s i g n a t e d  1 4 c ,  

* C  ( t o  which n o n - r a d i o a c t i v e  c y c l o l e u c i n e  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  * 

0.01 M) was added a t  t ime  = 4 h )  and A K  ( a c i d - k i l l e d  c o n t r o l ,  

c o n t a i n i n g  0 .35 m l  conc.  H2S04 ( 3 7 - 3 9 , 6 8 , 9 1 ) ) .  The f l a s k s  were 

i ncuba t ed  2t  15 C w i t h  shak ing .  A t  a p p r o p r i a t e  t ime  i n t e r v a l s  

( s e e  f i g .  a l i q u o t m  removed from t h e  f l a s k s  f o r  

f i l t r a t i o n .  I 

, 

K i n e t i c  S t u d i e s  

K i n e t i c  s t u d i e s  were i n  a  s i m i l a r  manner ( s e e  
i 

f i g s .  5 - 9 f o r  d e t a i 1 s ) e r  t a b l e  I1 were o b t a i n e d  b y  

5 . 3 5 ,  8:83< and 17.86 yM.) A l i q u o t s  o f  c e l l  -- - - suspens ion  - - - -  were 
- - 

added t o  va ry ing  q u a n t i t i e s  o f  1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  and mired-. The 

s u s p e n s i o n s  were t hen  d i v i d e d  i n t o  two p o r t i o n s ,  14c and A K  ( a s  a 



d e f i n e d  a b o v e ) .  F i v e  m l  v o l u m e s  were t a k e n  up  i n t o  5 m l  

d i s p o s a b l e  p l a s t i c  s y r i n g e s  ( B e c t o n - D i c k i n s o n ,  B a l t i m o r e ,  M d . ) ,  

n e o p r e n e  s t o p p e r s  ( 3 2 ) .  T h e  s y r i n g e s  were t h e n  p r e s s u r i z e d  i n  

' p r e s s u r 6  c y l i n d e r s  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  

A t  s u i t a b l e  time i n t e r v a l s ,  t h e  a p p r o p r i a t e  s y r i n g e s  were 

d e p r e s s u r i z e d  a n d  t h e  c o n t e n t s  i m m e d i a t e l y  f i l t e r e d  t h r o u g h  25 

m m  0 . 4 5  pm HA membrane  f i l t e r s  ( M i l l i p o r e  C o r p o r a t i - o n  , 

M o n t r e a l ,  Q u e . )  a t  15 crn vacuum a n d  washed  twice  w i t h  e q u a l  . 

v o l u m e s  o f  i c e  co.Ld F-RSW ( 2 6 , 3 2 ) .  The  m o i s t  f i l t e r s  were 

removed  f r o m  t h e  f i l t r a t i o n  a p p a r a t u s  a n d  d i g e s t e d  a t  5 0  C f o r  

1 h  i n  s e a l e d  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  c o n t a i n i n g  1 . 5  m l  NCS 

( A m e r s h a m / S e a r l e ,  C h i c a g o ,  I11.Ih T h e  v i a l  c o n t e n t s  were 

c o o l e d  t o  room t e m p e r a t u r e ,  n e u t r a l i z e d  b y  a d d i t i o n  o f  5 0  pl 

g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  and  b r o u g h t  t o  2 0  m l  w i t h  t o l u e n e  b a s e d  

l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o c k t a i l  ( 6  gm 2 , 5 - d i p h e n y l o x a z o l e  p n d  7 5  

mg p-bis[2(5-phenyloxazolyl)l-benzene p e r  l i t r e ) .  The  
L 

r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  v i a l  c o n t e n t s  were d e t e r m i n e d  u s i n g  a  

Beckman LS-250 l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  s p e c t r o m e t e r  (Beckman 
--- A- , 

I n s t r u m e n t s  I n c . ,  F u l l e r t o n ,  C a l i f o r n i a )  e q u i p p e d w i t h 3 ~ 7  3 

1 4 € ,  I 4 c ,  and 3~ + + 3 2 ~  i s o s e t s  a n d  dTshitegrat-i-ms per 
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RESULTS 

Leakage  S t u d i e s  

The v i a b i l i t y  o f  1. f i s c h e r i  i n  F-RSW f o l l o w i n g  1 k 

e x p o s u r e  t o  v a r i o u s  h y d r o s t a t i c  , p r e s s u r e s ,  i s  shown i n  f i g u r e  1 .  

W i t h i n  t h i s  time p e r i o d  a l l  c e l l s  were  k i l l e d  a t  p r e s s u r e s  

g r e a t e r  than .  750 a t m .  Between t h e  p r e s s u r e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  

200 and  750  atm, v i a b i l i t y  d e c r e a s e d .  A t ' 5 0  atm a n  a p p a r e n t  

i n c r e a s e  i n  c f u  o c c u r r e d ;  a  s i m i l a r  phenomenon h a s  b e e n  

o b s e r v e d  by o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  ( 5 4 , 6 1 , 7 6 , 9 2 ) .  , 

A p p a r e n t  l e a k a g e  o f  o r c i n o l  r e a c t i v e  m a t e r i a l  ( R N A )  f rom 

t h e  c e l l s  i n t o  t h e  m e d i u m . o c c u r r e d  o v e r  t h e  p r e s s u r e  r a n g e s  o f  

1 t o  200 atm a n d  700  t o  1000 atm ( f i g .  1 ) .  However b e t w e e n  

t h e  p r e s s u r e  i n t e r v a l s  o f  200 and  700 atm, c e l l s  e x c r e t e d  

l e s s  R N A  i n t o  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  t h a n  t h e  c o n t r o l s .  

Leakage  o f  DNA i n t o  t h e  menstruum d i d  n o t  o c c u r  t o  a 

g r e a t  e x t e n t  u n t i l  t h e  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e  e x c e e d e d  400 atm 

( f i g .  3 )  . The l e v e l  o f  d i p h e n y l a m i n e - r e a C T I n g  maEe-al_ f D K A r  ' pp 
h 

i n  t h e  s u s p e n s i o n  medium r e m a i n e d  a l m o s t  c o n s t a n t  f r o m  1- t o  250 - 

a tm.  The r a te  o f  r e l e a s e  o f  D N A  i n c r e a s e d  l i n e a r l y  w i t h  
9 

p r e s s u r e s  a b o v e  500 a t m .  T h i s  o b s e r v a t i o n  may b e  c o r r e l a t e d  t o  



c e l l .  v i a b i l i t y  ( f i g .  1,) s i n c e  t h e  i n c r e a s e  i n  D N A  i n  t h e  

mens t ruum o c c u r s  n e a r  t h e  l e t h a l  l i m i t  f o r  t h e  c u l t u r e  ( 4 , 6 7 ) .  

A t  a l l  p r - e s s u r e s  g r e a t e r  t h a n  1 atm, t h e  p r o t e i n  i n  t h e  

s u p e r n a t a n t  f l u i d  i n c r e a s e d  ( f i g .  1 ) .  G r e a t l y  i n c r e a s e d  

l e v e l s  o f  s u p e r n a t a n t  f l u i d  p r o t e i n  were o b s e r v e d  w i t h  

p r e s s u r e s  a b o v e  400 - 500 atm ( t h e  maximum p r e s s u r e  f o r  - 
g r o w t h  o f  t h i s  o r g a n i s m )  ( 4 , 6 7 ) .  T h e r e  was a l s o  a n  a p p a r e n t  

. \ 
, i n c r e a s e  of  t h e  s u p e r n a t a n t  b e t w e e n  1 and  50 

a t m  ( f i g .  1 ) .  

The c u r v e s  shown i n  f i g u r e '  2 wers o b t a i n e d  when t h e  d a t a  

f o r  R N A  and p r o t e i n  i n  t h e  mens t ruum were  r e l a t e d  t o  t h e  number 

o f  v i a b l e  c e l l s  ( c f d  a n d  p l o t t e d  as  f u n c t i o n s  o f  p r e s s u r e .  

, T h e r e  a p p e a r s  t o  be- a  s l i g h t  d e c r e a s e  i n  RNA/cfu a t  50  atm, 

compared  t o  t h e  c o n t r o l .  However ,  t h e  r a t i o  i n c r e a s e s  m a r k e d l y  

a t  p r e s s u r e s  g r e a t e r  t h a n  250 a tm ( f i g .  2 ) .  The r a t i o  o f  

p r o t e i n / c f u  i n c r e a s e d  a t  a  m o d e r a t e  r a t e  t o  250 a t m ,  showing  n o  

' a p p a r e n t  d e c l i n e  a t  50 atm, f o l l o w e d  by a v e r y  s t e e p  rdise a t  

h i g h e r  p r e s s u r e s  s imi la r -  t o  t h a t ,  af, RNA/cfu ( f i g  .2)',. - % 

- 
-- - - - -- - - 

M D H ,  a m g ~ a n e - a s s o c i a t e d  enzyme,  ( f i g .  3 )  was r e l e a s e d  

i n t o  t h e  s u p e r n i k 3 n t  upon a p p l i c a t i o n  o f ,  p r e s s u r e .  T h F F G l 5 Z s 6  

r a t e s  o f  MDH be tween  50 and  750  atm i n c r e a s e d  a s  a f u n c t i o n  o f  

p r e s s u r e .  Changes  i n  r e l e a s e  r a t e s  were  g r e a t e r  b e t w e e n  1 and  

5 0  atm, and  a t  p r e s s u r e s  g r e a t e r  t h a n  750  atm. The i n i t i a l  



r a p i d  r e l e a s e  o f  MDH may i n d i c a t e  l o s s e s  o f  l o o s e l y  bound 
-.*++ ,- 
4 

m o l e c u l e s ,  w h i l e  a t  t h e  h i g h e r  p E e s s u r e s  l o s s e s  may b e  d u e  t o  > 

m a j o r  d i s r u p t i o n s  o f  t h e  membrane.  The r a p i d  i n c r e a s e  b e t w e e n  

750 and  1000 atm i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  e x t e n t  o f  r e l e a s e  o f  

p r o t e i n  a s  shown i n  f i g u r e  1 .  
u 

The c o n c e n t r a t i o n  o f  t o t a l  amino a c i d s  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  

i n c r e a s e d  b e t w e e n  50 and  1009 a tm  ( f i g .  3 ) .  T h i s  c u r v e  

e x h i b i t s  a  d e c r e a s e  i n  t h e  amount  o f  amino a c i d s  be tween  1 and 

50  atm s imilar  t o  t h e  d e c r e a s e  o f  o r c i n o l - r e a e k i v e  m a t e r i a l  

shown i n  f i g u r e  2 .  H y d r o s t a t i c  p r e s s u r e  be tween  500  a n d  750  

atm r e s u l t e d  i n  t h e  g r e a t e s t  i n c r e a s e  o f  amino  a c i d s  i n  t h e  
\ .  

s u p e r n a t a n t ,  w i t h  a l e s s  r a p i d  i n c r e a s e  be tween  750  and  

1000 a t m .  

R a d i o i s o t o p e  S t u d i e s  

A e r o b i c  Up take  

A e r o b i c  u p t a k e  o f  1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  a t  15  C o v e r  4  h  was 

d e t e r m i n e d  ( f i g .  4 B ) .  The c e l l s  o f  t h i s  c u l t u r e  r e a c h e d  a  
- - - -- - -- - 

s a t u r a t i o n  c o n c e n t r a t i o n  of  r a d i o i s o t o p e  l a b e l  by 2 h  w i t h  t h e  
- -- - - -  

p e r i o d  o f  l i n e a r  u p t a k e  o c c u r r i n g  d u r i n g  t h e  f i r s t  q u a r t e r  

h o u r .  The amount  o f  l a b e l  i n  t h e  c e l l s  d e c r e a s e d  s l i g h t l y  i n  + 

t h e  4 h  f o l l o w i n g  s a t u r a t i o n ,  p e r h a p s  e q u i l i b r a t i n g  t h e  l a b e l  

i n i t i a l l y  t r a n s p o r t e d  i n t o  t h e  c e l l s .  A t  4 h ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  



e 

o f  c y c l o l e u c i n e ,  i n '  o n e  f l a s k , / i n c r e a s e d  t d  0 . 0 1  M w i t h  t h e  

a d d i t i o n  o f  ' 2 ~ - c y c l o l e u c i n e .  T h i s  i n c r e a s e  o,f u n l a b e l l e d  

s u b s t r a t e  r e s u l t e d  i n  a  s i g n i f i c a n t  l o s s  o f  i n t r a c e l l u l a r  1 4 c  

l a b e L ,  as shown i n  f i g u r e  4B. The - r a t e  o f  l o s s  o f  l a b e l  was 

s i m i l a r  t o  t h a t  o f  u p t a k e  o f  1 4 ~ - c y c l ~ e u c i n e  by t h e s e  c e l u ,  
L' 

and d e m o n s t r a ' t e s  t h a t  t h e  l a b e l  was n o t  bound i n t o  p r o t e i n ,  b u t  
- - - - - - - - - - 

r e m a i n e d  i n , a n  i n t r a c e l l u l a r  p o o l .  The amou.nt o f  l a b e l  i n  t h e s e  

c e l l s  d r o p p e d  t o  a l e v e l  c l o s e  t o  t h a t  o f  t h e  a c i d - k i l l e d  

c o n t r o l s .  

P * 

F u r t h e r  s t u d i e s  on t h e  e f f e c t  o f  low pH a n d  low  t e m p e r a t u r e  

on a e r o b i c  c y c l o l e u c i n e  u p t a k e  ( f i g . . 4 A )  w e r e  m a d e . . U p t a k e  of  o 

1 4 ~ - c y c l o l e ~ c i n e  by b o t h  l i v e  a n d  g c i d - k i l l e d  c e l l s  a t  5  and  

15  C w e r e  s t u d i e d .  Up take  a t  1 5  C by  v i a b l e  c e l l s  r e m a i n e d  
- - 

l i n e a r  t h r o u g h  40 min  i n c u b a t i o n  t ime.  However,  a  d e c r e a s e  i n  

t e m p e r a t u r e  t o  5 C ' m a r k e d l y  l o w e r e d  t h e  u p t a k e  t o  r a t e s  

c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  t h - e  a c i d - k i l l e d  c o n t r o l s .  
> 

Uptake  o f  l a b e l  was s t u d i e d  a t  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  and  - 

p r e s s u r e s .  The v a l u e s  f o r  s , l o p e ,  K,, and  Vm shown i n  t a b l e  I1 , 

were o b t a i n e d  f r o m  L ineweave r -Burk  d o u b l e  r e c i p r o c a l  p l o t s  ( n o t  

shown 1 o f  t h e  Esu It i n g  d ~ t a p ~ a ~ ) ~ ~ - p ~ e - ~ ~ u r o f - L 3 U - ~  -- 

a p p e a r s  t o  i n h i  b t  t cyclol euckne uptake-, a% inbLieabed-by%+- - -  

i n c r e a s e d  s $ o p e  of t h i s  c u r v e .  The n e g a t i v e  v a l u e s  o f  K, a n d  V, 

may i n d i c a t e  t h e  i n f l u e n c e  o f  e f f l u x ,  enzyme c o n f o r m a t i o n a l  

c h a n g e s ,  and  h i g h  p r e s s u r e  oxygen  e f f e c t s  upon u p t a k e .  



. 
A n a e r o b i c  U p t a k e  

A n a e r o b i c  a c c u m u l a t i o n  o f '  1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  by l i v e  c e l l s  

i n c r e a s e d  a t  a  c o n s t a n t  r a t e  t o  2 0  m i n u t e s  ( f i g .  5 ) .  A r e d u c t i o n  

i n  t h e  a m o u n t  o f  1 4 ~  l a b e l  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a c i d - k i l l e d  

F i g u r e  6 ( 1 0  C) a n d  t a b l e  I ( 1 5  C )  i n d i c a t e  t h a t  

4 ~ - c y c l o l e u c i n e  u p t a k e  b y  c e l l s  i s  i n h i b i t e d  b y  h y d r o s t a t i c  

p r e s s u r e s  o f  1 0 0 ,  2 5 0 ,  a n d  5 0 0  a t m .  The c u r v e s  ( f i g .  6 )  a l s o  

d q m o n s t r a t e  c o n s t a n t  u p t a k e  r a t e s  up t o  2 0  m i n .  

* 

The L i n e w e a v e r - S u r k  plots r e s u l t i n g  from a n a e r - o b i c  u p t a k e  

o f  1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  a t  1 0  C a t  1 ,  2 5 0 ,  a n d  5 0 0  a t m  a r e  shown i n  

f i g u r e  7 ,  a n d  t h e  K m  a n d  Vm v a l u e s  shown i n  t a b l e  111. As 

c a n  b e  s e e n  f r o m  t h i s  f i g u r e ,  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e  o f  580 a t m  

i n h i b i t s  u p t a k e  t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  . t h a n  250 a t m .  The  t y p e  o f  
a 
i n h i b i t i o n  i s  a p p a r e n t l y  c o m p e t i t i v e ,  h o w e v e r  t h i s  e f f e c t  may b e  

d u e  t o  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  a t  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  t r a n s p o r t  -- 
I 

- e n z y m e s ,  c a u s i n g  a n  e f f e c t  w h i c h  m i m i c s  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n .  

r9 
- -- -- 

a 



b B 2 n n e t  u p t a k e  e x p e r i m e n t  i s  shown in f i g u r e  8 .  u p t a k e  

g z ? u r r e = i  a t  a p p r o x i m t e l y  a c o n s t a n t  r a t e d t o  23 m i n  - a n d  

s a t u r a t i o n  o c c u r r e d  o y  53 a i n .  I n  t h e  s e c o n d  h o u r ,  . s 

a p p r o x i m a t W e l y  30 $ ~f the a c c u m u l a t e d  l a b e l  was r e l e a s e d .  , 

F i g u r e  9 shows resi l l ts  f r o m  a c s i m i l a r  e x p e r i m e n t ,  w h e r e  

3 3 3 3 l e 3  3f t h e  c u l t u r e  w e r e  p r e s s u r i z e d  a t  t = 6 0  m i n  t o  250 a n d  
., 

532 a t h .  W h i l e  l a o e l  was L o s t  i n  t k e  a t m o s p h e r i c  p r e s s u r e  

z s r i t ~ o l ,  as  e x p e c t e S  f?53 f i s u r e  8, b o t h  250 a n d  500 atm 

r e s u l t s d  i n  a  g r e a t e r  r e l e a s e  o f  1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e . ' ~  



T a b l e  I 

1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  u p t a k e  (DPM/ml) a t  1 5  C a n d  1 ,  

1 0 0 ,  a n d  500  atm p r e s s u r e  s a m p l e d  a t  0 ,  5 ,  1 0 ,  a n d  

1 5  m i n .  S e e  H a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  f o r  d e t a i l s .  
4 

Time ( m i n )  
i' 

P r e s s u r e  ( a t m )  + 



w 

Table I1 

Values of K,, V,, a n d  s lope  o f  

Lineweaver-Burk p l o t s  f o r  aerobic .  uptake 

of 1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  by 1. f i s c h e r i .  

P ressu re  ( A t m )  

Slope ( h )  



T a b l e  I11 

K, a n d  Vm v a l u e s  f o r  a n a e r o b i c  u p t . a k e  o f  

1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  by P. f i s c h e r i .  Data o b t a i n e d  

f r o m  fig..7. 

P r e s s u r e  ( A t m )  1  2 5 0  D 5 0 0  



F i g u r e .  1  P r e s s u r e  e f f e c t s  ( 1  h ,  15 C )  u p o n  c u l t u r e  v i a b i l i t y  

(0) , a n d  l e a k a g e '  o f  p r o t e i n  (0) a n d  R N A  (0) . 



- PRESSURE (Atm) 



F i g u r ?  2 P r e s s u r e  e f f e c t s  ( 1  h ,  15 C )  u p o n  p r o t e i n  (@) a n d  

9NA (0) l e a k a g e  p e r  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t .  R e p l o t  o f  

d a t a  o f  f i g .  1 .  



PRESSURE (T) 



Figure 3 P r e s s u r e  e f f e c t s  ( 1  h ,  1 5  C) upon D N A  (e), mala t e  

dehydrogenase (o), and amino aci ,d (0) l e a k a g e .  



250 500 , 750 

PRESSURE (Atm) 



F i g u r e  4 A .  1 4 ~ - c y ; l o l ~ u c i n e  c o n t e n t  o f  v i a b l e  (0,o) a n d \ -  ,- 

L 
a c i d - k i l l ? d  c a n t r o l  (my@) c e l l s  a t  5 C a n d ' l 5  C Id 

r e s p e c t i v e l y .  

8. 1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  c o n t e n t  o f  v i a b l e  (0) a n d  

a c i d - k i l l e d  c o n t r o l  (a) c e l l s  a t  1 5  C .  A t  t ime = 4 h  

1 2 i - c y c 1 9 1 z u c i n e  was a d d e d  t o  t h e  v i a b l e  c e l l  

c u l t u r e  (0). S e t  Mater ia ls  a n d  M e t h o d s  f o r  d e t a i l s .  



14C-CYCLOLEUCINE CONTENT (DPMI ml x 1 03) 

14C-CYCLOLEUCINE CONTENT (DPM / ml x 1 03) 
--L N 

0 in 3 vl w Cn 



Anaerob ic  " i - c y c l o l e u c i n e  c o n t e n t  of v i a b l e  (@) 

a n d  a c i . 3 - ~ i l l ? d  c o n t r g l  (0) n,211s, and n e t  



TIME (min) 





5 S O  15 

TIME (rnin) 



- 
F i g u r e  7 Lineweaver-Burk p l o t s  o f  1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  u p t a k e  by  

v i a b l e  c e l l s  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  a t  10 C and 
f 

1 (01, 250 (01, and 500 (@) atrn p r e s s u r e .  Da ta  

c o r r e c t e d  f o r m u p t a k e  by a c i d - k i l l e d  c o n t r o l  c e l l s .  



1 / .  [s] (ml / nmol) 



F i g u r e  8 Anaerob ic  u p t a k e  o f  1 4 ~ - c y c 1 3 1 e u c i n e  b y  

v i a b l e  c e l l s  a t  1 0  C .  3 a t a  c o r r e c t e d  

f o r  u p t a k e  b y  a c i d - k i l l e d  F o n t r o l  c e l l s .  



TIME (min) 



F i g u r e  9 Anaerob ic  l o a d i n g  o f  v i a b l e  c e l l s  a t  10 C and 

.I atrn (a) ( 0  t 3  60 m i a ) .  A t  t i n e  = 63  m i n  p r e s s u r e s  

o f  1 (a), 250  (o), an13 500 (0) a t n  were a p p l i e d .  

Data c o r r e c t e d  f o r  u p t a k e  b y  a c i d - k i l l e d  c o n t r o l  
, 

c e l l s .  





D I S C U S S I O N  

ci 

I 

The v i a b i l i t y  o f  y .  f i s c h e r i ,  f o l l o w i n g  p r e s s u r i z a t i o n ,  

r e p o r t e d  h e r e  ( f i g .  1 )  e x h i b i t s  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  p h a s e s  

r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  ( 6 1 , 6 3 ) .  The p e a k  i n  v i a b i l i t y  

i n d i c a t e d  a t  50 a t m  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  M o r i t a l s  r ? p o r - t  o f  

s l i g h t l y  b e t t e r  g r o w t h  a t  1 3 3  a n d  200 atrn t h a n  a t  a t m o s p h e r i c  

p r e s s u r e  ( 6 1 ) .  B e t t e r  g r o w t h  a t  l o w  p r e s s u r e s  ( c a .  100  atm) 

t h a n  a t  a t m o s p h e r i c  p r e s s u r e  m i g h t  b e  e x p e c t e d  o f  a c u l t u r e  

i s o l a t e & f r o m  s d a t a r  s a m p l e  a t  1 2 3 0  m d e p t h  ( 6 5 ) .  P r e v i o u s  

r e p o r t s  ( 4 , 6 2 , 6  6 7 )  i n d i c s t i n g  a d e c r e a s e  o f  v i a b i l i t y  a t  303 

a t 3  ( 6 3 )  a n d  w i  d e a t h  o c c u r r i n g  a t  p r e s s u r e s  e x c e e d i n g  800 

a t m  ( 4 , 6 7 )  a r e  i n  a , g r e e m e n t  x i t h  t h e  v i a b i l i t y  v s .  p r e s s u r e  

c u r v e  ( P i g .  1 ) .  The r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  

V. f i s c h e r i  h a s  a d a p t e d  t o  t h e  m o d e r a t e  p r e s s u r e s  o f  t h e  z o n e  - 
f r o m  w h i c h  i t  was i s o l a t e d  (54), b u t  c a n n o t  b e  c o n s i d e r e d  a 

b a r o p h i l e  (59) d u e  t o  i t s  s e n s i t i v i t y  t o  h i g h  h y d r o s t a t i c  

p r e s s u r e s .  
P 

I n  p r e v i o u s  e x p e r i n e n t s  t e s t i n g  t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  

on 1. f i s c h e r i ,  l e a k a g e  o f  m e t a b o l i t e s  a n d  m a c r o m o l e c u l e s  - 

o c c u r r e d  a l o n g  w i t h  i o s s  o f  v i a b i l i t y  b y  t h e  c e l l s .  S t r u c t u r e s  

a n d / o r  r e a c t i o n s  Ln ~ a r i n e  b a c t e r i a  w h i c h  a r e  s e n s i t i v e  t o  

c h s n g 3 s  ( u s u a l l y  i ~ c r e a s e s )  i n  t e m p e r a t u r e  may a l s o  b e  



i n f l u e n c e d  b y  m o d e r a t e  a n d  h i g h  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e s .  An e f f e c t ,  

d e m o n s t r a b l e  t h r o u g h  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  h i g h  t e m p e r a t u r e s  may 
a 

b e  c o u n t e r a c t e d  o r  s i m i l a r l y  a f f e c t e d  b y  p r e s s u r e ,  d e p e n d i n g  

o n ,  t h e  r a n g e  o f  t e m p e r a t u r e  a n d  p r e s s u r e  e x p e r i e n c e d .  I n  . 

e x p e r i m e n t s  c o n d u c t e d  b y  B u r t o n  a n d  M o r i t a  ( 1 8 1 ,  H a i g h t . a n d  

M o r i t a  ( 3 1 ) ,  a n d  K e n i s  a n d  M o r i t a  ( 4 2 ) ,  t e m p e r a t u r e s  e x c e e d i n g  

t h e  m a x i a u m  g r o w t h  t e m p e r a t u r e  ( 2 0  C) r e s u l t e d  i n  l o s s e s  o f  

n e t a b o l i t e s  a n d  m a c r o m o l e c u l e s  i n t o  t h e  mens t r ,uum w h e r e a s  n o  

- a p p r e c i a b l e  q u a n t i t i e s  o f  t h e s e  m a t e r i - a l s  were d e t e c t e d  a t  

1 5  C .  T h e s e ,  m a t e r i a l s ,  R N A ,  A ,  p r o t e i n  a n d  a tn ino  a c i d s ,  a r e  

b i o l o g i c a l l y  v a l u a b l e  m o l e c u l e s ,  a n d  t h e i r  l o s s  t o  t h e  
l 

m e n s t r u u m  w o u l d  a f f e c t  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  c e l l s  t o  s u r v i v e .  
v 

T h e  r a t e s  o f  l s a K a g e  d i f f e r e d ,  w h e r e  t h e  r a t e s  o f  l e a k a g e  were 

p r o t e i n  > R N A  > DNA > a m i n o  a c i d s .  H a i g h t  a n d  M o r i t a  ( 3 1 )  

i n t e r p r e t ' e d  t h i s  r e s u l t  a s  a n  i n d i c a t i o n  t h a t  t h e  c e l l  m e m b r a n e  

w a s  n o t  r u p t u r i n g ,  s i n c e  t h i s *  w o u l d  r e s u l t  i n  t h e  r e l e a s e  o f  

t 
a l l  o f  t h e  c o m p o n e n t s  a t  s i m i l a r  r a t e s ,  a n d  s h o u l d  s h o w  h i g h  

r a t e s  o f  r e l e a s e  o f  , s m a l l  n o l e c u l e s  s u c h  a s  a m i n o  a c i d s .  

L o s s e s  o f  i n t r a c e l l u l a r  m o l e c u l e s  d u e  t o  p r e s s u r e  were 

t h e r e f o r e  t e s t e d  ( f i g s .  1 - 3 ) .  I n  a l l  c a s e s  h i g h  h y d r o s t a t i c  

p r e s s u r e s  r e s u l t e d  i n  s i g n i f i c a n t ~ l o s s e s  o f  m a c r o m o l e c u l e s  o r  

n ? t a b o l i . t e s .  L e a k a g e  r a t e s  i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  a t  
% 

p r e s s u r e s  e x c e e d i n g  350 a t m ,  h o w e v e r  d e v i a n t  r a , t e s  o f  l e , a k a g e  

w e r e  s e e n  a t  l o w e r  p r e s s u r e . s .  



R e l e a s e  o f  R l J A  a n d  p r o t e i n  show p e a k s  a t  5 0  a t m  ( . f i g .  1 )  
/ 

w h i c h  a p p e a r  t o  c o r r e l a t e  w i t h  a  s i m i l a r  v i a b i l i t y  p e a k  ( f i g .  1 )  

I n c r e a s e d  a n o u n t s  o f  R N A  and p r o t e i n  may b e  a r e s u l t  o f  g r e a t e r  

n u m b e r s  o f  c e l l s  i n  t h e  c u l t u r e ,  d u e  t o  t h e  e n h a n c i n g  e f f e c t  o f  

l o w  p r e s s u r e s  ( c a .  53 atrn)  on th 'e  g r o w t h  r a t e  o f  t h e  c u l t u r e  

( 6 1 ' ) .  I n  t h e  c a s e -  o f  R I \ I A ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  r e a l i z e  t k a t  t h e  

a s s a y  d e t e c t e d  o r c i n o l  r e a c t i v e  m a t e r i a l ,  w h i c h  4 a y  - c - o n s i s t  o f  

s o l u b l e  o r  p o l y m e r i z e d  RNR-l ike  m a t e r i a l .  I n  s i m i l a e  s t u d i e s  

t e s t i n g  t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  on c e l l u l a r  l e a k a g e  ( 3 1 , 4 2 )  

i t  was  f o u n d  t h a t  t h e  c o n p o s i t i o n  o f  t h i s  o r c i n o l  r e a c t i v e  

m a t e r i a l  c h a n g e d  a s  t h e  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  i n c r e a s e d .  

The r a t i o s  o f  r e l e a s e d  R N A  o r  p r o t e i n  t o  v i a b l e  c e l l s  a t  

h i g h  p r e s s u r e s  i n c r e a s e  r a p i d l y ,  a s  would  b e  e x p e c t e d  f r o m  t h e  

Cd r a p i d  e c r e a s e  i n  v i a b l e  c e l l s  a t  p r e s s u r e s  g r e a t e r  t h a n  2 5 0  

a tm ( f i g .  1 ) .  k t  h i g h  p r e s s u r e s ,  t h e  number  of  v i a b l e  c e l l s  
# 

become s o  l o w  t h a t  t h e  r a t i o  o f  R N A  o r  p r o t e i n  t o  v i a b l e  c e l l s  

i n c r e a s e s  m a r k e d l y ,  r e g a r d l e s s  o f  a n y  p r - e s s u r e  i n d u c e d  

i n c r e a s e  i n  R N A  o r  p r o t e i n .  R e l e a s e  o f  p r o t e i n  a t  l o w  

p r e s s u r e s  ( f i g .  2 )  a p p e a r s  t o  i n c r e a s e  w i t h  p r e s s u r e  when a  

c o r r e c t i o n  i s  made f o r  i n c r e a s e d  g r o w t h  and  c e l l  d i v i s i o n .  

R e l e a s e  o f  R N A  i n t o  t h e  m e n s t r u u m  a t  5 0  a tm when c o t - r e c t e d  f o r  

t h e  number o f  v i a b l e  c e l l s  a p p e a r s  t o  d e c r e a s e  s l i g h t l y  ( f i g .  

2 ) .  k s i m i l a r  d e c r e a s e  i n  amino  a c i d s  i s  s e e n  i n  f i g u r e  3.  



T h i s  e f f e c t  may S e  d u e  t o  s l i g h t l y  g r e a t e r  p o l y m e r i z a t i o n  i n  

t h e  more  r a p i d l y  d i v i d i n g  c e l l s  a t  p r e s s u r e s  a r o u n d  5 0  a t m ,  

r e s u l t i n g  i n  f e w e r  low m o l e c u l a r  ' w e i g h t  o r c i n o l  r e a c t i v e  

n a t e r i a l s  a n d  amino  a c i d s  w h i c h  may b e  r e l e a s e d  by t h e  c e l l s .  

A c c e l e r a t e d  l o s s e s  o f  m a c r o m o l e c u l e . s  and  m e t a b o l i t e s  a t  

p r e s s u r e s  g r e a t e r  t h a n  5 0 0  a tm h a v e  b e e n  n o t e d  ( f i g s .  1 , 3 ) .  If 

t h e s e  E e s u l t s  a r e  c o m p a r e d  t o  t h e  v i a b i l i t y  c u r v e  ( f i g .  I ) ,  a  

c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  c e l l  d e a t h  ( l o s s  o f  v i a b i l i t y )  and  l o s s  o f  

R i J A ,  D N A ,  p r o t e i n ,  amino  a c i d s ,  and  MDH i s  s e e n .  The amount  o f  

MDH i n c r e a s e s  m a r k e d l y  b e t w e e n  7 5 0  and 1 0 0 0  a t rn ,  t h e  p r e s s U r e  

r a n g e  w h e r e  ' d e a t h  o f  t h e  c u l t u r e  i s  m o s t  , p r o n o u n c e d .  R e l e a s e  

oT p r o t e i n  i n  t h i s  r a n g e  a l s o  i n c r e a s e s - m a r k e d l y .  T h e  amount  

o f  p r o y e i n  i n  t h e  s u p e r f i a t a n t  i n c r e a s e s  a t  a  l e s s e r  r a t e  

b e t w e e n  250  and 5 0 0  a t m .  T h e  p a t t e r n  o f  p r o t z i ~  r e l e a s e  

i n d i c a t e s  t h a t  i n 9 t h e  r a n g e '  o f  2 5 0  t o  7 5 0  atrn d u r i n g  w h i c h  t h e  

v i a b i l i t y  o f  t i l e  c ~ l l t u r e  d e c r e a s , . ~ ,  p r e s s u r e  c a u s e s  t h e  l o s s  

o f  l o o s e l y  bound a n d  membrane  a s s o c i a t e d  p r o t e i n  a s  wel l  a s  

o t h e r  p r o t e i n a c e o u s  m a t e r i a l ,  b u t  p r o b a b l y  n o t  b e c a u s e  o f  a  

l y t i c  phenomenon .  R e l e a s e  i n  t h e  7 5 0  t o  1 0 0 0  atrn p r e s s u r e  

r a n g e  may i n d i c a t e  t h a t  membrane  r u p t u r e  had  o c c u r r e d .  The  

i n c r e a s e d  c 0 n c e n t r . a t i o r - i  o f  a m i n o  a c i d s  i n  t h e  s u p e r n a t a n t ,  

b e t w e s n  5 0  and 5 0 0  atrn ( f i g .  3) may b e  d u e  t o  i n h i % i t i o n  o f  

t h e  c e l l s 1  a b i l i t y  t o  c o n c e n t r a t e  amino a c i d s  f r o m  t h e  



z e n s t r u u m ,  a s  w e l l  a s  t o  some  d i s r u p t i o n  o f  t h e  rnem-brane ' 

i n t e g r i t y .  The much g r e a t e r  r a t e  o f  l o s s  shown b e t w e e n  5 0 0  and  

750  a t q  may r e f l e c t  t h e  t o t a l  i n h i b i t i o n  o f  i n w a r d  t r a n s p o r t  \ 
o f  a n i n o  a c i d s  c o u p l e d  w i t h  s e v e r e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  c e l l  

membrane  e a m i n o  a c i d s  t o  e s c a p e .  The i n a b i l i t y  o f  

x t o  m a i n t a i n  t h e  r e l e a s e  r a t e ,  may 

o f  t h e  f r e e  amino  a c i d  p o o l  l i m i t i n g  t h e  

e f f e c t  o f  l a r g e  s c a l e  l y s i s  o f  t h e  c e l l s ,  i n d i c a t e d  by t h e  

i n c r e a s e d  r a t e  o f  r e l e a s e  o f  R N A ,  p r o t e i n  ( i n c l u d i n g  M D H )  a n d  

D N A .  The r e l e a s e  o f  D N A  t o  t h e  m e n s t r u u m  d o e s  n o t  o c c u r  u n t i l  

t h e  v i a b i l i t y  o f  t h e  c e l l s  h a s  d e c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y .  The 

p a t t e r n  o f  r e l e a s e  f r o x  5 0 0  t o  1 0 0 0  a t n  may i n d i c a t e  t h a t  t h e  

l o s s e s  a r e  d u e  t o  d i s r u p t i o n  o f  t h e  m e n b r a n e  a t  l o w e r  

p r e s s u r e s ,  a n d  membrane  r u p t u r e  a t  h i g h e r  p r e s s u r e s .  I f  

p r e s s u r e  d e p e n d e n t  membrane  r u p t u r e  'were o c c u r r i n g  a t  

I 
p r e s s u r e s  g r e a t e r  t h a n  500 a t rn ,  l o s s e s  o f  t h e  s m a l l e r  

x o l e c u l e s  s h o u l d  i n c r e a s e  a t  a r a t e  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  r a t e  

o f  lkss  o f  DNA. T h e  d a t a  s u p p o r t  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  g r e a t e r  

r e l e a s e  a t  p r e s s u r e s  g r e a t e r - t h a n  7 5 0  a t rn ,  w h e r e  t h e  . l e t h a l  

e f f e c t s  o f  p r e s s u r e  a r e  t h e  m o s t  p r o n o u n c e d  ( f i g .  1 )  a n d  may 

i n d i c a t e  membrane r u p t u r e  ( f i g .  1 - 3 1 .  

C 

Tfnerrnal ly i n d u c e d  l e a k a g e  (7,29) o f  YDEI. h a s  b e e n  s t u d i e d  b y  

H a i g h t  and  Y o r i t a  ( 3 1 )  and  K e n i s  and M o r i t a  (12) a s  a n  

/ i n d i c a t i o n  o f  t h e  p r o p o r t i n / o f  t h e  p r o t e i n a c e o u s  m a t e r i a l  



I 

r 2 i e a s e d  srkiizn r e ~ 3 i n s -  a c t i v e .  d G r i  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  - 

'1. - f i s c n e r i  dF-1 was 1 3 b i l s  a t  C, b u t  t n e  enzyme i n  w h o l e  

c e l l s  r e m a i n e d  a c t i v e  u p  t o  16 C ( 4 5 ) .  The  enzyine f r o a  a  a a r i n e  
I 

~ s y o n r o p n i l e  PS257 was f o u n d  t o  b e  h e a t - s e n s i t i v e  (- - a t  30 C ,  t h e  

r q a x i n i i  g r o w t h  t k n p e r s t u r s  f o r  . t h e  3 r g q n i s r n \ ( l ? ) ,  w h i l e  t h e  

z3zy:ne f r o m  the  t h e r m o p h i l e  , ~ a c i l l u s  s t e s r o t h e r m o p h i l u s  
-'%- 

I J C A  2 1 8 4 ,  e x h i S 4 t e d  2 n  op t imlsn  s t  55 C a n d  t h e r i n a l  i n a c t i v a t i o n  

a t  c a .  30 C ( 5 4 ) .  I t  J a s  p r o p o s e d  ( 6 4 )  t h a t  k h e  t h e r m o p h i l e ' s  

e n z y a e  Nas i n a n t i v a t n i  a t  h i z h e r  t e m p e r a t u r e s  d u e  t o  an 

2 q u i l i o r i u m  s h i f t  f a v o u r i n g  a n  i n a c t i v e  ( h i g h e r  m o l e c u l a r  

v o l u ~ e )  c o n P o r a a u i 7 3 n .  J n e n  t h 2  t h e r r n o p h i l e ' s  e n z y n e  was  

s u b j e c t e d  t o  hi23 p r e s s u r e s  ( 1 0 0 0  a t a )  p r i 3 r  t o  h s a t i h g ,  t h e  

I n c r 2 a s e  i n  m o l s z u l a r  v ~ l u r i e  c a u s e d  by i n c r e a s e d  t e a p e r a t u r e  

/ :'I1 S) f a v o ~ ~ r i n g  d e n a t u r a t i o n  was c o u n c e r a c t e d  b y  a d e c r e a s e  

is n o l e c u l a r  v 3 l d x e  a ~ e  t c  h i s h  p r e s s u r e  (6q). Low ? r e s s u r e  

f - A  

J a t  r e l 3 a s e  c t l  X39 a s  shorn, i n  f i g u r e  3 i s  s i z i l a r  t o  t h e  

- .  
d 7 , , g n z r  c e m p e r a c u r e s  r e s u l t e d  i n  g r e a t e r  r a t e s  af r e l e a s e  

~ i n l l a r  t o  t h ~ s e  i n d u c e d  o y  a o d e r a t e  p r e s s u r e s  (50-750 atm) i n  

- r -  , , -3 s t ~ d y .  \;rJ3 ; ias r e l l a s e d  st  u r e s  h i g h e r  t h a n  t h e  
,'-- 

B z a x i ~ u : r i  g r c v t h  t ? z ? e r z $ z r 2 ,  sad i t s  r e l e a s e  was  a l s o  s f f - c t e d  

C. - 7  \ ,,, zny - , ras .s i ins s d !  s t m o s p h e r i  p r e s s u r e .  



The e f f e c t  3 f  p r e s  r e  on a n i n o  a c i d  u p t a k e  h a s  b e e n  
- p 

s t u d i e d  t h r o u g h  t ne  t l s e i a f  r a d i ~ i s o t o p e  l a b e l l e d  a m i n o  a c i d s  

( l 6 , 3 2 , 5 2 , 6 8 , 3 4 ) .  T h i 3 , 7 a t e c h n i q u e  i s  v a l u a b l e  f o r  s t u d i - e s  

- i u c d ; r i n g  ilpt-ake ~ f a ~ i - w  aci-ls, g w - t - i c u l a r l y  w'nen the-- 
Z 

r e s p i r e d  l a b e l  i s  a l s o  a s s a y e d ,  ( 3 2 , 5 2 , 6 3 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  

d n e r e  o o t n  u p t a K e  a n d  e f f l u x  ;dere s t u d i e d ,  l a b e l l e d  

n a n - . ~ e t a o ~ l i z a b l e  a a i n o  a c i d  a n a l o g u e s  s u c h  a s  c y c l o l e u c i n e  

C1,2'3) a n d  a - a ; n i ~ ~ i s o b ~ ' ; y r l c  a c i d  ( 1 , 1 9 , 2 0 , 2 4 - 2 5 , 6 6 )  were 

> r e f e r r e d  a s  s u o s t r s t e s ,  s i n c e  it was t h e  f r e e  a m i 2 o  a c i d  p o o l  

dn inn  was o f  i n t z r e s c  ( 1 3 ) .  R e s 2 i r a t i o n  a n d  a s s i m i l a t i o n  o f .  t h e  

r e s d l t s  i n  a c c u m ~ l a L i 3 n - s f  label i n t o  f o r a s - w h i c h - w o u l d  n o t  b e  

a s  r 5 a d i l y  i n f l u e n c e d  by p r e s s u r e  a s  would  t h e  i n t r s c e l l u l a r  

;-a@ ani.30 a c i d  ~ 0 3 1 .  - *  - -  

T n e  u p t a k e  a n d  c h a s e  e x p e r i m e n t  shown i n  f i g u r e  4 B  

J e m r i s t r a t e s  t n a t  c y c l a l e u c i n e  i s  t r a n s p o r t e d  a e r o b i c a 1 . 1 ~  i n t o  

t h ?  c e l l s  a n d  G h a t  t h e  z y c l o l e u c i n e  r e m a i n s  i n  an unbound  

? y z l s i k u c i n e  r e a c h e d  s a t u r a t i o n  b y  a b o u t  1  h i n  t h i s  
- - - - - - -- - - - -- - - 

ex~eriaent. Tne c n a s e  2 2 r i a d  a f t e r  4  h  t o  a 1 4 c  l e v e l  

~ s , - , ~ a r a o ; e  t o  t h a t  5' ~ n e  a c i d - k i l l e d  s s h o w s  t h a t  

. . 2;'2,3,e3ci33 i s  32:  i . ? c a r p o r a t e d  i n t o  i m m o b i l e  m a c r o m o l e c u l a r  



f o r m s ,  s u c h  a s  p o l y p e p t i d e s  a n d  p r o t e i n s .  The k i n e t i c s  o f  l a b e l  

d i l u t i o n  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  u p t a k e .  The r e s u l t s  o f  t h i s  
7 

e x p e r i m e n t  f o l  d w t h e  c l a s s i c  a p p e a r a n c e  o f  a c t i v e  u p t a k e  i n t o  

i n t r a c e l l u l a r  p o o l s  a s  r e v i e w e d  b y  B r i t t e n  a n d  McLure ( 1 3 ) .  

The p r e s e n c e  o f  r n o l e c u l a r . o x y g e n  a t  h i g h  p r e s s u r e s  h a s  

b e e n  p r e v i o u s l y  shown t o  b e  d e t r i m e n t a l  t o  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  

( 3 , 5 8 , 3 7 ) .  The  a e r o b i c  1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  e x p e r i m e n t s  were t h u s  

p e r f o r m e d  a n a e r o b i c a l l y  t o  d e t a r m i n e  w h e t h e r  u p t a k e  i n h i b i t i o n  

was  d u e  t o  t h e  i n c r e a s e d  p r e s s u r e  o r  b e c a u s e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  

n o l e c u l a r  o x y g e n  a t  h i g h  p r e s s u r e s .  

A n a e r 0 b . i ~  u p t a k e  o f  c y c l o l e u c i n e  o v e r  a  2 h  p e r i o d  shows  
- - - - - - - 

a  s i n i l a r  u p t a k e  c u r v e  d u r i n g  t h e  f i r s t  h o u r  ( f i g s .  8,9), 

f o l l o w e d  b y  l o s s  o f  l a b e l  d u r i n g  t h e  s e c o n d  h o u r  ( f i g .  8 ) .  

F An e x p e r i m e n t  c q n d q c t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  d u r a t i o n  o f  

u p t a k e  a t  a  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e ,  and  t h e  

( f i g .  4 A ) ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

l o w  pH a n d  l i m i t  t h e  u p t a k e  o f  c y c l o l e u c i n e .  

The  c%mb i na 

A s h o r t  term a n a e r o b i c  u p t a k e  e x p e r i m e n t '  c o n d u c t e d  o v e r  20 

m i ?  ( f i g .  5, 1 e s t a b l i s h e s  t h a t  u p t a k e  o c c u r r e d  a t  a  c o n s t a n t  r a t e  



.fi d u r i n g  t h i s  t ime .  ' e n  t h e  s y s t e r n  was  e x p o s e d  t o  h y d r o s t a t i c  

p r e s s u r e s  o f  250 a n d  5 0 0  atm, t h e  u p t a k e  r a t e  was d e p r e s s e d  

r e l a t i v e  t o  t h e  c u l t u r e  m a i n t a i n e d  a t  t h e  a a b i e n t  p r e s s u r e  

- A  

T h e s e  r e s u l t s  c o n f i r m  t h a t  t h e  g r a t u i t o u s  s u b s t r a t e  
--,-'= 

c y z l o l e u c i n e  was t r a n s ? o r t e d  i n  s m a n n e r  s imi l a r  t o  t h a t  o f  

a m i n o  ~ c i d s ,  a n d  t h a t  t h e  t r a n s p o r t  m e c h a n i s m  may b e  s i m i l a r l y  

i n h i b i t e d  b y  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e .  C 

F u r t h e r  s t u d i e s  o n  t h e  e f f e c t  o f  h y d . r o s t a t i c  p r e s s u r e s  on  

t h e  k i n e t i 2 s  o f  c y c l 3 1 5 u c i n e  t r a n s p o r t  i n t o  t h e  c e l l  w e r e  

t e s t e d  u t i l i z i n g  t h e  L i n e w e a v e r - B a r k  d o u b l e  r e c i p r o c a l  p i o t  

( f i g .  7 ,  t a b l e  11). The  c u r v e s  r e s u l t i n g  f r o m  d a t a  p l < t t e d p i n  

t n i s  a a n n e r  show i n h i b i t i o n  o f  u p t a k e  b o t h  a e r o b i c a l l y  ( t a b l e  1 1 )  

a n d  a n a e r o b i c a l l y  ( f i g .  7 )  b y  p r e s s u r e s  o f  253 a n d  5 0 0  atm. 

I n  o r d e r  t o  i r m  t h e  l e a k a g e  s t u d i e s  p e r f o r m e d  w i t h  -.- 
u n l a b e l l e d  c e l l s ,  p r e s s u r e s  o f  253 a n d  500 atrn'were a p p l i e d  t o  

a n  a n a e r o b i c  c u l t i l r e  w h i c h  h a d  b e e n  a l l o w e d - t o  a c c u m u l a t e  
-i 

I 4  s a t u r a t i n g  concentra_ti_Q&+zf C - c y c l o l  e-e, a s  shown i n 

f i g u r e  9 .  The u p t a k e  c u r v e  f o l l o w s  t h e  t r e n d  shown i n  

p r e v i o u s  u p t a k e  c u r v e s  ( f i g s .  6,8). R e l e a s e  r a t e s  o f  l a b e l  a t  

a t x o s p n e r i c  p r e s s u r e  w e r e  i n c r e a s e d  a t  b o t h  2 5 0  a n d  5 0 0  atm 

a p g l i e d  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e s .  Y o d e r a t e  p r e s s u r e s  ( 2 5 0  a t m )  



r e s u l t  i~ a  l o s s  o f  c a .  50 % o f  t h e  accumula ted  l a b e l  i n  2  h . ,  

which i s  s l i g h t l y  g r e a t e r  t h a n  t h e  l o s s  shown a t  1 a tm,  which 

i n d i c a t e s  t h a t  a l t h o u g h  some o f  t h e  l a b e l  i s  l o s t ,  t h e  

d e p l e t i o n  o f  t h e  amino a c i d  p o o l  i s  n o t  a s  marked a s  would b e  

? x ? e c t e d  from t h e  v i a b i l i t y  c u r v e  i n  f i g u r e  1 and from 

p r e v i o u s  s t u d i e s  ( 5 1 , 6 2 , 5 5 ) .  The c e l l s  a t  250 a t d  a r e  

i n h i b i t e d  b y  t h e  l o s s  o f  a e t a b o l i t e s  a s  shown by l e a k a g e  o f  

p r o ~ t e i n ,  MDH, R t J A ,  DNA and 1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  i n t o  t h e  

nens t ruum. ,  Growth o f  t h e  c u l t ~ l r a  i s  i n h i b i t e d  b y  t h e  l o s s  o f  

i n t r a c e l l u l a r  n e t a b o l i t e  c o n c e n t r a t i o n s  a s  w e l l  a s  by t h e  
/ 

i n h i b i t i o n  o f  many enzyne  rnedia ted  p r o c e s s e s  x i t h  n o d e r a t e  

p r e s s u r e .  The l o s s e s  nay a l s o . i n c l u d e  an u p t a k e  i n h i b i t i o n  

e3rnponent due t o  p r e s s u r e .  

. . 

At h i g h e r  p r e s s u r e s  (503 a t rn ) ,  t h e  1 4 ~ - c y c l o l e u c i n e  

r e a a i n i n g  i n t r a c e l l u l a r l y  i s  ' reduced  t c a .  25 % o f  t h e  i 
s a ~ u r a t i o n  l e v e l  a f t e r  2 h.  A t  t h i s  p f i e&ure ,  e f f l u x  o f  

$2 
n e t a b o l i t e s  h a s  become i n c r e a s i n g l y  i m p o r t a n t  a s  t h e  

c a n c e n t r a t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  components  a r e  marked ly  l o w e r e d ,  

' .  enzyne  a c t i v i t i e s  d e c r e a s e  and t h e  membrane i n t e g r i t y  i s  l o s t .  

2rowth afid c e l l  d i v i s i o n  a t  t h i s  s t a g e  h a s  been i n h i b i t e a d  t o  

t h o  e x t e n t  t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  new c e l l s  c a n n o t  c o u n t e r a c t  

t g e  d e a t h  r a t e .  



C O N C L U S I O N S  

T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  u p t a k e  a n d  

e f f l u x  o f  a m i n o  a c i d s  b y  x. f i s c h e r i  a r e  a f f e c t e d  b y  m o d e r a t e  

a n d  h i g h  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e s .  U p t a k e  o f  t h e  n o n - m e t a b o l i z a b l e  

a n i n o  a c i d  a n a l o g u e  c y c l o l e u c i n e  w a s  i n h i b i t e d ,  b o t h  
A - 

a e r o b i c a l l y  a n d  a n a e r o b i c a l l y ,  i n  t h e  s u b l e t h a l  r a n g e  ( b e l o w  

800  a t m )  o f  p r e s s u r e s  a t  i t s  ' e n v i r o n m e n t a l  a n d  o p t i m a l  g r o w t h  

t e m p e r a t u r e s .  The  i n c r e a s e d  K, v a l u e s  may i n d i c a t e  a  d e c r e a s e d  

a f f i n i t y  f o r  t h i . s  s u b s t r a t e  b y  t h e  a m i n o  a c i d  t r a n s p o r t  s y s t e m  

a t  h i g h  p r e s s u r e s .  T h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  s u p p o r t  p r e v i o u s  

work  i n d i c a t i n g  s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  o f  a c - t i v e  u p t a k e  o f  

a m i n o  a c i d s  b y  p r e s s u r e  ( 1 1 , 3 2 , 6 8 , 5 4 ) .  
% 

E f f l u x  o f  a c c u m u l a t e d  c y c l o l e u c i n e  f r o m  t h e  i n t r a c e l l u l a r  

a m i n o  a c i d '  p o o l ,  u p o n  a p p l i c a t i o n  o f  p r e s s u r e ,  i n d i c a t e s  a n  

a d d i t i o n a l . e f f e c t  w h i c h  may a f f e c t  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  D e p l e t i o n  

o f  i n t r a c e l l u l a r  r e s o u r c e s  b y  r e l e a s e  o f  a m i n o  a c i d s ,  p r o t e i n ,  , 

i n c l u d i n g  a c t i v e  e n z y m e s  s u c h  a s  q a l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  R N A ,  a n d  

D N A  w o u l d  f u r t h e r  d e c r e a s e  t h e  a b i l i t y  o f  t h i s  o r g a n i s m  t o  

s u r v i v e  i n  t h e  d e p t h s  o f  t h e  o c e a n .  Unde r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  l o w  
1 .  

t e m p e r a t u r e  a n d  l o w ' n u t r i e n t  a v a i l a b i l i t y  p r e v a i l i n g  i n  t h e  

d e e p e s t  r e g i o n s ,  a n d  w i t h  s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  o f  a n a b o l i c  

a n d  c a t a b o l i c  e n z y m e  a c t i v i t i e s ,  e f f l u x  o f  t h e s e  m e t a b o l i t e s  

n a y  r e s u l t  i n  d e c r e a s e d  n u m b e r s  o f  m i c r o b e s  a b l e  t o  s u r v i v e , ,  

g r o w ,  a n d  d i v i d e .  
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