Biosynteza i charakterystyka toksyn killerowych
drozdzy Debaryomyces hansenii






Barbara Zarowska

Biosynteza i charakterystyka
toksyn killerowych

drozdzy Debaryomyces
hansenii

Wroctaw 2012 @



Autor
Barbara Zarowska

Opiniodawca
prof. dr hab. inz. Tadeusz Miskiewicz

Redaktor merytoryczny
prof. dr hab. Ewelina Dziuba

Opracowanie redakcyjne
Magdalena Kozinska

Korekta
Elzbieta Winiarska-Grabosz

Lamanie i projekt oktadki
Pawel Wojcik

Monografie CXLVI

© Copyright by Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Wroctaw 2012

ISSN 2083-5531
ISBN 978-83-7717-089-2

WYDAWNICTWO UNIWERSYTETU PRZYRODNICZEGO WE WROCLAWIU
Redaktor Naczelny — prof. dr hab. Andrzej Kotecki
ul. Sopocka 23, 50-344 Wroclaw, tel. 71 328-12-77
e-mail: wyd@up.wroc.pl

Naktad 100 + 16 egz. Ark. wyd. 6,6. Ark. druk. 6,75
Druk i oprawa: EXPOL, P. Rybinski, J. Dabek, Spotka Jawna
ul. Brzeska 4, 87-800 Wloctawek



Spis tresci

1. Wstep
2. Cel pracy .
3. Materialy i metody .

3.1. Materiat biologiczny .

3.2. Podloza hodowlane .

3.3. Metody hodowli .

3.4. Metody wydzielania i zageszczania toksyn klllerowych

3.5. Oczyszczanie biatek killerowych. . .

3.6. Metody analiz . .
3.6.1. Oznaczanie aktywnosc1 toksyn klllerowych .
3.6.2. Ocena aktywnosci bojczej drozdzy D. hansenii
3.6.3. Oznaczanie biomasy, glicerolu i kwasu cytrynowego .
3.6.4. Metody mikroskopowe . .
3.6.5. Metody ekstrakeji i wizualizacji plazmldow .

3.7. Analiza in silico genéw kodujacych toksyny killerowe

4. Wyniki
4.1. Dobér podtoza do blosyntezy toksyn klllerowych przez drozdze D. hansenii .

4.2. Izolacja i oczyszczanie bialek killerowych
4.2.1 Ultrafiltracja i wysalanie . Coe e
4.2.2. Chromatografia jonowymienna i powinowactwa
4.2.3. Saczenie molekularne. . .

4.3. Charakterystyka toksyn killerowych D. hansemz

4.3.1. Aktywno$¢ i stabilnos¢ toksyn w réznym zakresie pH i temperatury .

4.3.2. Podatnos¢ toksyn killerowych na enzymy proteolityczne.
4.3.3. Wplyw B-merkaptoetanolu na aktywnos¢ killerowa toksyn .
4.4. Aktywnos¢ bojcza drozdzy D. hansenii i ich toksyn wobec réznych
drobnoustrojow . . S
4.5. Badanie mechanizmu dZIaIama toksyn klllerowych

4.6. Genetyczne uwarunkowania zjawiska killerowego u drozdzy D. hansemz .
5. Dyskusja nad wynikami .
6. Wnioski .

7. PiSmiennictwo.

.16
.17

.17
. 18
. 18
. 19
. 19
.21
.21

22

.23
.23
.23
.24

.25

.25
. 34
.35
. 37
.42

50
50

. 54
. 56

. 56
. 59

73

.77
.91
.92






1. Wstep

Zdolnos¢ drozdzy do sekrecji toksyn (biatek) killerowych, ktére dzialajg bojczo na wraz-
liwe szczepy drozdzy, jest znana od poczatku lat 60. W wigkszo$ci prac opisujacych to zja-
wisko zaklada sie, ze toksyna killerowa wykazuje takie dzialanie w stosunku do drozdzy
blisko spokrewnionych z jej producentem [Schmitt, Breinig 2002, Woods, Bevan 1968],
jednak wielu autoréw opisuje rowniez aktywnos¢ killerowa drozdzy wobec przedstawicie-
li innych gatunkéw i rodzajow, a nawet w stosunku do bakterii czy grzybow strzepkowych
[Conti i in. 2000, Druvefors, Schniirer 2005, Izgii, Altinbay 1997, Liu, Tsao 2009, Santos,
Marqiuna 2004, Séguy iin. 1996, 1998, Walker i in. 1995]. W odniesieniu do tej cechy wy-
réznia si¢ 3 gloéwne fenotypy drozdzy: killerowy (K), wrazliwy (S) i neutralny (N). Opi-
sane zostaly takze dwa fenotypy powstate na skutek mutacji jadrowych: ,,superkillerowy”
(K++R+) i ,samobdjczy”, w ktérych odpowiednio zachodzi nadprodukeja toksyny badz
uwrazliwienie na wlasne bialko killerowe [Gniewosz i in. 1998].

Aktywnoé¢ killerowa jest szeroko rozpowszechniona zaréwno wéréd drozdzy przecho-
wywanych w kolekcjach czystych kultur, jak i wérdd szczepdw izolowanych z réznych $ro-
dowisk naturalnych/fermentacyjnych [Aguiar, Lucas 2000, Carreiro i in. 2002, Da Silva
1996, Heard i in. 1987, Izgii i in. 2004, Kapsopoulou i in. 2008, Santos i in. 2004, 2011,
Stumm i in. 1977, Vadkertiova, Slavikova 1995, Zagorc i in. 2001]. Uwaza sie, iz odgrywa
ona wazna role w ekologii drozdzy, stanowigc mechanizm wspélzawodnictwa umozliwia-
jacy killerowym drozdzom eliminacj¢ wrazliwych konkurentéw i opanowanie danej niszy
ekologicznej [Stramer i in. 1987].

Zjawisko killerowe zostalo najlepiej poznane u drozdzy S. cerevisiae, ktore odkryli Ma-
kower i Bevana w 1963 r. [Makower, Bevan 1963]. Jednakze zdolno$cig do tworzenia tok-
syn killerowych cechuja si¢ réwniez drozdze z rodzajow Candida, Kluyveromyces, Pichia,
Hansenula, Kloeckera, Zygosaccharomyces, Cryptococcus i inne [Marquina i in. 2002, Pal-
pacelli i in. 1991, Schmitt, Breinig 2002].

System killerowy u wielu gatunkéw drozdzy, w tym S. cerevisiae, jest determinowany
i kontrolowany obecno$cig w cytoplazmie czastek VLP (Virus Like Particles), czgsto okre-
$lanych jako czastki wirusopodobne. Utracily one zdolnos¢ pozakomoérkowego rozprze-
strzeniania si¢. Do transmisji tych wiruséw dochodzi jedynie na skutek wegetatywnych
podzialéw komorkowych lub piciowego rozmnazania si¢ drozdzy [Meinhardt, Klassen
2009]. Czastki VLP stanowi podwdjnie skrecony tancuch kwasu rybonukleinowego (dsR-
NA) zamkniety w oktaedrycznym kapsydzie bialkowym [Bevan i in. 1973, Schmitt, Bre-
inig 2002]. Wewnatrz kapsydu obecne sa rozne typy dsRNA, sposrod ktorych najistotniej-



szg role petnig M-dsRNA (1,6-1,8 kbp) i L-dsRNA (4,6 kbp). Produkcja toksyny killerowej
i odporno$¢ na nig kodowane sa przez M-dsRNA. U drozdzy S. cerevisiae wyrdznia sie kil-
ka rodzajow M-dsRNA: M -dsRNA, M,-dsRNA i M, -dsRNA, odpowiadajace za produk-
cje toksyn killerowych, odpowiednio typu K1, K2 i K28. L-dsRNA wystepuje u wszystkich
izolowanych szczepow drozdzy killerowych oraz u wigkszosci szczepdw wrazliwych na
toksyny killerowe. Rodzaj L-dsRNA réwniez jest zamkniety w VLP i warunkuje replikacje
M-dsRNA. Wyrdznia si¢ dwa gléwne typy L-dsRNA. Pierwszy to L,-dsRNA, w obrebie
ktérego istniejg rézne warianty, np. u S. cerevisiae L, -, L, - i L, .-dsRNA [Icho, Wicker
1989, Schmitt, Tipper 1990]. Komdrki zawierajace L,-dsRNA, ale pozbawione czasteczek
M-dsRNA, same nie produkuja toksyny i dodatkowo s3 na nia wrazliwe. Drugi rodzaj
L-dsRNA dzieli si¢ na L,- L.-, L,.-dsRNA i jest niezalezny od L,-dsRNA i M-dsRNA
[Gotowczyc i in. 1992].

W kazdym kapsydzie znajduje si¢ pojedyncza kopia liniowego L,-dsRNA lub M-dsR-
NA [Huan i in. 1991]. L,-dsRNA jest produktem replikacji L,(+)ssRNA. Rodzaj L,(+)
ssRNA zawiera dwa miejsca ORF (open reading frames), ktére nakladaja sie na siebie frag-
mentem o dlugosci 130 nukleotydéw [Schmitt, Breinig 2002, Wickner 1996]. Pierwszy
OREF koduje biatko kapsydu i okre$lany jest jako Gag, a drugi, nazywany mianem Pol, ko-
duje polimeraze RNA zalezng od RNA [Mitchell, Bevan 1987, Wickner 1996]. Polaczenie
si¢ Gag - Pol jest niezbedne do replikacji zaréwno M-dsRNA, jak i L,-dsRNA, a C - kon-
cowa domena Pol daje sygnatl do zamknigcia kapsydu. Po transkrypcji ni¢ L, (+)ssRNA
jest wyrzucana do cytoplazmy, gdzie jest wykorzystana na dwa rézne sposoby: z jednej
strony ulega translacji, w wyniku czego powstaja bialka tworzace kapsyd, z drugiej na-
tomiast stanowi matrycowy RNA i moze ulega¢ kapsydacji, tworzac tym samym nowa
czastke wirusowa. Kiedy kapsyd jest juz calkowicie uformowany, polimeraza RNA zalez-
na od RNA, zachowujaca aktywnos¢ replikazy, syntetyzuje nowa ni¢ (-) i w konsekwen-
¢ji powstaje kompletny genom dojrzatego wirusa [Schmitt Breinig 2006, Wickner 1996].

Budowa M(+)ssRNA jest prostsza — zawiera on tylko jeden ORE, ktéry koduje prekur-
sora toksyny, tzw. preprotoksyne. Czastki M-dsRNA wykorzystuja bialka kapsydu beda-
ce wynikiem translacji L ,((+)ssRNA). Ich replikacja zachodzi analogicznie do L,-dsRNA,
z ta réznica, ze nie wszystkie nici M((+)ssRNA) sg wyrzucane do cytoplazmy, poniewaz
kapsyd zamiast jednej duzej czasteczki moze zawiera¢ dwie mniejsze kopie M-dsRNA.
Zjawisko to jest okre$lane jako ,headfull replication” [Schmitt, Breinig 2002, Wickner
1993].

U wielu szczepow drozdzy Saccharomyces cerevisiae obecne sg takze inne, niespokrew-
nione ze soba typy dsRNA, oznaczone jako T-dsRNA, W-dsRNA, XL-dsRNA i S-dsRNA.
Funkcja dwdch pierwszych nie zostata jeszcze wyjasniona, podobnie jak funkcja XL-dsR-
NA, ktory czasami jest spotykany u drozdzy killerowych typu K1. Czasteczka S-dsRNA
jest fragmentem M -dsRNA wystepujagcym u mutantéw recesywnych [Huan i in. 1991].
Nie produkuja one toksyny killerowej, ale po skrzyzowaniu ze szczepem killerowym daja
niestabilne diploidy o fenotypie killerowym K'R*, ktore dzielac sie, daja fenotyp wrazliwy
KR [Gotowczyc iin. 1992].

Czastki VLP nie sg jednak jedynym wyznacznikiem charakteru killerowego. U nie-
ktorych drozdzy informacja genetyczna niezbedna do ujawnienia fenotypu killerowego
jest zapisana w genomie jadrowym (Williopsis mrakii, Pichia farinosa) [Ashida i in. 1983,



Hodgson iin. 1995] lub przenoszona jest przez liniowy plazmidowy dsDNA (Kluyveromy-
ces lactis, Pichia acaciae, Pichia inositovora, Wingea robertsiae) [Klassen, Meinhardt 2003,
Larsen, Meinhardt 2000, Magliani i in. 1997, Marquina i in. 2002, Sor, Fukuhara 1985,
Worsham, Bolen 1990]. Wigkszo$¢ toksyn kodowanych przez pozachromosomalny ma-
terial genetyczny (dsRNA, liniowe plazmidy DNA) ma budowe podjednostkowa i mase
czasteczkowg powyzej 18 kDa, podczas gdy te, ktore kodowane sg przez jadrowy DNA, sa
z reguty matymi (1-23 kDa), monomerycznymi biatkami zdolnymi do integracji z blona
cytoplazmatyczng drozdzy wrazliwych [Marquina i in. 2002]. Niezaleznie od genetycz-
nych uwarunkowan czynnikéw killerowych bialka te wykazujg szereg cech wspodlnych,
zaréwno pod wzgledem budowy, jak i procesu ich syntezy.

Biosynteza jednej z najlepiej poznanych toksyn K1 drozdzy S. cerevisiae zachodzi
w trzech etapach. Pierwszy z nich to powstanie preprotoksyny stanowigcej podstawowy
produkt translacji M, -dsRNA, zbudowanej z czterech domen a, B, y i 8. Drugi etap odby-
wa sie w retikulum endoplazmatycznym i polega na odcieciu peptydu sygnalnego z do-
meny §, w efekcie czego powstaje protoksyna, ktora jest glikozylowana. Glikozylacji ulega
domena y. Jest ona nastepnie transportowana do aparatu Golgiego, gdzie pod wplywem
endopeptydazy Kex2 fragment y jest wycinany. W ten sposob powstaja fragmenty a i p
polaczone trzema wigzaniami disiarczkowymi, ktére po dalszej obrdbce tworza dojrzala
toksyne wydzielang na zewnatrz komoérki [Schmitt, Breinig 2002, Zhu, Bussey 1991]. Tok-
syna K1 to biatko o masie czasteczkowej 35 kDa, najwyzsza aktywno$¢ wykazuje w pH
4,6 i zachowuje ja w temperaturze 30°C, jest stabilna w zakresie pH 4,2-4,6 [Bussey i in.
1988].

Sposrod toksyn produkowanych przez drozdze Saccharomyces, toksyna K2 jest naj-
mniej znana. Bialko to izolowane jest z drozdzy zasiedlajacych srodowiska fermentacyjne,
stanowigcych m.in. zanieczyszczenia w ciaglej produkgji piwa [Cansado i in. 1991, 1999,
Vadasz i in. 2000]. Dojrzata toksyna K2 jest glikoproteing o wielkosci 21,5 kDa zbudo-
wang z dwdch podjednostek o i 3, ktore sg potaczone jednym wigzaniem disiarczkowym
[Marquina i in. 2002]. Badania potwierdzaja, ze toksyna K2 wyizolowana z réznych szcze-
péw moze sie rozni¢ sekwencja aminokwasowg [Pfeiffer, Radler 1984]. Biosynteza toksy-
ny K2 zachodzi podobnie do toksyny K1. Prekursorem tego biatka jest polipeptyd o wiel-
kosci 38,7 kDa, zbudowany z 362 aminokwaséw. Sktada si¢ on z dwoch podjednostek:
a (w obrebie ktdrej wyrdzni¢ mozna peptyd sygnalny) i . Toksyna ta ma trzy potencjalne
miejsca glikozylacji. Podczas procesu dojrzewania odcinany jest peptyd sygnalny przez
egzopeptydaze Kex1, wskutek czego powstaje protoksyna. Ulegajac dalszym przeksztalce-
niom, jest ona rozcinana przez endopeptydaze Kex2, w wyniku czego powstajg, oddzielo-
ne od siebie, podjednostki a i B, ktore potaczone wigzaniem disiarczkowym daja dojrzala
toksyne [Magliani i in. 1997].

Trzecia produkowana przez drozdze S. cerevisiae toksyna, K28, w duzym stopniu przy-
pomina toksyne K1. Poczatkowo uwazano, ze jest bogata w seryne glikoproteina o wiel-
kosci 16 kDa [Pfeiffer, Radler 1984]. Teoria ta okazala si¢ jednak bledna, gdyz dojrzala
toksyna K28 jest heterodimerem zbudowanym z podjednostki a (10,5 kDa) i (11 kDa)
polaczonych jednym wigzaniem disiarczkowym [Riffer i in. 2002]. Powstaje ona w sposob
analogiczny do wczesniej opisanych toksyn S. cerevisiae. Produktem translacji M,,-dsR-
NA (1,75 kb) jest preprotoksyna (38 kDa) zbudowana z 345 aminokwaséw tworzacych



cztery domeny: o, B, y, § [Schmitt, Tipper 1990]. Peptyd sygnalny jest czes$cia podjednost-
ki §, ktora bezposrednio taczy sie z fragmentem a. Podjednostki o i p oddziela od siebie
peptyd y, ktory zawiera wszystkie trzy potencjalne miejsca glikozylacji. Podjednostka 3
na C-koncu zawiera aminokwasowy fragment okreslany jako HDELR, ktéry warunkuje
przeniesienie toksyny do aparatu Golgiego. W aparacie Golgiego fragment ten ulega prze-
ksztatceniu do HDEL pod wplywem proteazy Kex1 [Eisfeld i in. 2000, Riffer i in. 2002],
tam tez nastepuje usuniecie podjednostki y przy udziale endopeptydazy Kex2. Dojrzala
toksyna wydzielana jest na zewnatrz komorki.

Inng, dobrze poznang toksyna jest biatko killerowe drozdzy K. lactis - zymocyna. Skia-
da sie z trzech podjednostek a (99kDa), B (30 kDa) i y (27,5 kDa). Za fenotyp killerowy
K. lactis odpowiedzialne sa dwa liniowe dsDNA plazmidy, znane jako pGKL1 i pGKL2.
Chociaz aktywno$¢ bdjcza kodowana jest wylacznie na pierwszym z wymienionych pla-
zmiddw, to tylko w obecnosci drugiego z nich mozliwy jest proces transkrypcji gendow
tego bialka. Podczas gdy mata podjednostka y jest kodowana oddzielnie, dwie wieksze po-
wstajg jako transkrypt jednego genu. Prekursor ten (af) cechuje si¢ obecnoscig N-termi-
nalnej sekwencji sygnalnej oraz miejsca rozpoznania peptydazy sygnalnej lub endopepty-
dazy Kex2. Ulega on glikozylacji w retikulum endoplazmatycznym, skad jest wydzielany
do aparatu Golgiego. Na skutek aktywno$ci wczeéniej wspomnianych peptydaz nastepuje
tu proces enzymatycznego dojrzewania podjednostek o i . W dojrzatej zymocynie pod-
jednostki {3 iy sa ze sobg kowalencyjnie potaczone mostkiem disiarczkowym [Schaftrath
iin. 1992, Schickel i in. 1996, Stark, Boyd 1986, Stark i in. 1990].

Dziatanie toksyn killerowych przebiega w dwoch etapach. Na pierwszym nastepuje
wigzanie toksyny do receptoréw znajdujacych si¢ w $cianach komoérek wrazliwych. Dla
wielu poznanych dotad toksyn, w tym toksyn K1 i K2 S. cerevisiae, receptorem tym jest
B-1,6-D-glukan, niemniej jednak funkcje te moga petni¢ takze inne skfadniki, np. a-1,3-
mannan czy chityna wiazaca toksyne drozdzy K. lactis i P. acaciae [ Al-Aidroos 1978, San-
tos i in. 2002, Schmitt, Radler 1987]. Etap ten jest zalezny od pH $rodowiska, przebiega
bez dostarczenia energii, a w obecnosci jonéw wapnia jest procesem odwracalnym. Drugi
etap, nieodwracalny i wymagajacy naktadu energii, przebiega réznie, w zaleznosci od ro-
dzaju toksyny.

Biatka killerowe K1 i K2 dzialajg destrukcyjnie na blony cytoplazmatyczne, w kto-
rych prawdopodobnie znajduje sie drugi receptor. Jest nim przypuszczalnie glikoproteina
Krelp, a doktadniej jej C-terminalna podjednostka zakotwiczona w blonie cytoplazma-
tycznej [Breinig i in. 2002]. Toksyny wbudowuja sie w blone, tworzac kanaty, w wyniku
czego z komorki wyplywaja jony potasu i sodu, nastepuje réwniez wyciek wiekszych me-
tabolitow oraz ATP, co prowadzi do §mierci komérki [De la Pefia i in. 1981, Marquina i in.
2002, Nowotna i in. 2004, Schmitt i Breining 2002, Schmitt, Compain 1995].

Spektrum dzialania toksyny K1 jest stosunkowo szerokie. Biatko to zabija nie tylko
komorki nalezace do tego samego gatunku, ale dziala bojczo takze na komérki drozdzy
Candida glabrata, C. rugosa czy K. lactis [Golubev 2006]. Udowodniono réwniez jego tok-
syczny wplyw na sferoplasty Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Schwanniomyces
alluvius, Candida utilis oraz Kluyveromyces lactis, ktore poza wrazliwoscig na toksyne K1
reaguja takze na biatko killerowe typu K2 [Golubev 2006, Martinac i in. 1990, Zhu, Bus-
sey 1989]. Bartunek i in. [2001] dowiedli réwniez, ze aktywno$¢ bojcza toksyny K1 zalezy
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od fazy cyklu komoérkowego, w jakiej znajduje sie komérka drozdzy wrazliwych. Badacze
wykazali, ze najbardziej wrazliwe sa komorki w fazie S, cechujace si¢ matymi paczkami,
o $rednicy nieprzekraczajacej % $rednicy calej komorki. Najbardziej odporne sg nato-
miast komorki w fazie M o $rednicy paczka powyzej % $rednicy calej komorki.

Badania dowodzg, ze poza toksynami K1 i K2 S.cerevisiae, réwniez toksyna K-500, wy-
dzielana przez Williopsis mrakii oraz biatko killerowe drozdzy Pichia kluyveri destabilizuja
strukture blon cytoplazmatycznych, powodujac uwalnianie zewngtrzkomdérkowych meta-
bolitéw, a tym samym szybka $mier¢ komorek [Hodgson i in. 1995, Kagan 1983].

Odmienny mechanizm dziatania wykazuje trzecia z toksyn drozdzy S. cerevisiae — tok-
syna K28. W pierwszym etapie biatko killerowe wiaze si¢ z mannoproteing $ciany komor-
kowej drozdzy wrazliwych [Schmitt, Radler 1987]. Drugim etapem jest wigzanie z recep-
torem znajdujacym sie w blonie cytoplazmatycznej, ktérym prawdopodobnie jest biatko
Erd2p [cyt. za Schmitt, Breining 2006]. Dzigki tej interakeji toksyna wnika do wnetrza ko-
morki na drodze endocytozy, przedostaje sie do aparatu Golgiego, a nastepnie do retiku-
lum endoplazmatycznego. Po wydzieleniu do cytozolu nastepuje degradacja podjednostki
B, podczas gdy podjednostka a wnika do wnetrza jadra komérkowego. W ten sposob za-
poczatkowana zostaje kaskada sygnalow, ktorych efektem jest zatrzymanie syntezy DNA.
W wyniku dzialania toksyny zahamowany zostaje nie tylko proces podzialu materiatu ge-
netycznego, ale rowniez proces tworzenia paczkow, ktory zatrzymuje sie na etapie wytwo-
rzenia niewielkiego paczka, jednak jadrowe DNA widoczne jest tylko w komoérce macie-
rzystej [Heiligenstein i in. 2006, Schmitt, Breinig 2006, Schmitt i in. 1996].

Zymocyna drozdzy Kluyveromyces lactis takze przyczynia si¢ do nieodwracalnego ha-
mowania wzrostu komorek szczepéw wrazliwych w fazie bezpaczkowej (G1) [Gunge i in.
1981]. Jak wspomniano wcze$niej, zbudowana jest ona z trzech podjednostek. Podjednost-
ka a jest odpowiedzialna za wigzanie z receptorem w $cianie komorkowej, wysoce hydro-
fobowa podjednostka P lokuje si¢ w blonie cytoplazmatycznej i utatwia transport podjed-
nostce y, ktora z kolei jest odpowiedzialna za efekt cytotoksyczny [Magliani i in. 1997,
Schaffrath, Meinhardt 2005]. Cytotoksyczno$¢ tego biatka killerowego zwigzana jest z ak-
tywnoscia endonukleazowa podjednostki y, ktora rozszczepia w miejscach antykodonu
trzy rodzaje czasteczek tRNA, znacznie obnizajac ich zawarto$¢ w komorkach, a tym sa-
mym hamujgc proces syntezy bialek [Lu i in. 2005]. W przypadku tej toksyny zapropo-
nowano réwniez inny mechanizm dzialania opierajacy si¢ na enzymatycznej aktywnosci
podjednostki a, ktéra ma strukture homologiczng do bakteryjnych oraz rodlinnych chity-
naz i wykazuje aktywnos¢ chitynolityczng [Butler i in. 1991]. Wskutek rozkladu chityny
$ciana komorkowa drozdzy staje sie mniej odporna na dzialanie czynnikéw zewnetrznych.

Jeszcze inny mechanizm dziatania zaobserwowano u jednej z toksyn drozdzy rodzaju
Pichia - toksyny killerowej K5 produkowanej przez Pichia anomala. Wykazuje ona aktyw-
nos¢ bojcza wobec szerokiego spektrum grzybow, przede wszystkim tych, ktére zawiera-
ja w $cianach komoérkowych duze ilosci B-1,3-glukanu [izgii, Altinbay 2004]. Wykazuje
ona aktywno$¢ egzo-f3-1,3-glukanazy, co nasuwa wniosek, iz jej efekt toksyczny wywota-
ny jest hydrolityczng zdolnoscia do rozktadu jednego z podstawowych sktadnikéw $ciany
komorkowej drozdzy wrazliwych [Izgii i in. 2005]. Ten sam mechanizm dziatania zostat
okreslony w odniesieniu do toksyny killerowej KpKt syntezowanej przez drozdze Kluyve-
romyces phaffii i Tetrapisispora phaffi [Comitini i in. 2004b, 2009].
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Interesujacymi toksynami sg biatka killerowe drozdzy z rodzaju Williopsis, wsréd
ktérych wymienia si¢ toksyne HM-1 (HMK) produkowana przez Williopsis mrakii IFO
0895 [Kasahara i in. 1994, Kimura i in. 1999, Yamamoto i in. 1986a, 1986b, Yamamoto
iin. 1988], toksyne HSK wykryta u Williopsis saturnus var. saturnus IFO 0117 [Kimura
iin. 1995, Magliani i in. 1997] i WmKT tworzong przez Williopsis saturnus var. mrakii
MUCL 41968 [Guyard i in. 2002]. Biatka te sa odporne na dziatanie wysokiej temperatu-
ry (100°C przez 10 min), co uwarunkowane jest wystepowaniem licznych wiazan dwu-
siarczkowych oraz zachowujg aktywnos¢ w szerokim zakresie pH, od 2 do 11 [Yamamoto
i in. 1986a, Yamamoto i in. 1988]. W$rdd nich najlepiej scharakteryzowana jest toksy-
na HM-1, ktora jest nieglikozylowanym polipeptydem zbudowanym z 88 aminokwasow
i masie czasteczkowej 10,7 kDa [Kimura i in. 1995, 1997, Takasuka i in. 1995, Yamamo-
toiin. 1986a].

HM-1 zabija komorki przez unikalny mechanizm hamowania syntezy B-1,3-glukanu
[Selvakumar i in. 2006]. Badania prowadzone na protoplastach komoérek wrazliwych, ktd-
re nie sg wrazliwe na toksyne HM-1, potwierdzajg t¢ hipoteze [Kasahara i in. 1994]. Za-
ktécenia syntezy B-1,3-glukanu spowodowane sg przez zahamowanie aktywnosci syntazy
B-1,3-glukanowej, podczas gdy pozostate komponenty $ciany komorkowej syntetyzowane
s3 w niezmieniony sposob [Kasahara i in. 1994, Yamamoto i in. 1986a]. Komiyama i in.
[2002] badajac wplyw toksyny HMK na sferoplasty wrazliwych komérek drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae, zaobserwowali, ze przybierajg one regularny, kulisty ksztalt i maja
znacznie powiekszong wakuole. Powierzchnia komorek jest nieregularna i pofaldowana,
gdyz zahamowana zostaje synteza B-1,6-glukanu. Toksyna HMK charakteryzuje si¢ sze-
rokim spektrum dziatania. Dawka 25 ug biatka/ml wystarczy, aby calkowicie zahamowa¢
wzrost drozdzy z rodzaju Hansenula (H. wickerhamii, H. glucozyma), podczas gdy daw-
ka 0,4-6 pg/ml hamuje wzrost H. anomala, H. capsulata oraz H. jadinii. Wrazliwo$cig na
te toksyne cechujg sie réwniez drozdze z rodzaju Pichia (P. memranefaciens, P. fermen-
tans) i Candida (C. boidinii, C. kefyr, C. crusei, C. famata, C. lipolytica, C. maltosa, C. in-
termedia) [Lowes i in. 2000]. Jak sugeruja cytowani autorzy, szerokie spektrum dziata-
nia toksyny HMK oraz aktywno$¢ w duzym zakresie pH umozliwiajg wykorzystanie jej
w produkgji jogurtéw jako naturalnego konserwantu. Jej obecno$¢ pozwala na utrzyma-
nie wyzszego stezenia kwasu mlekowego i co za tym idzie, niskiego pH.

W ostatnich dwdch dekadach obserwuje sie wyrazny wzrost zainteresowania drozdza-
mi killerowymi oraz produkowanymi przez nie toksynami. Licznie prowadzone bada-
nia owocujg coraz wigksza znajomoscia zjawiska killerowego, co skutkuje systematycznie
zwigkszajacymi sie takze mozliwo$ciami jego wykorzystania. W literaturze mozna zna-
lez¢ doniesienia na temat zastosowania toksyn killerowych w medycynie, gdzie w posta-
ci swoistych paneli stuza do szybkiej identyfikacji patogennych dla czlowieka szczepéw
z gatunku Candida albicans [Buzzini, Martini 2001] oraz Nocardia asteroides [Provost i in.
1995]. Bialka killerowe drozdzy brane sa rowniez pod uwage jako nowe, bardziej selek-
tywne czynniki grzybobdjcze, mogace znalez¢ zastosowanie w leczeniu grzybic ludzkich.
Na szczegolng uwage zastuguja toksyny tworzone przez przedstawicieli rodzaju Hansenu-
la, ktore nie tylko wiazg sie z glukanami $ciany komoérkowej drozdzy, ale rowniez hamuja
ich biosynteze. Sa one poréwnywane do antybiotykéw powstrzymujacych synteze $cian
komorkowych bakterii.
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Rozwazana jest rowniez mozliwos¢ wykorzystania drozdzy killerowych i/lub ich tok-
syn w przemysle spozywczym, gtéwnie fermentacyjnym. Zagorc i in. [2001] wyizolowali
z fermentujacego moszczu killerowy szczep Saccharomyces cerevisiae Ss12/10, ktory za-
stosowany w tym samym regionie winiarskim Stowenii jako kultura starterowa zapewniat
lepsze parametry fermentacji i wino o ciekawszej charakterystyce niz otrzymane w wyni-
ku spontanicznej fermentacji oraz tej z uzyciem komercyjnego startera. Z kolei Ciani i Fa-
tichenti [2001] wykazali mozliwo$¢ zastosowania toksyny killerowej K. phaffii DBVPG
6076 do zabezpieczania win i drozdzy nastawnych przed rozwojem drozdzy dzikich. Ak-
tywnos$¢ hamujaca tej toksyny wobec skazajacych drozdzy Hanseniaspora/Kloeckera oka-
zala si¢ w $rodowisku soku gronowego poréwnywalna do osiaganej przy zastosowaniu
SO,. Zatem istnieje potencjalna mozliwo$¢ uzycia jej jako substytutu SO,, co przyczynito-
by sie do ograniczenia zuzycia tego chemicznego konserwantu w przemysle winiarskim.
Innym przykladem moze by¢ prewencja tlenowych zepsu¢ kiszonek roélinnych dzigki za-
stosowaniu genetycznie modyfikowanych (pozbawionych zdolnosci utylizowania kwa-
su mlekowego) killerowych drozdzy K. lactis [Kitamoto, Ohmomo 1993, Kitamoto i in.
1998, Kitamoto i in. 1999]. Prowadzone sa réwniez badania majace na celu wzbogace-
nie szczepow przemystowych w czynnik killerowy, ktéry umozliwitby ochrone $rodowi-
ska fermentacyjnego przed zakazeniami. Przyktadem moga by¢, uzyskane na drodze fuzji
protoplastow, killerowe drozdze S. cerevisiae Kyokai wykorzystywane do produkgji sake,
ktore przy odpowiednio wysokim stezeniu etanolu tworzyly mniejsza ilos¢ mocznika, za-
bezpieczajac jednoczesnie proces przed niepozadanymi drozdzami [Yoshiuchi i in. 2000].
Na drodze fuzji protoplastéw killerowych drozdzy rasy ,Burgund” oraz Schwanniomyces
occidentalis otrzymano réwniez amylolityczno-fermentujace hybrydy wykazujace ceche
killerowa, chroniace srodowisko przed zakazeniami drozdzami dzikimi [Stobinska i in.
1997]. Fuzji protoplastow poddano takze szczepy S . cerevisiae NCYC 761 (K3) i S. cerevi-
siae BSP 1, uzyskujac szczep produkcyjny, wzbogacony o zdolno$¢ do biosyntezy toksyny
K3, S. cerevisiae BSP 1 (K3), ktéry byt odporny na toksyne killerowa szczepéw Candina
tropicalis, skazajacych $rodowiska fermentacyjne i jednoczes$nie wykazywal zdolno$¢ do
inhibicji wzrostu tych szczepow [Izgii i in. 2004].

Waznym kierunkiem potencjalnych aplikacji drozdzy killerowych jest biologiczna
ochrona ptodéw rolnych, gtéwnie owocéw i warzyw, przed zepsuciami powodowanymi
przez grzyby strzepkowe podczas magazynowania. Santos i Marquina [2004] oraz San-
tos iin. [2009] wykazali, Ze zaréwno drozdze Pichia membranifaciens CYC1106, jak i ich
oczyszczona toksyna, aplikowane w miejscu porazenia jablek, skutecznie hamowaly roz-
woj grzyba Botrytis cinerea odpowiedzialnego za gnicie tych owocéw. Natomiast w przy-
padku sktadowanych grejpfrutéw antagonistyczne dziatanie wobec patogenicznego Peni-
cillium digitatum wywieraly killerowe drozdze D. hansenii / C. famata [Arras 1996]. Byly
one takze z pozytywnym skutkiem stosowane do ochrony lezakujacego bielma drewna Pi-
nius sylvestris przed degradacja jego powierzchni przez ple$nie [Payne, Bruce 2001].

Zdolno$¢ drozdzy do produkgji toksyn killerowych moze by¢ indukowana warunka-
mi $rodowiskowymi. Dotyczy to przede wszystkim drozdzy izolowanych z produktéw
o wysokim zasoleniu, ktorych aktywno$¢ killerowa wzrasta wraz ze zwiekszeniem steze-
nia soli w podlozu, a niekiedy do ujawnienia si¢ ich aktywnosci bojczej obecno$¢ NaCl
w $rodowisku jest czynnikiem niezbgdnym. Przykltadem mogg by¢ halotolerancyjne droz-
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dze D. hansenii, ktorych killerowe szczepy izolowane byty z solanek [Aguiar, Lucas 2000]
oraz seréw z przerostem plesni [Zarowska i in. 2004]. Drozdze Debaryomyces hansenii
i ich anamorficzna forma Candida famata zasiedlaja réznorodne $rodowiska: wystepuja
w wodach morskich, na roslinach, owocach i skorze ssakow. Sa izolowane praktycznie ze
wszystkich typéw mrozonej i chtodzonej zywnosci. Powszechnie wystepuja w takich pro-
duktach spozyweczych jak: mleko, jogurty, lody, kietbasy, szynki, sosy i dipy. Duze znacze-
nie gatunek ten ma w produkgji fermentowanych wedlin i seréw, a gtéwnym zrédlem izo-
lacji drozdzy sa sery dojrzewajace [Almagro i in. 2000, Fleet 1990].

W odréznieniu od innych gatunkéw drozdzy, takich jak C. vini, C. zeylanoides,
C. catenulata, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis, K. marxianus czy Saccharomy-
ces cerevisiae, ktorych obecno$¢ zalezy od rodzaju sera, D. hansenii jest gatunkiem do-
minujacym w wiekszo$ci seréw [Fleet 1990]. Drozdze te wystepuja naturalnie w tych
produktach w bardzo duzych ilosciach [Encinas i in. 2000, Wojtatowicz i in. 2001]
i sg juz nawet stosowane jako kultury starterowe. Uwaza si¢, Ze ich obecnos¢ i aktyw-
no$¢ biochemiczna sg nie tylko pozadane, ale wrecz niezbedne w procesie dojrzewa-
nia i osiggania ostatecznej jakosci seréw plesniowych i maziowych [Tempel, Jakobsen
2000]. Drozdze pelnig w serach ogromng role ze wzgledu na m.in.: zdolno$¢ asymilacji
kwasu mlekowego i resztkowych cukréw, aktywnos$¢ proteolityczng i lipolityczna, po-
zytywne interakcje z innymi kulturami starterowymi czy wysoka tolerancje na NaCl
[Juszczyk i in. 2005, Tempel, Jakobsen 2000]. Inng pozytywna cecha drozdzy D. han-
senii/C. famata jest ich zdolno$¢ do hamowania wzrostu niepozadanych mikroorgani-
zmoéw. Znamiennym przykltadem moze by¢ tu antagonistyczne oddzialywanie na bak-
terie z gatunku Clostridium butyricum i C. tyrobutyricum, odpowiedzialne za wadliwe
puchniecie seréw twardych [Fatichenti i in. 1983]. Tworzenie toksyn killerowych moze
by¢ jednym z czynnikéw zapewniajacych szczepom D. hansenii/C. famata przewage nad
innymi drozdzami w fermentowanej zywnoéci. W pi$émiennictwie naukowym jest na
ten temat niewiele informacji. Wczesniejsze badania pokazaly, ze izolaty C. famata z se-
réw Rokpol wykazywaty aktywno$¢ bojcza przede wszystkim wobec szczepdw gatunku
Y. lipolytica [Zarowska i in. 2004]. Podobnie do innych halofilnych drozdzy stwierdzo-
no, ze dodatek NaCl do podloza wzmagal toksycznos¢ biatek killerowych D. hansenii.
Natomiast w przeciwienstwie do poznanych biatek killerowych drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Pichia membranifaciens czy Schwaniomyces occidenta-
lis, przejawiajacych najwyzsza aktywno$¢ w temperaturze okoto 25°C, badane szczepy
D. hansenii produkowaly toksyne killerowa o najwyzszej aktywno$ci w temperaturze
14°C, typowej w procesie dojrzewania sera [Wojtatowicz i in. 2002, Zarowska i in. 2004].
Zjawisko killerowe u drozdzy D. hansenii jest jednak jak dotad bardzo stabo poznane,
a powyzsze dane $wiadczg o tym, ze toksyna killerowa drozdzy D. hansenii jest nowa,
dotychczas wiasciwie niescharakteryzowang substancja biatkowa. Pomimo niedawne-
go zsekwencjonowania genomu D. hansenii nadal nic nie wiadomo na temat lokalizacji
i budowy genéw kodujacych produkeje toksyn killerowych i opornosci na nie. Znajo-
mos¢ struktury genetycznej tych drozdzy jest wcigz dalece niewystarczajaca do racjo-
nalnego ich uzycia w procesach fermentacji i dojrzewaniu seréw oraz niektdrych pro-
duktéw migsnych. Aktywno$¢ killerowa moze by¢ roéwniez przydatna w przemystowych
biotechnologiach, tj. biosyntezie ryboflawiny czy ksylitolu, zapewniajac produkcyjnym
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kulturom D. hansenii swoista ochrone przed zakazeniami obcg mikroflora, szczegélnie
podczas hodowli ciggtych.

Podjete badania wzbogacg zatem wiedze na temat drozdzy D. hansenii oraz wniosg
nowe informacje do ekologii drozdzy. Przyczynig si¢ takze do lepszego poznania mecha-
nizméw ksztattowania klimaksowych biocenoz w fermentowanej stalej zywnosci. Maja
tez znaczenie praktyczne ze wzgledu na istniejace juz i potencjalne zastosowania tych nie-
konwencjonalnych drozdzy; umozliwig bardziej racjonalny skrining szczepéw do droz-
dzowych szczepionek w serowarstwie i przemysle miesnym, jak réwniez wskaza¢ nowe
aplikacje tych drozdzy.



2. Cel pracy

Celem pracy bylo okreslenie srodowiskowych i genetycznych uwarunkowan biosyntezy
toksyn killerowych przez drozdze Debaryomyces hansenii oraz poznanie budowy, wlasci-
wosci i spektrum ich aktywnosci biologiczne;.

Realizacja celu obejmowala:

- Ustalenie warunkéw (tj. sktadu podtoza i pH) do efektywnej syntezy toksyn killero-
wych przez drozdze D. hansenii;

- Wydzielenie biatek killerowych z hodowli drozdzy i ich oczyszczanie;

- Biochemiczng charakterystyke biatek killerowych;

— Okreslenie spektrum aktywnosci boéjczej badanych toksyn wobec réznych mikro-
organizmow;

- Wyjasnienie mechanizmu dzialania toksyn killerowych;

— Okreslenie lokalizacji gendw odpowiedzialnych za aktywno$¢ killerowa u drozdzy
D. hansenii.



3. Materialy i metody

3.1. Material biologiczny

Trzy killerowe szczepy drozdzy Debaryomyces hansenii: All4b, MIla i KI2a, wykazujace
wysoka aktywnos¢ killerowa [Zarowska i in. 2004], byly przedmiotem niniejszych badan.
Zostaly one wyizolowane z seréw plesniowych Rokpol i pochodzily z Kolekeji Czystych
Kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroclawiu. Réwniez wzorcowy, wrazliwy na toksyny killerowe szczep Yarrowia lipo-
Iytica PII6a, ktdry stosowano do oceny aktywnosci bojczej w testach dyfuzyjnych, pocho-
dzil z tej samej kolekcji.

Referencyjny szczep D. hansenii CBS7848 o liniowych plazmidach i D. robertsiae
CBS6693, cechujacy sie dodatkowo aktywnoscig killerowa [Klassen, Meinhardt 2002] wy-
korzystano w badaniach majacych na celu lokalizacje genéw kodujacych toksyny killero-
we. Szczepy pochodzily z holenderskiej Kolekeji Czystych Kultur CBS.

Ponadto, w badaniach majacych okresli¢ zakres aktywnosci bojczej drozdzy D. hansenii
i ich toksyn, wykorzystano nastepujace drobnoustroje:

— bakterie Bacillus cereus C3, B. cereus B5Cls, B. subtilis B5, B. subtilis B3, B. polymyxa
Serratia marcescens, Escherichia coli C1, E. coli pcm 2560 INCTC 10538, Micrococ-
cus flavus C1, Pseudomonas fluorescens C2, Flavobacterium multivorum C1, Sarcina
lutea C1, Lactobacillus casei C1, Lb. Acidophilus C2, Lb. plantarum C2, Lactococcus
lactis ssp. lactis 1380, Streptococcus cremoris C2, Str. salivarius ssp. termophilus C2,
Str. lactis ssp. diacetilactis C2;

- drozdze: Candida albicans KL-1', C. inconspicua KL-1', C. zeylanoides KL-1', C. tro-
picalis C-7, G. candidum SS32B1, Geotrichum penicillatum C1, Hansenula anomala
C-2, Kloeckera apiculata C-3, Pichia ohmeri A-9-1-20, P. membranifaciens C-4, Sac-
charomyces cerevisiae SV 30, Schizosaccharomyces pombe C-1, Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 44442, Sporobolomyces sp., Rhodotorula rubra C-9, Yarrowia lipolyti-
ca ATCC 8661, Y. lipolytica ATCC 20320, Y. lipolytica ATCC 20460, Y. lipolytica
ATCC 20461, Y. lipolytica A-101, Y. lipolytica A-101-1.31;

- grzyby strzepkowe: Absidia glanca 148?, Alternaria sp., Aspergillus niger XP, A. niger
270, A. cervinus 219, Botritis cinerea 409%, B. cinerea 6172, Chaetomium sp., Fusarium
graminearum 109%, E sambucinum 422, E. oxysporum 184%, Mucor hiemalis?, Penicillum
sp., Trichoderma harzianum 133, T. reesei 7-1, T. reesei QM9414, T. hamatum T2,
T. hamatum 458, T. hamatum C1, T. viride1345/6, T. koningi 62-102/3, Rhizopus sp.

17



Szczepy wywodzily sie z kolekgji Czystych Kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu poza oznaczonymi symbolem !, kto-
re pochodzily z Akademii Medycznej we Wroclawiu i symbolem 2, pochodzacymi z Zakla-
du Fitopatologii w Katedrze Ochrony Roélin Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu.

3.2. Podloza hodowlane

Biosynteze toksyn killerowych prowadzono w nastepujacych podlozach:

- (1) WHY (serwatka kwasowa otrzymana z mleka mikrofiltrowanego po wydzieleniu
skrzepu za pomocg 50% kwasu mlekowego w temperaturze 30°C);

— (2) ME (Malt Extract Boulion, Merck);

- (3) podloze YPG o sktadzie podstawowym: glukoza, 20 g/l; ekstrakt drozdzowy,
10 g/l; pepton bakteriologiczny oraz modyfikowanym poprzez zastgpienie glukozy
syropem glukozowym (YP-SG), czystym glicerolem (YP-GliCz) lub glicerolem od-
padowym (YPGIiOd). Syrop glukozowy pochodzit z firmy Cargill (Polska) Sp. z 0.0.,
glicerol czysty z firmy POCH, natomiast glicerol odpadowy, uzyskany z produkcji
estrow metylowych z SG Boddins GmbH (Niemcy). Podtoza (2) i (3) sporzadzano
w buforze cytrynianowo-fosforanowym o pH 4,6.

W procesie biosyntezy toksyn killerowych wykorzystywano réwniez podloza synte-
tyczne (SM) zawierajace w 1 1 buforu cytrynianowo-fosforanowego o pH 4,6: glukoze,
20 g; MgSO,, 0,6 g; ekstrakt drozdzowy (YE), 1 g oraz jako zZrédto azotu:

- (NH,),SO,, 3,77 g - podloze SM-NH,-YE;

- mocznik, 1,7 g - podtoze SM-Ur-YE;

- pepton bakteriologiczny, 5, 10 oraz 20 g/l - podloza SM-Pep 0,5%-YE; SM-Pep 1%-
YE; SM-Pep 2%-YE.

Podloze zawierajace 2% peptonu modyfikowano poprzez zastgpienie ekstraktu droz-
dzowego biotyna w ilosci 20 pg/1 (SM-Pep 2%-Biot).

Ponadto, w pracy wykorzystano:

- bulion YPG-NaCl zawierajacy 12% NaCl, ktdry stosowano do namnazania biomasy
drozdzy D. hansenii w celu izolacji plazmidéw [Gunge i in. 1993];

- bulion YPG-KCI (podloze YPG stabilizowane osmotycznie za pomoca 0,6 M KCI),
uzywany do oceny wplywu toksyn na protoplasty szczepu wrazliwego;

- agar YPG-MB (YPG 11, biekit metylenowy, 0,03 g/1; agar 20 g/I; NaCl, 0-40 g/1), kto-
ry zastosowano do oceny poziomu tworzonych toksyn i aktywnosci killerowej droz-
dzy D. hansenii wobec drozdzy i grzybow strzgpkowych;

— agar Luria-Bertani [Izgii, Altinbay 1997] o pH 5,4 oraz agar MRS (Merck) o pH 4,6,
wykorzystywany do badania wrazliwosci/oporno$ci bakterii na toksyny killerowe.

Wszystkie podloza sterylizowano w autoklawie, w temperaturze 121°C przez 20 min. Roz-
twor mocznika, stanowigcego zrodlo azotu w podlozu SM-Ur-YE, wyjalawiano przez filtracje.

3.3. Metody hodowli

Zaleznie od przeznaczenia hodowle drozdzy prowadzono metodg wstrzasang, w bioreak-
torze i w postaci mikrohodowli w aparacie Bioscreen C.
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Biosynteze toksyn killerowych, namnazanie biomasy drozdzy D. hanseniii Y. lipolytica
do réznych celéw (np. szczepienia pozywek do produkcji toksyn oraz podlozy stosowa-
nych w testach dyfuzyjnych) prowadzono w kolbach o pojemnosci 250 ml zawierajacych
50 lub 100 ml odpowiedniego podtoza (p. 3.2.) na wytrzgsarce rotacyjnej (Elphin) przy
150 rpm., w temperaturze 14 lub 30°C przez 72 godz.

Hodowle wstrzgsane w podtozu YPG zawierajacym 0 i 4% NaCl wykorzystywano row-
niez do badania kinetyki wymierania komorek szczepu Y. lipolityca PII6a pod wplywem
toksyn killerowych D. hansenii oraz do oceny wplywu tych toksyn na protoplasty komo-
rek Y. lipolytica P1I6a, ktorg prowadzono w stabilizowanym osmotycznie podtozu YPG,
za pomoca 0,6 M roztworu KCIL. Protoplasty otrzymano metoda Spencer i Spencer [1981].
Wyjsciowe stezenie komoérek lub protoplastéw Y. lipolytica w tych procesach wynosito
okolo 1x10%/ml.

Hodowle w wiekszej skali prowadzono w bioreaktorze BIOSTAT B-PLUS (Sartorius,
Germany) zawierajacym 3 1 podloza YPG, w temperaturze 14°C, utrzymujac przepltyw
powietrza na poziomie 0,36 vvim, a szybko$¢ obrotowa mieszadta 500 rpm, przez 24 godz.

Mikrohodowle w aparacie Bioscreen C (Labsystem Oy, Finlandia) prowadzono jedno-
cze$nie w dwoch kasetach zawierajacych po 100 studzienek do hodowli. Procesy prowa-
dzono w objetosci 400 ul podtoza, w temperaturze 14°C przez 48 godz.

Mikrohodowle wykorzystano do identyfikacji receptoréw toksyn killerowych. Zasto-
sowano metode zaproponowang przez Chen i in. [2000] prowadzac hodowle w podtozu
YPG zawierajagcym 4% NaCl oraz glukan, mannan lub laminaryn w ilosci 10 mg/ml. Pod-
toze zaszczepiano zawiesing drozdzy Y. lipolytica PII6a o stezeniu 1x10° kom/ml.

Liczbe komorek drozdzy i protoplastéw Y. lipolytica przezywajacych dziatanie toksyn
oceniano metodg plytkowa na agarze YPG (komorki) lub YPG-KCI (protoplasty). Ptytki
inkubowano w temperaturze 30°C przez 48 godz.

3.4. Metody wydzielania i zageszczania toksyn killerowych

Supernatant pochodzacy z 48-godz. hodowli drozdzy D. hansenii wysalano siarczanem
amonu do koncowego nasycenia 70% oraz wytracano acetonem lub etanolem w tempera-
turze 4°C. W preparatach uzyskanych po rozpuszczeniu osadu w buforze cytrynianowo-
-fosforanowym oceniano aktywnos$¢ killerowg (jak opisano w pkt. 3.6.1).

Zageszczanie supernatantu prowadzono metoda ultrafiltracji z uzyciem dializatora ka-
pilarnego Hemoflow F8 (Fresenius Medical Care) z membrana o punkcie odcigcia 18 kDa
oraz aparatu Labscale™ (Millipore) na membranach 30 i 50 kDa przy ci$nieniu 0,5 atm.

Roztwory zawierajace toksyny killerowe po uprzednim zamrozeniu do temperatury
-36°C pod ci$nieniem 0,16 mBa, suszono przez 24 godz. na drodze prézniowej sublimacji
w liofilizatorze Alpha 2-4 (Christ).

3.5. Oczyszczanie bialek killerowych

Do oczyszczania toksyn killerowych wykorzystano nastepujace metody: chromatografie
jonowymienna, chromatografie powinowactwa z konkanawaling A i 3-glukanem oraz sa-
czenie molekularne.
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Chromatografie jonowymienng prowadzono w temp. 4°C przy uzyciu CM-Sephacrylu
(kationit) lub DECE-Sephacrylu (anionit) na kolumnach zréwnowazonych 0,02 M bufo-
rem cytrynianowo-fosforanowym o pH 4,6. Biatka zaadsorbowane eluowano gradientem
NaCl od 0-1 M w 0,02 M buforu cytrynianowo-fosforanowym.

Chromatografie powinowactwa z immobilizowang konkanawaling A prowadzono na
kolumnie ConA-Sepharose (GE Healthare) zréwnowazonej buforem cytrynianowo-fos-
foranowym o pH 4,6 zawierajagcym 0,5 M NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl, i MnCl, Bial-
ka killerowe eluowano 0,25 M a-D metylo-glukopiranozydem w roztworze startowym
z szybkoscig przeplywu réwna 0,1 ml/min.

Chromatografie powinowactwa z (-glukanem prowadzono zawieszajac 20 mg/ml
B-glukanu (z drozdzy S. cerevisiae, Sigma) lub 150 mg/ml fragmentéw §cian komor-
kowych drozdzy Y. lipolytica i S. cerevisiae uzyskanych w wyniku bonifikacji (sonifi-
kator Sonopuls Ultra) w zageszczonych preparatach toksyn killerowych (o pH 4,6).
Probki inkubowano w temperaturze 14°C przez 1-3 godz. W otrzymanym po odwi-
rowaniu supernatancie (10 000 g, 20 min, temp. 4°C) oceniano aktywnos¢ killero-
wa. Osady przemywano buforem cytrynianowo-fosforanowym o pH 4,6, a nastepnie
zawieszano w 0,3 M roztworze glukozy lub w buforze cytrynianowo-fosforanowym
o pH 3,0. Po delikatnym wytrzgsaniu (Thermomixer Komfort, Eppendorf; 24 godz.,
temperatura 14°C) probki wirowano, po czym plyn znad osadu badano pod katem ak-
tywnosci killerowej. Doswiadczenie wykonano réwniez, prowadzac wigzanie toksyny
z B-glukanem w pH 3,0, zwalnianie toksyn natomiast w buforze cytrynianowo-fosfo-
ranowym o pH 4,6.

Do oczyszczania biatek killerowych wykorzystano tez saczenie molekularne na zlo-
zach: Superdex 75 (Pharmacia), Superdex 200 HR 10/30, BioGel P-150 (Bio-Rad) i BioGel
P-200 (Bio-Rad). Rozdzialy prowadzono w buforze cytrynianowo-fosforanowym o pH
4,6 z szybkoscig przeplywu réwna odpowiednio 0,2, 0,25, 0,06, 0,1 ml/min. Zebrane frak-
cje o objetosci 0,5 ml badano pod katem aktywnosci killerowe;.

Kalibracje kolumn przeprowadzono za pomocg nastepujacych biatek standardowych:

- zloze Superdex 75 - BSA (67 kDa), owoalbumina (45 kDa), chymotrypsynogen
(25 kDa), rybonukleaza (13,7 kDa);

- zloze Superdex 200 - tyreoglobulina (669 kDa), ferrytyna (440 kDa), katalaza
(232 kDa), BSA (67 kDa), owoalbumina (45 kDa), chymotrypsynogen (25 kDa);

- zloze BioGel P-150 - BSA (67 kDa), owoalbumina (45 kDa), chymotrypsynogen
(25 kDa), rybonukleaza (13,7 kDa);

- zloze BioGel P-200 - B-amylaza (200 kDa), transferyna (84 kDa), BSA (67 kDa),
owoalbumina (45 kDa), anhydraza karbonylowa (29 kDa).

Efekty oczyszczania toksyn metoda saczenia molekularnego sprawdzano za pomo-
ca elektroforezy denaturujacej SDS-PAGE w Zelu poliakrylamidowym wedlug Laemmli
[1970]. W celu oznaczenia masy czasteczkowej biatka zastosowano standardy: Unstained
Protein Molecular Weight Marker (Fermentas) i Low Molecular Weight Calibration Kit
for SDS Electrophoresis (Pharmacia). W celu uwidocznienia prazkéw biatkowych zel
barwiono roztworem EZBlue™ Gel Staining Reagent (SIGMA) dla ilo$ci biatka powyzej
100 mg.
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3.6. Metody analiz

3.6.1. Oznaczanie aktywnosci toksyn killerowych

Aktywnos¢ toksyn killerowych w supernatantach z hodowli produkeyjnych D. hansenii
oraz preparatach toksyn otrzymanych za pomocg zageszczania i wysalania oceniano me-
toda studzienkowa wg Woodsa i Bevan'a [1968] wobec wrazliwego szczepu Yarrowia li-
polytica PII6a. Oznaczenia prowadzono w podiozu YPG-MB zawierajacym 4% NaCl
wprowadzajac do studzienek 100 pl preparatu toksyn. Plytki inkubowano w temperaturze
14°C. Aktywnoé¢ killerowg supernatantéw wyrazano jako wielko$¢ strefy inhibicji wzro-
stu (mm) wrazliwego szczepu Y. lipolytica P116a (promien klarownej strefy inhibicji wzro-
stu pomniejszony o promien studzienki, ktéry w kazdym te$cie wynosit 3 mm).

W ten sam sposob badano aktywno$¢ bojcza preparatéw toksyn wobec réznych droz-
dzy, grzybow strzepkowych i bakterii, z ta rdznica, ze wrazliwo$é/opornosé bakterii oce-
niano w agarowym podlozu MRS o pH 4,8 (bakterie mlekowe) oraz agarze LB o pH 5,0
(pozostale bakterie).

Metodg studzienkowg badano aktywno$¢ i stabilnos¢ toksyn killerowych w réznym za-
kresie pH i temperatury oraz wpltyw wybranych czynnikéw na te aktywno$¢.

Wplyw pH na aktywno$¢ bdjcza toksyn oceniano w podtozu YPG-MB o pH od 2,5 do
6,0, wplyw temperatury badano natomiast po inkubacji ptytek w temperaturze 10, 14, 20
i25°C.

Wplyw pH na stabilnos¢ toksyn oceniano po ich przeprowadzeniu, przy uzyciu kolum-
ny PD-10, do buforu cytrynianowo-fosforanowego o pH w zakresie 2,5-6,0 (Healthcare)
i24 godz. inkubacji w temperaturze 4 i 20°C. Wplyw temperatury na stabilno$¢ toksyn kil-
lerowych badano w trakcie ich inkubacji w temperaturze 20, 30, 40 i 50°C.

Podatno$¢ toksyn killerowych na dziatanie enzymdw proteolitycznych sprawdzano po
ich 24-godz. inkubacji w temp. 4 i 20°C, w obecnosci 100 pg/ml proteinazy K, pepsyny
i papainy. Stezenie enzymow proteolitycznych oraz warunki prowadzenia reakcji przyjeto
za Buzzini i in. [2004]. Wplyw B-merkaptoetanolu na aktywnos¢ bdjcza toksyn oceniano
po ich 24-godz. inkubacji w temperaturze pokojowej, w obecnosci 1% B-merkaptoetanolu.

Efekty oczyszczania toksyn killerowych oraz wplyw réznych czynnikéw na ich ak-
tywno$¢ bdjcza przedstawiano, poza strefg inhibicji (mm) wzrostu wrazliwego szczepu
Y. lipolytica PIl6a, réwniez w jednostkach aktywnosci toksyn. Jednostke te (aU) ustalono
na podstawie zaleznosci wielkosci strefy inhibicji wzrostu szczepu wrazliwego od ilo$ci
toksyny (1ul preparatu odpowiadat 50 ul ptynu pohodowlanego) wyznaczong w tescie stu-
dzienkowym. Zaobserwowano liniowg zalezno$¢ pomiedzy logarytmem naturalnym ob-
jetosci toksyny (y) a wielkoécig strefy inhibicji (x) wrazliwego szczepu Y. lipolytica PIl6a
(rys. 1). W kazdym szczepie D. hansenii zalezno$¢ ta przedstawiala sie nieco inaczej:

- All4b: y = 1,5735In (x) + 1,8645; wsp. korelacji R?=0,9791 (1),
- Mlla: y = 1,5173In (x) + 1,8656; wsp. korelacji R?= 0,9922 (2),
- KI2a: y = 2,2550In (x) + 2,3823; wsp. korelacji R*= 0,9604 (3).

Na potrzeby niniejszej pracy, za jednostke aktywnosci (aU), przyjeto aktywno$¢ toksy-
ny zawartg w 50 ul preparatu, dajacg strefe (promien pomniejszony o promien studzienki)
zahamowania wzrostu szczepu Y. lipolytica réwng 2 mm.
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3.6.2. Ocena aktywnosci bojczej drozdzy D. hansenii

Aktywnos¢ killerowa drozdzy D. hansenii wobec drozdzy i grzybow strzgpkowych ozna-
czano za pomocy testu krzyzowego wedlug Aguiar i Lucas [2000] w podtozu YPG-MB bez
NaCl oraz w obecno$ci 4% soli, w temperaturze 14 lub 20°C.

Spektrum aktywnosci bojczej drozdzy wobec bakterii oceniano zmodyfikowana (w za-
kresie pH) metoda Izgii i Altinbay [1997] na agarowym podlozu MRS o pH 4,6 (bakterie
mlekowe) oraz na agarze LB o pH 5,4 (pozostale bakterie). Podtoza zawieraly rézne steze-
nie NaCl (0 lub 4%), testy prowadzono w temperaturze 14 i 20°C.
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Rys. 1. Zalezno$¢ miedzy logarytmem naturalnym objetosci preparatu toksyny a wielko$ciag
tworzonej przez nig strefg inhibicji wzrostu szczepu wrazliwego Y. lipolytica PII6a
Fig. 1. Dependence of the natural logarithm of the toxin volume
and the growth inhibition zone of the sensitive Y. lipolytica PII6a strain
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3.6.3. Oznaczanie biomasy, glicerolu i kwasu cytrynowego

W hodowlach, ktérych celem byta biosynteza toksyn killerowych, oceniano wzrost droz-
dzy, a w niektdrych z nich réwniez zuzycie glicerolu i kwasu cytrynowego (sktadnika bu-
foru stosowanego do sporzadzania podlozy).

Biomase¢ oznaczano metoda wagowa. Proby suszono w temperaturze 105°C do uzyska-
nia statej masy.

Glicerol i kwas cytrynowy oznaczano technikag HPLC na kolumnie Aminex HPX 87H
polaczonej z detektorem UV przy diugoéci fali 210 nm, w temperaturze pokojowej. Szyb-
kos¢ przeptywu 20 mM H_SO, przez kolumne wynosita 0,6 ml/min.

3.6.4. Metody mikroskopowe

Badanie mechanizmu dziatania toksyn killerowych przeprowadzono metoda zapropo-
nowang przez Weiler i Schmitt [2003] z wykorzystaniem barwnikéw fluorescencyjnych:
Calcoflour white (Sigma), bromku etydyny (Sigma) oraz 4’6-diamidyno-2-fenyloindo-
lu (DAPI, Sigma). Barwienie komoérek drozdzy przeprowadzano zgodnie z instrukcjami
producenta. Wybarwione preparaty obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym Axio
Scope Al (Zeiss) z podiaczonym aparatem Canon PowerShot G9. Zdjecia komoérek szcze-
pu wrazliwego, uzyskane po zastosowaniu ww. barwnikéw fluorescencyjnych, poddano
procesowi przetwarzania cyfrowego przy uzyciu programu Adobe Photoshop CS3 (Ado-
be Systems).

Kolejne etapy przetwarzania zdje¢ uzyskanych przy zastosowaniu barwnika Calco-
fluor white polegaty na dodaniu skali, nalozeniu filtru ,,blask neonu’, zastosowaniu kon-
trastu z jednoczesnym zmniejszeniem jasno$ci zdjecia oraz zaznaczeniu strzatkami
miejsca powstawania paczkow. Przetwarzanie zdjeé, uzyskanych po barwieniu brom-
kiem etydyny, polegalo na rozja$nieniu i dodaniu skali, nalozeniu zdjeé widocznych
pod UV oraz w $wietle widzialnym (stopien krycia 50%). Cyfrowa optymalizacja zdjeé
uzyskanych przy zastosowaniu DAPI celem uwidocznienia lokalizacji jadra w komor-
kach szczepu wrazliwego dotyczyta dodania skali oraz zastosowania kontrastu, z jedno-
czesnym zmniejszeniem jasnosci.

Pozytywng kontrole, konieczng do oceny stopnia uszkodzenia blony cytoplazmatycz-
nej komorek wrazliwych, przygotowano poprzez celowe uszkodzenie bton pod wplywem
70%, etanolu metodg zaproponowang przez Slaninova i in. [2000].

3.6.5. Metody ekstrakeji i wizualizacji plazmidéw

Izolacje plazmidéw z drozdzy D. hansenii oraz D. robertsiae prowadzono metoda wg Gun-
ge i Yamane [1984].

Wizualizacje plazmidéw przeprowadzano w zelu agarozowym o stezeniu 0,7% (Top
Vision Agarose LE, Fermetas, Litwa) w obecno$ci markera GeneRuler 1kb DNA Ladder
(Fermentas) o zakresie 250-10 000 bp. Badania wykonywano przy uzyciu zestawu do elek-
troforezy horyzontalnej Midi SubCell - GT z zasilaczem PowerPack Basic firmy Bio-Rad
(USA).
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3.7. Analiza in silico genéw kodujacych toksyny killerowe

Dostepne w bazach GenBanku sekwencje nukleotydowe toksyn killerowych w obrebie li-
niowych plazmidéw drozdzowych poréwnywano z genomowym DNA drozdzy D. hanse-
nii z uzyciem programu BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) zamieszczonego na stro-
nach NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Korzystano z opcji: megablast - do poréwnywania
sekwengji liniowych plazmidéw z genomowym DNA drozdzy oraz blastyn - do analizy
sekwengji liniowych plazmiddow.



4. Wyniki

4.1. Dobér podloza do biosyntezy toksyn killerowych
przez drozdze D. hansenii

W pierwszej czesci badan oceniano efektywnos¢ biosyntezy toksyn killerowych w pozyw-
kach naturalnych: serwatkowej i brzeczce stodowej oraz poréwnawczo w podtozu wzorco-
wym YPG. Procesy prowadzono w temperaturze 14°C, w ktérej, jak wspomniano we wste-
pie, aktywnos¢ béjcza badanych szczepdw przejawiala sie najsilniej. Aktywnos¢ killerowa
supernatantéw wyrazano wielkoscig strefy inhibicji wzrostu (mm) wrazliwego szczepu Y.
lipolytica Pll6a.

Drozdze produkowaty bialka killerowe tylko na serwatce i w bulionie YPG. W pozyw-
ce serwatkowej maksymalna aktywnos¢ bialek killerowych byla zblizona do aktywnosci
toksyn w podtozu wzorcowym; strefa inhibicji wzrostu szczepu wrazliwego réwna byla
5,7-6,8 mm. W pozywce tej drozdze D. hansenii wcze$niej rozpoczynaly produkcje bialek
killerowych - juz po 12 godz. procesu, tworzac ich najwiecej w 24. godz. hodowli, podczas
gdy w pozywce wzorcowej maksymalng aktywno$¢ toksyn stwierdzano w 48. godz. bio-
syntezy (rys. 2A). W kolejnych godzinach hodowli na serwatce nie odnotowano obecno-
$ci aktywnych toksyn. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze mimo podobnej aktywnosci - w pod-
tozu serwatkowym drozdze D. hansenii rosly lepiej, poziom suchej biomasy w 24. godz.
hodowli byt 0 2-6 g/l wyzszy niz w podtozu YPG (rys. 2B). Aktywnos¢ wlasciwa toksyn
na serwatce byta wiec nizsza niz w podtozu wzorcowym.

W brzeczce stodowej, w ktorej badane szczepy nie produkowaty toksyn killerowych,
obserwowano réwniez staby wzrost drozdzy; poziom suchej biomasy w 72. godz. hodowli
nie przekraczat 4-7 g/1 (rys. 2).
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Rys. 2. (A) Aktywno$¢ killerowa supernatantow z hodowli 3 szczepéw D. hansenii: (1) - KI2a,
(2) - AlI4b, (3) - MIla, w serwatce (WHEY), brzeczce stodowej (ME) i poréwnawczo
w podiozu wzorcowym (YPG) oraz (B) poziom biomasy w tych hodowlach
Fig. 2. (A) Killer activity of supernatants from three D. hansenii strains: (1) - KI2a, (2) - AII4b,
(3) - MIla in whey medium (WHEY), malt extract medium (ME) and standard broth (YPG)
as comparison and (B) level of biomass in these cultures

Biosynteza toksyn w bogatych w biatka podtozach kompleksowych stwarza trudnosci
w procesie ich wydzielania i oczyszczania, gdyz tradycyjne metody izolacji biatek killero-
wych skutkujg wydzielaniem takze niewykorzystanych przez drozdze bialkowych skladni-
koéw podloza. Zdolnosé¢ drozdzy D. hansenii do produkcji toksyn oceniano wiec réwniez
w pozywkach syntetycznych (SM) zawierajagcym glukoze i ekstrakt drozdzowy w charak-
terze czynnikoéw wzrostowych oraz zrddlo azotu w postaci peptonu bakteriologicznego
(SM-Pep-YE), (NH,),SO, (SM- NH -YE) lub mocznika (SM-Ura-YE).
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Mimo dobrego wzrostu drozdzy w kazdym z zastosowanych podlozy obecnos¢ tok-
syn stwierdzano tylko w pozywce SM-Pep-YE, zawierajacej pepton. Najwyzsza aktywnos¢
bialek killerowych obserwowano w 48. godz. hodowli (rys. 3A). Badane drozdze najle-
piej rosty w pozywce zawierajacej siarczan amonu jako zrédto azotu; poziom biomasy
w koncowych godzinach hodowli wynosit okoto 12 g/l (rys. 3B).

A
5_
. |
c
Ec, ]
= D24h
25 L o
52 m4sh
T C
B E sl Im o72h
17} 1 1
0 L) a7 T AT T AT AT
1.|2.|3. 1.|2.|3. 1.|2.|3.
SM-Pep-YE SM-NH4 -YE SM-Ur -YE
B
12
Eomg O24h
SE g m4gh
o
£s o72h
5 3

SM-Pep-YE ‘ SM-NH4-YE SM-Ur-YE

Rys. 3. (A) Aktywnoé¢ killerowa supernatantéw z hodowli 3 szczepdw D. hansenii: (1) — KI2a,
(2) - AlI4b, (3) - MIla, w pozywce syntetycznej, w zaleznosci od rodzaju zrédla azotu: peptonu
(Pep), (NH,),SO, (NH,) i mocznika (Ura) oraz (B) poziom biomasy w tych hodowlach
Fig. 3. (A) Killer activity of supernatants from three D. hansenii strains: (1) - KI2a, (2) - AII4b,
(3) - MIla in synthetic medium, depending on nitrogen sources: peptone (Pep), NH,),SO, (NH,)
and urea (Ura) and (B) level of biomass in these cultures

Uwzgledniajac fakt, ze badane drozdze D. hansenii do efektywnej biosyntezy toksyn kil-
lerowych wymagaja obecno$ci w podtozu biatkowych form azotu, nastepnie sprawdzono
wplyw dawki peptonu na aktywnos¢ tworzonych toksyn przez te drozdze. Wyniki przed-
stawiono na rysunku 4.

Wyisze stezenie peptonu warunkowalo wyzsza aktywno$¢ biatek. Strefy inhibicji
w obecnosci 2% tego skladnika byly o ok. 1-2 mm wigksze niz w podtozu zawierajacym
1%. Najwyzsza aktywnos¢ toksyn obserwowano w 48. godz. hodowli.
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Nie stwierdzono znaczacego wpltywu dawki peptonu na wzrost badanych drozdzy. Po-
ziom biomasy w hodowlach wszystkich badanych szczepéw wynosit 8-10 g/l (rys. 4B).
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Rys. 4. (A) Aktywnos¢ killerowa supernatantéw z hodowli 3 szczepdw D. hansenii: (1) — KI2a,
(2) - AIl4b, (3) - MIla, w zaleznosci od dawki peptonu w podtozu (0,5, 1 12%) oraz (B) poziom

biomasy w tych hodowlach

Fig. 4. (A) Killer activity of supernatants from three D. hansenii strains: (1) - KI2a,
(2) - AII4b, (3) - MI1a, depending on peptone dose in medium (0,5, 1 and 2%)
and (B) level of biomass in these cultures

Ekstrakt drozdzowy, ktory byl sktadnikiem wszystkich zastosowanych powyzej pozywek
syntetycznych, dodawano do podtoza jako Zrédto czynnikéw wzrostowych (w iloéci 1g/1).
Z uwagi na to, ze oprdcz witamin, gléwnie z grupy B, wnosil on niewielkie ilo$ci organicz-
nego azotu w postaci aminokwasow, peptydéw oraz polipeptydéw, przeprowadzono oce-
ne efektywnosci biosyntezy toksyn killerowych w podlozu pozbawionym YE. Zwazywszy
na fakt, ze badane drozdze D. hansenii sa auksotrofami biotyno-zaleznymi [Kurtzman,
Fell 2000], w miejsce ekstraktu drozdzowego stosowano te witamine w stezeniu 20 ug/l.
Na rysunku 5 przedstawiono aktywnos¢ toksyn killerowych oraz poziom biomasy obser-
wowany w 48. godz. hodowli w zaleznosci od zastosowanych czynnikéw wzrostowych.
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Rys. 5. (A) Aktywno$¢ killerowa supernatantow z hodowli 3 szczepéw D. hansenii: (1) - KI2a,
(2) - All4b, (3) - MIla, w podiozu syntetycznym, w zaleznosci od rodzaju czynnika wzrostowego
oraz (B) poziom biomasy w tych hodowlach
Fig. 5. (A) Killer activity of supernatants from three D. hansenii strains: (1) — KI2a, (2) - AII4b,
(3) - MIla in synthetic medium depending
on the nutritive agent type and (B) level of biomass in these cultures

Zastgpienie ekstraktu drozdzowego biotyng wptyneto jednak niekorzystnie na biosynte-
ze toksyn killerowych przez badane drozdze. Wielko$¢ stref inhibicji wzrostu w przypad-
ku podtoza z czysta witaming byla o 15-25% nizsza w poréwnaniu z pozywka zawieraja-
ca YE. Najwiekszg aktywnos¢ toksyn killerowych stwierdzano w 2. dobie hodowli. Nalezy
zaznaczy¢, ze aktywnos¢ toksyn killerowych produkowanych w podtozu SM-PepP2%-YE
byta jednak (o ok. 1,5 mm) nizsza niz we wzorcowym podlozu YPG zawierajagcym dzie-
sieciokrotnie wigksze stezenie ekstraktu drozdzowego. W dalszych badaniach do produk-
¢ji tych metabolitéw stosowano wiec bulion YPG. Nastepnie w pozywce oceniano wplyw
roznych zrédet wegla na produkcje toksyn. Glukoze (YPG) zastepowano syropem gluko-
zowym (YP-SG), czystym glicerolem (YP-GliCz) lub glicerolem odpadowym (YPGIiOd).
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Sposérdd analizowanych zrédet wegla najlepsze efekty biosyntezy biatek killerowych ob-
serwowano w pozywce z glukoza. Aktywnoé¢ toksyn w plynie pohodowlanym najwyzsza
byta w 48. godz. hodowli i wynosita od 6,2 do 7 mm, w zaleznosci od szczepu D. hansenii
(rys. 6A, 7A, 8A). Mniejsze strefy, na poziomie 4-5 mm, stwierdzano w przypadku ho-
dowli z syropem glukozowym.

Wielko$¢ stref inhibicji wzrostu Y. lipolytica PII6a w hodowli z glicerolem czystym
oraz z glicerolem odpadowym najwyzsza byta w 24. godz. hodowli szczepu KI2a, nie
przekraczata jednak 4 mm. Prébki ptynu pohodowlanego pochodzace z 48. 1 72. godz.
hodowli nie wykazywaly aktywnoéci killerowej. Warto zaznaczy¢, ze badane szczepy
D. hansenii najlepiej rosty w podtozu z syropem glukozowym, osiagajac poziom bioma-
sy okoto 11-12 g/l (rys. 6B, 7B, 8B).
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Rys. 6. (A) Aktywno$¢ killerowa supernatantéw z hodowli szczepu D. hansenii KI2a w podiozu
YPG zawierajacym rézne Zrédla wegla oraz (B) poziom biomasy w tych hodowlach
Fig. 6. (A) Killer activity of supernatants from the cultures of D. hansenii KI12a strain in YPG
medium containing various carbon sources and (B) level of biomass in these cultures
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Rys. 7. (A) Aktywnoé¢ killerowa supernatantéw z hodowli szczepu D. hansenii A114b w podlozu

YPG zawierajacym rézne Zrédla wegla oraz (B) poziom biomasy w tych hodowlach
Fig. 7. (A) Killer activity of supernatants from the cultures of D. hansenii AII4b strain in YPG
medium containing various carbon sources and (B) level of biomass in these cultures
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Rys. 8. (A) Aktywno$¢ killerowa supernatantéw z hodowli szczepu D. hansenii MI1a w podtozu
YPG zawierajacym rézne zrédta wegla oraz (B) poziom biomasy w tych hodowlach
Fig. 8. (A) Killer activity of supernatants from the cultures of D. hansenii MIla strain in YPG
medium containing various carbon sources and (B) level of biomass in these cultures
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Analizujac przyczyny braku aktywnych biatek w podlozu YP-GliCz po 24 godz. hodowli
zbadano jej odczyn oraz zuzycie glicerolu stanowigcego zrédlo wegla, a takze kwasu cy-
trynowego, bedacego skladnikiem buforu uzytego do stabilizacji pH podioza. Stwierdzo-
no wzrost pH $rodowiska hodowlanego, od okoto 5,0-5,5 w 24. godz. do okoto 6,0-6,5
w 72. godz. hodowli (rys. 9).
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Rys. 9. Zmiany wartosci pH oraz stezenia glicerolu (linia ciagla) i kwasu cytrynowego
(linia przerywana) w hodowlach trzech szczepdw D. hanseniii: A) KI2a, B) All4b i C) MIla,
w pozywce YPG z czystym glicerolem
Fig. 9. Changes of pH value and glycerol concentration (continuous line)

and citric acid (dashed line) in culture of three D. hansenii strains:

A) KI2a, B) All4b and C) MIla, in YPG medium with pure glycerol

33



Fakt ten moze ttumaczy¢ utrate aktywnosci bojczej ptynéw pohodowlanych, gdyz po-
wszechnie wiadomo, ze wigkszos$¢ bialek killerowych jest produkowanych oraz zachowuje
stabilno$¢ w srodowisku o kwasnym pH. Na podstawie analizy zmian stezenia glicerolu
i kwasu cytrynowego wykazano, ze badane drozdze réwnolegle wykorzystywaly obydwa
sktadniki. Ze wzgledu na poczatkowo nizszg ilo$¢ kwasu cytrynowego, w 48. godz. proce-
su nie stwierdzano juz obecnosci tego sktadnika w podtozu, co spowodowato wzrost pH.
Zdolno$¢ badanych drozdzy do produkcji biatek killerowych w warunkach zréznico-
wanego pH byta cechg szczepowa. Najwyzsza aktywnos¢ toksyn obserwowano w hodow-
li o pH 4,5; strefy zahamowania wzrostu wrazliwego szczepu Y. lipolytica, réwne byly 6,8,
6,51 6,3 mm, odpowiednio w przypadku toksyn szczepéw KI2a, AIl4b i MIla. Plyny po-
hodowlane o nizszych wartosciach pH cechowaly sie stabszg aktywno$cia bdjcza. Warto
zwrdci¢ uwage, ze szczep Kl2a jako jedyny produkowat biatko killerowe w bulionie YPG
o pH 5,01 nie tworzy! toksyny w podlozu o pH réwnym 2,0. Na rysunku 10 przedstawiono
wplyw PH podloza na biosynteze toksyn killerowych w hodowlach drozdzy D. hansenii.

strefa inhibicji [mm]
inhibition zone

o =~ N W N OO N ©
T R R
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Rys. 10. Aktywno$¢ killerowa supernatantéw z hodowli 3 szczepow D. hansenii: KI2a, AII4b
i MIla w bulionie YPG, w zalezno$ci od pH (poziom aktywnoéci killerowej w 48. godz. hodowli)
Fig. 10. Killer activity of supernatants from three D. hansenii strains: KI2a, AII4b and MIla
in YPG broth depending on medium pH (killer activity level in a 48-h culture)

Podsumowujac, najwyzsza aktywno$¢ toksyn killerowych uzyskano w bulionie YPG o pH
4,5. Podlozem naturalnym, ktére mogloby znalez¢ zastosowanie do biosyntezy toksyn kil-
lerowych przez drozdze D. hansenii, jest takze serwatka kwasowa. Drozdze nie produko-
waly bialek killerowych w podtozu syntetycznym zawierajacym jako zrédlo azotu siarczan
amonu lub mocznik. Do biosyntezy tych metabolitéw wymagana byta obecno$¢ w podto-
zu produkeyjnym biatkowych form azotu (peptonu). Zastosowanie biotyny zamiast eks-
traktu drozdzowego w charakterze czynnika wzrostowego u drozdzy wplyneto nieko-
rzystnie na aktywnos¢ tworzonych toksyn.

4.2. Izolacja i oczyszczanie bialek killerowych

Przed przystgpieniem do oczyszczania toksyn killerowych przeprowadzono badania ma-
jace na celu ich stabilizacje. Oceniano wplyw inhibitoréw proteaz w postaci réznych ste-

34



zen fluorku fenylometylosulfonowego — PMSF (0,1-2 mM) i 10 mM kwasu etylenodia-
minotetraoctowego — EDTA na aktywno$¢ bojcza toksyn killerowych, po ich inkubacji
w temperaturze 5°C przez 20 godz. i 22°C przez 2 godz.
Czynnikiem stabilizujagcym toksyny killerowe, zaréwno w niskiej temperaturze, jak
i podczas krétkiego przechowywania w temperaturze pokojowej, okazat si¢ PMSF w ste-
zeniu 1 mM; strefa inhibicji wrazliwego szczepu Y. lipolytica PII6a wywolana toksyna za-
wierajacg ten inhibitor byta poréwnywalna z wielko$cig strefy wywolywanej ptynem po-
hodowlanym, bezposrednio po jego zageszczeniu (dane niepublikowane). W dalszych
badaniach plyny pohodowlane uzupetniano 1 mM PMSE
Drugg metodg stabilizacji toksyn killerowych byta liofilizacja. Aktywnos$¢ bojcza
utrwalonych ta metoda bialek oceniano w trakcie ich 3-miesigecznego przechowywa-
nia i wyrazano w jednostkach aktywnosci (aU/ml). Bezposrednio po liofilizacji toksy-
ny killerowe wykazywaly aktywnos¢ killerowg zblizong do tej przed utrwalaniem. Co
wiecej, wysoka aktywnos¢ zachowywaly réwniez w czasie 3-miesiecznego przechowy-
wania (tab. 1).
Tabela 1
Table 1
Aktywnoé¢ killerowa liofilizowanych toksyn D. hansenii [aU/ml] w czasie ich przechowywania
Killer activity of D. hansenii freeze-dried toxins [aU/ml] during storage

Przed Czas przechowywania liofilizowanych toksyn
Toksyna liofilizacja Storage time of freeze-dried toxins
Toxin Before 0 tygodni 2 tygodnie 1 miesigc 3 miesigce
freeze-drying 0 weeks 2 weeks 1 months 3 months
KI2a 6,2x 10° 6x10° 5,8 x 10° 59x 10° 5,8 x 10°
AIl4b 5,8 x 10° 5,6 x 10° 54x10° 5,5x 10° 5,5x 10°
Mlla 5,3 x 10° 52x10° 5,0x 10° 5,1x 10° 51x 10°

4.2.1 Ultrafiltracja i wysalanie

Podczas wstepnego oczyszczania toksyn killerowych drozdzy D. hansenii oceniano efek-
tywno$¢ ultrafiltracji przy uzyciu membran o punkcie odciecia 18, 30 i 50 kDa i wysalania
siarczanem amonu jako metod zageszczania i izolacji tych biatek z cieczy pohodowlanej
(supernatanu). Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 11 oraz w tabeli 2.

Proces ultrafiltracji na membranie o punkcie odcigcia 18 kDa okazal si¢ skuteczng me-
todg zageszczania bialek killerowych badanych szczepéw. Aktywnosci killerowej nie ob-
serwowano w permeatach ponizej 18 kDa, a straty aktywnosci bdjczej w retentatach nie
przekraczaly 10%. W przypadku szczepu All4b kolejne etapy zageszczania na membra-
nach o wiekszych $rednicach poréw spowodowaly znaczne obnizenie aktywnosci bojczej
bialek killerowych w otrzymanych retentatach (frakcje > 30kDa i > 50kDa), przy jedno-
czesnej, stosunkowo wysokiej aktywnosci w permeatach (< 30kDa i < 50kDa). W przy-
padku szczepéw Mlla i KI2a zastosowanie membran o punkcie odciecia 30 i 50kDa nie
spowodowalo znacznego ubytku aktywnosci bialka (straty aktywnos$ci na poziomie 10-
20% w stosunku do poprzedniego etapu).

35



Wysalanie siarczanem amonu réwniez bylo efektywnym procesem zageszczania su-
pernatantu. Najmniejsze straty aktywnosci killerowej (okoto 20%) zanotowano u toksyny
szczepu MlIla. Niewiele wigkszy ubytek aktywnosci killerowej stwierdzono w wysolonych
preparatach dwdch pozostalych szczepéw All4b i KI2a, odpowiednio 23 i 27,5%.
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Rys. 11. Efektywno$¢ réznych metod zageszczania i izolacji toksyn killerowych

badanych szczepéw D. hansenii: A) KI2a, B) All4b, C) MIla

Fig. 11. Effectiveness of various methods of killer toxins concentration and isolation
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Wydajnos$¢ zastosowanego procesu wysalania, na poziomie 73-80%, byta nizsza niz
procesu zageszczania na drodze ultrafiltracji, jednakze metoda ta pozwolila na uzyskanie
matych objetosci wysoko skoncentrowanych preparatéw toksyn.

Zdecydowanie cze$ciej stosowana do izolacji toksyn metoda wytracania za pomoca
wymrozonego etanolu czy acetonu nie przyniosta oczekiwanych rezultatéw w przypadku
badanych biatek. Aktywnych toksyn nie stwierdzano zaréwno w wytraconych osadach,
jak i supernatantach (dane niepublikowane).

Tabela 2

Table 2
Wydajnos¢ procesoéw zageszczania toksyn killerowych szczepdw D. hansenii A114b, MIla i KI2a
The recovery of killer toxin concentration processes of D. hansenii strains All4b, MIla and KI2a

All4b Mlla KI2a
* * *
> > >
Etap oczyszczania g| % % o| % 8| % N
~ ~ N ~ * N ~
PO B 302 A |8 32 A |8 3 2 4.
Purificationstage | S £ o] ¢ o |22 o © =g & 3| ¢ =7
£ o| = 8 | 2% ol & 5 | £ E o £ b
=% S|l & |32 =l =® &£ |8 X =® 2
T2 _E T3 |22 _F T3 |BE2 -2 =8
=X O X 2 = X 0 X 9 =X 0 X 9
=S SEE| 22« |ZECEE| 222 |ZECEE| 22
Supernatant 100 100 100 100 100 100

Retentat > 18 kDa
Retentate > 18 kDa

Permeat < 30 kDa

\O
wu
NeJ
w
Ne)
—
O
—_
Ne)
w
NeJ
(92

Permeate < 30 kDa 3 37 15 16 6 6
Retenistes 30k0a | 18 g 78 86 50
permete < 50k0a | 1 28 15 21 1 5
Retmates s0kba | % 83 63 89 73 85
Wysolenie - - o o s s

Salting-out

* wydajnos¢ catkowita — wydajnos¢ w stosunku do supernatantu
* total recovery - recovery in relation to supernatant

** wydajnos¢ — wydajnos¢ w stosunku do poprzedniego etapu oczyszczania
** recovery — recovery in relation to previous purification stage

4.2.2. Chromatografia jonowymienna i powinowactwa

W trakcie dalszego oczyszczania biatek killerowych drozdzy D. hansenii zastosowano
chromatografie jonowymienng oraz chromatografie powinowactwa.

Zageszczone plyny pohodowlane nanoszono na kolumne wypelniong zlozem CM-Se-
phacryl (kationit) lub DECE-Sephacryl (anionit). Niezaadsorbowane biatka wymywano
buforem startowym. Biatka zaadsorbowane eluowano w gradiencie NaCl w buforze cytry-
nianowo-fosforanowym. Aktywnos$¢ killerowg wykazywaly frakcje nanoszone na kolum-
ny oraz material niezwigzany przez ztoza. Aktywnosci bdjczej nie stwierdzano w materiale
zaadsorbowanym na kolumnach (dane niepublikowane).
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Uwzgledniajac fakt, ze wiekszo$¢ produkowanych przez drozdze toksyn killerowych
zaliczana jest do glikoprotein, podjeto réwniez probe zastosowania metody powino-
wactwa z konkanawaling A do oczyszczania bialek killerowych. Metode wykorzystano
do oczyszczania toksyn dwdch szczepow D. hansenii AlI4b i KI2a. Aktywnos¢ killerowa
uzyskanych frakcji wyrazano zaréwno jako wielkos¢ strefy (mm) zahamowania wzrostu
wrazliwego szczepu Y. lipolytica PIl6a, jak i w jednostkach aktywnosci (aU/ml). Wyniki
przedstawiono w tabelach 3 i 4.

Aktywnos¢ bojcza, na poziomie 30-65%, stwierdzano we frakcjach niezwigzanych ze
zlozem. Frakcje eluowane za pomoca a-D-metylo-glukopiranozydu nie wykazywaly ak-
tywnosci biologicznej wobec szczepu wzorcowego. Brak aktywno$ci we frakcjach eluowa-
nych wskazuje, ze toksyny killerowe nie zwigzaly si¢ z konkanawaling i sugeruje, iz badane
bialka nie sa glikoproteinami. Utrata tak duzej czesci aktywnosci (25% w przypadku bia-
tek killerowych szczepu KI2 i 70% w przypadku toksyn szczepu All4b) nasuwa przypusz-
czenie, ze w warunkach metody toksyny te moga mie¢ zdolno$¢ do stosunkowo silnego
wigzania z agarozowg matryca zloza.

Tabela 3
Table 3
Aktywno$¢ killerowa frakeji uzyskanych w wyniku rozdzialu
toksyny killerowej szczepu D. hansenii KI2a na ConA-Sepharose
Killer activity of fractions obtained as a result
of D. hansenii KI2a strain killer toxin separation on ConA-Sepharose
Aktywnosc Catkowita
Objetosé Strefa inhibicji Kill aktywnos¢
Préobka [ml] [mm)] Hherowa killerowa
e [aU/ml]
Sample Volume Inhibition zone Killer activity [aU]
Total killer
activity
Préba nanoszona
na ConA—SePharose 14 6.2 54 756
Sample applied
to ConA-Sepharose
Frakcja niezwigzana I
Unbound fraction I 14 . 31 434
Frakcja niezwigzana II 5 44 24 120
Unbound fraction II ’
Frakcje eluowane 1-10
Elutec)i fraction 1-10 10x1 0 0 0
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Tabela 4

Table 4
Aktywno$¢ killerowa frakeji uzyskanych w wyniku rozdziatu
toksyny killerowej szczepu D. hansenii All4b na ConA-Sepharose
Killer activity of fractions obtained as a result
of D. hansenii AII4b strain killer toxin separation on ConA-Sepharose
Calkowita
o ... .. | Aktywnosé aktywnos¢
Probka Ot?n?l tﬁ)sc Strefﬁr:;}ll]l bicji killerowa killerowa
Sample s [aU/ml] [aU]
Volume Inhibition zone Killer activity Total killer
activity
Prébka rozdzielana
(po 0ds9lemu na PD-10) 14 6.2 157 2198
Separation sample (after
desalting on PD-10)
Frakcja niezwigzana I
Unbound fraction I 15 5,9 36 >40
Frakcja niezwigzana IT
Unbound fraction II 3 54 27 81
Frakcja niezwigzana 11 ) 0 0 0
Unbound fraction III
Frakcje eluowane 1-5
Eluted fraction 1-5 >xl 0 0 0

Poniewaz receptorem wigzacym toksyny killerowe szczepoéw D. hansenii w $cianach ko-
morek wrazliwych jest f-D-glukan, co przedstawiono w dalszej czesci niniejszego opraco-
wania (p. 4.5), postanowiono wykorzysta¢ ten sktadnik do oczyszczania badanych biatek.
W metodzie zastosowano zaréwno czysty 3-D-glukan, jak i fragmenty $cian komorko-
wych wrazliwego szczepu Y. lipolytica Pl16a oraz drozdzy S. cerevisiae, u ktorych zawar-
to$¢ tego polisacharydu siega az 50-60% [Cabib i in. 2001, Klis i in. 2002].

W tabeli 5 przedstawiono wyniki dotyczace oczyszczania bialtka killerowego szczepu
KI2a. Toksyna nie ulegata zwigzaniu przez fragmenty $cian komérkowych drozdzy Y. lipo-
Iytica i S. cerevisiae; aktywnos¢ killerowa ptynéw znad osadéw byta zblizona do aktywno-
$ci toksyny stanowigcej kontrole. Nieznaczne obnizenie sie aktywnosci killerowej (o okoto
70 aU/ml) stwierdzono tylko w preparacie poddanym dziataniu p-glukanu.
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Tabela 5
Table 5
Aktywno$¢ killerowa roztwordw uzyskanych w trakcie oczyszczania toksyny killerowej
szczepu D. hansenii KI2a przy uzyciu 3-D-glukanu i fragmentéw $cian komérkowych
drozdzy Y. lipolytica PII6a i S. cerevisiae
Killer activity of solutions obtained during D. hansenii KI2a strain killer toxin purification
using B-D-glucan as well as Y. lipolytica PII6a and S. cerevisiae scraps of cell walls

B-D-glukan

B-D-glucan Y. lipolytica PIl6a S. cerevisiae

Préba
Sample

[aU/ml]
Killer activity

[mm]
Inhibition zone
Aktywno$¢ killerowa

Aktywno$¢ killerowa

Aktywno$¢ killerowa
[aU/ml]

[aU/ml]
Killer activity
Strefa inhibicji

Strefa inhibicji
Inhibition zone

[mm]

Strefa inhibicji

[mm]

Inhibition zone
Killer activity

Toksyna killerowa
- kontrola

Killer toxin — 268 9,8 268
control

268

o
o]
o
o]

Odwirowanie — Centrifugation

Supernatant
- toksyna
niezwigzana 9,1 196 9,6 245 9,5 235
Supernatant —
unbound toxin

Przemywanie — Washing

Roztwor uzyskany
po przemyciu
osadu

Solution obtained 34 16 3.1 14 2,8 12
after washing

the precipitate

Zwalnianie — Release

Roztwér glukozy
po procesie
zwalniania toksyny
Glucose solution
after toxins
releasing

Bufor (pH 3,0) po
procesie zwalniania
toksyny

Buffer (pH 3.0)
after

toxins release

2,1 9 0 0 0 0
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Prébe zwolnienia zwiazanych toksyn przeprowadzono za pomocg roztworu glukozy oraz
buforu o zmienionym pH w stosunku do buforu, w ktérym nastepowato wigzanie. Bialtka
tego nie udato si¢ jednak uwolni¢ zaréwno roztworem glukozy, jak i buforem o pH 3,0.
Metode zastosowano réwniez do oczyszczenia biatek killerowych wszystkich bada-
nych szczep6w, prowadzac wigzanie z 3-glukanem w pH 3,0, natomiast zwalnianie toksyn

w buforze pH 4,6.

Biatka killerowe szczepow AII4b i MIla zwigzaly sie z polisacharydem, co przejawia-
to si¢ zdecydowanie stabsza aktywnoscia killerowa plynu pozostajacego po odwirowaniu

B-glukanu, w stosunku do aktywnosci wyjéciowej toksyn (tab. 6).

trzech szczepow D. hansenii KI2a, All4b i MIla przy uzyciu B-glukanu
Killer activity of solutions obtained after purification
of killer toxins form D. hansenii KI2a, AII4b i MI1a strains using f-D-glucan

Tabela 6
Table 6
Aktywno$¢ killerowa roztworéw uzyskanych w trakcie oczyszczania toksyn killerowych

KI2a All4b Mlla

= a = a = 8
Préba 2 8, f|2 R’y E|Z 8|, £
Sample t Bl fe=F|E E|lEz=%|: E|fe=%

2| 2555|982 2555|982 | 255

SEE|ZSRT|EEE|22RC| SEE | 22RE

H oS CEEM TS| CEEM | K DS | EEM
Toksyna killerowa —
kontrola 9,3 214 7,2 267 6,7 242
Killer toxin - control

Odwirowanie — Centrifugation
Supernatant —
toksyna niezwigzana 8.9 180 6.3 167 41 43
Supernatant —
unbound toxin
Przemywanie — Washing
Roztwor uzyskany
po przemyciu osadu
Solution obtained 8,7 165 3,4 26 2,8 18
after washing
the precipitate
Zwalnianie — Release

Bufor (pH 3,0) po
procesie zwalniania
toksyny 0 0 1,1 6 0,7 5
Buffer (pH 3.0) after
toxin release

Niestety, biatek tych nie udato si¢ zwolni¢, stosujac bufor o pH 4,6. Natomiast biatko kil-

lerowe szczepu KI2a nie wigzalo si¢ z zastosowanym polisacharydem.
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4.2.3. Saczenie molekularne

Uwzgledniajac niepowodzenia przedstawionych wczesniej metod oczyszczania, na kolej-
nym etapie zastosowano rozdzial badanych biatek na sitach molekularnych.

Toksyna killerowa D. hansenii KI2a
Bazujac na doniesieniach literaturowych, na podstawie ktorych wigkszo$¢ bialek killero-
wych ma stosunkowo niewielkg mase czasteczkowa, w zakresie od okolo 20 kDa do okoto
85 kDa, do rozdziatu toksyny szczepu D. hansenii KI2a w pierwszej kolejnosci zastosowa-
no zloze dzielace biatka w zakresie od 70 do 3 kDa.

Sposrod 42 zebranych frakeji aktywnos¢ killerowa stwierdzano we frakcjach od 5 do
20. Najwyzsza aktywnoscig bojcza cechowala si¢ frakcja 10, wywolujaca strefe inhibicji
wzrostu szczepu wzorcowego o wielkosci ok. 10 mm (rys. 12).

20 2000
18 1800
16 ’\ 1600
14 / \‘ 1400
12 l \ 1200
10 / L\ 1000

strefa inhibicji [mm]
inhibition zone
aU/ml

8 800
6 600
4 400

200

Ll
Oiﬁﬁl‘::::;::: “““ ‘ Lo

1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41

numer frakcji
fraction number

’ & strefa inhibicji — inhibition zone  —&— aktywno$¢ killerowa — killer activity ‘

Rys. 12. Aktywnos¢ killerowa poszczegdlnych frakeji toksyny killerowej
szczepu D. hansenii KI2a, zebranych podczas saczenia molekularnego na zlozu Superdex 75
Fig. 12. Killer activity of individual fractions of D. hansenii KI2a killer toxin
collected during molecular filtration on Superdex 75

Wyrazenie aktywnosci killerowej w umownych jednostkach pokazalo, ze zakres frakcji za-
wierajacy znaczace ilo$ci toksyny killerowej nie jest zbyt szeroki; w przedziale od 6 do 12
frakcji. Oznacza to, ze aktywno$¢ killerowa obserwowana jest we frakcjach wyplywajacych
z kolumny w objetosci bardzo bliskiej do tzw. pustej objetosci (Ve/Vo = 1,03). Szacowana
wielko$¢ tego biatka jest wiec poza zakresem rozdziatu ztoza, czyli powyzej 70 kDa.

Do kolejnego rozdziatu zastosowano zatem zloze dzielgce bialka w zakresie od 600 do 10
kDa. Frakcja 23 o najwyzszej aktywnosci bojczej, uzyskana podczas tego rozdziatu, wska-
zuje, ze szacunkowa masa czasteczkowa badanej toksyny nie przekracza 25 kDa (rys. 13).
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Mimo wykalibrowania obydwu kolumn szacowane na podstawie tych rozdzialéw masy
biatek, obecnych we frakcjach o najwyzszej aktywnosci, pozostawaly ze soba w sprzecz-
nosci. Biorac pod uwage zaréwno powyzsze rezultaty, jak i wyniki uzyskane z zastosowa-
niem chromatografii powinowactwa z konkanawaling A, mozna przypuszczaé, ze dochodzi
do niespecyficznych oddziatywan pomiedzy toksynami a matrycg tych ztéz — agarozg i/lub
dekstranem, szczeg6lnie ztoza Superdex 200.
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2 1 60000
16 I\
T 14 + 50000
E2
— O
59 12 1 40000
S —
2210 E
=9 =
SE 4 1 30000 =
@
6 L 20000
4
L 10000
2 -
0 - 0

1 3 65 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

numer frakcji
fraction number

B strefa inhibicji — inhibition zone  ==e==aktywno$¢ killerowa — killer activity ‘

Rys. 13. Aktywno$¢ killerowa poszczegdlnych frakeji toksyny killerowej szczepu D. hansenii KI2a,
zebranych podczas saczenia molekularnego na ztozu Superdex 200 HR 10/30
Fig. 13. Killer activity of individual fractions of D. hansenii KI2a killer toxin
collected during molecular filtration on Superdex 200 HR 10/30

W celu wyeliminowania niespecyficznej adsorpcji toksyn killerowych z agaroza na kolej-
nym etapie badan zastosowano syntetyczne ztoze poliakrylamidowe BioGel P-150. Jest to
polimer z grupy poliakrylanéw (Polyacrylamide-co-methylene-bis-acrylamide) dzielacy
bialka w zakresie ich mas czasteczkowych, w przedziale od 70 do 3 kDa. W profilu aktyw-
nosci killerowej wyrazonej w umownych jednostkach aU, uzyskanym w wyniku tego roz-
dzialu, ujawnialy si¢ dwa piki o najwyzszej aktywnosci bojczej, frakcje 4 i 9. Wyznaczona
na podstawie objetosci elucyjnej masa biatka obecnego we frakeji 4 wynosita powyzej 60—
70 kDa, a we frakeji 9 okoto 45 kDa (rys. 14).
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Rys. 14. Aktywno$¢ killerowa poszczegolnych frakeji toksyn killerowych
szczepu D. hansenii KI2a, zebranych podczas saczenia molekularnego na ztozu BioGel P-150
Fig. 14. Killer activity of individual fractions of D. hansenii KI2a killer toxin
collected during molecular filtration on BioGel P-150

Rozdzial tego bialka na zlozu Biogel P-200, dzielagcym biatka w szerszym zakresie mas
czasteczkowych (200-30 kDa), potwierdzit obecnoé¢ 2 aktywnych frakeji biatkowych; ich
szacunkowa masa wynosi ok 78 kDa (frakcje 28-30) i 46 kDa (frakcje 35-38) (rys. 15).

W celu wykazania ewentualnych réznic pomiedzy biatkami obecnymi w obu pi-
kach sprawdzano aktywno$¢ bojcza kazdego z preparatéw wobec trzech réznych szcze-
pow: Y. lipolytica PIl6a, Y. lipolytica ATCC 20460 i S. occidentalis ATCC 44442 na agarze
YPB-MB. Kazdy z preparatéw wykazywal taka sama aktywnos¢ bdjcza wobec odpowied-
niego szczepu wrazliwego, a strefy zahamowania wzrostu wynosily 6,6, 4,4 1 6,1 mm, od-
powiednio w przypadku szczepu Y. lipolytica P1l6a, Y. lipolytica ATCC 20460 i S. occiden-
talis ATCC 44442 (dane niepublikowane).
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Rys. 15. Aktywno$¢ killerowa poszczegolnych frakeji toksyn killerowych
szczepu D. hansenii KI2a, zebranych podczas saczenia molekularnego na ztozu BioGel P-200
Fig. 15. Killer activity of individual fractions of D. hansenii KI2a killer toxin
collected during molecular filtration on BioGel P-200

Toksyna killerowa D. hansenii AI14b

Toksyne killerowa szczepu D. hansenii AIl4b oczyszczano na zlozach Superdex 200, Bio-
Gel P-150 i BioGel P-200. W wyniku rozdzialu na pierwszym z wymienionych zt6z aktyw-
no$¢ bojcza wykazywato tylko kilka ostatnich frakcji, co sugeruje, ze toksyna jest bialkiem
o masie czasteczkowej ponizej 25 kDa.

Wyniki uzyskane w trakcie rozdzialu toksyny tego szczepu na kolumnie wypelnionej
zlozem BioGel P-150, podobnie jak w przypadku toksyny KI2A, byly sprzeczne z uzyska-
nymi podczas saczenia na Superdex 200. Aktywne frakcje wyplynely tuz za tzw. pustg ob-
jetoscia, co wskazuje, ze badane bialko ma wielkos¢ przekraczajaca zakres podziatu ztoza,
czyli powyzej 70 kDa (dane niepublikowane).

W dalszej czedci zastosowano wiec zloze dzielace biatka w zakresie wigkszych mas cza-
steczkowych BioGel P-200. Natywna masa biatek obecnych we frakcjach 17-18 wykazuja-
cych najwyzsza aktywnos¢ killerowa wynosi powyzej 232 kDa (rys. 16).

Otrzymane wyniki sg zaskakujace, gdyz zadna z poznanych dotychczas toksyn
nie cechuje si¢ tak duza masg czasteczkowa. Wyniki te pozostaja rdwniez w sprzecz-
nosci z uzyskanymi w wyniku zageszczania plynu pohodowlanego szczepu AIl4b na
membranach o ré6znym punkcie odciecia sugerujacych, ze masa biatka tego szczepu nie
przekracza 50 kDa.
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Rys. 16. Aktywno$¢ killerowa poszczegolnych frakeji toksyn killerowych
szczepu D. hansenii AlI4b, zebranych podczas saczenia molekularnego na ztozu BioGel P-200
Fig. 16. Killer activity of individual fractions of D. hansenii AII4b killer toxin
collected during molecular filtration on BioGel P-200

Toksyna killerowa D. hansenii MI1a

Oczyszczanie toksyny killerowej szczepu Mlla przeprowadzono analogicznie do toksyny
szczepu All4b. Uzyskana — podczas rozdziatu na ztozu Superdex 200 — najwyzsza aktyw-
no$¢ bojcza we frakcjach od 19 do 24 pozwala sadzié, ze masa czasteczkowa tego bialka
miesci si¢ w zakresie 25-45 kDa (rys. 17).

Biorac jednak pod uwage mozliwo$¢ wiazania bialka killerowego do matrycy zloza-
-agarozy i zakldcenia w ich prawidtowym rozdziale, nastepnie przeprowadzono saczenie
na syntetycznym ztozu BioGel P-200, dzielacym w zakresie mas czasteczkowych 200-30
kDa. Podczas rozdziatu na kolumnie wypelnionej tym ztozem najwyzsza aktywnosc¢ kille-
rowa odnotowano we frakcjach 23-25, co $wiadczy o tym, Ze masa czasteczkowa zawarte-
go w nich biatka wynosi ok. 152 kDa (rys. 18).
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Rys. 17. Aktywno$¢ killerowa poszczegolnych frakeji toksyny killerowej szczepu D. hansenii Ml1a,
zebranych podczas saczenia molekularnego na ztozu Superdex 200 HR 10/30
Fig. 17. Killer activity of individual fractions of D. hansenii MI1a killer toxin
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Rys. 18. Aktywnos¢ killerowa poszczegdlnych frakcji toksyn killerowych szczepu D. hansenii MI1a

zebranych podczas saczenia molekularnego na ztozu BioGel P-200

Fig. 18. Killer activity of individual fractions of D. hansenii MI1a killer toxin

collected during molecular filtration on BioGel P-200
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W celu okreslenia skutecznosci oczyszczania na sitach molekularnych wykonano elektro-
foreze biatkowa SDS-PAGE zaréwno zageszczonych prob przed ich rozdziatem, jak i ak-
tywnych frakeji z rozdziatéw na Super-dex 75, Super-dex 200 oraz BioGel P-150.

Marker Kl2a All4b Mi1a

e e e e e

97 kDa
66 kDa

45 kDa

30 kDa

20,1 kDa

14,4 kDa

Rys. 19. Elektroforeza biatkowa SDS-PAGE toksyn killerowych badanych szczepow
D. hansenii przed rozdzialem metodg saczenia molekularnego. Zel wybarwiony roztworem
koloidalnego Coomassie (EZBlue™ Gel Staining Reagent (SIGMA)
Fig. 19. SDS-PAGE of tested D. hansenii strains of killer toxins before separation
using molecular filtration method. Gel was coloured
with colloidal Coomassie dye (EZBlue™ Gel Staining Reagent (SIGMA))

Zawarto$¢ poszczegdlnych $ciezek:

1. Marker Unstained Protein Molecular Weight Marker (Pharmacia);

2. bialko killerowe szczepu K12a;

3. biatko killerowe szczepu All4b;

4. biatko killerowe szczepu MI1a.

W prébkach nieoczyszczonych obserwowano obecnos¢ siedmiu prazkow o wielkosci
od 30 do 66 kDa (rys. 19). Prazki te widoczne byly réwniez po procesie saczenia mole-
kularnego na wyzej wymienionych zlozach (rys. 20). W zadnej aktywnej frakcji, uzyska-
nej w wyniku rozdzialu, nie otrzymano jednak czystego biatka. Widoczne na rysunku 19
ciemno wybarwione obszary w zakresie mas czgsteczkowych 14,4-20 kDa byly wynikiem
obecnosci zwigzkéw barwnych pochodzacych ze sktadnikéw podioza, ktore w przypad-
ku biatka killerowego szczepu KI2a zostaly usuniete w trakcie saczenia molekularnego na
Superdex 75 i BioGel P-150.
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KI2a Marker All4b Mlla
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Rys. 20. Elektroforeza bialkowa SDS-PAGE toksyn killerowych badanych szczepéw D. hansenii
poddanych rozdziatowi na sitach molekularnych. Zel wybarwiony roztworem
koloidalnego Coomassie (EZBlue™ Gel Staining Reagent (SIGMA)

Fig. 20. SDS-PAGE of tested D. hansenii strains of killer toxins after separation
using molecular filtration method. Gel was coloured
with colloidal Coomassie dye (EZBlue™ Gel Staining Reagent (SIGMA))

Zawarto$¢ poszczegolnych Sciezek:

1. Frakcje nieaktywne z rozdzialu na zlozu BioGel P-150 (KI2a);

. Aktywne frakcje z rozdzialu na ztozu BioGel P-150 (KI2a): 2 - szczyt I; 3 — szczyt I;
. Aktywne frakcje z rozdziatu na ztozu Superdex 75 (KI2a);

. Aktywne frakcje po rozdziale na ztozu Superdex 200 (KI2a);

. Marker Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas);

. Aktywne frakcje po rozdziale na ztozu BioGel P-150 (AII4b);

. Aktywne frakcje po rozdziale na ztozu Superdex 200 (AIl4b);

. Aktywne frakcje po rozdziale na ztozu BioGel P-150 (MI1a);

. Aktywne frakcje po rozdziale na ztozu Superdex 200 (MI1a);

Podsumowujac, oczyszczanie toksyn killerowych drozdzy D. hansenii okazalo si¢ pro-
cesem zmudnym i stwarzajagcym ogromne trudnosci. Najlepsza metoda wstepnego oczysz-
czania toksyn bylo wysalanie siarczanem amonu i zageszczanie supernatantu na membranie
o punkcie odciecia 18 kDa. Oczekiwanych efektoéw nie przyniosto oczyszczanie biatek me-
toda chromatografii powinowactwa z konkanawaling A i B-glukanem oraz chromatografia
jonowymienna. W wyniku saczenia molekularnego badanych toksyn uzyskano rézne obra-
zy rozdziatéw. Toksyna szczepu D. hasenii KI2a cechowata sie obecnoscia dwoch aktywnych
biatek o masach 46 i 78 kDa. W preparatach toksyn dwoch pozostatych szczepow (AIl4b
i MIla) stwierdzano pojedyncze biatka o masie czasteczkowej odpowiednio powyzej 232
i okoto 152 kDa. W obrazie elektroforetycznym uzyskano kilka prazkow wielkosci od 30 do
66 kDa, trudno jest jednak oszacowa¢ natywnga mase czasteczkowa toksyn killerowych.
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4.3. Charakterystyka toksyn killerowych D. hansenii

Oceniano wplyw pH, temperatury, enzymow proteolitycznych i f-merkaptoetanolu na
aktywno$¢ i stabilnos¢ toksyn killerowych. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem
surowych preparatéw toksyn, otrzymanych po 20-krotnym zageszczeniu cieczy poho-
dowlanej pozbawionej komorek drozdzy D. hansenii.

4.3.1. Aktywno$¢ i stabilno$¢ toksyn w réznym zakresie pH i temperatury

Aktywnos¢ bojcza toksyn killerowych D. hansenii wobec wzorcowego szczepu Y. lipoly-
tica badano metoda dyfuzyjng, w agarze YPG-MB o réznym pH, w zakresie od 2,5 do 6,0.

Toksyny szczepow: All4b i MIla wykazywaty aktywnos¢ w podtozu o pH, w zakresie
2,5-4,5. Najwyzsza aktywnoscia, na poziomie okoto 800 aU/ml, cechowaly si¢ w pH 4,0.
W $rodowisku o pH wyzszym od tej warto$ci zdolno$¢ toksyn do inhibicji wzrostu ko-
morek wrazliwych byla zdecydowanie stabsza. W pH 4,5 aktywnos¢ bdjcza byta zachowy-
wana w 50-75% (w stosunku do warto$ci maksymalnych), a w pH 5,0 byla ona znikoma.

Aktywnos¢ toksyny KI2a przedstawiata sie nieco inaczej. Byta ona aktywna w zakresie
pH 3,5-5,0. Najwyzsza aktywnos¢ killerowa, na poziomie 930 aU/ml, biatko tego szcze-
pu wykazywato w srodowisku o pH 4,5. Warto zaznaczy¢, ze réwniez w podtozu o pH 5,0
wykazywato ono stosunkowo silng aktywnos¢ killerowa, na poziomie 620 aU/ml (rys. 21).
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Rys. 21. Wplyw pH testowego podloza YPG-MB na wyrazang aktywno$¢ killerowa
badanych toksyn D. hansenii
Fig. 21. Effect of tested YPG-MB medium pH on the expressed killer activity
of tested D. hansenii strains

Aktywno$¢ bojcza toksyn badano w zakresie temperatur 10-25°C. Zaobserwowano, ze
bialka najwyzsza aktywno$¢ wykazywaly w temperaturze 10 i 14°C (rys. 22). W tempe-
raturze 20°C aktywno$¢ bojcza byta na poziomie 60% (w stosunku do wartosci maksy-
malnej, przejawiajacej si¢ w temperaturze 14°C) w przypadku toksyny szczepu KI2a oraz
okoto 40% dla toksyn AII4b i MIla. W najwyzszej z badanych temperatur (25°C) ak-
tywno$¢ killerowa wyrazaly tylko biatka szczepdéw AIl4b i MIla, byta ona jednak bardzo
niska, odpowiednio 140 i 180 aU/ml. Warto zaznaczy¢, ze w tej temperaturze toksyna
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szczepu KI2a, cechujaca si¢ najwyzsza aktywno$cig w nizszych temperaturach, prak-
tycznie nie wykazywala aktywnos¢ killerowe;.
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Rys. 22. Wplyw temperatury inkubacji ptytek na wyrazang aktywnos¢ killerowa
badanych toksyn D. hansenii
Fig. 22. Effect of Petri dish incubation temperature on the expressed killer activity
of tested D. hansenii strains

Stabilnos¢ toksyn w réznym pH oceniano po ich inkubacji w buforze cytrynianowo-fos-
foranowym o pH 2,5-6,5.

Biatka killerowe drozdzy D. hansenii zachowywaly 80-100% swojej aktywnosci
(w stosunku do kontroli), po 24-godz. inkubacji w zakresie pH 4-5. Inkubacja toksyn
w $rodowisku o wyzszym odczynie skutkowata stopniowa utrata ich aktywnoéci killero-
wej, ktora w pH 6,5 stanowita juz tylko 40-45% wartosci wyj$ciowej (rys. 23).
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Rys. 23. Stabilno$¢ toksyn killerowych badanych szczepéw drozdzy D. hansenii
w réznym zakresie pH
Fig. 23. Stability of D. hansenii killer toxins in a wide range of pH values
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Stabilnos¢ toksyn drozdzy D. hansenii oceniano réwniez podczas ich inkubacji w tem-
peraturze 20-50°C (rys. 24). Toksyny killerowe byly stabilne w temperaturze 20 i 30°C.
W czasie 160 min inkubacji ich aktywno$¢ utrzymywala sie na stalym poziomie réw-
nym okoto 2x10* aU/ml w przypadku bialka szczepu KI2a, 6x10° aU/mL dla biatka szcze-
pu AII4b i okolo 4x10° aU/ml w przypadku toksyny szczepu MIla. W trakcie inkubacji
w temp. 40°C badane biatka killerowe szybko tracity aktywnos¢ biologiczng i po 45 min
toksyny szczepdw D. hansenii KI2a i AII4b nie byly zdolne do inhibicji wzrostu szczepu
wrazliwego. Bialko killerowe szczepu MIla cechowalo si¢ lepsza stabilnoscig w tej tempe-
raturze; swoja aktywnos¢ catkowicie tracito po 75-minutowym termostatowaniu. W tem-
peraturze 50°C wszystkie toksyny tracily aktywnos¢ killerowg juz w pierwszych minutach
inkubacji.
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Rys. 24. Stabilno$¢ toksyn killerowych badanych szczepéw drozdzy D. hansenii:
A) KI2a, B) AIl4b, C) MIla podczas inkubacji w rdznej temperaturze
Fig. 24. Killer toxins stability of tested D. hansenii strains:
A) KI2a, B) All4b, C) Mlla during incubation at various temperatures
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4.3.2. Podatno$¢ toksyn killerowych na enzymy proteolityczne

Na rysunku 25 przedstawiono aktywnos¢ killerowa toksyn inkubowanych przez 24 godz.
w temperaturze 4 i 20°C i obecnosci réznych enzyméw proteolitycznych. Do badan wy-
brano enzymy wykazujace aktywnos¢ w pH 4,6, optymalnym w przypadku aktywnosci
bdjczej badanych toksyn, czyli proteinaze K, papaing oraz pepsyne.

Wplyw badanych enzyméw na aktywno$¢ killerowa toksyn uzalezniony byl gléwnie
od temperatury. Wyzsza dezaktywacje toksyn obserwowano po inkubacji w temp. 20°C.
W tych warunkach proteinaza K i papaina catkowicie deaktywowaly biatka killerowe ba-
danych szczep6éw D. hansenii. Toksyny okazaly si¢ nieco bardziej oporne na dziatanie pep-
syny; po inkubacji w temp. 20°C aktywno$¢ bojcza byla zachowywana w 15-30%.

Biatkowy charakter toksyn killerowych badanych drozdzy D. hansenii potwierdzono
réwniez na podstawie termicznej denaturacji w temp. 100°C przez 5 min. Zagotowanie
toksyn powodowalo, ze nie byly one zdolne do hamowania wzrostu wrazliwego szczepu
Y. lipolytica (dane niepublikowane).
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Rys. 25. Aktywno$¢ toksyn killerowych szczepow D. hansenii A) KI2a, B) All4b, C) MIla
po inkubacji w temperaturze 4 i 20°C, w obecnosci wybranych enzyméw proteolitycznych
Fig. 25. Killer toxins activity of tested D. hansenii strains: A) KI2a, B) All4b, C) MIla
during incubation at temperatures 4 and 20°C in the presence of selected proteolytic enzymes
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4.3.3. Wplyw B-merkaptoetanolu na aktywnos¢ killerowa toksyn

B-merkaptoetanol jest substancja, ktéra moze powodowa¢ zmiang¢ konformacji bialek
oraz rozluznienie mostkéw disiarczkowych pomiedzy ewentualnymi segmentami bial-
kowymi. Toksyny killerowe poddano wiec 24-godzinnemu dziataniu f-merkaptoetanolu
w temperaturze pokojowej, a nastepnie oceniano ich zdolno$¢ do hamowania wzrostu
wrazliwego szczepu Y. lipolytica. Wyniki dos§wiadczenia zamieszczono w tabeli 8.

W przeciwienstwie do kontroli dajacych strefy inhibicji szczepu wrazliwego o wielko$ci
7,2-8,8 mm toksyny inkubowane poddane obecnosci f-merkaptoetanolu nie hamowaty
wzrostu tego szczepu.

Tabela 8

Table 8

Wplyw dzialania B-merkaptoetanolu na aktywnos¢ béjcza toksyn killerowych drozdzy D. hansenii
Effect of f-mercaptoethanol on the killer activity of D. hansenii killer toxins

Strefa inhibicji wzrostu szczepu wrazliwego [mm]
Toksyna Inhibition zone of sensitive strain
Toxin kontrola toksyna + B-merkaptoetanol
control toxin + B-mercaptoethanol
D. hansenii KI2a 8,8 0
D. hansenii A114b 7,6 0
D. hansenii MI1a 7,2 0

Podsumowujac, toksyny killerowe drozdzy D. hansenii byty aktywne w podlozu o pH 3,5-
4,5, w temp. 10 i 14°C. Zachowywaly dobrze swoja aktywnos¢ w pH 4-5 oraz w temp. 20
i 30°C. Enzymy proteolityczne, takie jak proteinaza K i papaina, catkowicie dezaktywowa-
ty bialka killerowe szczepdéw D. hansenii w temp. 20°C. Badane toksyny okazaly sie nieco
bardziej oporne na dziatanie pepsyny; po inkubacji w 20°C aktywnos¢ béjcza byta zacho-
wywana w 15-30%. B-merkaptoetanol powodowal utrate aktywnos$ci bojczej badanych
toksyn.

4.4. Aktywnos¢ bojcza drozdzy D. hansenii iich toksyn
wobec réznych drobnoustrojéw

Oceniano aktywnos¢ killerowa drozdzy D. hansenii wobec 21 szczepdw drozdzy, 19 szcze-
pow bakterii oraz 22 szczepow grzybow strzgpkowych.

Badane drozdze D. hansenii wykazywaly aktywnosc¢ béjcza wobec 9 sposrod testowa-
nych kultur drozdzy. Zaobserwowano réznice pomiedzy aktywnoscia szczepéw D. han-
senii rosnacych jednoczeénie ze szczepem wrazliwym a preparatami wczesniej wypro-
dukowanych toksyn. Szczepy killerowe hamowaly wzrost wszystkich kultur wrazliwych,
podczas gdy preparaty toksyn nie oddziatywaly na szczepy z rodzaju Candida: C. albicans
KL-1i C. zeylanoides KL-1 (tab. 9). Warto zaznaczy¢, ze wszystkie sposrod testowanych
kultur Y. lipolytica wykazywaly wrazliwo$¢ zaréwno na szczepy D. hansenii, jak i na ich
wczedniej wytworzone toksyny.
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Tabela 9
Table 9
Wplyw trzech szczepdw D. hansenii i ich toksyn na wzrost drozdzy bedacych przedstawicielami
rodzaju Candida, Schwanniomyces i Yarrowia
The impact of three D. hansenii strains and their toxins on growth of repre-
sentatives of Candida, Schwanniomyces and Yarrowia yeast genera

KI2 All4b MI1

Badane drozdze i :
Tested yeast Szczep | Toksyna | Szczep | Toksyna | Szczep | Toksyna

Strain Toxin Strain Toxin Strain Toxin
Candida albicans N _ + _ 4 _
KL-1
Candida zeylanoides + _ + - + -
KL-1
Schwanniomyces occidentalis + + n + + +
ATCC 44442
Yarrowia lipolytica + " + + + +
ATCC 8661
Yarrowia lipolytica + " + + + +
ATCC 20320
Yarrowia lipolytica + N + + + +
ATCC 20460
Yarrowia lipolytica + + n n + +
ATCC 20461
Yarrowia lipolytica
A-101 + + + + + +
Yarrowia lipolytica . + i + + +
A-101-1.31

+ zahamowanie wzrostu — growth inhibition
- brak zahamowania wzrostu - lack of growth inhibition

Bialka killerowe D. hansenii nie oddzialywaly na wzrost 12 szczepéw drozdzy: C. incon-
spicua KL-1, Candida tropicalis C-7, Geotrichum candidum 1SS32B1, Geotrichum penicil-
latum C1, Hansenula anomala C-3, Kloeckera apiculata C-3, Pichia membranifaciens C-4,
Pichia ohmeri A-9-1-20, Rhodotrula rubra C-9, Saccharomyces cerevisiae SV30 i Schizosac-
charomyces pombe C-1 (dane niepublikowane).

W tabeli 10 przedstawiono wyniki aktywnosci killerowej drozdzy D. hansenii i ich tok-
syn wobec grzybow strzepkowych. Badane drozdze killerowe i ich toksyny oddziatywaly
bdjczo na 11 sposrdd 22 testowanych kultur grzybéw. Podobnie jak w przypadku droz-
dzy killerowe drozdze D. hansenii rosnace jednocze$nie z wrazliwymi szczepami grzybow,
cze$ciej powodowaly ich inhibicje niz wyprodukowane wczeéniej toksyny. Szczep All4b
hamowal wzrost wszystkich wrazliwych kultur plesni, podczas gdy KI2a i MI1a nie wply-
waly na wzrost szczepéw A. niger 270, T. hamatum C1 i T. resei 7-1.
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Tabela 10
Table 10
Wplyw trzech szczepdw D. hansenii i ich toksyn na wzrost grzybow strzepkowych z rodzaju:
Absidia, Aspergillus, Botrytis i Trichodema
The impact of three D. hansenii strains and their toxins on growth
of representatives of filamentous fungi genera: Absidia, Aspergillus, Botritis and Trichodema

Badane grzyby KI2a All4b Mlla
Tested filamentous fungi | Szczep | Toksyna | Szczep | Toksyna | Szczep | Toksyna
Strain Toxin Strain Toxin Strain Toxin

Absidia glanca 148 + - + - + _
Aspergillus niger XP + - + + + +
Aspergillus niger 270 - - + - - -
Aspergillus cervinus 219 + - + - + -
Botrytis cinerea 409 + + + + + +
Botrytis cinerea 617 + + + + + +

T. hamatum C1 - - + - _ _

T. hamatum T2 + + + + + +

T. harzianum T33 + - + - - -

T. reesei 7-1 - - + - - -
T. viride 1345/6 + - + - + _

+ zahamowanie wzrostu — growth inhibition
- brak zahamowania wzrostu - lack of growth inhibition

Preparaty wczesniej wyprodukowanych toksyn wykazywaly aktywnos¢ killerowa tylko
wobec fitopatogennych szczepdw B. cinerea 409 i B. cinerea 617 oraz kultur T. hamatum
C21A. niger XP, przy czym wzrost tego ostatniego szczepu nie byl hamowany przez tok-
syne KI2a.

Nie stwierdzono aktywnosci killerowej drozdzy D. hansenii i ich toksyn wobec naste-
pujacych szczepdw grzybow strzepkowych: Alternaria sp., Chaetomium sp., Fusarium gra-
minearum 109, E sambucinum 42, F. oxysporum 184, Mucor hiemalis, Penicillum sp., T. re-
esei QM9414, T. hamatum 458, T. koningi 62-102/3, Rhizopus sp.

Drozdze D. hansenii ani ich toksyny killerowe nie hamowaly wzrostu zadnego spo-
$rod 19 szczepow bakterii: Bacillus cereus C3, B. cereus B5Cls, B. subtilis B5, B. subtilis B3,
B. polymyxa Serratia marcescens, Escherichia coli C1, E. coli pcm 2560 INCTC 10538, Mi-
crococcus flavus C1, Pseudomonas fluorescens C2, Flavobacterium multivorum C1, Sarcina
lutea C1, Lactobacillus casei C1, Lb. Acidophilus C2, Lb. plantarum C2, Lactococcus lactis
ssp. lactis 1380, Streptococcus cremoris C2, Str. salivarius ssp. termophilus C2, Str. lactis ssp.
diacetilactis C2 (dane niepublikowane).
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Podsumowujac, aktywno$¢ bojcza toksyn D. hansenii byta skierowana wobec drozdzy
i grzybow strzgpkowych reprezentujacych rodzaje: Candida, Schwanniomyces, Yarrowia,
Absidia, Aspergillus, Botrytis, Rhizopus i Trichodema. Toksyny te nie oddzialywaty nato-
miast na wzrost bakterii bedacych reprezentantami rodzajow takich jak: Bacillus, Esche-
richia, Micrococcus, Pseudomonas, Lactobacillus, Lactococcus, Sarcina, Serratia i Strepto-
coccus.

4.5. Badanie mechanizmu dzialania toksyn killerowych

Badanie mechanizmu dziatania toksyn killerowych D. hansenii obejmowato oceng kine-
tyki wymierania komoérek wrazliwego szczepu Y. lipolytica P116a pod wptywem badanych
toksyn killerowych, identyfikacje receptoréw toksyn w komorkach szczepu wrazliwego,
okreslenie ich dziatania na protoplasty szczepu wrazliwego oraz ocen¢ zmian zachodza-
cych w komorkach szczepu wrazliwego na toksyny.

Kinetyke wymierania komoérek wrazliwego szczepu Y. lipolytica PIl6a pod wplywem
dziafania toksyn killerowych badano w podlozu YPG z dodatkiem 4% NaCl i bez soli.

W pozywce bez soli (rys. 26), w czasie pierwszych 20 godz. obserwowano zmniejsze-
nie liczby zywych komorek szczepu wrazliwego o jeden rzad logarytmiczny; z poziomu
okofo 1 x 10°kom/ml do okofo 1 x 10* kom/ml. Po tym czasie obserwowano stopniowy
wzrost drozdzy; w 90 godz. procesu liczebnos$¢ populacji wynosita okoto 1 x 10° kom/ml.
Byl to jednak poziom nizszy od obserwowanego w hodowli kontrolnej (bez toksyn) o oko-
to 3 rzedy logarytmiczne.

W podlozu zawierajacym NaCl (rys. 27) szybko$¢ wymierania komorek wzorcowe-
go szczepu PII6a w czasie pierwszej doby byla podobna do obserwowanej w podlozu bez
soli. W pdzniejszych godzinach procesu zanotowano dalsze obnizanie si¢ liczby zywych
komorek, ktora w 60. godz. byta o okolo dwa rzedy logarytmiczne nizsza w stosunku do
wyj$ciowej liczebnosci populacji.
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Rys. 26. Kinetyka wymierania komoérek wrazliwego szczepu Y. lipolytica P116a
pod wplywem dzialania toksyn killerowych szczepéw drozdzy D. hansenii All4b, KI2a i MIla
w podlozu YPG bez dodatku NaCl
Fig. 26. Cell dying kinetics of a sensitive Y. lipolytica PII6a strain as a result
of killer toxin activity of D. hansenii strains: AIT4b, KI2a and MI1a in saltless YPG medium
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Rys. 27. Kinetyka wymierania komorek wrazliwego szczepu Y. lipolytica P1l6a
pod wplywem dzialania toksyn killerowych szczepéw drozdzy D. hansenii All4b, KI2a i MIla
w podiozu YPG z 4% dodatkiem NaCl
Fig. 27. Cell dying kinetics of a sensitive Y. lipolytica PIl6a strain as a result of killer toxin
activity of D. hansenii strains: AII4b, KI2a and MIla in YPG medium with 4% NaCl addition



Nastepnym krokiem w badaniach mechanizmu dziatania badanych toksyn killerowych
byta préba identyfikacji receptoréw wigzacych je do komdrek szczepow wrazliwych.
W tym celu przeprowadzono hodowle wrazliwego szczepu Y. lipolytica PII6a w podtozu
YPG zawierajagcym 4% NaCl, w obecnosci toksyn oraz wybranych skladnikéw $cian ko-
morkowych drozdzy: mannanu, B-D-glukanu, a takze czgsteczek B-(1,3)-glukanu, kto-
rych zrédlem byl laminaryn. Uzyskane krzywe wzrostu przedstawiono na rysunku 28.

Poza hodowlg kontrolng wzrost drozdzy obserwowano tylko w podlozu zawierajacym
dodatek B-D-glukanu. Uzyskane wyniki dowodza wiec, ze receptorem wigzacym toksyny
do komorek szczepu wrazliwego jest wladnie ten sktadnik $cian komoérkowych. Ponad-
to fakt, ze dodatek laminarynu zawierajacego gtéwnie reszty p-(1,3)-glukanu nie wply-
wal na poprawe wzrostu szczepu wzorcowego, wskazuje, Ze to wigzania p-(1,6) moga by¢
odpowiedzialne za przylaczanie toksyn do $ciany komorkowej drozdzy wrazliwych.

A

14
1.2
1,0

08 —
0:6 e——

0,4
0,2

E 540 nm

0 10 20 30 40 50 60 70

20 Mv
16 /’/w

1,2

24

E 540 nm

0,8

2,4

—— beta-D-glukan — beta-D-glucan
2,0

——mannan

laminaryn — laminarin

E 540 nm
>

N~———— —— Pll6a+toksyna — Pll6a+toxin

——Pll6a

0 10 20 30 40

czas hodowli [h]
cultivation time

Rys. 28. Wplyw B-D-glukanu, mannanu i laminarynu na wzrost szczepu Y. lipolytica PII6a
w obecnosci toksyn killerowych szczepéw D. hansenii: (A) KI2a, (B) All4b, (C) MIla
Fig. 28. Effect of B-D-glucan, mannan and laminarin on Y. lipolytica PII6a growth
in the presence of killer toxins of D. hansenii strains: (A) K12a, (B) AIl4b, (C) MIla
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Kolejnym krokiem bylo zbadanie oddzialywania toksyn killerowych z protoplastami
wrazliwego szczepu Y. lipolytica PIl6a. Kinetyke ich wymierania w obecno$ci toksyn,
w stabilizowanym osmotycznie podtozu YPG, przedstawiono na rysunku 29.

Liczba protoplastow szczepu wrazliwego poddanych dzialaniu toksyn killerowych
stopniowo obnizala si¢, podczas gdy liczebnos¢ komorek w prébie kontrolnej nie ulegata
zmianie. Warto zaznaczy¢, ze najwyzszg aktywnos¢ killerowa wobec protoplastéw szczepu
wrazliwego wykazywala toksyna szczepu D. hansenii KI2a, ktdra w czasie okolo 20 godz.
spowodowata zmniejszenie sie liczby protoplastéw zdolnych do regeneracji $cian komor-
kowych i podjecia wzrostu o ponad 2 rzedy logarytmiczne.
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Rys. 29. Kinetyka wymierania protoplastow wrazliwego szczepu Y. lipolytica PII6a pod dziataniem
toksyn killerowych szczepoéw D. hansenii KI2a, AIl4b i MIla w stabilizowanym osmotycznie
(0,6 M KCl) podtozu YPG
Fig. 29. Kinetics of protoplasts dying of a sensitive Y. lipolytica strain as a result of killer toxin activity
of D. hansenii strains: KI2a, AII14b
and MI1a in osmotically stabilized (0,6 M KCI) YPG medium

Zmiany zachodzace w komorkach szczepu wrazliwego Y. lipolytica P116a pod wpltywem
badanych toksyn killerowych uwidoczniono przy zastosowaniu technik mikroskopii
fluorescencyjnej z wykorzystaniem barwnikéw: Calcofluor white, bromek etydyny oraz
DAPIL

Zdolnoé¢ komorek do tworzenia paczkéw w obecnosci toksyn killerowych badano
przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego Calcofluor white, ktory wiaze si¢ z chityng znaj-
dujgcg sie m.in. w $cianach komdérkowych drozdzy [Elorza i in. 1983]. Umozliwia to loka-
lizacje chitynowych blizn po tworzeniu paczkéw u drozdzy, a tym samym pozwala okre-
$li¢ iloé¢ podzialéw komorkowych, jakim ulegla pojedyncza komorka.
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PII6a + toksyna MIla
PIIa + MIla toxin

PII6a + toksyna KI2a
PII6a + KI2a toxin

Fot. 1. Komorki wrazliwego szczepu Y. lipolytica PII6a poddane 24-godzinnemu dziataniu
toksyn killerowych D. hansenii w podlozu bez soli; A — wybarwione Calcofluor white,

B - ten sam obraz przeksztalcony w celu uwidocznienia miejsc paczkowania. Pow. 1000 x
Photo 1. Cells of a sensitive Y. lipolytica strain subjected to 24-h activity of D. hansenii killer toxins
in saltless medium; A - dyed with Calcofluor white, B - the same image transformed
to visualize budding spots. Magnified 1000 x
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PII6a + toksyna MlIla
PIla + MIla toxin

PII6a + toksyna KI2a
PII6a + KI2a toxin

Fot. 2. Komérki wrazliwego szczepu Y. lipolytica PII6a poddane 24-godzinnemu dziataniu toksyn
killerowych D. hansenii w podlozu z sola; A — wybarwione Calcofluor white, B — ten sam obraz
przeksztalcony w celu uwidocznienia miejsc paczkowania. Pow. 1000 x
Photo 2. Cells of a sensitive Y. lipolytica PII6a strain Photo 5. Cells of a sensitive Y. lipolytica strain
subjected to 24-h activity of D. hansenii killer toxins in saltless medium; A - dyed with
Calcofluor white, B - the same image transformed to visualize budding spots. Magnified 1000 x
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PII6a + toksyna MIla
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PII6a + toksyna KI2a
PII6a + KI2a toxin

Fot. 3. Komorki wrazliwego szczepu Y. lipolytica PII6a poddane 48-godzinnemu dzialaniu toksyn
killerowych D. hansenii w podlozu bez soli; A - wybarwione Calcofluor white, B - ten sam obraz
przeksztalcony w celu uwidocznienia miejsc paczkowania. Pow. 1000 x
Photo 3. Cells of a sensitive Y. lipolytica PIl6a strain subjected to 48-h activity
of D. hansenii killer toxins in saltless medium; A - dyed with Calcofluor white,

B - the same image transformed to visualize budding spots. Magnified 1000 x
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PII6a + toksyna MlIla
PlIla + Ml1a toxin

PII6a + toksyna KI2a
PII6a + KI2a toxin

Fot. 4. Komérki wrazliwego szczepu Y. lipolytica PII6a poddane 48-godzinnemu dziataniu toksyn
killerowych D. hansenii w podlozu z sola; A — wybarwione Calcofluor white, B - ten sam obraz
przeksztalcony w celu uwidocznienia miejsc paczkowania. Pow. 1000 x
Photo 4. Cells of a sensitive Y. lipolytica PIl6a strain subjected to 48-h activity of D. hansenii
killer toxins in medium with salt addition; A - dyed with Calcofluor white,

B - the same image transformed to visualize budding spots. Magnified 1000 x
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Wrazliwe na toksyny komérki drozdzy znacznie czesciej paczkowaly w podtozu bez
dodatku soli niz w pozywce zawierajacej NaCl. Widoczne byly zaréwno przegrody mie-
dzy paczkiem a komoérka macierzysta, jak rowniez wyrazne blizny po paczkach, z reguty
usytuowane biegunowo w stosunku do istniejacych juz paczkéw. Réznice te nasilaty sie
wraz z czasem hodowli. W obecnoéci NaCl komorki mateczne cechowaly si¢ pojedyn-
czymi paczkami o $rednicy od ¥ do % komorki macierzystej. Chitynowa przegroda mie-
dzy komoérkami byta z reguly stabo widoczna. Rzadko tez wystepowata blizna po drugim
paczku (fot. 1, 2, 3, 4).

Stopien uszkodzenia blony cytoplazmatycznej komorek szczepu wrazliwego podda-
nych dzialaniu toksyn killerowych drozdzy D. hansenii badano przy uzyciu bromku ety-
dyny. Barwnik ten moze integrowa¢ tylko z mitochondrialnym DNA nieuszkodzonych
komoérek, powodujac bardzo stabo widoczna, czerwono-pomaranczows fluorescencje
mitochondriéw (genomowy material genetyczny nie wybarwia si¢). Uszkodzone komor-
ki akumulujg natomiast znacznie wigksze ilo$ci barwnika, co uwidacznia si¢ w postaci
intensywnego zabarwienia ich cytoplazmy i jadrowego DNA [Puchkov 2006].

Bromek etydyny wnikal jedynie do komorek Y. lipolytica poddanych dziataniu toksyn
D. hansenii; procentowo wybarwialo si¢ nieznacznie wiecej komorek z podloza zawie-
rajacego sol. Nie zaobserwowano zadnych wybarwionych komoérek w préobie kontrolnej,
gdzie komorki nie byty poddane dziataniu toksyn (fot. 5 i 6). Wykonano réwniez kontrole
pozytywna, w ktérej blony komdrkowe celowo uszkodzono, poddajac drozdze dziataniu
stezonego etanolu. W probie tej barwieniu ulegly praktycznie wszystkie komorki (fot. 7).
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PII6a + toksyna All4b PII6a - kontrola
PII6a + AII4b toxin PII6a - control

PII6a + toksyna MIla
Plla + MlIla toxin

PII6a + toksyna KI2a
PII6a + KI2a toxin

Fot. 5. Komérki wrazliwego szczepu Yarrowia lipolytica PII6a w podlozu bez soli poddane
48-godzinnemu dzialaniu toksyn killerowych drozdzy D. hansenii (pow. 1000 x).
A - wybarwione bromkiem etydyny; B - ten sam obraz przeksztatcony
w celu uwidocznienia komorek
Photo 5. Cells of a sensitive Yarrowia lipolytica PII6a strain subjected to 48-h activity
of D. hansenii killer toxins in saltless medium (magnified 1000 x).
A - dyed with ethidium bromide; B - the same image transformed to show the cells
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PII6a + toksyna MIla
PlIla + MlI1a toxin

PII6a + toksyna KI2a
PII6a + KI2a toxin

Fot. 6. Komorki wrazliwego szczepu Yarrowia lipolytica PII6a w podlozu z NaCl, poddane
48-godzinnemu dzialaniu toksyn killerowych drozdzy D. hansenii (pow. 1000 x).
A - wybarwione bromkiem etydyny; B - ten sam obraz przeksztatcony
w celu uwidocznienia komdrek
Photo 6. Cells of a sensitive Yarrowia lipolytica PII6a strain subjected to 48-h activity
of D. hansenii killer toxins in medium with salt addition (magnified 1000 x).
A - dyed with ethidium bromide; B - the same image transformed to show the cells
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Fot. 7. Komorki wrazliwego szczepu Yarrowia lipolytica PI16a wybarwione bromkiem etydyny —
kontrola pozytywna. A — w podltozu bez dodatku soli; B - w podltozu zawierajacym NaCl
Photo 7. Cells of a sensitive Yarrowia lipolytica PIl6a strain dyed with ethidium bromide -
positive control. A - in saltless medium; B - in medium with salt addition

Wplyw toksyn killerowych szczepéw badanych D. hansenii na procesy paczkowania ko-
morkowych szczepu wrazliwego badano, wykorzystujac barwnik DAPI, ktéry w nieusz-
kodzonych komoérkach wigze si¢ z DNA zaréwno mitochondrialnym, jak i jadrowym.
Wiasciwos¢ te wykorzystano w celu wizualizacji umiejscowienia jader komérkowych
w komérkach Y. lipolytica PIl6a poddanych dziataniu toksyn killerowych. Na tej podsta-
wie podjeto probe okreslenia, czy badane biatka killerowe hamuja syntez¢ DNA.

Poréwnanie obrazéw komdrek poddanych dziataniu toksyn killerowych z prébg kon-
trolng (fot. 8) wskazalo, iz w wiekszosci przypadkéw wzrost komorek zatrzymany zo-
staje na etapie wytworzenia pojedynczego paczka, o réznej wielkosci. Jadro komdrkowe
widoczne bylo zaréwno w komdrce macierzystej, jak i w komorce potomnej. Wyja-
tek stanowity komorki Y. lipolytica poddane dzialaniu toksyny szczepu Mlla, u ktérych
w obecnosci soli jadra komérkowe obserwowano prawie wylacznie w komérkach macie-
rzystych (fot. 91 10).

A

10um
—

Fot 8. Yarrowia lipolytica P1I6a — kontrola. Jadra komérkowe wybarwione
barwnikiem fluorescencyjnym DAPI. A - podloze bez soli; B - podtoze z dodatkiem NaCl
Photo 8. Yarrowia lipolytica PI16a - control. Cellular nuclei dyed with fluorescent DAPI.
A - saltless medium; B - medium with salt addition
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PlIl6a + toksyna AII4b - PIl6a + AIl4b killer toxin

PII6a + toksyna MIla — PII6a + Mlla Kkiller toxin

PII6a + toksyna KI2a — PII6a + KI2a killer toxin

Fot. 9. Komorki wrazliwego szczepu Yarrowia lipolytica PI16a w podtozu bez dodatku NaCl,
poddane dzialaniu toksyn killerowych wybranych szczepéw D. hansenii (pow. 1000 x)

i wybarwione barwnikiem DAPI celem uwidocznienia umiejscowienia jader komorkowych
Photo 9. Cells of a sensitive Yarrowia lipolytica PI16a strain in saltless medium subjected
to killer toxin activity of selected D. hansenii strains (magnified 1000 x)
and dyed with DAPI to visualize the position of cellular nuclei
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PlIl6a + toksyna AlI4b — PIl6a + AIl4b killer toxin
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Fot. 10. Komdrki wrazliwego szczepu Yarrowia lipolytica P1I6a w podlozu z NaCl,
poddane dzialaniu toksyn killerowych wybranych szczepéw D. hansenii (pow. 1000 x)

i wybarwione barwnikiem DAPI celem uwidocznienia umiejscowienia jader komorkowych
Photo 10. Cells of a sensitive Yarrowia lipolytica PII6a strain in medium with salt addition
subjected to killer toxin activity of selected D. hansenii strains (magnified 1000 x)
and dyed with DAPI to visualize the position of cellular nuclei

Podsumowujac, prawdopodobny mechanizm dziatania toksyn killerowych drozdzy
D. hansenii obejmuje wigzanie si¢ tych bialek z -glukanem $ciany komdrkowej drozdzy
wrazliwych, nastepnie z kolejnym, niezidentyfikowanym receptorem obecnym w blonie
cytoplazmatycznej oraz hamowanie podzialéw komoérkowych prowadzace do $mierci ko-
morek.
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4.6. Genetyczne uwarunkowania zjawiska killerowego
u drozdzy D. hansenii

W pracy podjeto probe ustalenia lokalizacji genéw kodujacych toksyny killerowe u ba-
danych drozdzy D. hansenii. W pierwszej kolejnosci zbadano mozliwos¢ kodowania tok-
syn na liniowych plazmidach dsDNA, ktére moga wystepowaé u niektérych szczepow
drozdzy Debaryomyces hansenii, a ktorych funkcja jak dotad nie zostala poznana. W tym
celu przeprowadzono izolacje ewentualnych liniowych plazmidéw z komoérek badanych
szczepow drozdzy oraz oceng ich aktywnoéci killerowej, zaréwno przed, jak i po hodowli
w warunkach niekorzystnych do utrzymania plazmidow, czyli tzw. leczeniu. Jako kontrole
efektywnosci izolacji plazmidow zastosowano dwa szczepy referencyjne: szczep D. hanse-
nii CBS 7848 wykazujacy obecnos¢ trzech liniowych plazmidéw oraz szczep D. robertsiae
CBS 6693, u ktorego toksyna killerowa kodowana jest na liniowych plazmidach [Klassen,
Meinhardt 2002].

Na rysunku 30 przedstawiono obraz elektroforetyczny bedacy wynikiem izolacji pla-
zmidéw metoda Gunge i Yamane [1984] z drozdzy referencyjnych i badanych szczepow
drozdzy D. hansenii KI2a, AII4b i MI1a.

Plazmidy o wielkosciach 8.4 kbp, 9.2 kb oraz 15 kbp wyizolowano tylko z komoérek
szczepow referencyjnych. Badane drozdze D. hansenii KI2a, All4b i MIla nie mialy pla-
zmidow.

M 2 3 4 5

il

M - marker Gene Ruler 1kb DNA
Ladder (Fermentas); 1. D. hansenii
CBS 7848; 2. D. robertsiae CBS 6693;
3. D. hansenii All4b; 4. D. hansenii
Liniowe KI2a; 5. D. hansenii MI1a

plazmidy
dsDNA

Rys. 30. Elektroforeza sprawdzajaca obecnos¢ plazmidéw w badanych szczepach D. hansenii
Fig. 30. Electrophoresis investigating the presence of plasmids in tested D. hansenii strains

Hodowla drozdzy w temperaturze 30°C prowadzi zaréwno do gubienia plazmidéw, jak
i ewentualnych czastek VLP, ktére w przypadku wielu killerowych drozdzy odpowiadajg
za zdolno$¢ do tworzenia toksyn i jest nazywana leczeniem. Przeprowadzone w niniejszej
pracy leczenie doprowadzilo do utraty plazmidéw w komorkach referencyjnych szczepow
D. hansenii CBS 7848 oraz D. robertsiae CBS 6693 (rys. 31). W tabeli 11 przedstawiono ak-
tywno$¢ killerowa poddanych leczeniu badanych szczepéw. Przeprowadzony proces spo-
wodowat utrate aktywnosci killerowej tylko w przypadku szczepu D. robertsiae CBS 6693.
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Zaden z badanych szczepéw D. hansenii All4b, MIla i KI2a nie utracit aktywnosci béj-
czej, co sugeruje, ze toksyny killerowe wytwarzane przez te szczepy kodowane sg w obre-
bie DNA genomowego.

1. GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
(Fermentas)

2. D. hansenii CBS 7848
(po leczeniu - after treatment)

3. D. robertsiae CBS 6693
(po leczeniu - after treatment)

Rys. 31. Elektroforeza sprawdzajaca obecnos¢ plazmidéw
u poddanych leczeniu drozdzy D. hansenii i D. robertsiae
Fig. 31. Electrophoresis investigating the presence of plasmids
in D. hansenii and D. robertsiae strains after treatment

Tabela 11
Table 11
Wplyw szczepow D. robertsiae CBS 6693 i D. hansenii KI2a, AIl4b i MlI1a, przed i po ich leczeniu,
na wzrost wzorcowego szczepu Y. lipolytica PI16a
Effect of D. robertsiae CBS 6693 and D. hansenii KI2a, AII4b i MI1a strains before
and after treatment on growth of model Y. lipolytica PIl6a strain

Szczep Przed leczeniem Po leczeniu
Strain Before treatment After treatment
D. hansenii CBS 7848 + +

D. robertsiae CBS 6693
D. hansenii KI2a

D. hansenii All4b

D. hansenii MI1la

+ zahamowanie wzrostu — growth inhibition
- brak zahamowania wzrostu - lack of growth inhibition

+ |+ [+ |+
+ |+ [+

Brak preparatéw czystych toksyn uniemozliwil zsekwencjonowanie tych bialek, a w kon-
sekwencji odnalezienie kodujacych je genéw. Postanowiono wiec sprawdzié, czy w obre-
bie genomowego DNA, referencyjnego w przypadku gatunku D. hansenii szczepu CBS767
(ktérego genom zostal w 100% zsekwencjonowany), nie wystepuja sekwencje homolo-
giczne do znanych sekwencji toksyn killerowych wytwarzanych przez inne gatunki droz-
dzy. W tym celu wykonano analize in silico, korzystajac z programu BLAST, w opcji me-
gablast (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Sposérdéd znanych toksyn killerowych kodowanych na genomowym DNA dostepna jest
jedynie sekwencja toksyny KHS drozdzy S. cerevisiae. W obrebie genomowego DNA droz-
dzy D. hansenii nie odnaleziono jednak istotnych podobienstw z sekwencjg tej toksyny.
Przeszukano wiec genom D. hansenii w celu odnalezienia sekwencji podobnych do do-
stepnych sekwencji toksyn killerowych kodowanych na liniowych plazmidach dsDNA:
pGKL1 z Kluyveromyces lactis, pPacl-2 z Pichia acaciae, pPE1A z Pichia etchellsii, pPin1-3
z Pichia inositovora i pWR1 z Debaryomyces (Wingea) robertsiae (tab. 12).

Nie zauwazono istotnych podobienistw do sekwencji najlepiej poznanej toksyny drozdzy
K. lactis - zymozyny. Podobnie, nie zaobserwowano homologii do sekwencji kodujacych
toksyne drozdzy P. inositovora, ktéra tak jak zymocyna wykazuje dziatanie rybonukleazy.
Odnotowano natomiast pewne homologie z sekwencjami kodujacymi podjednostki bia-
tek killerowych drozdzy P. acaciae, P. etchellsii i D. robertsiae, ktore sa odpowiedzialne za
wigzanie toksyn z chityna §ciany komdrkowej drozdzy wrazliwych, jednakze ich lokaliza-
cja w obrebie genomu byla za kazdym razem rézna. Przeprowadzona analiza poréwnaw-
cza pozwolila na ustalenie hipotetycznych lokalizacji genéw kodujacych te toksyny w ob-
rebie chromosoméw B i F D. hansenii.

Tabela 12

Table 12

Homologia sekwengji killerowych plazmidéw dsDNA z genomem Debaryomyces hansenii CBS 767
The homology of killer dsDNA plasmids sequences with Debaryomyces hansenii CBS 767 genome

Chromosomy Liniowy plazmid
Debaryomyces hansenii Linear plasmid
Chromosomes

of Debaryomyces hansenii

pGKL1 pPacl-2 pPEIA pPinl-3 pPWRIA

A _ _ _ _ _

B - + + - -

g |0
I
I
I
I
I

o
|
|
|
|
I

F - - - - +

G - - - - _

Chromosomy D. hansenii CBS 767 — Chromosomes of D. hansenii CBS 767: A - NC_006043; B - NC_006044;
C - NC_006045; D - NC_006046; E - NC_006047; F - NC_006048; G - NC_006049

+ homologia powyzej 28 bp - homology over 28 bp

- brak homologii - lack of homology

Podsumowujac, w zadnym z trzech badanych szczepéw D. hansenii KI2a, AIl4b i MIla
nie wykryto obecnosci liniowych plazmidéw. Zachowana aktywnos¢ béjcza po leczeniu
sugeruje, ze biatka killerowe wytwarzane przez badane szczepy sa kodowane w obrebie
DNA genomowego. Analiza in silico nie wykazala podobiefistw pomiedzy genomowym
DNA referencyjnego szczepu D. hansenii CBS 767 a sekwencja toksyny KHS drozdzy
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S. cerevisiae, zymozyny K. lactis i toksyny drozdzy P. inositovora. Zaobserwowano na-
tomiast homologie z sekwencjami kodujacymi toksyny drozdzy P. acaciae, P. etchellsii
i D. robertsiae, co wskazuje na lokalizacje gendéw kodujacych toksyny w obrebie chromo-
somo6w B i F D. hansenii.



S. Dyskusja nad wynikami

Drozdze D. hansenii wystepuja naturalnie w réznorodnych $rodowiskach, m.in. w wo-
dach morskich, rodlinach, na owocach i skorze ssakéw [Breuer, Harms 2006]. Ich obec-
nos¢ stwierdza sie takze w réznych produktach zywnosciowych, takich jak lody, jogurty,
sosy, dipy [Almagro i in. 2000, Barnett i in. 2000, Dalton i in. 1984, Fleet 1992]. Od wielu
lat znane jest réwniez zaangazowanie szczepdw tego gatunku w procesy fermentacji mie-
sa (kietbasy typu salami, szynki dojrzewajace, suche, fermentowane kietbaski) [Rankine
1964]. Drozdze te, stosowane jako kultury starterowe, hamujac dziatanie peroksydaz nisz-
czacych czerwony barwnik miesa, nadaja wedlinom wtasciwy kolor. Biorg réwniez udziat
w tworzeniu zwigzkéw lotnych nadajacych fermentowanym produktom swoisty zapach
oraz zmieniajg ich profil smakowy [Dura i in. 2004, Flores i in. 2004, Martin i in. 2004,
Olesten, Stahnke 2000]

Gléwnym zrodlem izolacji drozdzy D. hansenii sa jednak sery dojrzewajace, w kto-
rych czesto stanowig one mikroflore dominujacag [Bockelmann i in. 2005, Capece, Ro-
mano 2009, Deak, Beuchat 1996, Deak i in. 1998, De Freitas i in. 2009, Eliskases-Lechner
1996, Fleet 1990, 1992, Nielsen i in. 1998, Roostita, Fleet 1996]. Dzieki swoim uzdolnie-
niom proteolitycznym i lipolitycznym, zdolno$ci do wzrostu w niskiej temperaturze oraz
duzej tolerancji na zasolenia $rodowiska szczepy nalezace do tego gatunku mogg stano-
wié potencjalne kultury starterowe do produkeji seréw [Beresford i in. 2001, Bockelmann,
Hoppe-Seyler 2001, Ferreira, Viljoen 2003, Guerzoni i in. 1996, Leclercq-Perlat i in. 1999,
Tempel, Jakobsen 2000, Wyder, Puhan 1999]. Badania zmierzajace do wyselekcjonowania,
sposrdd izolatow drozdzy z polskich seréw plesniowych Rokpol, szczepéw mogacych sta-
nowi¢ wieloskladnikowe kultury starterowe w serowarstwie, pozwolily na wytypowanie
do tego celu, poza szczepami D. hansenii, réwniez kultur Y. lipolytica [Juszczyk i in. 2005].
Ocena interakeji pomiedzy tymi gatunkami dowiodta jednak, ze drozdze D. hansenii wy-
kazujg aktywno$¢ béjcza wobec szczepéw Y. lipolytica [Wojtatowicz i in. 2002, Zarowska
i in. 2004]. Zdolnoé¢ tych halotolerancyjnych drozdzy do produkcji biatek killerowych
jest zjawiskiem znanym. Byta ona stwierdzana wsrdd szczepdw D. hansenii izolowanych
z oliwek [Herndndez i in. 2008], solanek oliwkowych [Marquina i in. 1992], sosu sojo-
wego, solonych warzyw [Suzuki i in. 1989]. Obecnos¢ killerowych drozdzy tego gatun-
ku stwierdzano réwniez w solankach serowarskich [Aguiar, Lucas 2000, Kolak i in. 1999,
Suzuki, Nikkuni 1989]. Srodowiska seréw s3 jednak bardzo stabo rozpoznane pod ka-
tem aktywnosci killerowej. W tematycznym pismiennictwie odnotowano réwniez bardzo
mato informacji na temat toksyn killerowych drozdzy Debaryomyces hansenii. Z uwagi
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na ten fakt oraz znaczaca role drozdzy tego gatunku w wielu produktach zywnosciowych,
a zwlaszcza w fermentowanych wedlinach i wszelkiego rodzaju serach, podjeto prébe do-
ktadniejszego zbadania tego zjawiska.

Przedmiotem niniejszych badan byly trzy killerowe szczepy D. hansenii KI2a, MIla
i AII4b, wyizolowane z polskich seréw plesniowych Rokpol. Z tego samego srodowiska
pochodzil szczep Y. lipolytica PIl6a, ktdry zostal wykorzystany w charakterze wzorco-
wego szczepu wrazliwego. Cechowal sie on najwyzsza wrazliwoscia na toksyny killerowe
D. hansenii sposrod 5 izolatow Y. lipolytica z seréw [Juszczyk i in. 2005, Wojtatowicz i in.
2002, Zarowska i in. 2004] oraz 26 szczepéw tego gatunku, pochodzacych z innych $rodo-
wisk (dane niepublikowane). Poniewaz we wczesniej przeprowadzonych pracach stwier-
dzono, ze aktywnos¢ bdjcza szczepéw D. hansenii najsilniej przejawiata sie w temperatu-
rze 14°C [Wojtatowicz i in. 2002, Zarowska i in. 2004], w rozprawie tej zaréwno proces
produkcji toksyn killerowych, jak i ocene ich aktywnosci bdjczej prowadzono wiasnie
w tej temperaturze.

Wielu badaczy zajmujacych sie zjawiskiem killerowym u drozdzy dowodzi, ze aktyw-
nos$¢ bdjcza tych mikroorganizméw najsilniej przejawia si¢ w temperaturze 20-26°C,
czego przykladem moga by¢ m. in. drozdze Williopsis saturnus var. Mrakii, produkujace
toksyny killerowe w 26°C [Guyard i in. 2002] czy S. cerevisiae i Candida tropicalis, ktére
produkuja te biatka w 22°C [Flegelova i in. 2002, Izgii i in. 1997]. Réwniez szczep D. han-
senii CYC 1021, ktéry dotychczas jako jedyny przedstawiciel tego gatunku byt badany pod
katem biosyntezy toksyn killerowych, produkowat je w temperaturze 20°C [Marquina i in.
2001]. Jednak jak wspomniano powyzej, aktywnos¢ killerowa uzytych w niniejszej pracy
drozdzy D. hansenii najsilniej przejawiala si¢ w temperaturze 14°C. Z jednej strony moze
to $wiadczy¢ o tym, ze produkowane przez nie bialka killerowe sa nowymi, dotychczas
nieopisanymi toksynami killerowymi. Z drugiej strony natomiast, tak niska jak na droz-
dze killerowe temperatura moze by¢ zwigzana z pochodzeniem drozdzy D. hansenii z se-
réw dojrzewajacych w temperaturze 10-15°C. Podobne spostrzezenia mieli Wang i in.
[2007a, 2007b], ktdrzy izolujac killerowe drozdze Pichia anomala ze $srodowiska morskie-
go (z jelit zachw Ascidia), ich najwyzsza aktywno$¢ bdjcza wobec patogennych dla krabow
(Portunus trituberculatus) drozdzy Metcchnikowia bicuspidate obserwowali w rownie ni-
skiej temperaturze (15°C).

Aktywnos¢ killerowg drozdzy standardowo ocenia si¢ za pomocg plytkowych testow
dyfuzyjnych w podlozu YPG-MB [Bussey i in. 1988, Coutinho, Paula 1998, Janderova
iin. 1986, Michal¢dkova i in. 1993, Pérez-Nevado i in. 2006, Quchi i in. 1978, Santos i in.
2009, Yoshiuchiiin. 2000]. W niniejszej pracy poziom tworzonych toksyn i ich aktywnos¢
bdjcza oceniano w podlozu YPG-MB uzupelnionym NaCl w stezeniu 4%. Bylo to zwig-
zane z wczedniejszymi obserwacjami, ktére dowiodty, ze w przypadku szczepéw D. han-
senii uzupelnienie tego podloza solg poprawialo czulos¢ testu i pozwalato na wykrycie na-
wet nieznacznych iloéci bialek killerowych; aktywno$¢ killerowa badanych drozdzy silniej
przejawiata si¢ w obecnosci soli w podtozu testowym, a w temperaturze 25°C obserwowa-
na byta tylko w obecnosci NaCl [Zarowska i in. 2004].

Wielu autoréw zajmujacych sie zjawiskiem killerowym [Hernandez i in. 2008, Llorente
iin. 1997, Marquina i in. 2001, Santos i in. 2000, Suzuki, Nikkuni 1994] réwniez zaobser-
wowalo, ze sol silnie wzmaga aktywnos¢ bojcza drozdzy, a czasem jest wrecz niezbedna do
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jej ujawnienia. Hernandez i in. [2008] analizujac aktywno$¢ bojcza drozdzy wyizolowa-
nych z zielonych oliwek (Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, Pichia ano-
mala, Pichia guilliermondii i Saccharomyces cerevisiae), wigksze strefy inhibicji wzrostu
szczepow stanowiacych skazenia produktu, z rodzaju Candida i Cryptococcus, zanotowali
w podlozach zawierajacych wyzsze stezenia soli (do 8%). Podobnie Llorente i in. [1997]
testujac aktywnos¢ killerowa drozdzy Saccharomyces cerevisiae w obecnosci 0, 3 oraz 6%
soli, stwierdzili, iz ze wzrostem stezenia NaCl wzrasta ich aktywno$¢ bdjcza. Aktywno$é
killerowa drozdzy Metschnikowia pulcherrima, Wickerhamomyces anomala i Torulaspora
delbrueckii, izolowanych z powierzchni winogron lub moszczy fermentacyjnych wobec
skazajacych $rodowiska fermentacyjne, szczepoéw z rodzaju Pichia réwniez byta wyzsza
w obecnosci 3% NaCl niz w podlozu bez soli [Lopes, Sangorrin 2010].

Nalezy podkresli¢, ze warunki, w ktérych badane drozdze D. hansenii wyrazaja najwyz-
szg aktywnos¢ killerowa, odpowiadaja warunkom dojrzewania seréw. Mikroorganizmy te
iich toksyny moga wiec stanowi¢ czynnik biokontroli ograniczajacy liczebnos¢ drozdzy Y.
lipolytica, a tym samym niekorzystne zmiany serow wywolane ich silng aktywnoscia pro-
teolityczng i lipolityczna.

Przed przystapieniem do procedury oczyszczania toksyn killerowych i ich charak-
terystyki biochemicznej konieczne bylo wyznaczenie jednostki aktywnosci killerowej,
gdyz nie zaobserwowano liniowej zaleznosci pomiedzy wielkoscig strefy inhibicji wzro-
stu szczepu wrazliwego a stezeniem toksyny w preparacie. Jednostke t¢ wyznaczono
na podstawie testu, w ktérym zbadano zaleznos¢ miedzy objetoscia preparatu toksyn
a wielkoscig utworzonej przez niego strefy zahamowania wzrostu wzorcowego szczepu
Y. lipolytica PII6a. U kazdej z badanych toksyn stwierdzono liniowa zalezno$¢ (o wspol-
czynniku korelacji mieszczacym sie w zakresie 0,9604-0,9922) pomiedzy logarytmem
naturalnym objetoéci stezenia toksyny a wielko$cia strefy inhibicji wzrostu szczepu
wrazliwego. Podobnie liniowa zalezno$¢ miedzy tymi warto$ciami obserwowali da Si-
lvaiin. [2008]. Za jednostke aktywnosci przyjeto wiec aktywnos¢ toksyny, dajaca strefe
zahamowania wzrostu szczepu wzorcowego o wielko$ci 2 mm. Jest to warto$§¢ umow-
na, ktéra w rozny sposéb definiowana jest w literaturze. Czesto za jednostke aktywnosci
killerowej przyjmuje sie taka ilo$¢ bialka, ktore powoduje strefe zahamowania wzrostu
szczepu wzorcowego o Srednicy rownej 1 mm [Chen i in. 2000, Peng i in. 2009, San-
tos i in. 2000] lub 10 mm [Izgii, Altinbay 2004, Izgii i in. 2006, Weiler, Schmitt 2003].
Comitini i in. [2004a] za jednostke przyjeli ilo§¢ toksyny zawarta w 70 pl supernatantu,
wywolujacg 3-mm strefe zahamowania wzrostu szczepu wrazliwego, z kolei Buzzini i in.
[2004] zdefiniowali ja jako ilo$¢ toksyny sprawiajaca, ze powierzchnia inhibicji wzrostu
wynosi 10 mm’.

Podlozem najczesciej stosowanym do produkeji toksyn killerowych jest bulion YPG
o kwasnym pH 4,5-4,6 [Chen i in. 2000, Da Silva i in. 2008, Marquina i in. 2001, Santos
iin. 2009, Schmitt, Radler 1987, Wang i in. 2007a,b]. Wtasciwie nie spotyka sie informa-
¢ji dotyczacych wykorzystania w tej biosyntezie podiozy naturalnych, takich jak brzeczka
stodowa czy serwatka. Ten ostatni surowiec produkowany jest w duzych ilosciach w prze-
mysle mleczarskim. Szacuje sie, ze obecnie przetwarzane jest zaledwie 15-18% serwatki
[Jakubowski 2006], a zasadniczym sposobem zagospodarowania tego surowca jest sprze-
daz na cele paszowe [Gonzales Siso 1996]. Wykazana w niniejszej pracy zdolno$¢ bada-
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nych drozdzy D. hansenii do biosyntezy tych metabolitow w pozywce serwatkowej, moze
by¢ jednym z dodatkowych sposobéw wykorzystania serwatki.

Biosynteza toksyn killerowych w bogatych w biatka podlozach kompleksowych stwa-
rza trudnosci w procesie ich wydzielania i oczyszczania, gdyz tradycyjne metody izolacji
bialek killerowych skutkujg wydzielaniem takze niewykorzystanych przez drozdze biatko-
wych skladnikéw podloza. W tematycznym pi$miennictwie istniejg przyklady stosowania
w tej biosyntezie pozywek syntetycznych lub minimalnych, utatwiajacych proces oczysz-
czania bialek killerowych [Hodgson i in. 1995, Santos i in. 2004].

Badane drozdze D. hansenii nie produkowaly jednak biatek killerowych w podiozu
syntetycznym, zawierajacym jako zrédlo azotu siarczan amonu lub mocznik. Do biosyn-
tezy tych metabolitdéw wymagana byla obecnos¢ w podlozu produkcyjnym biatkowych
form azotu (peptonu). Brak aktywnych toksyn drozdzy Debaryomyces hansenii w ptynach
uzyskanych po ich hodowli w podlozu minimalnym juz wczesniej stwierdzali Margina
i in. [2001]. Prowadzili oni hodowle z udzialem szczepu CYC 1021 zaréwno w pozyw-
ce minimalnej YNB (Yeast Nitrogen Base) z glukoza, jak i w zmodyfikowanym podtozu
YM, uzyskujac biatka killerowe tylko w kompleksowej pozywce YM, mimo tego ze oba
podloza umozliwialy dobry wzrost drozdzy. Jak wspomniano powyzej, pozywki ulatwia-
jace proces oczyszczania toksyn killerowych z powodzeniem stosowane byly do biosyn-
tezy biatek killerowych przez inne rodzaje drozdzy. Szczepy Saccharomyces cerevisiae wy-
twarzaly toksyny killerowe w pozywce minimalnej zawierajacej glukoze, siarczan amonu,
fosforan potasu, siarczan magnezu oraz, w charakterze czynnikéw wzrostowych, niewiel-
ka ilo$¢ ekstraktu drozdzowego [Alfenore i in. 2003]. W podlozu YNB z glukozg prowa-
dzono réwniez biosynteze toksyn killerowych z udzialem szczepu Williopsis mrakii, przy
czym podloze to zawieralo dodatkowo siarczan amonu i siarczan magnezu [Hodgson i in.
1995]. Podtoze YNB z glukozg stosowano takze do produkeji toksyn killerowych droz-
dzy Pichia membranifaciens [Santos i in. 2004] oraz Hansenula mrakii [Yamamoto i in.
1986b]. Radler i in. [1993] toksyny killerowe drozdzy Zygosaccharomyces bailii produko-
wali w syntetycznej pozywce B zawierajacej glukoze, kwas jabtkowy, cytrynian sodowy
oraz inozytol.

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy wykazaty korzystny wptyw ekstraktu droz-
dzowego, stosowanego jako zrddlo czynnikéw wzrostowych na biosynteze toksyn kil-
lerowych drozdzy D. hansenii. Juz wczesniej Middelbeek i in. [1979] dowiedli, ze eks-
trakt drozdzowy stymulowal produkcje toksyn drozdzy Pichia kluyveri. Réwniez Woods
i Bevan [1968] odnotowali korzystny wplyw dodatku YE do podloza minimalnego na
produkcje biatek killerowych S. cerevisiae. Wplyw stezenia ekstraktu drozdzowego oraz
peptonu na aktywno$¢ bojcza toksyn, m.in. drozdzy Hansenula anomala, Pichia kluyve-
ri i Pichia membranifaciens wobec drozdzy Candida albicans, badali takze Polonelli i in.
[1983]. Autorzy nie stwierdzili istotnych réznic w poziomie tworzonych toksyn, wynika-
jacych ze zwiekszonej zawarto$ci YE w pozywce. Nieco wigksze strefy inhibicji wzrostu
wrazliwego szczepu C. albicans obserwowali natomiast wraz ze wzrostem stezenia pepto-
nu z 0,5 do 1,5%.

W dyskutowanej pracy najwyzszy poziom toksyn killerowych badanych drozdzy
D. hansenii uzyskano w bulionie YPG. Analiza wptywu odczynu pozywki na ten proces
wykazala, ze najwigcej tych metabolitéw tworzonych byto w pH 4,5. Wpltywem pH na
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synteze toksyn zainteresowali si¢ Woods i Bevan [1968] juz kilka lat po odkryciu fenome-
nu killerowego. Badajac ich biosynteze przez gatunek S. cerevisiae, obecno$¢ aktywnych
biatek stwierdzali tylko w waskim zakresie pH, miedzy 4,6 a 4,8. Produkcja toksyn kille-
rowych w podtozach o pH od 3,5 do odczynéw alkalicznych, dochodzacych do warto-
$ci 8, z udziatem réznych szczepdw, w tym takze D. hansenii, badana byla réwniez przez
Hernandeza i in. [2008]. Autorzy dowiedli, ze biosynteza toksyn przez ten gatunek pro-
wadzona jest w podtozach o niskim pH, w granicach 3,5-6,0. W pozywkach o pH 8,5 nie
tylko drozdze D. hansenii nie wykazywaly zdolnoéci do tworzenia biatek killerowych, ale
réwniez zaden z innych badanych mikroorganizméw killerowych, np. drozdzy z rodzaju
Candida.

W niniejszej rozprawie nie przedstawiono wynikéw badania kinetyki wzrostu droz-
dzy D. hansenii i syntezy toksyn. W hodowlach produkcyjnych oceniano jedynie po-
ziom biomasy i aktywnos¢ killerowa w 24., 38. i 72. godz., stwierdzajac, Ze najwyzszy
poziom toksyn drozdze tworzyly w 48. godzinie procesu. W kolejnej dobie ich ilo§¢ zna-
czgco si¢ obnizata, mimo ze w hodowlach nie stwierdzano obecnos$ci enzyméw prote-
olitycznych zaréwno zewnatrz-, jak i wewnatrzkomoérkowych (dane niepublikowane).
Marquina i in. [2001] obserwujac podobne zjawisko, ttumaczg je wrazliwosécig toksyn
killerowych na wstrzasanie mechaniczne. Po zakonczeniu logarytmicznej fazy wzrostu
w bulionie YM odnotowali oni, w odniesieniu do fazy eksponencjalnej, spadek aktyw-
nosci toksyny o 17%.

Szczegblowa analiza kinetyki wzrostu i syntezy toksyn killerowych badanych drozdzy
D. hansenii w podtozu YPG zostala zamieszczona w opublikowanej wczesniej pracy [Za-
rowska i in. 2009]. Warto podkresli¢, ze mimo stosunkowo niskiej temperatury hodowli
(14°C) wszystkie szczepy rosty z wysokg maksymalng szybkoscig wlasciwg p __, w zakre-
sie 0,22-0,27 h™. Biosynteza toksyn killerowych z udzialem szczepéw AIl4b i MIla prze-
biegala w trofofazie, natomiast w hodowli szczepu KI2a biosynteze toksyn obserwowano
réwniez w idiofazie. W hodowlach wszystkich szczep6éw biatka killerowe najintensywniej
tworzone byly przez komoérki w fazie logarytmicznej. Maksymalng produkcje toksyn kil-
lerowych w logarytmicznej fazie wzrostu stwierdzano réwniez w hodowlach szczepow Pi-
chia anomala i Pichia kluyveri [Cominiti i in. 2004a, Pintar, Starmer 2003].

Oczyszczanie bialek killerowych drozdzy D. hansenii okazato si¢ procesem trudnym.
Na pierwszym etapie przeprowadzono zageszczanie toksyn na drodze wysalania siarcza-
nem amonu i ultrafiltracji. Wysalanie okazato si¢ efektywnym sposobem zageszczania ba-
danych toksyn. Jest to metoda, ktéra réwniez z powodzeniem stosowali m.in. de la Pefia
iin. [1981], Kawamoto i in. [1990] oraz McCracken i in. [1994], odpowiednio do izola-
¢ji toksyn killerowych drozdzy Sacchaaromyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis i Pichia
acaciae. Zdecydowanie czeéciej wykorzystywana przez wielu badaczy metoda wytracania
biafek killerowych réznych drozdzy (Pichia kluyveri, Kluyveromyces phaffii, Debaryomy-
ces hansenii czy Pichia membranifaciens) za pomocg wymrozonego etanolu czy acetonu
[Buzzini i in. 2004, Ciani, Fatichenti 2001, Marquina i in. 2001, Middelbeek i in. 1979, Ra-
dler i in. 1990, Santos i in. 2009, Santos i in. 2011] nie przyniosta oczekiwanych rezultatéw
w przypadku badanych toksyn D. hansenii (dane niepublikowane).

Jak wynika z tematycznego pi$miennictwa, w celu zageszczenia biatek killerowych na
drodze ultrafiltracji stosuje si¢ standardowo jedna membrane o okreslonym punkcie od-
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cigcia. Toksyny drozdzy Schwanniomyces occidentalis i Ustilago maydis zageszczano za
pomoca membrany 3 kDa [Chen i in. 2000, Santos i in. 2011], Pichia anomala i Hanse-
nula mrakii, stosujac membrane 5 kDa [Wang i in. 2007a, Yamamoto i in. 1988], a bial-
ka killerowe szczepéw Pichia membranifaciens i Saccaromyces cerevisiae z wykorzysta-
niem membrany o punkcie odcigcia 10 kDa [Santos i in. 2009, Palfree, Bussey 1979] lub
30 kDa w przypadku toksyn drozdzy Pichia anomala [izgii, Altinbay 2004]. Zastoso-
wanie w tym procesie membran o réznych punktach odciecia (18, 30 i 50 kDa) powin-
no umozliwi¢ okreslenie w przyblizeniu masy czasteczkowej badanych bialek. Nieste-
ty, uzyte w dyskutowanej pracy membrany nie pozwolity na uzyskanie jednoznacznych
wynikow. Aktywno$¢ killerowa w retentatach uzyskanych po zastosowaniu membrany
18 kDa, przy jednoczesnym braku aktywnych bialek w permeatach, dowodzi, ze masa
czasteczkowa badanych toksyn D. hansenii jest wigksza od tej warto$ci. Straty toksyn
szczepow Mlla i KI2a w permeatach zawierajacych biatka < 30 i < 50 kDa, nieprze-
kraczajace 20%, sugeruja ponadto, ze masa czasteczkowa tych biatek jest wigksza od 50
kDa. Na podstawie wyzszych strat toksyny killerowej szczepu AIl4b zaobserwowanych
w tych samych permeatach mozna przypuszczaé, ze drozdze te produkuja toksyne o ma-
sie czasteczkowej mniejszej niz 50 kDa.

Wynikom tym przeczg jednak rezultaty saczenia molekularnego (filtracji zelowej) z za-
stosowaniem réznych zlozy (Superdex 75, Superdex 200, BioGel P-150 i BioGel P-200).
Na ich podstawie stwierdzono, ze toksyna szczepu D. hasenii KI2a cechowala sie¢ obecno-
$cig dwdch aktywnych biatek o masach 46 i 78 kDa. W preparatach toksyn pozostalych
szczepow (AIl4b i Mlla) stwierdzono pojedyncze bialka o masie czasteczkowej odpo-
wiednio powyzej 232 i okoto 152 kDa. Uzyskane wyniki sg zaskakujace, poniewaz zaden
z dotychczas poznanych killerowych szczepéw drozdzy nie produkuje dwdch biatek kil-
lerowych réznigcych sie masg czasteczkowa. Obecno$é dwoch aktywnych frakeji podczas
rozdziatu toksyny killerowej KI2a jest wiec trudna do wyttumaczenia. Przyczyng takiego
rozdzialu moglo by¢ zastosowanie eluentu o stosunkowo niskiej sile jonowej. W takich
warunkach biatka moga wyplywaé w formie agregatoéw (pierwszy szczyt) oraz pojedyn-
czych czasteczek (drugi szczyt). Rowniez duza masa czasteczkowa toksyn szczepow All4b
i MIla moze wskazywac na zdolno$¢ tych bialek do agregacji miedzy sobg lub z innymi
bialkami obecnymi w ptynie pohodowlanym, gdyz wigkszos$¢ opisanych w literaturze bia-
tek killerowych ma stosunkowo niewielka mase czasteczkowa, w zakresie od okoto 20 do
85 kDa [Buzzini i in. 2004, Goto i in. 1990, Izgii, Altinbai 2004, Guyard i in. 2002, Santos
i in. 2000, Wang i in. 2007b] i jak dotychczas nie poznano toksyny o masie przekraczajg-
cej 200 kDa.

Inng, zastosowang do oczyszczania badanych toksyn D. hansenii metoda byta chroma-
tografia powinowactwa z B-D-glukanem oraz konkanawaling A. Mimo Ze techniki te sa
czesto z powodzeniem wykorzystywane do oczyszczania bialek killerowych innych droz-
dzy [Santos i in. 2002, McCracen i in. 1994, Weiler, Schmitt 2003, Klassen, Meinhardt
2002, Santos, Marquina 2004], w przypadku toksyn D. hansenii nie przynioslty oczeki-
wanych rezultatéw. Chromatografia powinowactwa z konkanawaling A, pozwalajaca na
frakcjonowanie czasteczek biatkowych i lipoprotein, ktére maja zwiazane reszty oligosa-
charydowe, sugeruje ponadto, ze badane biatka nie s glikoproteinami. W metodzie tej,
w zaleznosci od liczby i umiejscowienia grup cukrowych, zawierajace je czasteczki réznia
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sie pod wzgledem powinowactwa w oddzialywaniu z immobilizowang konkanawalina A.
Zastosowanie eluentéw, ktore w réznym stopniu wspélzawodnicza o miejsca wigzace na
konkanawalinie A, pozwala na kontrolowane wymywanie przytaczonych do ztoza cza-
steczek. We frakcjach eluowanych nie wykryto jednak aktywnych toksyn D. hansenii, co
wskazuje, ze toksyny killerowe nie zwigzaly si¢ z konkanawaling. W buforze, w ktérym
przeprowadzono rozdzial, wymywanie niezwiazanych frakgji i zwalnianie toksyn, zawarte
byty sole NaCl, CaCl, i MnCl,. Zastosowane w eluencie jony nie mogty spowodowac utra-
ty aktywnosci, gdyz w te$cie sprawdzajacym ich wplyw na te aktywno$¢ nie stwierdzano
inaktywacji toksyn (dane niepublikowane). Ubytek tak duzej czesci aktywnosci (30-65%)
nasuwa przypuszczenie, ze mimo obecno$ci w buforze eluujacym NaCl, ktérego funkcja
jest zapobieganie niespecyficznemu wigzaniu biatek do lektyny, badane toksyny ulegly
zwigzaniu z agarozowg matrycg ztoza.

Roéwniez wyniki saczenia molekularnego wskazuja, ze dochodzi do niespecyficznych
oddzialywan pomiedzy toksynami D. hansenii a matrycy tych ztéz Superdex - agaroza
i/lub dekstranem. Mimo Zze agaroza stanowi matryce roznych ztozy z powodzeniem stoso-
Hodgson i in. 1995, Weiler, Schmitt 2003], to o podobnych oddzialywaniach pomiedzy
toksynami killerowymi drozdzy S. cerevisiae a tym polisacharydem juz wczesniej wzmian-
kowali Woods i Bevan [1968].

Pomimo zastosowania réznych metod oczyszczania nie udalo sie uzyskaé czystych
bialek killerowych D. hansenii. Warto podkresli¢, ze publikowane w literaturze wyniki
oczyszczania toksyn killerowych oraz ich szczegdtowa charakterystyka dotycza czesto bia-
tek produkowanych w podiozach syntetycznych, pozbawionych bialkowych form azotu,
np. w podiozu YNB-D, w ktérym prowadzono biosynteze toksyn szczepdéw Pichia mem-
branifaciens i Williopsis mrakii [Hodgson i in. 1995, Santos, Marquina 2004, Yamamoto
iin. 1986b] czy w pozywce B, zawierajacej glukoze, kwas jabtkowy, cytrynian sodowy oraz
inozytol, w ktérej produkowano toksyne K28 Saccharomyces cerevisiae i zygocyne drozdzy
Zygosaccharomyces baili [Pfeiffer, Radler 1982, Radler i in. 1993]. Taka biosynteza toksyn
umozliwia stosunkowo proste wyizolowanie bialek z podloza, a takze ich oczyszczenie.
Latwa jest rowniez analiza stezenia bialka na poszczegdlnych etapach oczyszczania, a co
za tym idzie - obliczenie stopnia oczyszczenia toksyn killerowych. Stosujac metode ultra-
filtracji Peng i in. [2009], uzyskali stosunkowo niski stopien oczyszczenia (1,4 x) toksyn
killerowych szczepu Williopsis saturnus WC91-2 przy poréwnywalnej wydajnosci (81%).
Zdecydowanie wyzszy natomiast (6,5 x) stopien oczyszczenia ta metoda toksyn Hansenio-
spora uvarum 470 stwierdzali Radler i in. [1990] przy wydajnosci zaledwie 44%. Ci ostatni
na kolejnym etapie oczyszczania zastosowali stracanie biatek za pomoca etanolu, uzysku-
jac 9-krotnie oczyszczone biatko z wydajnoscig 32%. Zacytowane warto$ci wydajnosci sa
zdecydowanie nizsze od uzyskanych w niniejszej pracy, przy zastosowaniu wysalania jako
wstepnego procesu oczyszczania.

Przeprowadzenie szczegélowej analizy stezenia biatka w dyskutowanej pracy stwarza-
to duze trudnosci. Bezposrednie oznaczenie jego zawartosci w ptynach pohodowlanych
D. hansenii nie bylo mozliwe ze wzgledu na obecno$¢ substancji absorbujacych w zakre-
sie $wiatla ultrafioletowego oraz substancji barwnych, zakldcajacych oznaczenia kolory-
metryczne. Réznice pomiedzy oznaczeniem spektrofotometrycznym [Whitaker, Granum
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1980] i oznaczeniem metoda BCA [Smith i in. 1985], wskazujacymi na wysokie (rzedu
kilku miligraméw/ml) stezenie biatka a warto$cia uzyskana w oznaczeniu zmodyfikowana
metoda Bradford [1976] (rz¢du kilkunastu mikrograméw/ml) siegaja trzech rzedow wiel-
kosci. Oznaczenie stezenia biatka dajace wyniki korelujace z rzedem czulosci metod bar-
wigcych biatka w zelu po rozdziale elektroforetycznym uzyskano zmodyfikowang metoda
Bradford, po ok. 50-krotnym zageszczeniu ptynu pohodowlanego. Na tej podstawie moz-
na wnioskowa¢, ze catkowite stezenie biatka w ptynie pohodowlanym jest na poziomie
1 pug/ml. Ze wzgledu na te trudnosci zrezygnowano z oznaczania stezenia biatka na po-
szczegllnych etapach oczyszczania.

Charakterystyke toksyn killerowych D. hansenii, obejmujaca ocene wplywu pH, tem-
peratury, enzymoéw proteolitycznych i B-merkaptoetanolu na aktywnos¢ i stabilnos¢
toksyn killerowych, przeprowadzono z wykorzystaniem surowych preparatow toksyn,
otrzymanych po 20-krotnym zageszczeniu pozbawionej komorek cieczy pohodowlane;j.
W literaturze czegsto mozna znalez¢ informacje na temat charakterystyki surowych biatek
killerowych, np. drozdzy Candida nodaensis, Metschnikowia bicuspidate, Pichia membra-
nifaciens [Da Silva i in. 2008, Santos i Marquina 2004, Wang i in. 2007a,b], uzyskanych po
ultrafiltracji, wysoleniu lub wytraceniu.

Biatka killerowe D. hansenii wykazywaly aktywnos¢ w podlozu o pH 4-4,5. W takim
zakresie pH, a nawet nizszym - réwnym 3,5, aktywnos$¢ bojcza wykazuje wiekszo$¢ po-
znanych toksyn killerowych, wsrod nich m.in. toksyny drozdzy Pichia anomala, Pichia
membranifaciens, Candida nodaensis, Schwanniomyces occidentalis [Chen i in. 2000, Izgi,
Altinbay 2004, Pfeiffer, Radler 1984, Santos, Marquina 2004, Wang i in. 2007a]. W pH
powyzej 5,0 aktywno$¢ biatek killerowych produkowanych przez rézne gatunki droz-
dzy, w tym np. Schwanniomyces occidentalis czy Pichia anomalla, drastycznie si¢ obniza-
ta, a w pH 6,0 zazwyczaj w ogole nie wykazywaly one aktywnosci bojczej [Izgii i in. 2006,
Chen i in. 2000], co potwierdzajg réwniez wyniki uzyskane w przypadku badanych tok-
syn D. hasenii.

Badane toksyny najwyzszg aktywnos$¢ wykazywaly w temperaturze 10 i 14°C. W ta-
kich samych temperaturach aktywno$¢ wykazywala réwniez toksyna killerowa drozdzy
Metschnikowia bicuspidate izolowanych ze srodowiska morskiego [Wang i in. 2007a,b].
Wiekszo$¢ poznanych dotychczas biatek killerowych, w tym biatka drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae, Pichia membranifaciens czy Williopsis saturnus, przejawia aktywno$¢ w nie-
co szerszym zakresie temperatury 5-20°C [Buzzini i in. 2004, Magliani i in. 1997, Santos,
Marqiuna 2004, Santos i in. 2009]. W temperaturze az do 30°C aktywna jest natomiast
toksyna K5 produkowana przez Pichia anomala [Izgii, Altinbay 2004] oraz CnKT wytwa-
rzana przez Candida nodaensis [Da Silva i in. 2008].

Stabilno$¢ bialek stanowi jedng z najistotniejszych cech substancji aktywnych o znacze-
niu praktycznym. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki $wiadczg o tym, ze toksyny bada-
nych szczepéw D. hanseni byty stabilne w pH. 3,5-5. Podobne rezultaty dla toksyny inne-
go szczepu D. hanseni CYC 1021 wyizolowanego z solanki oliwkowej otrzymali Marquina
iin. [2001]. Inkubacja badanych w niniejszej pracy biatek killerowych, w srodowisku o pH
powyzej wartoéci 5,0, powodowata nieodwracalng utrate aktywnosci, co stwierdzano row-
niez w przypadku wigkszosci opisanych w literaturze toksyn, w tym m.in. Cryptococcus
humicola, Saccharomyces cerevisia czy Pichia farinosa [Golubev, Shabalin 1994, Pfeiffer,
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Radler 1982, Suzuki, Nikkuni 1994, Suzuki i in. 1997]. Wyjatek stanowig biatka drozdzy
Hansenula mrakii i H. saturnus, ktorych toksyny sg stabilne w zakresie pH od 2,0 do 11,0
[Ashidaiin. 1983, Ohta i in. 1984].

Badane biatka killerowe D. hansenii byly stabilne podczas inkubacji w temperaturze 20
i 30°C. Po 45-75-minutowej inkubacji w temperaturze 40°C nie byly one zdolne do inhi-
bicji wzrostu szczepu wrazliwego, a w temperaturze 50°C tracily aktywnos¢ juz w pierw-
szych minutach inkubacji. Uzyskane wyniki potwierdzajg rezultaty Marqina i in. [2001],
ktérzy dodatkowo wykazali, ze temperatura 15°C utrzymywata aktywnos¢ toksyny szcze-
pu D. hansenii CYC 1021 na jej maksymalnym poziomie przez okres jednego tygodnia.
Odporno$é¢ toksyn killerowych na wysokie temperatury jest zjawiskiem bardzo rzadkim.
Sposréd poznanych dotychcezas tylko biatko killerowe drozdzy Pichia kluyverii zachowy-
walo aktywnos$¢ w temperaturze 40°C oraz toksyna Hansenula mrakiii, ktora byta odporna
na 10-minutowy inkubacje w temperaturze 100°C [Yamamoto i in. 1988].

Proteinaza K i papaina catkowicie dezaktywowaly toksyny killerowe szczepoéw D. han-
senii KI2a, AII4b i MIla w temperaturze 20°C, co potwierdza ich biatkowy charakter. Ba-
dane toksyny okazaly si¢ nieco bardziej oporne na dziatanie pepsyny, w przypadku ktorej
aktywno$¢ bojcza byla zachowywana w 15-30%. Staby efekt dziatania pepsyny moze by¢
spowodowany jej czgsciowa inaktywacja w pH 4,6, gdyz enzym ten, przejawiajacy mak-
symalng aktywno$¢ w pH 1,5-2,0, catkowicie denaturuje w srodowisku o pH juz powy-
zej 5,0.

Wrazliwe na enzymy proteolityczne bialka killerowe D. hansenii moga by¢ hydrolizo-
wane przez obecne w serach proteazy bakteryjne i drozdzowe. Sposrdd izolowanych z se-
réw mikrorganizmoéw najwyzszymi aktywno$ciami proteolitycznymi cechuja sie kultury
Yarrowia lipolytica [Juszczyk i in. 2005, Lopez-Diaz i in. 1995, Sinigaglia i in. 1994, Tem-
pel, Jakobsen 1998, 2000, Wojtatowicz i in. 2001]. Liczebnos¢ szczepow tego gatunku w se-
rach jest jednak znacznie nizsza niz drozdzy D. hansenii (Candida famata) [De Boer, Kuik
1987, Eliskases-Lechner 1996, Roostita, Fleet 1996, Tempel, Jakobsen 1998], czego jed-
nym z powodow jest ich wrazliwos$¢ na toksyny killerowe D. hansenii [Wojtatowicz i in.
2002, Zarowska i in. 2004].

Wplyw enzymoéw proteolitycznych takich jak: pepsyna, papaina, proteinaza K i pro-
naza na aktywnos$¢ bdjcza drozdzowych toksyn killerowych analizowato wielu badaczy
[Buzzini i in. 2004, Comitini i in. 2004a, Santos, Marquina 2004, Woods, Bevan 1968,
Young, Yagiu 1978]. Powyzsze enzymy w rozny sposob oddziatywaly na toksyny killero-
we. Young i Yagiu [1978] wykazali, Ze pronaza, pepsyna i papaina skutecznie dezaktywo-
waly toksyne szczepu S. cerevisiae. Aktywnos¢ bojcza toksyny killerowej szczepu Pichia
membrainifaciens byta hamowana przez pronaze i papaing, na biatko to nie wplywata na-
tomiast pepsyna [Santos, Marquina 2004]. Comitini i in. [2004a] poza pepsyna i papa-
ing analizowali réwniez wplyw innych enzyméw proteolitycznych (trypsyny, protezy XIV,
protezy XVIII) na aktywno$¢ bdjcza toksyn killerowych szczepdw Pichia anomala oraz
Kluyveromyces wickerhamii. Do calkowitej dezaktywacji obydwu bialek prowadzita tylko
proteza XIV - najbardziej niespecyficzny sposrod uzytych enzymow.

Wiekszo$¢ poznanych dotychczas biatek killerowych ma budowe dimeryczna [Maglia-
ni i in. 1997]. Zanik aktywnoéci bdjczej badanych toksyn pod wplywem B-merkapto-
etanolu moze sugerowa¢ podobna budowe toksyn killerowych drozdzy D. hansenii.
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B-merkaptoetanol jest substancja mogaca powodowac zmiane konformacji biatek oraz roz-
luznienie mostkéw disiarczkowych pomiedzy ewentualnymi segmentami biatkowymi. Aby
potwierdzi¢ dimeryczna budowe toksyny, niezbedna jest poréwnawcza analiza elektrofo-
retyczna czystej toksyny oraz biatka poddanego dziataniu B-merkaptoetanolu. Dzigki tej
metodzie Chen i in. [2000] potwierdzili dimeryczng budowe toksyny killerowej szczepu
Schwanniomyces occidentalis.

Jednym z etapéw badan przeprowadzonych w dyskutowanej pracy byto okreslenie
spektrum aktywnosci bojczej toksyn D. hansenii wobec réznych mikroorganizméw. Pod
katem wrazliwosci na toksyny killerowe oceniano m.in. mikroorganizmy bedace przy-
czyng zepsu¢ zywnosci, w tym drobnoustroje wykazujace aktywno$¢ proteolityczng lub
lipolityczng (np. z rodzaju Bacillus, Pseudomonas, Flavobacterium, Micrococcus czy Yar-
rowia), bakterie mlekowe powodujace kwasnienie wielu produktéw spozywczych, droz-
dze stanowigce mikroflore skazajaca w przemysle fermentacyjnym (np. Hansenula, Pichia,
Kloeckera) oraz wiele grzybow strzgpkowych, w tym szczepy fitopatogenne (np. Absidia,
Botritis, Mucor) i toksynotwdrcze (np. Fusarium). Toksyczne oddziatywanie biatek kille-
rowych oceniano réwniez wobec drozdzy z rodzaju Candida mogacych powodowac grzy-
bice u ludzi.

Drozdze D. hansenii i ich toksyny hamowaly wzrost drozdzy nalezacych do gatun-
koéw Schwanniomyces occidentalis, Yarrowia lipolytica, Candida zeylanoides i Candida al-
bicans. Szczegolnie wazna moze okazac sie aktywno$¢ bojcza wobec ostatniego z wymie-
nianych gatunkow, gdyz jego przedstawiciele naleza do mikroorganizméw patogennych
dla ludzi, wywolujacych u oséb z obnizona odpornoscig grzybice, zwang kandydoza.
Oczyszczone toksyny D. hansenii moga wiec by¢ brane pod uwage jako zewnetrzne pre-
paraty grzybobojcze. Obiecujace wyniki w tym zakresie uzyskali Weiler i Schmitt [2003],
ktérzy badajac toksyne killerowa drozdzy Zygosachcharomyces bailii (hamujace wzrost
m.in. patogennych szczepdéw C. albicans i C. krusei), poréwnywali ich oddzialywanie
z aktywnoscig znanych, handlowych preparatéw przeciwgrzybicznych, takich jak clotri-
mazol i miconazol. Stwierdzili oni, ze 6 pmoli zygocyny wywoluje taka samg strefe zaha-
mowania wzrostu wrazliwego szczepu S. cerevisiae 192.2d, jak 29 000 pmoli clotrimazolu
i 209 pmoli miconazolu.

W pismiennictwie mozna znalez¢ informacje na temat hamujacego wptywu drozdzy
i ich toksyn na wzrost patogennych grzybéw strzepkowych [Arras 1996, Payne, Bruce
2001, Santos i in. 2004], co moze by¢ waznym kierunkiem potencjalnych aplikacji drozdzy
killerowych do biologicznej ochrony plodéw rolnych, gléwnie owocéw i warzyw, przed
zepsuciami powodowanymi grzybami podczas magazynowania. Interesujace wigc wyda-
walo si¢ podjecie badan réwniez w tym zakresie. Udowodnily one, ze badane drozdze
killerowe i ich toksyny wykazywaly aktywnos¢ bojcza wobec grzybéw z rodzaju Absidia,
Aspergillus, Rhizopus, Trichodema i Botrytis.

Grzyby Botrytis cinerea, okre$lane jako gronowiec szary lub szara plesn, atakuja rosliny
w poszczegdlnych fazach rozwojowych i rézne ich czesci, od nasion po owoce. Powodu-
ja one choroby m.in. wielu roélin ogrodowych, takich jak pomidory, satata, fasola, mali-
ny, porzeczki czy winoro$la. Czesto atakujg owoce truskawek, gdzie moga obnizy¢ plo-
ny o 30-60%. Aktywno$¢ killerowa drozdzy D. hansenii wobec grzybéw moze by¢ wiec
wykorzystana do biologicznej ochrony ptodéw rolnych przed chorobami wywotywanymi
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przez te mikroorganizmy. W pismiennictwie réwniez mozna znalez¢ informacje o hamu-
jacym wplywie innych drozdzy i ich toksyn na wzrost grzybow B. cinerea. Santos i Ma-
rquina [2004] wykazali, ze zaréwno drozdze Pichia membranifaciens CYC1106, jak i ich
oczyszczona toksyna, aplikowane w miejscu porazenia winoroéli Vitis vinifera, skutecznie
hamowaty rozwéj grzyba B. cinerea odpowiedzialnego za gnicie tych owocow.

Badane drozdze oraz ich toksyny nie wplywaly na wzrost Zadnego z testowanych szcze-
pow bakterii. Otrzymane wyniki pozostaja wiec w sprzecznosci w stosunku do uzyska-
nych przez Izgii i Altinbay [1997], ktérzy wykazali, ze drozdze Hansenula anamola, Han-
senula mrakii, Candida tropicalis, Kluyveromyces drosphilarum i Kluyveromyces lactis
wykazywaly aktywnos¢ bojcza wobec bakterii G(+), nalezacych do gatunku Bacillus sub-
tillis, Sarcina lutea, Streptococcus pyogenes i Staphylococcus aureus. Brak aktywnosci boj-
czej drozdzy D. hansenii i ich toksyn wobec bakterii mlekowych jest informacja pomyslna,
gdyz nie wyklucza ich wykorzystania jako kultur starterowych w serowarstwie.

Wykazany w niniejszej pracy prawdopodobny mechanizm dziatania toksyn killero-
wych drozdzy D. hansenii obejmuje wigzanie si¢ tych biatek z -(1,6)-glukanem $ciany ko-
morkowej drozdzy wrazliwych, nastepnie z kolejnym, niezidentyfikowanym receptorem
obecnym w blonie cytoplazmatycznej oraz hamowanie podziatéw komdrkowych prowa-
dzace do $mierci komorek.

Wsrod gtéwnych komponentéw $cian komorkowych drozdzy najczesciej wymienia
sie (1-3)-p-D-glukan i mannan, w mniejszych ilo$ciach wystepuja takze chityna oraz
(1-6)-B-D-glukan i jak wynika z wielu badan, wykorzystujacych m.in. analize $cian ko-
morkowych opornych mutantéw drozdzy wrazliwych (kre mutantéw), receptorami tok-
syn killerowych moze by¢ kazdy z tych polisacharydéow [Schmitt, Compain 1995]. Jak
wspomniano powyzej, receptorem badanych toksyn D. hansenii w komorkach wrazliwych
drozdzy Y. lipolytica jest najprawdopodobniej B-1,6-glukan. Jak dotad, polisacharyd ten
najczesciej wskazuje sie jako sktadnik wigzacy toksyny killerowe réznych drozdzy. Jest
on receptorem m.in. dla toksyny innego, badanego wczesniej szczepu D. hansenii CYC,
drozdzy S. cerevisiae (K, i K,), Hanseniaspora uvarum oraz przypuszczalnie dla biatek kil-
lerowych Hansenula mrakii i Pichia membrenefaciens [Bussey i in. 1979, Hutchins, Bussey
1983, Kasahara i in. 1994, Santos i in. 2000]. Mannan wigze z kolei toksyny Zygosaccha-
romyces balii, Schwanniomyces occidentalis i S. cerevisiae K, [Weiler, Schmitt 2003, Chen
iin. 2000, Schmitt, Radler 1987, 1988], natomiast chityna jest receptorem toksyny killero-
wej szczepow Kluyveromyces lactis [Takita, Castihlo-Valavicius 1993].

O obecnosci dodatkowego receptora w blonie cytoplazmatycznej badanych toksyn
D. hansenii moze $wiadczy¢ udowodniona w niniejszej pracy wrazliwo$¢ na te toksyny
protoplastéw wzorcowego szczepu Y. lipolytica. Podobny wniosek wysnuli Schmitt i Ra-
dler [1988] badajac mutanty S. cerevisiae odporne na dziatanie toksyny killerowej K28.
Mutanty te, po usunieciu $cian komorkowych, wymieraly pod wptywem toksyny w takim
samym stopniu co szczepy wrazliwe.

Na podstawie danych literaturowych, w ktorych toksyny tworzace kanaly jonowe
w blonach cytoplazmatycznych powodowaty bardzo szybkie wymieranie (do 1 godziny)
calej populacji komérek wrazliwych [Weiler, Schmitt 2003], powolne wymieranie komo-
rek Y. lipolytica PII6a sugeruje, ze mechanizm dzialania toksyn badanych szczepéw Deba-
ryomyces hansenii jest inny.
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Komorki wrazliwego szczepu Yarrowia lipolytica P116a, poddane dziataniu toksyn, pacz-
kowaly rzadziej niz w hodowli kontrolnej. Stabo widoczna chitynowa przegroda miedzy
komérkami oraz sporadycznie wystepujaca druga blizna po wczeéniejszym oddzieleniu sie
dojrzalego paczka sugeruja, iz podzialy komorkowe sg zatrzymywane. Zastosowanie barw-
nika DAPI pozwolilo potwierdzi¢ blokade syntezy jadrowego DNA tylko w przypadku tok-
syny MIla w obecnosci soli. W poddanych jej dziataniu komoérkach wrazliwego szczepu
Y. lipolytica PIl6a jadra widoczne byly tylko w komérkach macierzystych. Zmiany te zo-
staly w ten sposob zinterpretowane przez Schmitt i in. [1996], ktdérzy wskazali, ze dziatanie
toksyny K28, polegajace na blokadzie syntezy DNA, powoduje zatrzymanie podziatu ko-
morki na etapie wytworzenia niewielkiego paczka, bez obecnego w nim jadra.

Jak juz wspomniano, martwe komorki, barwione bromkiem etydyny, akumuluja znacz-
nie wieksze iloéci barwnika, co uwidacznia sie¢ w postaci intensywnego zabarwienia ich
cytoplazmy i jadrowego DNA [Puchkov 2006]. Na tej podstawie stwierdzono, iz poddane
dzialaniu toksyn komorki Yarrowia lipolytica PII6a, ulegaja wymarciu. Poréwnanie kon-
troli pozytywnej (komorki z uszkodzong pod wplywem etanolu btong komérkowa) z pré-
bami wlasciwymi i komorkami niepoddanymi dzialaniu toksyn sugeruje, ze $mier¢ zwia-
zana jest z uszkodzeniem blon cytoplazmatycznych, ktdre niekoniecznie spowodowane
jest powstaniem w nich kanatéw jonowych.

Mimo catkowitego zsekwencjonowania genomu drozdzy D. hansenii lokalizacja ge-
néw kodujacych produkeje toksyn killerowych oraz opornosci na nie nadal jest nieznana.
Funkcja liniowych plazmidéw, ktére moga wystepowaé u drozdzy D. hansenii, rdwniez
nie zostata dotad okreslona. Wiadomo natomiast, ze u drozdzy Kluyveromyces lactis, Pi-
chia acaciae, Pichia inositovora czy Wingea robertsiae koduja one zdolno$¢ do tworzenia
bialek killerowych [Magliani i in. 1997, Marquina i in. 2002] W dyskutowanej pracy pod-
jeto probe sprawdzenia, czy aktywnos¢ killerowej tych drozdzy zwiazana jest z obecnoscia
liniowych plazmidéw. Badane szczepy D. hansenii KI2a, AII4b i MIla nie mialy jednak
takich plazmidéw. Liniowe plazmidy nie wystepuja u drozdzy D. hansenii z wysoka cze-
stotliwoscia; dotychczas poznano jedynie 4 szczepy tego gatunku, u ktérych stwierdzono
obecnos¢ dsDNA: TK (CBS 7848), CBS 770, CBS 1780 i CBS 4890 [Cong i in. 1994, Fu-
kuda i in. 2004, Fukuhara 1995, Gunge i in. 1993]. Zdolno$¢ badanych szczepéw do two-
rzenia toksyn killerowych mimo braku plazmidéw sugeruje, ze cecha ta kodowana jest
w obrebie DNA genomowego. Na taka lokalizacje wskazujg rowniez badania Fukuda i in.
[1997] oraz Santos i in. [2002].

Jak dotad nie wykluczono mozliwosci kodowania toksyn killerowych u D. hansenii na
wirusopodobnych czastkach dsRNA (VLP), jednakze dotychczas nie wyizolowano ich
z komorek tych drozdzy. Z literatury wiadomo, ze czastki VLP, podobnie jak plazmidy,
usuwane sg z komdrek w trakcie tzw. leczenia, czyli utraty zdolnosci do produkeji bia-
tek killerowych, ktéra zachodzi w okreslonych warunkach lub pod wplywem swoistego
czynnika [Zorg i in. 1988]. Wsrdd tych czynnikéw wymienia sie m. in. hodowle drozdzy
w temperaturze wyzszej niz optymalna do tworzenia toksyn (okolo 30°C), na$wietlanie
promieniami UV lub obecno$¢ w podtozu hodowlanym letalnej dawki cykloheksymidu
[Gotowczyc i in. 1992, Young, Yagiu 1978]. W przypadku halofilnych szczepéw D. han-
senii do utraty plazmidéw prowadzi réwniez hodowla w podiozu bez NaCl [Fukuda i in.
2004, Gunge i in. 1993].
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Przeprowadzona w niniejszej pracy hodowla w warunkach niesprzyjajacych utrzyma-
niu plazmidéw i dsRNA spowodowala utrate aktywnosci killerowej tylko w przypadku re-
ferencyjnego szczepu D. robertsiae CBS 6693, u ktorego cecha ta, jak wiadomo, kodowa-
na jest na liniowych plazmidach [Klassen, Meinhardt 2002]. Zaden z badanych szczepow
D. hansenii nie utracit aktywnosci bojczej, co potwierdza teze, ze toksyny killerowe u tych
drozdzy kodowane sa w obrebie DNA genomowego. Postanowiono wiec sprawdzi¢, czy
w obrebie genomowego DNA (wzorcowego dla gatunku) szczepu D. hansenii CBS 767 nie
wystepuja sekwencje homologiczne do znanych sekwencji toksyn killerowych wytwarza-
nych przez inne gatunki drozdzy.

Przeprowadzona analiza in silico nie wykazala jednak podobienstw pomiedzy geno-
mowym DNA D. hansenii CBS 767 a sekwencja jedynej, kodowanej na genomowym
DNA, toksyny KHS drozdzy S. cerevisiae. Przeszukano wiec genom D. hansenii w celu
odnalezienia sekwencji podobnych do znanych sekwencji toksyn killerowych, kodowa-
nych na liniowych plazmidach dsDNA. Nie znaleziono istotnych podobienstw do se-
kwencji najlepiej poznanej w tej grupie toksyn — zymozyny drozdzy K. lactis. Toksyna ta
kodowana jest przez dwa geny (ORF) na plazmidzie pGKL1 [Gunge 1986, Stark, Boyd
1986, Stark i in. 1990]. Pierwszy z nich koduje podjednostke a o aktywnosci chitynazy
oraz P - odpowiedzialng za transport aktywnej podjednostki do wnetrza komérki. Dru-
gi gen koduje aktywna podjednostke (y), wykazujaca aktywno$¢ nukleazowa [Lu i in.
2005, 2008]. Nie zaobserwowano réwniez homologii do sekwencji kodujacych toksyne
drozdzy P. inositovora, ktéra podobnie jak zymocyna wykazuje dzialanie rybonukleazy.
Odnotowano natomiast pewne podobienstwo z sekwencjami kodujacymi podjednostki
bialek killerowych drozdzy P. acaciae, P. etchellsii i D. robertsiae, ktore s3 odpowiedzial-
ne za wigzanie toksyn z chityna $ciany komorkowej drozdzy wrazliwych, jednakze ich
lokalizacja w obrebie genomu byta za kazdym razem rézna. W zadnym z analizowanych
przypadkow nie zaobserwowano homologii do sekwencji aktywnych podjednostek tok-
syn killerowych. Analizy poréwnawcze toksyn miedzy sobg wykazaly jednak, ze nawet
te o podobnym dzialaniu - rybonukleazy K. lactis, P. acaciae i P. inositovora — charak-
teryzuja si¢ maksymalnie kilkuprocentowa homologia sekwencji w obrebie aktywnej
podjednostki.

Dalsze badania beda zmierzaly do oczyszczenia toksyn killerowych badanych drozdzy
z wykorzystaniem innych technik, np. ogniskowania izoelektrycznego oraz chromatogra-
fii powinowactwa z -(1,6)-glukanem zwigzanym z epoksy-aktywowang sepharozg. Uzy-
skanie czystych biatek killerowych D. hansenii pozwoli na ich zsekwencjonowanie i jesz-
cze lepsze poznanie budowy tych substancji.

Podsumowujac, przeprowadzone w niniejszej pracy badania dotycza zagadnien sta-
bo poznanych. Mimo ze znane s uzdolnienia killerowe drozdzy D. hansenii bytujacych
w réznych srodowiskach, to jednak jak dotad niewiele wiadomo na temat samych toksyn.

Rozprawa habilitacyjna dostarcza wiec wielu oryginalnych danych na temat biatek ce-
chujacych sie wysoka aktywno$cig bojcza. Opisano warunki sprzyjajace efektywnej synte-
zie toksyn, po raz pierwszy wskazujac mozliwos¢ wykorzystania w tym procesie serwatki.
Przedstawiono charakterystyke surowych preparatéw toksyn killerowych pod katem ak-
tywnosci i stabilno$ci w réznym zakresie pH i temperatury oraz wrazliwosci na wybrane
enzymy proteolityczne. Uwidoczniono ponadto zmiany zachodzace w komérkach droz-
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dzy wrazliwych pod wplywem toksyn, co pozwolifo na wskazanie prawdopodobnego me-
chanizmu ich dziatania, ktéry jak dotychczas réwniez nie byt badany.

W pracy nie udalo si¢ oczyscic i zsekwencjonowac¢ toksyn killerowych D. hansenii. Na-
potkane w tym zakresie trudnosci moga by¢ przyczyna braku w tematycznym pismiennic-
twie danych na temat budowy bialek killerowych. Przeprowadzone jednak badania oraz
analiza in silico pozwolily na wskazanie lokalizacji genéw kodujacych toksyny killerowe
D. hansenii w obrebie genomu tych drozdzy.

Wazne zaréwno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia sa wyniki doty-
czace spektrum aktywnos$ci bojczej toksyn D. hansenii w stosunku do réznych mikro-
organizmoéw. Uzupelniajg one podstawowa wiedze z zakresu ekologii drobnoustrojow.
Z drugiej natomiast strony, wykazana zdolnos$¢ drozdzy D. hansenii do inhibicji wzro-
stu innych drozdzy i grzybow strzepkowych, bedacych przyczyna zepsu¢ zywnosci oraz
chordb ptodéw rolnych, nakresla nowe mozliwosci ich aplikacji. Moga by¢ one brane pod
uwage zaréwno przy opracowywaniu drozdzowych szczepionek w serowarstwie i prze-
mysle wedliniarskim, jak i czynnikéw biokontroli przedtuzajacych trwatoé¢ surowcéw ro-
$linnych, gléwnie owocow. Istotne znaczenie praktyczne moze mie¢ réwniez aktywnosé
bojcza D. hansenii wobec patogennych dla ludzi drozdzy Candida albicans, gdyz oczysz-
czone toksyny moga by¢ rozwazane jako preparaty grzybobdjcze przeznaczone do stoso-
wania zewnetrznego.

Uzyskane wyniki nakreglaja zatem nowe kierunki badan.
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6. Whnioski

1. Drozdze D. hansenii najefektywniej produkowaly toksyny killerowe w podltozu syn-
tetycznym zawierajacym glukoze (jako zrodlo wegla) i pepton (jako zrédto azotu)
przy pH 4,5. Dobrym podfozem do biosyntezy toksyn byta réwniez serwatka.

2. Badane szczepy tworzyly rézne toksyny killerowe. Czeg$ciowo oczyszczona na dro-
dze saczenia molekularnego toksyna szczepu D. hansenii KI2a cechowala si¢ obec-
nos$ciag dwdch aktywnych biatek o masach 46 1 78 kDa. W preparatach toksyn dwdch
pozostatych szczepow (AII4b i MI1a) stwierdzano pojedyncze aktywne biatka o ma-
sie czasteczkowej, odpowiednio powyzej 232 i okoto 152 kDa.

3. Badane toksyny killerowe byly wrazliwe na proteinaze K i papaing, co potwier-
dzito ich bialkowy charakter, a utrata przez nie aktywnosci bojczej pod wpltywem
B-merkaptoetanolu wskazuje na podjednostkowa budowe biatek killerowych.

4. Toksyny killerowe drozdzy D. hansenii byty stabilne w zakresie temperatur od 10 do
30°Ciwartosci pH od 4 do 5. Najwyzsza aktywno$¢ wykazywaly w temperaturze 10
i 14°C oraz pH 3,5-4,5.

5. Toksyny D. hansenii wykazywaly aktywno$¢ bojcza wobec drozdzy i grzybéw
strzepkowych, przedstawicieli rodzajéow: Candida, Schwanniomyces, Yarrowia, Ab-
sidia, Aspergillus, Botrytis, Rhizopus i Trichodema. Toksyny te nie oddzialywaly na-
tomiast na wzrost bakterii bedacych reprezentantami rodzajow takich jak: Bacillus,
Escherichia, Micrococcus, Pseudomonas, Lactobacillus, Lactococcus, Sarcina, Serratia
i Streptococcus.

6. Prawdopodobny mechanizm dzialania toksyn killerowych drozdzy D. hansenii
obejmuje wigzanie sie tych bialek z -glukanem $ciany komoérkowej drozdzy wraz-
liwych, nastepnie z kolejnym, niezidentyfikowanym receptorem obecnym w blo-
nie cytoplazmatycznej oraz hamowanie podzialéw komoérkowych prowadzace do
$mierci komorek.

7. Geny kodujace bialka killerowe u drozdzy D. hansenii zlokalizowane s3 w genomo-
wym DNA, o czym $wiadczy aktywnos¢ killerowa szczepoéw nieposiadajacych linio-
wych plazmidéw oraz referencyjnego szczepu killerowego pozbawionego plazmi-
dow i ewentualnych czastek dsRNA w procesie leczenia.

8. Analiza in silico wykazala homologie pomigedzy sekwencjami kodujacymi toksyny
u drozdzy P. acaciae, P. etchellsii i D. robertsiae a sekwencja szczepu D. hansenii CBS
767 i wskazata na lokalizacje genéw kodujacych toksyny w obrebie chromosomoéw
BiE
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Biosynthesis and characteristics
of Debaryomyces hansenii killer toxin

Summary

The aim of the study was to assess of the environmental and genetic conditions of killer
toxins biosynthesis by Debaryomyces hansenii yeast strains and to determine the structure,
properties and biological activity spectrum of those toxins.

The subjects of the evaluation were three D. hansenii yeast strains: All4b, MIla and
K12a, isolated from mould cheese Rokpol. Those strains are deposited in the Department
of Biotechnology and Food Microbiology Culture Collection at Wroctaw University of
Environmental and Life Sciences.

The survey comprised the establishment of conditions for effective killer toxin bio-
synthesis by D. hansenii yeasts and their separation from yeast cultures and purification,
the determination of their biochemical characteristics and the activity spectrum against
various microorganisms. There was also made an attempt to elucidate the mode of
action of killer toxins as well as location of genes coding them.

Debaryomyses hansenii yeasts produced killer toxins most effectively in synthetic me-
dium containing glucose as carbon source and peptone as nitrogen source, at pH = 4.5.
Whey was also appropriate medium for production of killer toxins.

Each of tested yeast strains biosynthesized different killer toxin. The toxin of D. han-
senii KI2a was composed of two active proteins of molecular weight 46 and 78 kDa. In
the toxin preparations from two others strains (AII4b and MIla) single proteins were
observed of molecular weight of 232 and 152 kDa, respectively. Loss of Killer proteins
activity in the presence of b-mercaptoethnanol suggests their multi-subunit structure.
Killer toxins of D. hansenii were stable within temperature range from 10 to 30°C and
pH value from 3.5 to 5.0. The highest activity was detected at temperature 10°C and
pH 3.0-4.5.

The action of D. hansenii toxins was directed against yeasts and filamentous fungi of
following genera: Candida, Schwanniomyces, Yarrowia, Absidia, Aspergillus, Botritis, Rhi-
zopus and Trichodema. Toxins did not affect the growth of bacteria belonging to genera:
Bacillus, Escherichia, Micrococcus, Pseudomonas, Lactobacillus, Lactococcus, Sarcina, Ser-
ratia and Streptococcus.
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The killer toxins mode of action lies probably in their binding to f-(1,6)-glucan in cell
wall of sensitive cells and subsequently to another, unspecified receptor in cell membrane
and suppression of cell division what results in cell death.

Genes encoding killer toxin proteins in D. hansenii are located in genomic DNA, as im-
plied by the fact of killer activity found in strains deficient in linear plasmids, as well as the
reference killer strain with no plasmids and potential dsSRNA particles in the process of
recovery. In silico analysis revealed homology between encoding sequences of toxins from
P acaciae, P. etchellsii and D. robertsiae and the sequence in D. hansenii CBS 767, indicat-
ing possible position of toxin encoding sequences within the area of chromosomes B and
F of D. hansenii.

Key words: Debaryomyces hansenii, killer toxins, killer activity, mode of action
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Biosynteza i charakterystyka
toksyn killerowych

drozdzy Debaryomyces hansenii

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie srodowiskowych i genetycznych uwarunkowan biosyntezy
toksyn killerowych przez drozdze Debaryomyces hansenii oraz poznanie budowy, wtasci-
wosci i spektrum biologicznej aktywnodci tych toksyn.

Przedmiotem badan byly trzy killerowe szczepy D. hansenii A114b, MI1a i AIl4b wyizo-
lowane z seréw plesniowych Rokpol, pochodzace z kolekeji wlasnej Katedry Biotechnolo-
gii i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Badania obejmowaly ustalenie warunkéw dla efektywnej syntezy toksyn killerowych
przez drozdze D. hansenii, wydzielenie biatek killerowych z hodowli drozdzy i ich oczysz-
czanie, biochemiczng charakterystyke biatek killerowych, okreslenie spektrum ich ak-
tywnosci bojczej wobec réznych mikroorganizméw, wyjasnienie mechanizmu dzialania
toksyn killerowych oraz okreslenie lokalizacji genéw odpowiedzialnych za aktywno$¢ kil-
lerowa u drozdzy D.hansenii.

Drozdze D. hansenii najefektywniej produkowaly toksyny killerowe w podlozu synte-
tycznym zawierajacym glukoze jako zZrédlo wegla i pepton jako zrodlo azotu, przy pH 4,5.
Dobrym podlozem do biosyntezy toksyn byta réwniez serwatka.

Badane szczepy tworzyly rozne toksyny killerowe. Toksyna szczepu D. hansenii KI2a
cechowala si¢ obecnoscig dwoch aktywnych biatek o masach 46 kDa i 78 kDa. W prepara-
tach toksyn dwdch pozostalych szczepoéw (AII4b i MIla) stwierdzano pojedyncze bialka
o masie czgsteczkowej odpowiednio powyzej 232 i okoto 152 kDa. Utrata aktywnosci boj-
czej bialek killerowych pod wplywem -merkaptoetanolu wskazuje na ich podjednostko-
wa budowe. Toksyny killerowe drozdzy D. hansenii byly stabilne w zakresie temperatur od
10 do 30°C i wartosci pH od 3,5 do 5. Najwyzszg aktywnos¢ wykazywaly w temperaturze
101 14°C oraz pH 3,0-4,5.

Aktywnos¢ bojcza toksyn D. hansenii byla skierowana wobec drozdzy i grzybow strzep-
kowych, przedstawicieli rodzajow: Candida, Schwanniomyces, Yarrowia, Absidia, Aspergil-
lus, Botritis, Rhizopus i Trichodema. Toksyny te nie oddzialywaly natomiast na wzrost bak-
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terii bedacych reprezentantami rodzajow, takich jak: Bacillus, Escherichia, Micrococcus,
Pseudomonas, Lactobacillus, Lactococcus, Sarcina, Serratia i Streptococcus.

Prawdopodobny mechanizm dzialania toksyn killerowych drozdzy D. hansenii obej-
muje wigzanie sie tych biatek z $-(1,6)-glukanem $ciany komorkowej drozdzy wrazliwych,
nastepnie z kolejnym, niezidentyfikowanym receptorem obecnym w btonie cytoplazma-
tycznej oraz hamowanie podzialéw komérkowych prowadzace do $mierci komorek.

Geny kodujace biatka killerowe u drozdzy D. hansenii zlokalizowane s3 w genomo-
wym DNA, o czym $wiadczy aktywnos¢ killerowa szczepow nieposiadajacych liniowych
plazmidéw oraz referencyjnego szczepu killerowego pozbawionego plazmidéw i ewen-
tualnych czastek dsSRNA w procesie leczenia. Analiza ,,in silico” wykazata homologie po-
migdzy sekwencjami kodujacymi toksyny u drozdzy P. acaciae, P. etchellsii i D. robertsiae
a sekwencja szczepu D. hansenii CBS 767 i wskazata na lokalizacje genéw kodujacych tok-
syny w obrebie chromosoméw BiE

Stowa kluczowe: Debaryomyces hansenii, toksyny killerowe, aktywnos¢ béjcza, mecha-
nizm dziatania
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