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Streszczenie: Fenotyp killerowy, zwigzany z produkcja oraz wydzielaniem toksyn killerowych, jest szeroko rozpowszechniony wéréd droz-
dzy i w warunkach konkurencyjnych daje przewage szczepom drozdzy killerowych w stosunku do innych, wrazliwych na te toksyny
mikroorganizméw zasiedlajacych t¢ sama nisze ekologiczna. Toksyny killerowe to biatka, zwykle glikoproteiny, dzialajace bdjczo w sto-
sunku do drozdzy wrazliwych. Kazda toksyna killerowa ma unikatowe wiasciwosci, ktére roznig sie w zaleznosci od produkujacego ja
szczepu drozdzy. Roznice te dotycza lokalizacji gendw, ktore koduja toksyny, masy czasteczkowej, jak rowniez mechanizméw dzialania.
Niektore szczepy drozdzy killerowych charakteryzuja si¢ szerokim zakresem aktywno$ci antagonistycznej, hamuja rozwoj szeregu szcze-
poéw drozdzy, a takze grzybow strzgpkowych, i od lat badane sa pod katem ich potencjatu biotechnologicznego. Drozdze killerowe i ich
toksyny moga znalez¢ potencjalne zastosowanie w wielu dziedzinach: w produkeji Zywnosci i napojow, szczegélnie podczas fermentacji
wina i jego dojrzewania, w biologicznej ochronie roslin, w biotypowaniu drozdzy i jako nowe $rodki przeciwgrzybicze.

1. Wprowadzenie. 2. Biosynteza i budowa toksyn killerowych. 3. Wlasciwosci bialek killerowych. 4. Mechanizm dziatania toksyn killero-
wych. 5. Zastosowanie drozdzy killerowych i ich toksyn. 5.1. Wykorzystanie w winiarstwie. 5.2. Potencjalne zastosowanie w medycynie.
5.3. Zwalczanie choréb grzybowych roélin. 5.4. Transgeniczne rosliny wytwarzajace toksyny killerowe. 5.5. Zastosowanie drozdzy killero-
wych w srodowisku morskim. 6. Podsumowanie

KILLER YEASTS AND THEIR APPLICATION

Abstract: A killer phenotype, associated with the production and secretion of killer toxins, is widespread among yeasts and in competitive
conditions gives an advantage to killer yeast strains in relation to other, sensitive microorganisms colonizing the same ecological niche.
Killer toxins are proteins, usually glycoproteins, that are able to kill strains of susceptible yeasts. Each killer toxin has unique properties
that vary depending on the strain of yeast that produces it. These differences concern the location of genes that encode toxins, molecular
weight, as well as mechanisms of action. Some strains of killer yeast are characterized by a wide range of antagonistic activity, inhibit the
development of a number of yeast strains, as well as molds, and have been studied for many years in terms of their biotechnological poten-
tial. Killer yeast and its toxins can find potential application in many fields: in the production of food and beverages, especially during wine
fermentation and maturation, in biological control of plant pathogens, in yeast biotyping and as new antifungal agents.

1. Introduction. 2. Biosynthesis and structure of killer toxins. 3. Properties of killer proteins. 4. The mechanism of action of killer toxins.
5. Use of killer yeasts and their toxins. 5.1. Application in viticulture. 5.2. Potential application in medicine. 5.3. Combating fungal diseases
of plants. 5.4. Transgenic plants producing killer toxins. 5.5. Use of killer yeasts in the marine environment. 6. Summary
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1. Wprowadzenie

Intensywne badania nad zjawiskiem antagonistycz-
nego oddzialywania pomiedzy populacjami mikro-
organizméw doprowadzity do opisania szeregu sub-
stancji przeciwdrobnoustrojowych. W latach dwudzie-
stych ubieglego wieku odkryto pierwszy antybiotyk
i pierwsza bakteriocyng, toksyny produkowane przez
drozdze opisano prawie 40 lat pdzniej [80]. Fenotyp kil-
lerowy po raz pierwszy zostal scharakteryzowany przez
Bevana i Makowera w 1963 roku w odniesieniu do
szczepu drozdzy Saccharomyces cerevisiae, wyizolowa-

nego jako zanieczyszczenie mikrobiologiczne w browa-
rze [9]. Intensywne badania nad zjawiskiem killerowym
potwierdzily jego wystepowanie wéréd drobnoustrojow
pochodzacych z réznych naturalnych siedlisk, w tym
wsrdd szczepow drozdzy wyizolowanych z winogron
i innych owocdéw, szczepdw winiarskich, ale i mikro-
organizméw pochodzacych z laboratoryjnych kolek-
¢ji kultur. Obecnie wiadomo, ze fenotyp Kkillerowy
wystepuje wsrod drozdzy z rodzajoéw: Pichia, Wicker-
hamomyces, Saccharomyces, Debaryomyces, Williopsis,
Kluyveromyces, Mrakia, Zygosaccharomyces, Torulopsis,
Metschnikowia, Cryptococcus, Candida, co wskazuje na
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znaczng czgstotliwosc jego wystepowania [80, 46]. Zja-
wisko killerowe moze stanowi¢ model biologicznego
wspodlzawodnictwa w pewnym stopniu analogiczny do
syntezy bakteriocyn przez bakterie.

Toksyny killerowe to cytotoksyczne biatka, zwykle
glikoproteiny, produkowane przez niektére drozdze,
dziatajace bdjczo w stosunku do komoérek drozdzy
wrazliwych. Poczatkowo przewazal poglad, ze toksyny
sa aktywne jedynie wobec drozdzy nalezacych do tego
samego co producent lub spokrewnionego gatunku.
Obecnie wiadomo, ze niektore szczepy drozdzy wydzie-
laja biatka killerowe, ktére zabijaja réwniez komorki
drozdzy, nalezace do innych rodzajow, a nawet wyka-
zujg aktywno$¢ killerowa wobec grzybow strzepkowych.

Najlepiej opisane toksyny killerowe: K1, K2 i K28,
produkowane przez szczepy nalezace do gatunku S. cere-
visiae, wykazuja do$¢ waskie spektrum dzialania, ogra-
niczone do drozdzy z rodzaju Saccharomyces, natomiast
szeroki zakres aktywnosci killerowej rowniez w sto-
sunku do mikroorganizmdéw niespokrewnionych z pro-
ducentem toksyny, obserwowano u drozdzy z rodzajow:
Pichia, Wicerhamomyces, Williopsis czy Kluyveromyces
[17]. Do$¢ szerokie spektrum aktywnosci bojczej prze-
jawia réwniez najpdzniej opisana toksyna killerowa
S. cerevisiae — Klus, ktora dziala letalnie nie tylko na
drozdze Saccharomyces, ale takze na Candida albicans
i Kluyveromyces lactis [68].

Drozdze killerowe s3 oporne na wlasne toksyny, ale
pozostaja wrazliwe na toksyny wydzielane przez inne
gatunki [80]. W zaleznosci od zdolnosci do syntezy
biafek killerowych oraz wrazliwosci na nie wyréznia
sie trzy fenotypy: killerowy (K), wrazliwy (S) oraz
neutralny (N) [55]. W literaturze mozna znalez¢ takze
odniesienie do dwoch innych fenotypéw: ,superkil-
lerowego”, zwiazanego z nadprodukcja toksyny, oraz
»samobdjczego’, w ktorym obserwuje si¢ uwrazliwienie
na wlasne biatko killerowe [98].

2. Biosynteza i budowa toksyn killerowych

Geny kodujace toksyny, ktérych producentami sa
gatunki: S. cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii oraz
Ustilago maydis, zlokalizowane s3 w dwuniciowym
RNA (dsRNA). Geny toksyn killerowych, wydzielanych
przez gatunki: K. lactis, Pichia acaciae, P inositovora oraz
Debaryomyces robertsiae, znajduja si¢ w liniowym,
plazmidowym dsDNA. Natomiast informacja gene-
tyczna dotyczaca kodowania bialek killerowych przez
gatunki takie jak: Pichia farinosa, P. membranifaciens,
P. kluyveri, Wickerhamomyces anomalus oraz Williopsis
saturnus zapisana jest w genomie jagdrowym [7, 8].

Najlepiej poznanymi i scharakteryzowanymi tok-
synami killerowymi sg te produkowane przez drozdze
S. cerevisiae (K1, K2, K28). W przypadku wspomnia-
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nego gatunku drozdzy, jak réwniez Z. bailii i U. may-
dis, fenotyp killerowy jest determinowany obecnoscia
w cytoplazmie czastek VLP (Virus Like Particles), cze-
sto okreslanych jako czastki wirusopodobne. Wirusy
te stracily zdolnos¢ pozakomorkowej transmisji i ich
rozprzestrzenianie zachodzi jedynie na skutek wege-
tatywnego lub plciowego rozmnazania si¢ drozdzy
[80, 98]. Produkgcja toksyn K1, K2, K28 oraz najpoz-
niej opisanej toksyny Klus jest zwigzana z obecnoscia
w cytoplazmie satelitarnego M-dsRNA (M1, M2, M28,
Mlus), zamknietego w czastkach wirusopodobnych
(VLP). M-dsRNA (1,5-1,9 kpz) odpowiedzialny jest za
synteze bialek killerowych oraz za oporno$¢ komorki
na wilasne toksyny [51]. Natomiast replikacja i funkcjo-
nowanie zainfekowanych komorek zalezne s3 od obec-
nosci innych wiruséw, okreslanych pomocniczymi L-A,
ktére nalezg do rodziny Totiviridae [80, 81]. Wirusy
pomocnicze s3 zdolne do samodzielnego powielania si¢
w komorkach gospodarza, bez obecnosci satelitarnego
M-dsRNA. Dojrzala czgstka wirusa L-A zawiera dsSRNA
o wielkosci 4,6 kpz, ktéry powigzany jest z aktywnoscia
odwrotnej transkryptazy. Ni¢ RNA o dodatniej polary-
zacji (L-A(+) ssRNA), stuzaca jako mRNA dla syntezy
biatek wirusowych, zawiera dwie otwarte ramki odczytu
(ORF), ktdre naktadajq si¢ na siebie fragmentem o dtu-
gosci 130 nukleotydow. Pierwsza z nich koduje biatko
kapsydu - Gag (76 kDa), natomiast druga fuzyjne bialko
Gag-Pol (180kDa), niezbedne do replikacji zaréwno
L-A-dsRNA, jak i M-dsRNA. W odréznieniu od L-A,
kazdy z trzech genoméw M-dsRNA zawiera pojedyncza
ramke odczytu kodujaca preprotoksyne (pptox) — pre-
kursor biatka killerowego [7].

Najlepiej poznana preprotoksyna K1, kodowana
przez M1-dsRNA, jest polipeptydem o masie czastecz-
kowej 35 kDa, ztozonym z 316 reszt aminokwasowych.
Zbudowana jest z N-koncowej sekwencji liderowej, zto-
zonej z 44 reszt aminokwasowych i zawierajacej pep-
tyd sygnatowy. W dalszej kolejnosci mozna wyrdzni¢
sekwencje podjednostki a, zbudowang z 103 reszt ami-
nokwasowych (pozycje 45 do 147) oraz podjednostki 3,
zlozonej z 83 reszt aminokwasowych (pozycje 234
do 316), ktére s3 oddzielone od siebie fragmentem y
(pozycje 148 do 233). Region y zawiera trzy potencjalne
miejsca N-glikozylacji [51]. Po wniknieciu preproto-
ksyny do retikulum endoplazmatycznego, dochodzi
do rozszczepienia tancucha polipeptydowego i usu-
niecia peptydu sygnatowego. Nastepuje glikozylacja
fragmentu y oraz powstaja mostki disiarczkowe [65].
Protoksyna jest nastepnie transportowana do aparatu
Golgiego i ulega przeksztalcaniu w dojrzalg toksyne
K1. Wspomniana transformacja odbywa si¢ poprzez
hydrolize co najmniej trzech wigzan peptydowych [51].
Endopeptydaza Kex2p kodowana przez gen KEX2 jest
odpowiedzialna za fragmentacje¢ protoksyny, oddzie-
lenie regionu pro, poprzedzajacego podjednostke a
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i usuniecie fragmentu y. Karboksypeptydaza Kexl1p,
kodowana przez gen KEXI, hydrolizuje C-koncowy
dipeptyd [51]. Opisane powyzej modyfikacje prowa-
dza do wydzielenia dojrzatej toksyny K1 - heterodi-
meru, polaczonego trzema mostkami disiarczkowymi.
Podjednostka a jest odpowiedzialna za cytotoksyczne
dzialanie toksyny, natomiast podjednostce  przypisuje
sie istotng role podczas wigzania do $ciany komdrkowej
drozdzy wrazliwych [7].

W przypadku toksyny K2 prekursor biatka ma mase
czasteczkowg 38,7 kDa i jest ztozony z 362 reszt ami-
nokwasowych. Podczas procesu dojrzewania, peptyd
sygnalny zostaje usuniety, istotng role odgrywaja réw-
niez endopeptydaza Kex2p, hydrolizujaca wigzania
pomiedzy podjednostkami a i . Najprawdopodob-
niej w preprotoksynie K2 nie jest obecna domena v,
atancuch a (170 reszt aminokwasowych) i p (140 reszt
aminokwasowych) sa nieco wigksze niz w toksynie K1.
Podjednostka o jest N-glikozylowana w pozycjach 177
i214 [51].

Prekursor toksyny killerowej K28 (preprotoksyna
K28) ma mase czasteczkowg 37,6 kDa i jest polipepty-
dem zbudowanym z 345 aminokwasdw. Zawiera N-kon-
cowa sekwencje¢ sygnalows, niezbedng do transportu
do retikulum endoplazmatycznego, ktéra poprzedza
sekwencje podjednostek a i B (w dojrzalej toksynie maja
masy czasteczkowe odpowiednio 10,5 oraz 11kDa).
Wspomniane podjednostki oddzielone sg od siebie frag-
mentem Y, ktorego glikozylacja nastepuje w retikulum
endoplazmatycznym. W aparacie Golgiego nastepuje
usuniecie N-glikozylowanej sekwencji y przez endo-
peptydaze Kex2p, natomiast karboksypeptydaza Kex1p
usuwa C-koncowy dipeptyd, co prowadzi do wydziele-
nia heterodimerycznej, dojrzalej toksyny K28, zbudowa-
nej z podjednostek a i B, polaczonych jednym mostkiem
disiarczkowym pomiedzy a-Cys* i f-Cys* [80, 81].

Biosynteza toksyn killerowych w komérkach K. lac-
tis stanowi przykltad najlepiej opisanego systemu kil-
lerowego opartego na plazmidowym DNA. Fenotyp
killerowy drozdzy K. lactis zwigzany jest z obecnoscia
dwoch liniowych, cytoplazmatycznie dziedziczonych
plazmidéw DNA - pGKLI (8,9 kpz) i pGKL2 (13,5 kpz).
W mniejszym plazmidzie zlokalizowane s3 4 otwarte
ramki odczytu (ORF). ORF 2 (3,4 kpz) i ORF 4 (4,8 kpz)
koduja prekursory podjednostek toksyny killerowej,
ORF 3 (1,3 kpz) nadaje oporno$¢ komorce gospoda-
rza, podczas gdy ORF 1 (1,3 kpz) koduje polimeraze
DNA [51]. Natomiast wigkszy z plazmidéw (pGKL2)
zawiera 10 gendw i jest niezbedny do replikacji pGKLI.
Toksyna killerowa K. lactis, zwana zymocyng, zbudo-
wana jest z trzech podjednostek: a (99 kDa), B (30 kDa)
iy (27,5kDa). ORF 2 koduje prekursor podjednostek a
i B, o masie czasteczkowej 128 kDa, zawierajacy N-kon-
cowy peptyd sygnatowy. Prekursor kierowany jest do
retikulum endoplazmatycznego, gdzie podlega glikozy-
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lacji, a nastepnie jest transportowany do aparatu Gol-
giego i modyfikowany z udzialem peptydazy. N-kon-
cowy peptyd sygnatowy podlega hydrolizie po stronie
karboksylowej Arg®. Oddzielnie kodowany jest prekur-
sor podjednostki y (ORF 4), zawierajacy N-koncowy
peptyd sygnatowy, odcinany przez peptydaze podczas
procesu dojrzewania toksyny [51].

Drozdze nalezace do gatunku Williopsis mrakii sa
przykladem mikroorganizméw, u ktérych informacja
genetyczna niezbedna do ujawnienia fenotypu kille-
rowego zapisana jest w genomie jadrowym. Drozdze
W. mrakii wytwarzaja toksyne HM-1 (oznaczang réw-
niez jako HMK). Gen chromosomalny hmk koduje
prekursor, zbudowany z 125 reszt aminokwasowych,
zawierajacy 37-aminokwasowa, N-koncowa sekwen-
cja sygnatowa, hydrolizowana przez endopeptydaze
Kex2. Dojrzala toksyna jest nieglikozylowanym biat-
kiem o masie czasteczkowej 10,7 kDa, zbudowanym
z 88 reszt aminokwasowych [49].

Mechanizm odpornosci drozdzy na produkowane
przez siebie bialko killerowe jak dotad zostal poznany
jedynie dla szczepow drozdzy S. cerevisiae, wytwarzaja-
cych toksyne K28. Po internalizacji dojrzalej, aktywnej
toksyny do cytozolu tworzy ona kompleks z nieprze-
tworzonym prekursorem K28, zanim zostanie skiero-
wany do retikulum endoplazmatycznego. W obrebie
kompleksu, podjednostka  dojrzalej toksyny oraz ta
sama podjednostka jej prekursora podlegaja poliubi-
kwitynacji (procesowi przylaczenia czgsteczek ubikwi-
tyny w celu oznaczenia biatka, ktore bedzie podlegac
proteolizie), po ktorej nastepuje degradacja przez pro-
teasom. Proteasomy to wielkoczgsteczkowe kompleksy
enzymatyczne, odpowiedzialne za proteolityczng degra-
dacje niefunkcjonalnych, nieprawidlowo zbudowanych
lub uszkodzonych bialek komérkowych.

Preprotoksyny K28, ktére pozostaly w cytozolu nie-
zwigzane i nie ulegly ubikwitynacji, sa kierowane do
szlaku wydzielniczego w celu dalszej obrobki enzyma-
tycznej, prowadzacej do powstania dojrzatych, biolo-
gicznie aktywnych toksyn [7].

3. Wlasciwosci bialek killerowych

Wystepowanie zjawiska killerowego wéréd drozdzy
ma istotny zwigzek z konkurencjg szczepéw o substan-
cje odzywcze. Toksyny killerowe produkowane sg przez
rosnace komorki, a takze wykazuja najwigksza aktyw-
nos¢ wobec komorek w tej samej fazie rozwoju, gdy
ilos¢ dostepnych sktadnikéw pokarmowych jest wystar-
czajaca, a pH niskie. Uwaza sie, ze owoce s szczegol-
nie waznym siedliskiem drozdzy killerowych, poniewaz
charakteryzuja si¢ one niskim pH i wysoka zawartos$ciag
cukréw. Jedna czwarta szczepéw drozdzy izolowanych
z owocodw ma fenotyp killerowy [51].
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Kazda toksyna killerowa ma unikatowe wlasciwosci,
ktére réznig si¢ w zaleznosci od wytwarzajacego ja
rodzaju i gatunku drozdzy. Rdznice te dotyczg lokali-
zacji genow, ktdre kodujg toksyny, mechanizmoéw dzia-
lania, jak réwniez masy czasteczkowej, ktéra w przy-
padku bialek killerowych miesci si¢ w przedziale od
kilku do ponad 100 kDa [55].

W wiekszosci, toksyny killerowe sg stabilne i ak-
tywne jedynie w niskim pH (4-4,6) i w niskich tem-
peraturach. Takie warunki srodowiska wystepuja pod-
czas fermentacji winiarskiej. Comitini i wsp. [20] badali
zastosowanie dwdch toksyn — Kwkt z Kluyveromyces
wickerhamii DBVPG 6077 oraz Pikt, wydzielanej przez
W. anomalus DBVPG 3003, do hamowania wzrostu
niepozadanych mikroorganizméw podczas dojrze-
wania i przechowywania wina. Analizowane toksyny
wykazywaly maksymalng aktywnos¢ przy pH réwnym
4,4, przy czym biatko Pikt bylto nieco bardziej odporne
na podwyzszong temperature niz Kwkt. Ograniczenie
rozwoju drozdzy Dekkera bruxellensis w winie po zasto-
sowaniu toksyn Pikt i Kwkt, obserwowano przez okres
10 dni, co wskazuje na utrzymanie aktywnosci killero-
wej toksyn w tym przedziale czasowym [20].

Nawet toksyny killerowe produkowane przez droz-
dze izolowane ze srodowiska morskiego dzialaja naj-
lepiej w $rodowisku kwasnym. Aktywno$¢ bdjcza
oczyszczonej toksyny produkowanej przez K. siamensis
HN12-1, przeciwko patogennym drozdzom Metschni-
kowia bicuspidata WCY, byla najwyzsza w pH 4 [12].
Podobny efekt stwierdzono w przypadku bialka kille-
rowego wytwarzanego przez Mrakia frigida 2E00797,
gdzie antagonizm wobec M. bicuspidata WCY byt
najbardziej wyrazny przy pH 4,5 [35]. Zblizone rezul-
taty otrzymano takze drozdzy killerowych W. saturnus
WC9I1-2 izolowanych ze srodowiska morskiego; opty-
malne warunki dziatania oczyszczonej toksyny prze-
ciwko patogennym drozdzom M. bicuspidata WCY to
pH 3-3,5 i temperatura 16°C [96].

Niektére z toksyn killerowych o wlasciwosciach
wyjatkowych jak na tego typu biatka, pozostajg aktywne
réwniez w §rodowisku zasadowym. Jedna z najbar-
dziej stabilnych toksyn killerowych — HM-1, produ-
kowana przez W.mrakii (Hansenula mrakii), zacho-
wuje aktywno$¢ biologiczng ogrzewana przez 10 min
w temperaturze 100°C i jest stabilna w zakresie pH
2-11 [49]. Wyjatkowa stabilno$§¢ HM-1 mozna wyjas-
ni¢ obecnoscig w jej strukturze 10 reszt cysteinowych,
ktére tworza mostki disiarczkowe [49]. Do grupy
toksyn o wyjatkowych wlasciwosciach zalicza si¢ row-
niez biatko killerowe wydzielane przez W.saturnus,
stabilne w szerokim zakresie pH, wynoszacym 3-11
i aktywne po godzinnej inkubacji w temperaturze 80°C
[55]. Znaczng stabilnoscia, wykraczajacg poza typowy
dla toksyn killerowych zakres pH, charakteryzuje si¢
réwniez biatko killerowe produkowane przez Tilletiopsis
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albescens, ktore zachowuje aktywno$¢ biologiczng przy
pH 3,5-8 [55].

Poza kwestig kwasowosci srodowiska i temperatury,
kolejnym istotnym czynnikiem wplywajacym na aktyw-
no$¢ niektorych toksyn jest obecno$¢ NaCl. Aktyw-
nos¢ killerowa drozdzy halofilnych i halotolerancyj-
nych moze by¢ warunkowana zasoleniem $rodowiska,
w ktérym te drozdze bytuja. U drozdzy izolowanych
z produktéw o wysokim zasoleniu, aktywnos¢ killerowa
zwykle wzrasta wraz ze zwigkszeniem stezenia chlorku
sodu w podtozu, a niekiedy obecno$¢ NaCl jest czyn-
nikiem niezbednym do ujawnienia sie ich aktywnosci
bdjczej [98]. W badaniach szczepéw drozdzy killero-
wych, wyizolowanych z solanki po fermentacji oliwek,
wykazano, ze ich aktywno$¢ byla wyzsza w obecnosci
soli, a spektrum bdjczego dzialania wobec wrazliwych
szczepOw rosto wraz ze wzrostem stezenia soli [48].
Odnotowano, ze dodatek NaCl zwiekszal wrazliwos¢
testowanych szczepéw na dzialanie toksyn, nie stwier-
dzono jednak znaczacego wplywu soli na produkcje
toksyn [48]. Fenotyp silnie stymulowany obecnoscig
NaCl opisano takze u halotolerancyjnych drozdzy kil-
lerowych Candida nodaensis [26]. Autorzy wysuneli
hipotezg, ze NaCl zwigksza aktywnos¢ toksyny CnKT,
produkowanej przez C.nodaensis, prawdopodobnie
poprzez stabilizacje jej struktury. Podobng zaleznos¢
pomiedzy aktywnoscig killerowa a obecnoscia NaCl
obserwowano dla szczepu halotolerancyjnych drozdzy
P, farinosa KK1, ktore produkuja toksyne SMK, wyka-
zujaca maksymalng aktywno$¢ przy stezeniu NaCl
wynoszacym 2 M [87]. Toksyna ta, zbudowana z dwéch
podjednostek (a i B), jest stabilna jedynie w $rodowi-
sku kwasnym. W $rodowisku o odczynie obojetnym
i zasadowym lancuch a ulega precypitacji, dochodzi
do dysocjacji podjednostek, co skutkuje utratg aktyw-
nodci killerowej [87]. Zalezno$¢ aktywnosci killero-
wej od obecnos$ci NaCl jest takze wyraznie widoczna
u drozdzy killerowych izolowanych ze $rodowiska
morskiego. Aktywno$¢ toksyny produkowanej przez
szczep M. frigida 2E00797 wobec patogennych drozdzy
M. bicuspidata WCY byla najwyzsza w obecnosci NaCl
w stezeniu 3% [35, 47]. Podobne rezultaty otrzymano
w przypadku toksyny wytwarzanej przez szczep kil-
lerowy W. saturnus WC91-2, ktdrej aktywnos$¢ wobec
M. bicuspidata WCY byla najwyzsza w $rodowisku
zawierajacym 10% NaCl [96].

4. Mechanizm dzialania toksyn killerowych

Toksyny dziataja dwuetapowo, pierwszy etap obej-
muje szybkie wigzanie biatka killerowego z recepto-
rem zlokalizowanym w $cianie komorkowej drozdzy
wrazliwych, nie wymaga nakladu energii i jest zalezny
od pH. Dla toksyn wytwarzanych przez S. cerevisiae
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(K1, K2), Hanseniaspora uvarum oraz P. membranifa-
ciens receptorem pierwszego rzedu jest p-1,6-D-glukan,
dla toksyny K2, produkowanej przez S. cerevisiae,
a takze toksyny wydzielanej przez Z. bailii - 1,3-manno-
proteina. Receptorem moze by¢ rowniez chityna, ktora
wigze toksyny wytwarzane przez P. acaciae oraz K. lactis
[72]. Drugi etap dzialania toksyn jest nieodwracalny
i zalezny od energii i, przebiega w r6zny sposob w zalez-
nosci od rodzaju toksyny killerowej i jej stezenia.

W przypadku toksyny K1, dochodzi do jej trans-
lokacji do btony cytoplazmatycznej, a nastgpnie inter-
akgji z receptorem drugiego rzedu, ktérym jest gliko-
proteina Krelp [11, 29]. Powstajg kanaly jonowe, blona
komorkowa staje sie przepuszczalna dla jondw i czaste-
czek ATP, a to prowadzi do $mierci wrazliwej komorki.
Badania Bartunek i wsp. [6] wykazaly, ze efekt cyto-
toksyczny wywotany dzialaniem toksyny K1 zalezy od
tazy cyklu komoérkowego, w ktdrej znajduja si¢ komorki
drozdzy wrazliwych. Najwieksza opornosciag cechuja
sie komodrki w fazie M (podzialu komodrkowego),
natomiast najbardziej wrazliwe s te w fazie S (syntezy
DNA), cechujace si¢ malymi paczkami [6]. W zbli-
zony sposob do toksyny K1, dziata zygocyna - toksyna
wytwarzana przez osmotolerancyjne drozdze Z. bailii.
Struktura i mechanizm biologicznej aktywnosci zygo-
cyny przypominajg wlasciwosci strukturalne i funk-
cjonalne peptydéw przeciwdrobnoustrojowych wyz-
szych eukariontéw [97]. Bialko killerowe lgczy sie
z receptorem znajdujacym sie¢ z blonie cytoplazma-
tycznej, co prowadzi do powstania kanatéw oraz zwiek-
szonej przepuszczalnosci metabolitow [97]. Podobng
sekwencje zdarzen opisano réowniez dla toksyny pro-
dukowanej przez drozdze P kluyveri [55, 61] oraz
toksyny kFC-1, wytwarzanej przez drozdze Filobasi-
dium capsuligenum [40].

Zblizony mechanizm dziatania ma toksyna PMKT,
wydzielana przez drozdze P.membranifaciens CYC
1106. Toksyna ta oddziatuje z blona cytoplazmatyczng
komorki wrazliwej poprzez interakcje z receptorem
drugiego rzedu - biatkiem Cwp2p [75], co prowadzi to
do zaburzenia gradientu elektrochemicznego i home-
ostazy komorki wrazliwej. Powstajg kanaly, przez ktore
wyplywaja jony takie jak: K*, Na*, protony oraz meta-
bolity o niskiej masie czasteczkowej (np. glicerol). Te
zmiany pH i stezen jondéw generuja odpowiedz trans-
krypcyjna przez aktywacje $ciezki HOG (High Osmo-
larity Glicerol), co w konsekwencji powoduje $mieré
komorek wrazliwych [70, 71, 73].

Kolejnym czesto opisywanym mechanizmem dzia-
tania toksyn killerowych jest blokowanie cyklu komor-
kowego. W ten sposob toksyna killerowa K28 wywiera
efekt cytotoksyczny. Po zwiazaniu si¢ z receptorem
drugiego rzedu, toksyna K28 podlega translokacji
do retikulum endoplazmatycznego. Podjednostka {3
ulega ubikwitynacji, a nastepnie zostaje skierowana
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do proteasomu i ulega degradacji, natomiast podjed-
nostka a, przedostaje sie do cytozolu, gdzie wystany
zostaje sygnal do jadra komoérkowego komorki wraz-
liwej, w wyniku czego nastepuje zahamowanie syntezy
DNA oraz zatrzymanie cyklu komoérkowego we wcze-
snej fazie S [46, 55, 81].

Zblizony mechanizm dzialania opisano réwniez
dla zymocyny, produkowanej przez drozdze K. lactis.
Biatko to zbudowane jest z trzech podjednostek. Pod-
jednostka a ma aktywnos¢ chitynazy, funkcja kolejnej,
hydrofobowej podjednostki P jest ulatwienie transportu
podjednostki y, ktéra z kolei wywiera efekt cytotok-
syczny na komorki docelowe. Polega on na rozszcze-
pianiu transportujacego RNA. Podjednostka y hydroli-
zuje antykodon UUC tRNA, w wyniku czego nastepuje
zahamowanie modyfikacji posttranslacyjnych oraz
zatrzymanie cyklu komdrkowego u drozdzy wrazliwych
w fazie G1 [38, 50, 55].

Klassen i Meinhardt [42] przeprowadzili badania
dotyczace mechanizmu dzialania toksyny killerowej
PaT, wytwarzanej przez P. acaciae, na drozdze wrazliwe
nalezace do gatunku S. cerevisiae. Po okoto 4-godzin-
nej inkubacji obserwowano zmniejszong zywotnosé
komorek drozdzy wrazliwych oraz zatrzymanie cyklu
komorkowego we wczesnej fazie S. Kolejny, wyrazny
spadek zywotnosci komdrek wrazliwych nastapil po
okoto 10 h. Obserwowano znaczne zmiany morfolo-
giczne komorek wrazliwych, w tym fragmentacje DNA,
prowadzace do apoptozy komorek drozdzy S. cerevisiae
[42]. Do zablokowania cyklu komoérkowego w fazie
syntezy DNA dochodzi réwniez w przypadku aktyw-
nosci toksyny PMKT?2, wydzielanej przez P. membrani-
faciens CYC 1086 [70].

Kolejnym czesto opisywanym mechanizmem dziata-
nia toksyn killerowych jest hydroliza p-1,3-D-glukanow.
Izgii i Altinbay [36] wykazali, ze toksyna (pana-
mykocyna) produkowana przez W.anomalus (Pichia
anomala), charakteryzuje si¢ aktywnoscig egzo-p-1,3-
glukanazy. Mechanizm cytotoksycznego dzialania tego
biatka prawdopodobnie polega na hydrolizie -1,3-D-
glukanu - podstawowego skladnika $ciany komorkowe;j
drozdzy. Prowadzi to do wycieku cytoplazmy i $mierci
komorki wrazliwej. Panamykocyna wykazuje aktyw-
no$¢ bodjcza szczegolnie wobec tych drozdzy, ktérych
$ciany komorkowe charakteryzujg sie duza zawartoscia
B-1,3-D-glukanu, tj. C. albicans, Torulaspora delbrueckii
oraz Kluyveromyces marxianus [36].

Podobny mechanizm dzialania, wigzany z aktyw-
noscig hydrolityczng wobec gtéwnego sktadnika sciany
komorkowej drozdzy wrazliwych, opisali Guyard i wsp.
[33] dla toksyny WmKT, produkowanej przez W. satur-
nus ser. mrakii MUCL 41968. Poniewaz sekwencja
aminokwasowa toksyny WmKT wykazywata znaczne
podobienstwo do sekwencji glukanaz, badano wptyw
kastanosperminy (inhibitora glikozydaz) na aktywnos¢
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tej toksyny. Kastanospermina catkowicie hamowata
aktywno$¢ toksyny WmKT. Przy zastosowaniu skanin-
gowej mikroskopii elektronowej zobrazowano zmiany
morfologiczne komoérek wrazliwych po dziataniu tok-
syny, $wiadczace o cze¢$ciowej degradacji $ciany komor-
kowej. Podobny efekt stwierdzono stosujac zymoliaze
- enzym hydrolizujacy glukany [33].

Analogiczny sposéb dzialania opisano dla toksyny
killerowej KpKt, wydzielanej przez Tetrapisispora phaf-
fii (Kluyveromyces phaffii). Toksyna ta dziala na $ciang
komoérkowa drozdzy wrazliwych, powodujac zmiany
morfologii komoérek. Zastosowanie kastanosperminy
doprowadzito do zahamowania aktywnosci biologicz-
nej toksyny KpKt. Na tej podstawie wysunieto hipoteze,
ze KpKt wykazuje aktywnos¢ hydrolityczng w stosunku
do B-glukanéw, znajdujacych sie w $cianie komorek
docelowych. Koncepcje te potwierdza brak wigzania
i interakcji toksyny ze sferoplastami [21].

Selektywne blokowanie syntezy -1,3-glukanu przy-
pisuje si¢ toksynie HM-1, produkowanej przez szczep
drozdzy Williopsis saturnus ser. mrakii IFO 0895. Inne
polisacharydy wchodzace w sktad $ciany komorkowej,
takie jak mannan i chityna, powstaja w niezmieniony
sposob [88]”

Odmienny mechanizm dzialania zaproponowano
dla toksyny KP4, produkowanej przez U. maydis. Wysu-
nieto hipotezg, ze ta toksyna hamuje wzrost i podzial
komorki poprzez blokowanie szlakéw transdukeji syg-
naléw, regulowanych jonami wapnia [28, 46].

Mechanizm dzialania toksyn jest zalezny nie tylko
od rodzaju toksyny killerowej, ale i jej stezenia. Reiter
i wsp. [67] udowodnili, ze w przypadku trzech toksyn
- K1, K28 i zygocyny, kodowanych przez geny zlokali-
zowane w cytoplazmatycznym dsRNA, biatko killerowe
w niskim i umiarkowanym stezeniu (< 1 pM) indukuje
apoptoze komorki wrazliwej za posrednictwem kaspazy
drozdzowej Ycalp i reaktywnych form tlenu (ROS).
Procesowi towarzyszy fragmentacja DNA, kondensa-
cja chromatyny oraz translokacja fosfatydyloseryny na
zewnatrz blony cytoplazmatycznej [82]. Bialko kille-
rowe w wysokim stezeniu (> 10 pM) powoduje nekroze
komorki wrazliwej na drodze typowej dla danej toksyny
[82], poprzez przerwanie integralnosci blony komoérko-
wej albo oddziatywanie z biatkami komorki gospodarza
zaangazowanymi w cykl komorkowy i/lub synteze chro-
mosomalnego DNA. Dwoisto$¢ mechanizmu dzialania,
w tym programowana $mier¢ komorki wrazliwej przy
niskich stezeniach toksyny, obserwowano réwniez dla
biatek killerowych PMKT i PMKT2 kodowanych chro-
mosomalnie, bez obecnosci czastek wirusopodobnych
[8]. Wydaje sie, ze w naturalnym $rodowisku, toksyny
killerowe wystepuja w niskich stezeniach i wlasnie
indukcja apoptozy moze odgrywac kluczowa role w sku-
tecznej eliminacji drozdzy wrazliwych za posrednictwem
wydzielanych przez drozdze killerowe toksyn [67, 82].

URSZULA BLASZCZYK

5. Zastosowanie drozdzy killerowych i ich toksyn

W tabeli 1 przedstawione zostaly podstawowe infor-
macje dotyczace wybranych szczepdw drozdzy killero-
wych, produkowanych przez nie toksyn oraz zakresu
ich aktywnosci, a takze przykltady ich potencjalnego
zastosowania.

5.1. Wykorzystanie w winiarstwie

Jednym z obszaréw przemystu spozywczego, w ktd-
rym drozdze killerowe i produkowane przez nie toksyny
moga znalez¢ potencjalne zastosowanie jest przemyst
fermentacyjny. Rozwoj drozdzy dzikich w moszczu
gronowym oraz winie jest powaznym problemem dla
producentdw, gdyz moze skutkowac zaburzeniem pro-
cesu fermentacji. Drozdze killerowe sg obiektem badan
pod katem zastosowania ich do ograniczenia roz-
woju niepozadanych mikroorganizméw i poprawy cech
jakosciowych produktu.

Drozdze killerowe nalezgce do gatunku S. cerevisiae,
zastosowane jako kultury starterowe podczas fermen-
tacji moszczow gronowych, moga korzystnie wplynaé
na proces produkeji wina i jego jako$¢. Ograniczeniem
stosowania toksyn K1, K2 i K28, produkowanych przez
S. cerevisiae, jest waskie spektrum aktywnosci antagoni-
stycznej do wrazliwych szczepow Saccharomyces [17].
Jedynie szczepy drozdzy S. cerevisiae, produkujace tok-
syne Klus, moga takze eliminowa¢ drozdze nalezace
do innych gatunkéw niz producent toksyny, takie jak
C. albicans oraz K. lactis [68]. Drozdze Hanseniaspora/
Kloeckera dominujg na powierzchni winogron oraz
w $wiezo wytloczonym soku. Wzrost tych drozdzy
ogranicza si¢ w niesterylnym srodowisku, np. w mosz-
czu gronowym, przez stosowanie ditlenku siarki. Jedna
z alternatyw dla chemicznych $rodkéw moze by¢ uzy-
cie toksyn killerowych wykazujacych aktywnos¢ wobec
Hanseniaspora/Kloeckera [17]. Toksyna potencjalnie
uzyteczng w kontrolowaniu wzrostu Hanseniaspora/
Kloeckera w $wiezym moszczu i podczas pierwszego
etapu fermentacji jest toksyna Kpkt, wytwarzana przez
T. phaffii DBVPG 6076. Wyniki badan Ciani i Fati-
chenti [17] wskazaly, ze efekt bojczy lub mykostatyczny
toksyny Kpkt wzgledem niepozadanych drozdzy uza-
lezniony byt od jej stezenia. Dzialanie toksyny Kpkt
w moszczu gronowym bylo poréwnywalne do skutecz-
nosci dziatania SO, [17].

Powaznym problemem w winiarstwie sg zanieczysz-
czenia drozdzami z rodzaju Brettanomyces/Dekkera,
ktore przeksztalcaja hydrokwasy do lotnych fenoli,
takich jak: 4-etylofenol, 4-etylogwajakol i 4-etylokate-
chol. Prowadzi to do pojawienia si¢ w winie niepozada-
nych aromatow (okreslanych jako ,,apteczne’, ziemiste,
kojarzone ze stajnia, konska derka), zaréwno pod koniec
fermentacji, jak i podczas pdzniejszego dojrzewania.
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Tabela I
Wybrane szczepy drozdzy killerowych i ich potencjalne zastosowanie

461

Producent toksyny killerowej Nazwa toksyny/ Zakres aktywno$ci Potenc;alnfe Plgmlen—
Masa czgsteczkowa toksyny (pH, temp.) zastosowanie nictwo
Candida nodaensis PYCC 3198 CnKT pH 3-7,5; <40-50°C  |konserwowanie Zywnosci [26]
Candida pyralidae CpKT1iCpKT2/ >50kDa pH 3,5-4,5; 15-25°C | winiarstwo [56, 57]
IWBT Y1140 i IWBT Y1057
Kluyveromyces lactis IFO1267 zymocyna/ 157 kDa pH 4,4-5,8; <40°C konserwowanie zywnosci [8,38]
(a97kDa, B 31kDa i y 28 kDa)
Kluyveromyces wickerhamii KwKt/ 72 kDa pH 3,8-4,6; <25°C winiarstwo [19,20]
DBVPG 6077
Mrakia frigida 2E00797 55,6 kDa optymalne pH 4,5; zwalczanie choréb [35,47]
<25°C, 3% NaCl zwierzat morskich
Pichia kluyveri DBVPG 5826 Pkkp/ 54 kDa $rodowisko kwasne winiarstwo [44]
Pichia kudriavzevii RY55 39,8 kDa $rodowisko kwasne $rodki terapeutyczne (4]
Pichia membranifaciens CYC 1086 |PMKT2/ 30kDa pH 2,5-4,8; <20°C winiarstwo (8,70, 76]
Pichia membranifaciens CYC 1106 |PMKT/ 18 kDa pH 3-4,8; <20°C winiarstwo, biologiczna [71, 72,73,
chrona roélin 74,75,77]
Saccharomyces cerevisiae AWRI796 |K2/21,5kDa optymalne pH 4,2-4,4; | winiarstwo (8]
<30°C
Saccharomyces cerevisiae CBS 8112 | K28/ 21 kDa) optymalne pH 5 model biologiczny [7]
(a10,5kDai11kDa w badaniach endocytozy
Saccharomyces cerevisiae Klus Klus pH 3,5-5,5; <30°C winiarstwo [68]
Tetrapisispora phaffii Kpkt/ 33kDa pH 3-5; <40°C winiarstwo [17, 20,
DBVPG 6706 21, 22]
Torulospora delbrueckii NPCC 1033 | TdKT/ 30kDa pH 4,2-4,8; <40°C winiarstwo [91]
Torulospora delbrueckii Kbarr-1 Kbarr-1 $rodowisko kwasne winiarstwo [66, 90]
Ustilago maydis P4 KP4/13,6 kDa $rodowisko kwasne  |roéliny transgeniczne [1,59]
Ustilago maydis P6 KP6/a 8,6kDaif 9,1 kDa $rodowisko kwasne  |roéliny transgeniczne [41]
Wickerhamomyces anomalus Pikt/~8kDa optymalne pH 4,4; winiarstwo [20]
DBVPG 3003 25-35°C
Wickerhamomyces anomalus PaKT $rodowisko kwasne  |konstrukeja przeciwciat [16, 52, 83]
ATCC 96603
Wickerhamomyces anomalus panamykocyna/ 49 kDa pH 3-5,5; <37°C biologiczna ochrona roélin | [36, 37]
NCYC 434
Wickerhamomyces anomalus YEO7b |47kDa; 67 kDa pH 3-5; <40°C zwalczanie chordob [32,93,
zwierzat morskich 94, 95]
Williopsis saturnus DBVPG 4561 KT4561/ 62 kDa pH 4,5-8; <45°C konserwowanie zywnosci, [13]
$rodki terapeutyczne
Williopsis saturnus WC91-2 11,6 kDa pH 3-4; <35°C; zwalczanie chorob [96]
8% NaCl zwierzat morskich
Williopsis saturnus ser. mrakii HM-1 (HMK)/ 10,7 kDa pH 2-11; pozostaje $rodki terapeutyczne, [49]
NCYC 2251 aktywna po 10 min konserowanie zywno$ci
w 100°C
Williopsis saturnus ser. mrakii WmKT/ 85kDa optymalne pH 4,5; $rodki terapeutyczne [33]
MUCL 41968 26-28°C
Zygosaccharomyces bailii DSM 12864 | KT412 (zygocyna)/ 10 kDa srodowisko kwasne  |$rodki terapeutyczne [97]

Drozdze z rodzaju Brettanomyces/Dekkera dobrze
adaptuja si¢ do warunkow panujgcych w srodowisku,
jakim jest wino, charakteryzujacym sie wysokim steze-
niem etanolu, wysoka kwasowoscig, niskim st¢zeniem
cukrow oraz duzg zawarto$cig zwigzkéw polifenolo-
wych. Wcigz poszukiwane sa skuteczne sposoby zapo-
biegania rozwojowi Brettanomyces/ Dekkera (w szczegol-

noéci D. bruxellensis) w winie. Zastosowanie zwigzkow
chemicznych (kwasu benzoesowego lub sorbowego),
jak réwniez metod fizycznych (np. filtracji) okazuje sie
niewystarczajaco efektywne. Dodatek SO, niekorzyst-
nie wplywa na organizm czlowieka, dlatego Swiatowa
Organizacja Zdrowia podkresla koniecznos¢ ogranicze-
nia stosowania tego $rodka przeciwdrobnoustrojowego
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w produktach spozywczych [17, 20]. Jednym ze spo-
sobow eliminowania zanieczyszczen Brettanomyces/
Dekkera moze by¢ uzycie toksyny killerowej KwKt,
produkowanej przez K. wickerhamii DBVPG 6077.
Dodatek oczyszczonej toksyny w stezeniu 40 1 80 mg-1™
skuteczne przeciwdziatal wzrostowi niepozadanych
drozdzy. W winie nie stwierdzono etylofenoli, pro-
dukowanych przez Brettanomyces/Dekkera. Dodatek
toksyny Kwkt moze by¢ skuteczng biologiczng metoda
zwalczania drozdzy Brettanomyces/Dekkera podczas
fermentacji, dojrzewania i przechowywania wina [19].

Labbani i wsp. [44] wyizolowali biatko killerowe
Pkkp, wydzielane przez P. kluyveri DBVPG 5826, ktore
wykazywalo aktywnos$¢ wobec wielu mikroorganizméw
skazajacych zywnos¢ i napoje. Aktywno$¢ bdjcza tok-
syny Pkkp wzgledem D. bruxellensis byta wielokrotnie
wyzsza niz powszechnie stosowanego w winiarstwie
pirosiarczynu potasu. Nie odnotowano synergizmu
dziatania Pkkp w polaczeniu z pirosiarczynem potasu,
sorbinianem potasu lub etanolem [44]. Skutecznos¢
dziatania innego biatka, toksyny PMK2, wzgledem
D. bruxellensis zostala udokumentowana w badaniach
Santosa i wsp. [76]. Obiecujace wyniki otrzymano takze
w badaniach toksyn CpKT1 oraz CpKT2, wytwarza-
nych przez Candida pyralidae. Bialka te wykazywaly
aktywnos¢ killerowa wobec D. bruxellensis w warun-
kach fermentacji winiarskiej. Aktywnos¢ toksyn CpKT1
oraz CpKT2 nie malala w obecnosci etanolu i cukru
(glukozy i fruktozy w stosunku 1:1), w zakresie stezen
typowych dla wina oraz moszczu gronowego. Ponadto
toksyny te nie wplywaly negatywnie na rozwoj droz-
dzy S. cerevisiae oraz bakterii kwasu mlekowego [57].
Antagonistyczne dziatanie tych toksyn wobec D. bru-
xellensis polega na uszkodzeniu $ciany komdrkowej
wrazliwych drozdzy [56].

Szczep killerowy T. delbrueckii NPCC 1033, pro-
dukujacy toksyne TdKT, jest kolejnym przykladem
drozdzy dziatajacych antagonistycznie w stosunku
do mikroorganizméw niepozadanych w winiarstwie.
Szczep ten i syntetyzowana toksyna wykazujg aktyw-
nos$¢ killerowg wobec D. bruxellensis i H. uvarum oraz
niektorych szczepoéw M. guilliermondi i P. membrani-
faciens, jednocze$nie nie hamujg rozwoju drozdzy
szlachetnych S. cerevisiae. Badania prowadzone przez
Villalba i wsp. [91] dowiodly, ze w obecnosci tok-
syny TdKT, po trzygodzinnej inkubacji dochodzi do
nekrozy, a po dluzszej, trwajacej 24h, do apoptozy
komorek wrazliwych [91]. Drozdze T.delbrueckii
moga by¢ wprowadzane do fermentacji winiarskiej
w celu poprawy niektorych specyficznych cech wina.
W badaniach Velazquezai wsp. [90] do produkc;ji bia-
tych win stolowych uzyto nowch szczepéw killerowych
T. delbrueckii Kbarr [66], ktére wykazuja aktywnos¢
antagonistyczng réwniez wobec S. cerevisiae. Sekwen-
cyjna inokulacja niejalowego moszczu, najpierw kulturg
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T. delbrueckii, a nastepnie S. cerevisiae, nie zapewnita
dominacji szczepdw T. delbrueckii ani poprawy jakosci
wina. Tylko w przypadku moszczu, ktéry inokulowano
réwnoczesnie T. delbrueckii i S. cerevisiae, w proporcji
9:1, szczepy killerowe T. delbrueckii zdominowaly $ro-
dowisko fermentacyjne i uzyskano produkt o zawar-
todci etanolu ponad 11%.

Nie stwierdzono istotnych réznic w koncowym
wyniku oceny sensorycznej otrzymanych win. Jednak
wina, gdzie szczepy S. cerevisiae dominowaly byly pre-
ferowane w poréwnaniu z winami, gdzie dominowaty
drozdze T.delbrueckii, poniewaz te pierwsze mialy
intensywniejsze aromaty $wiezych owocéw, podczas
gdy te drugie charakteryzowaly si¢ mniej intensyw-
nymi, ale réwniez ocenianymi jako przyjemne aroma-
tami suszonych owocow [90].

Toksyna PMKT, wytwarzana przez P. membranifa-
ciens i aktywna jak wigkszos¢ bialek killerowych w $ro-
dowisku o niskim pH oraz w niskiej temperaturze,
moze znalez¢ potencjalne zastosowanie w winiarstwie
do zwalczaniu drozdzy z rodzaju Zygosaccharomyces,
ktore sa odporne nie tylko na wysokie stezenia cukru,
ale takze na dodatek sorbinianu potasu. Drozdze Zygo-
sacchromyces stanowia zagrozenie szczegoélnie w pro-
dukcji win stodkich, gdzie powoduja wtérng fermen-
tacje. Z przeprowadzonych badan przez Alonso i wsp.
[2] wynika, ze toksyna PMKT dziata synergistycznie
z pirosiarczynem potasu, umozliwiajac skuteczne
hamowanie rozwoju drozdzy Zygosaccharomyces [2].

Badano réwniez wplyw obecnosci drozdzy W. ano-
malus CBS 1982 i W.anomalus CBS 5759 na skfad
chemiczny i cechy sensoryczne win jabtkowych. Niepa-
steryzowane i pasteryzowane moszcze jabtkowe inoku-
lowano kulturg mieszang tych drozdzy i S. cerevisiae.
Dodatek szczepow killerowych do niepasteryzowa-
nych moszczéw znaczaco zmienit kinetyke fermenta-
cji i korzystnie wplynatl na sklad chemiczny win jabt-
kowych. W pasteryzowanych moszczach jabtkowych
obecnos$¢ szczepow killerowych skutkowata wzrostem
wydajnosci fermentacji oraz zwigkszeniem poziomu
polifenoli. Zastosowanie szczepéw W. anomalus wraz
z drozdzami S. cerevisiae w formie kultury mieszanej
poprawilo sktad chemiczny i cechy sensoryczne win
jabtkowych [78]. Otrzymane wina charakteryzowaly si¢
wyzej oceniang barwg, tagodniejszym smakiem i przy-
jemniejszym aromatem.

Sprawdzono réwniez czy dodatek bialek killerowych
nie zaburzy fermentacji, prowadzonej przez S. cerevi-
siae i nie wptynie niekorzystnie na skfad chemiczny
wina. W tym celu badano wptyw preparatow czgsciowo
oczyszczonych toksyn typu K8, K4 i K7 (wydzielanych
przez szczepy drozdzy W. anomalus CBS 1981, W. ano-
malus CBS 5759 oraz P. membranifaciens CBS 7373) na
przebieg procesu fermentacji i sklad chemiczny win
jabtkowych. Dodatek toksyn do moszczéw jabtkowych,
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uprzednio inokulowanych kulturami starterowymi
drozdzy Saccharomyces, nie zmienil w znaczgcy spo-
sob kinetyki fermentacji, w wigkszosci otrzymane wina
jablkowe charakteryzowaly sie nieco wyzsza zawarto-
$cig alkoholu etylowego. Dodatek toksyn w niewielkim
stopniu wplynatl na profil zwigzkow lotnych [10].

5.2. Potencjalne zastosowanie w medycynie

W probach praktycznego zastosowania toksyn
killerowych nalezy bra¢ pod uwage, ze ich dzialanie
w znacznym stopniu ograniczone jest do srodowiska
o stosunkowo niskim pH oraz niskiej temperaturze.
Udowodniono, ze wiele toksyn, m.in. HM-1, PaKT,
zygocyna, w badaniach in vitro wykazuje aktywnos$¢
przeciwmikrobiologiczna wzgledem patogennych droz-
dzy, takich jak C.albicans oraz Cryptococcus neofor-
mans [8, 51, 92, 97]. Toksyny te mogltyby by¢ uzyteczne
w zwalczaniu infekcji wywolanych przez chorobotwor-
cze grzyby, jednak ich zastosowanie jest ograniczone ze
wzgledu na niestabilnos$¢ w fizjologicznym pH i tem-
peraturze panujacej w organizmie ludzkim [8]. Jedy-
nie niektdre toksyny killerowe, np. wytwarzane przez
Williopsis, charakteryzujace si¢ znaczna jak na tego
typu biatka stabilnoscig, moga by¢ wykorzystane do
celoéw terapeutycznych [13]. Proby uzycia preparatow
zawierajacych stabilne toksyny na zainfekowana skore,
powierzchnie bton sluzowych lub jako dodatek do roz-
twordw buforowych wydaja si¢ by¢ obiecujace [8].

Drozdze z rodzaju Candida licznie wystepuja
w mikrobiomie jelita czlowieka, ale réwniez zasiedlaja
jame ustng i ptuca [53]. Rodzaj Candida obejmuje okolo
150 gatunkow, ale tylko 9 z nich uznaje si¢ za patogenne
dla czlowieka [69]. Banjara i wsp. [5] przeprowadzili
badania nad redukcja liczby patogennych drozdzy Can-
dida przez zastosowanie drozdzy killerowych D. han-
senii. 42 szczepy D. hansenii, wyizolowane z 22 prébek
réznych rodzajow seréw dojrzewajacych, oceniono pod
katem aktywno$ci wobec drozdzy Candida sp. Dwa-
dziedcia trzy szczepy wykazywaly aktywnos¢ killerowa
w stosunku do C. albicans i C. tropicalis w srodowisku o
pH <6,5 i w temperaturze < 35°C. Preparat nieoczysz-
czonej toksyny, wytwarzanej przez szczep D. hansenii
Dh-237, redukowal wzrost C. albicans w temperatu-
rze 35°C przez okres 24 h. Natomiast szczep killerowy
zawarty w probce sera Romano zachowywat aktyw-
no$¢ killerows, zaréwno przeciwko C.albicans, jak
i C. tropicalis, przez okres 10 dni w temperaturze 37°C.
Na podstawie tych obserwacji autorzy pracy wysnuli
przypuszczenie, ze szczepy Kkillerowe D. hansenii
zawarte w serze moga wplywac na populacje¢ drozdzy
Candida w jelitach [5].

Obiecujace wyniki uzyskano w przypadku szczepu
drozdzy W. anomalus WalF1 wyizolowanego z muchy
piaskowej Phlebotomus perniciosus. Toksyna killerowa
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produkowana przez ten szczep zostala oczyszczona
i scharakteryzowana, a jej aktywnos¢ przeciwdrobno-
ustrojowa byla testowana in vitro przeciwko zaréwno
wrazliwym, jak i opornym na flukonazol, izolatom
klinicznym i szczepom laboratoryjnym C. albicans
i C. glabrata oraz ich mutantom. W temperaturze 25°C
toksyna nie wykazywala aktywnosci killerowej wobec
referencyjnego szczepu C. albicans SC5314, wrazliwych
na flukonazol izolatéw klinicznych (C. albicans DSY347
i DSY544) oraz mutanta DSY775 opornego na fluko-
nazol, pochodzacego od szczepu C. albicans DSY544.
Toksyna byta aktywna w stosunku do mutanta DSY289
opornego na flukonazol, wywodzacego si¢ od szczepu
C. albicans SY347, a takze wobec wszystkich uzytych
w badaniu, wrazliwych i opornych na flukonazol, izo-
latéw klinicznych C. glabrata i ich mutanéw [30].

Jedne z badan prowadzonych w ostatnich latach
wskazuja, ze toksyny killerowe réwniez moga znalez¢
zastosowanie w walce z malaria. Malaria jest choroba
tropikalna, wywolywana przez pierwotniaki z rodzaju
Plasmodium i przenoszong przez samice komardw
z rodzaju Anopheles. Programy zwalczania malarii
obejmuja leczenie farmakologiczne, ktore jednak moze
powodowac skutki uboczne, nie zawsze jest skuteczne,
a takze kosztowne. Przy braku skutecznych szczepio-
nek, stosuje si¢ srodki owadobdjcze w celu zmniejszenia
liczebnosci populacji owadéw stanowiacych wektory
przenoszace pierwotniaki. Cappelli i wsp. [15] wyka-
zali, ze szczep W.anomalus WaF17.12 znajdowany
w gonadach oraz w jelitach samic komaréw Anopheles
stephensi produkuje toksyne killerowg WaKT. Toksyna
ta dziala antagonistycznie wobec zarodzca Plasmodium
berghei w warunkach in vitro. Obserwowano zahamo-
wanie wzrostu pierwotniakéw poddanych dzialaniu
toksyny WaKT siegajace nawet 90% [15, 89].

Nieliczne badania sugeruja, ze toksyny killerowe
moga réowniez wykazywaé dzialanie przeciwbakte-
ryjne. Szczepem drozdzy, ktéremu przypisuje si¢ taki
potencjal jest Pichia kudriavzevii RY55. Bajaj i wsp. [4]
odnotowali, ze produkuje on toksyne killerowa, ktdora
wykazuje aktywno$¢ bdjcza w stosunku do bakterii:
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp.,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Pseu-
domonas alcaligenes. Wedlug autoréw, toksyna produ-
kowana przez P. kudriavzevii RY55 moze zosta¢ uzyta
podczas opracowywania nowych srodkéw przeciwbak-
teryjnych , takze do konserwowania zywnosci oraz jako
skladnik kultur starterowych dla przemystu fermenta-
cyjnego [4]. W innych badaniach wykazano natomiast,
ze wyizolowany z owocow cytrusowych szczep Kkille-
rowy Kazachstania exigua 120 hamuje rozwoj bakterii
P aeruginosa, E. coli i Klebsiella pneumoniae [60].

Hu i wsp. [34] wskazujg, ze drozdze killerowe moga
réwniez hamowa¢ rozw6j komoérek nowotworowych
w warunkach in vitro. Autorzy badali wplyw filtratow
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pohodowlanych drozdzy killerowych z rodzaju Barnet-
tozyma oraz Pseudozyma na linie komérek nowotworo-
wych HepG2. Stwierdzono, ze filtraty zawieraja zwigzki,
ktore indukuja apoptoze komorek nowotworowych,
bez uszkadzania komdrek zdrowych [34]. Poniewaz
w badaniu nie zostaly uzyte oczyszczone biatka kille-
rowe, nie mozna jednoznacznie stwierdzic, ze za obser-
wowany efekt cytotoksyczny odpowiadajg toksyny kil-
lerowe, a nie inne zwiazki wchodzace w sktad filtratow.
Nadal istnieje potrzeba opracowania nowych, pro-
filaktycznych oraz terapeutycznych strategii przeciw-
zakaznych. Przeciwciata nasladujace aktywnos$¢ bio-
logiczng toksyn (KTAbs), ktére w swej strukturze
zawierajg wewnetrzny obraz centrum aktywnego tok-
syny, hamujg funkgje, ktére sg krytyczne dla przezycia
mikroorganizmoéw, wywierajac w ten sposob dziala-
nie przeciwmikrobiologiczne [52]. Toksyna killerowa
PaKT, produkowana przez drozdze W. anomalus ATCC
96603, charakteryzuje si¢ szerokim spektrum aktyw-
nosci przeciwdrobnoustrojowej i moze takze znalez¢
zastosowanie w zwalczaniu pneumocystozy — choroby
pluc, wywolywanej przez grzyby Pneumocystis jiroveci
(Pneumocystis carinii). Choroba ta dotyka gléwnie
pacjentéw z obnizong odpornoscia, np. zakazonych
wirusem HIV, chorujacych na bialaczki, chtoniaki,
jak réwniez leczonych immunosupresyjne. Stwier-
dzono, ze toksyna PaKT w badaniach in vitro skutecz-
nie ogranicza rozwdj P, jiroveci. Poniewaz ta toksyna
killerowa nie moze by¢ stosowana bezposrednio jako
$rodek leczniczy, dlatego tez opracowano podstawy
nowej strategii terapeutycznej z zastosowaniem anty-
idiotypowych przeciwcial przypominajacych toksyne
PaKT oraz nadladujacych jej aktywno$¢ przeciwgrzy-
bicza [83, 84]. Konstruujac przeciwciala opierano si¢
na zalozeniu, ze interakcja pomiedzy toksyng killerowa
(KT) a specyficznymi przeciwciatami zdolnymi do
neutralizacji jej aktywnosci moze odzwierciedla¢ od-
dzialywanie toksyny ze specyficznymi receptorami
$ciany komorki wrazliwej. Przeciwcialo monoklonalne
anty-PaKT (mAbKT4) wytworzone zostalo metoda
fuzji splenocytow myszy, ktore uprzednio immunizo-
wano PaKT, z komoérkami szpiczaka. Otrzymane prze-
ciwcialo mAb KT4 neutralizowalo aktywno$¢ bojcza
PaKT przeciwko referencyjnemu szczepowi C. albi-
cans [52]. Kiedy mAb KT4 zastosowano do immuni-
zacji krélikow przez szczepienie idiotypowe, uzyskano
antyidiotypowe KAbs, ktére byly w stanie konkurowaé
z PaKT o wigzanie z mAb KT4 i, co istotne, hamowa¢
wzrost referencyjnego szczepu wrazliwego C. albicans,
tym samym nasladujac aktywnos¢ PaKT [52].
Skonstruowano poliklonalne, monoklonalne i re-
kombinowane przeciwciata antyidiotypowe nasladujace
aktywnos¢ biologiczng toksyn, ktére w badaniach in
vitro wykazaly szerokie spektrum dzialania bojczego
przeciwko C. albicans [63] oraz innym gatunkom
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drozdzy z rodzaju Candida [54], P.jiroveci [83, 84],
Aspergillus fumigatus [16], jak rdwniez wobec bakte-
rii patogennych, w tym Mpycobacterium tuberculosis
o opornosci wielolekowej [23], opornych na antybio-
tyki Gram-dodatnich ziarniakéw [24], paciorkowcodw
izolowanych z jamy ustnej [25] oraz pierwotniakow:
Leishmania major, Leishmania infantum [79] i Acan-
thamoeba castellanii [27].

Podjeto réwniez proby zastosowania drozdzy kille-
rowych do szybkiej identyfikacji patogennych szczepow
Nocardia asteroides [64]. W oparciu o 4 szczepy drozdzy
killerowych (Candida maltoza G7A, D. hansenii P41,
W. saturnus DBVPG 3127 i W. saturnus DBVPG 3671)
opracowano procedure pozwalajagcg na odrdznienie
C. albicans od innych gatunkow z rodzaju Candida [14].

5.3. Zwalczanie choréb grzybowych roslin

Owoce i warzywa podczas wzrostu i przechowywa-
nia s3 narazone na choroby wywolywane przez ples-
nie. Konsekwencja wystepowania choréb grzybowych
jest zmniejszenie zbioréow i pogorszenie ich jakosci.
Straty owocdw, np. jabtek, podczas przechowywania,
wywolane przez grzyby fitopatogenne si¢gaja nawet
25% poczatkowej ilosci [39]. Oprocz strat ekonomicz-
nych, wzrost plesni w artykulach spozywczych, moze
mie¢ niebezpieczne konsekwencje dla zdrowia ludzi
w zwigzku z produkcja mikotoksyn oraz wytwarzaniem
konidiéw, ktére moga powodowal alergie [18]. Aby
zapobiec chorobom grzybowym stosuje sie fungicydy,
ktérych zaletami sg wysoka skuteczno$¢ i fatwos¢ sto-
sowania. Jednak zwalczanie pozbiorowych chordb grzy-
bowych przez stosowanie srodkéw chemicznych niesie
wiele skutkow. Pozostatosci fungicydéw moga negatyw-
nie wplywac na bezpieczenstwo zdrowotne konsumen-
tow. Stosowanie fungicydéw powoduje zanieczyszcze-
nie Srodowiska i moze prowadzi¢ do wzrostu opornosci
fitopatogendéw na czynniki chemiczne oraz redukcji
liczebnosci pozytecznych organizméw. Nadal poszukuje
sie nowych rozwigzan, a biologiczne metody ochrony
roélin cieszg si¢ duzym zainteresowaniem. Biokontrola
choréb roslin pochodzenia grzybowego moze obejmo-
wac stosowanie drozdzy antagonistycznych. Drozdze
killerowe maja wlasciwosci, ktore pozwalaja uznac je
za potencjalng, bezpieczng alternatywe dla srodkow
chemicznych. W warunkach konkurencyjnych fenotyp
killerowy daje przewage szczepom drozdzy killerowych
w stosunku do innych, wrazliwych mikroorganizméw
zasiedlajacych te sama nisze ekologiczng [80]. Jednak
produkcja toksyn killerowych jest tylko jednym ze
sposobow antagonistycznego dziatania drozdzy wobec
patogenow grzybowych. Innymi s3 m.in. konkurencja
o przestrzen i skladniki odzywcze (np. Zrédlo wegla,
azotu, kationy Zelaza), wytwarzanie enzymoéw degra-
dujacych $ciany komorkowe (np. chitynaz i glukanaz),
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produkcja metabolitow lotnych, indukcja odpornosci
gospodarza i tworzenie biofilmu [43, 58, 85].

Aloui i wsp. [3] badali mozliwoé¢ zastosowania
powlok otrzymanych z alginianu sodu lub maczki
chleba $wietojanskiego, zawierajacych drozdze kille-
rowe W. anomalus BS 91, do kontroli wzrostu Penicil-
lium digitatum na powierzchni owocéw pomaranczy.
Powtoki wzbogacone o drozdze killerowe W. anoma-
lus hamowaty rozwdj plesni P. digitatum na owocach
o ponad 73% po 13 dniach ich przechowywania w tem-
peraturze 25°C. Dodatkowo, bioaktywne powloki ogra-
niczaly utrate wody i pozwalaly na utrzymywanie jedr-
nosci owocodw w czasie ich przechowywania. W innych
badaniach Platania i wsp. [62] odnotowali, ze szczep
killerowy W.anomalus BS91 hamowal wzrost P. digi-
tatum na owocach pomaranczy do 10 dnia przecho-
wywania. Poza produkejg toksyn killerowych szczepy
drozdzy nalezace do gatunku W.anomalus moga
wytwarzaé B-glukanazy, ktére degraduja $ciane komor-
kowg i powodujg lize komoérek grzybow [62]. W innej
pracy odnotowano réwniez, ze panamykocyna, tok-
syna killerowa W. anomalus NCYC 434 o aktywnosci
B-glukanazy, zastosowana na powierzchnie owocow
cytryny, uprzednio mechanicznie uszkodzonych i ska-
zonych ple$niami P, digitatum oraz P. italicum, reduko-
wala psucie sie owocow i wydluzata okres ich trwalosci.
Toksyna ta w stezeniu 16 pg-ml™ catkowice hamowata
rozwoj wspomnianych plesni przez okres 7 dni [37].
Badania przeprowadzone przez Pereza i wsp. [60]
wykazaty, ze mikroorganizmami, ktére skutecznie prze-
ciwdzialaly rozwojowi P. digitatum oraz P. italicum na
powierzchni cytryn, poza drozdzami z rodzajow Pichia
i Wickerhamomyces, sa rowniez K. exigua (Saccharomy-
ces exiguous), uznawane jako organizmy GRAS [60].

Lima i wsp. [45] badali skutecznos¢ antagonistycz-
nego dzialania dwoch szczepow killerowych, W. ano-
malus 422 oraz Meyerozyma guilliermondii 443, wobec
Colletotrichum gloeosporioides, fitopatogenu wywotuja-
cego antraknoze papai i innych owocéw tropikalnych.
Otrzymano obiecujace wyniki wskazujace, ze szczepy
W. anomalus 1 M. guilliermondii redukowaly czestos¢
wystepowania antraknozy na owocach odpowiednio
024,62% 120,68% podczas przechowywania przez 6 dni.

Santos i wsp. [77] wykazali, ze stosowanie szczepu
killerowego P. membranifaciens CYC 1106 skutecznie
ograniczato rozwdj plesni B. cinerea CYC 20010. Droz-
dze killerowe, w ilosci okoto 10° komorek w 1 ml, catko-
wicie zahamowaly wzrost B. cinerea na uszkodzonych
mechanicznie i uprzednio skazonych jabtkach. Ogra-
niczenie rozwoju B. cinerea uzyskano takze stosujac
oczyszczong toksyne killerowa PMKT, produkowang
przez P. membranifaciens CYC 1106. Mniejsze hamo-
wanie wzrostu patogenu obserwowane po zastosowaniu
oczyszczonej toksyny w poréwnaniu z aplikacja szczepu
killerowego potwierdzilo, ze dodatkowe mechani-
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zmy byly zaangazowane w antagonistyczne dzialanie
P. membranifaciens CYC1106 [77]. Mechanizmami
tymi moga by¢ wspotzawodnictwo o sktadniki odzyw-
cze lub wydzielanie enzymoéw degradujacych $ciane
komorkowa B. cinerea [77]. W innych badaniach oce-
niano wplyw drozdzy killerowych P. membranifaciens
i oczyszczonej toksyny PMKT na rozwdj B. cinerea na
skazonych lisciach Vitis vinifera [74]. Rowniez w tym
przypadku obserwowano calkowite zahamowanie
wzrostu fitopatogenu, gdy uzyto aktywnych komorek
P. membranifaciens CYC 1106, natomiast gdy stosowano
oczyszczong toksyne ograniczenie rozwoju B. cinerea
wynosito 80%. Obserwacja ta potwierdza wystepowa-
nie dodatkowych, poza produkcja bialek killerowych,
mechanizmdéw antagonistycznej aktywnosci P. mem-
branifaciens, takich jak produkcja enzymoéw hydroli-
zujacych $ciang komdrkowa B. cinerea lub rywalizacja
o skladniki pokarmowe. Wyniki te wskazuja, ze drozdze
killerowe P.membranifaciens i ich toksyny moga by¢
brane pod uwage przy opracowaniu preparatow stuzga-
cych skutecznej kontroli rozwoju B. cinerea.

Badano réwniez antagonistyczne oddzialywanie
szczepow Kkillerowych Debaryomyces hansenii Kl2a,
D. hansenii MIla i W. anomalus BS91 wobec Monilinia
fructigena i M. fructicola. Sposrod testowanych drozdzy
najwyzsza aktywnoscia przeciwgrzybiczg in vitro cecho-
waly sie D. hansenii KI2a i W. anomalus BS91 poprzez
produkcje toksyn killerowych, enzymoéw hydrolitycz-
nych i lotnych zwigzkéw organicznych (VOCs - Vola-
tile Organic Compounds). Wspomniane szczepy sku-
tecznie hamowaly wystepowanie brazowej zgnilizny na
owocach brzoskwin i $liw uprzednio inokulowanych
fitopatogenami M. fructigena i M. fructicola [31]. Anta-
gonistyczne szczepy D. hansenii i W. anomalus moga by¢
uzyteczne jako skfadniki aktywne podczas opracowania
biofungicydéw przeciwko grzybom z rodzaju Monilinia.

5.4. Transgeniczne rosliny wytwarzajace
toksyny killerowe

Jedna z préb rozwigzania problemu choréb grzy-
bowych roslin jest transgeniczna ekspresja peptydow
przeciwgrzybiczych. Toksyny killerowe KP4 i KP6,
produkowane przez gatunek U. maydis, okazaly sie
skuteczne w uodpornieniu uprawy tytoniu oraz kuku-
rydzy na choroby grzybowe. Dzigki zastosowaniu inzy-
nierii genetycznej geny kodujace toksyny KP4 i KP6
zostaly przeniesione do komdrek tytoniu za pomoca
promotora konstytutywnego wirusa mozaiki kala-
fiora. Transgeniczna roélina wytwarzala znaczne ilosci
toksyny KP4, ktéra miala tg sama mase czasteczkowa
oraz wykazywala identyczng specyficznos¢ dzialania,
co toksyna KP4, produkowana przez U. maydis. Poziom
ekspresji toksyny KP4 w transgenicznym tytoniu byt
co najmniej 500 razy wyzszy niz KP6. Transgeniczne
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rosliny wydzielajace toksyng¢ KP4 byly odporne na
grzyby patogenne, ktérych antagonistg jest toksyno-
tworczy szczep U. maydis [41, 59]. Otrzymano row-
niez transgeniczng kukurydze¢ wytwarzajaca aktywna
toksyne KP4 w ilosci wystarczajacej do zahamowania
rozwoju grzybow patogennych. Ponadto, nie stwier-
dzono negatywnego wplywu tej toksyny na wzrost
roélin transgenicznych [1].

5.5. Zastosowanie drozdzy killerowych
w $rodowisku morskim

Podejmuje si¢ réwniez proby wykorzystania droz-
dzy killerowych w $rodowisku wodnym. Choroby
zwierzat morskich wywotlane przez mikroorganizmy
wystepujace w srodowisku wodnym przynosza znaczne
straty ekonomiczne. Patogenem odpowiedzialnym za
mleczne zabarwienie tkanek krabow portunikow (Por-
tunus trituberculatus) i ich znaczng $miertelno$¢ jest
M. bicuspidata WCY. Zastosowanie nystatyny, zwiazku
o dziataniu przeciwgrzybiczym, skutecznie hamuje
wzrost patogenu, jednak nawet w niskich stezeniach
jest ona toksyczna dla krabéw. Stosowanie kosztownego
antybiotyku na otwartym morzu wydaje si¢ réwniez
malo racjonalnym postepowaniem z ekonomicznego
punktu widzenia [46, 94].

Organizmem antagonistycznym w stosunku do
M. bicuspidata WCY jest szczep drozdzy W. anomalus
YFO07b, wyizolowany z jelit zachw (Ascidia). Produkuje
on dwa biatka killerowe, jedno o masie czasteczkowej
47kDa [95], a drugie o masie 67 kDa [32], ktore sa
aktywne w obecnosci chlorku sodu. Szczep drozdzy
Kluyveromyces siamensis HN12-1 réwniez wykazuje
aktywnos¢ killerowa wobec M. bicuspidata WCY, a opty-
malne warunki do produkgji toksyny HN12-1 to pH
réwne 4, temperatura 25°C oraz 0,5% chlorku sodu.
Oczyszczona toksyna nie byla aktywna wobec proto-
plastow drozdzy patogennych, co sugeruje, ze pierwszy
etap dzialania bialka najprawdopodobniej polega na
oddzialywaniu z receptorami znajdujacymi sie w $cianie
komorkowej drozdzy wrazliwych [12]. Psychrotoleran-
cyjny szczep drozdzy M. frigida 2E00797, wyizolowany
z osadow morskich, produkuje toksyne killerowa o ma-
sie czasteczkowej 55,6 kDa, ktorej aktywnos¢ killerowa
jest najwyzsza w srodowisku o pH 4,5 oraz w obecnosci
chlorku sodu w stezeniu 6%. Bialko to nie tylko dziata
na patogenne grzyby, wywolujace choroby krabow,
lecz jest takze cytotoksyczne w stosunku do patogendw
czlowieka - C. tropicalis oraz C. albicans 35, 47]. Kolej-
nym szczepem drozdzy killerowych o interesujacych
cechach i potencjalnym zastosowaniu jest W. anomalus
HN1-2, wyizolowany z ekosystemu lasu namorzyno-
wego. Odnotowano, ze biatko killerowe produkowane
przez ten szczep dziala cytotoksycznie wobec komorek
wielu grzybow szeroko rozpowszechnionych w $rodo-
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wisku naturalnym: M. bicuspidata, C. albicans, M. guil-
liermondii, Lodderomyces elongisporus, Yarrowia lipoly-
tica oraz Kluyveromyces aestuarii [86]. Do grupy toksyn,
ktorych producent bytuje w srodowisku morskim nalezy
réwniez biatko killerowe, wydzielane przez W. saturnus
WC91-2, wykazujace antagonistyczne dzialanie w sto-
sunku do szeregu patogenéw: M. bicuspidata WCY,
C. albicans, C. tropicalis, Cryptococcus aureus, Y. lipoly-
tica, L. elongisporus. Optymalne warunki srodowiska,
zapewniajace wysokg stabilnos$¢ tej toksyny to pH
w zakresie 3-3,5 1 8% NaCl [93, 96]. Srodowisko morskie
charakteryzuje si¢ temperaturg i zawartoscia soli, ktore
sa odpowiednie dla zapewnienia wysokiej aktywnosci
killerowej wielu toksyn produkowanych przez drozdze,
izolowane ze $rodowiska wodnego. Lekko zasadowy
odczyn wody wykracza poza optymalny zakres pH dla
wigkszosci toksyn killerowych.

6. Podsumowanie

Nadal opisywane sa nowe szczepy drozdzy killero-
wych, a niektdre z nich (szczegélnie nalezace do rodza-
jow Wickerhamomyces i Pichia) charakteryzuja sie szero-
kim zakresem aktywnosci antagonistycznej wobec wielu
szczepow drozdzy i grzybow strzepkowych. Stosunkowo
niska stabilnos¢ toksyn killerowych, ograniczona do
waskiego zakresu pH i temperatury, zmniejsza mozli-
wosci ich potencjalnego zastosowania jedynie do $ro-
dowisk, ktére zapewniaja odpowiednie warunki fizyko-
-chemiczne. Uzycie toksyn killerowych na szersza skale
moze by¢ réwniez ograniczone z powodu wysokich
kosztow izolacji oraz oczyszczania. Prostsze i znacznie
tanisze wydaje sie stosowanie aktywnych szczepow droz-
dzy, bedacych ich producentami. Drozdze killerowe i ich
toksyny mogg znalez¢ potencjalne zastosowanie w wielu
dziedzinach, m.in.: w przemysle fermentacyjnym, jako
czynniki biologiczne kontroli choréb roslin, w biotypo-
waniu szczepow drozdzy, a takze podczas projektowania
nowych srodkéw przeciwgrzybiczych.

Nadal wiele zagadnien zwigzanych ze strukturg tok-
syn killerowych, mechanizmami ich dzialtania, a takze
odpowiedzia komdrkowa mikroorganizméw wrazli-
wych wymaga poznania. Wyjasnienie tych watpliwosci
pozwoli na opracowanie skuteczniejszych strategii
zwalczania niepozadanych mikroorganizmow i stworzy
podstawy do szerszego stosowania drozdzy killerowych
i ich toksyn.
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