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1. Wstep

Niektore szczepy drozdzy wydzielajg do podioza substancje biatkowa, ktéra jest toksyczna
w stosunku do innych drozdzy tego samego lub innego gatunku, a czasem takze reprezentan-
téw innych rodzajéw. Substancja ta nazywana jest popularnie czynnikiem, ,killerowym”, toksyna
wKillerowg", badz biatkiem ,killerowym". Szczepy drozdzy zostaly podzielone na wykazujgce fe-
notyp: killerowy, neutralny lub wrazliwy (tab. 1).

Tabelal
Klasyfikacja fenotypow killerowych dla rodzaju Saccharomyces cerevisiae
Fenotyp Wiasciwosci
K+ R+ szczepy odporne na wytworzone przez siebie biatko killerowe typu K1, wrazliwe na drozdze

produkujgce toksyne typu K2 i K3

K+R+ szczepy odporne na wytworzone przez siebie biatko killerowe typu K2, wrazliwe na drozdze
produkujace toksyne typu Kl i K3
szczepy odporne na wytworzone przez siebie biatko killerowe typu K3, wrazliwe na drozdze
produkujace toksyne typu K1 i K2

K-R+ fenotyp neutralny, szczepy nie produkuja biatka kiiierowego, ale sg na nie odporne

K,++ H,+ fenotyp superkillerowy, szczepy produkujg bardziej aktywna lub bardziej stabilng toksyne
typu Kl

K+RT fenotyp tzw. samobdjczy, szczepy produkujg biatko killerowe i wykazujg obnizong na nie
odpornos¢

K-R- szczepy wrazliwe nie produkujg biatka kiiilerowego i sg na nie wrazliwe

Drozdze killerowe sg najczesciej odporne na dziatanie swojej wiasnej toksyny. Fenomen Kkil-
lerowy opisany po raz pierwszy przez Makower i Sevan w 1963 r. (1), jest szeroko rozpowszech-
niony zaréwno wsréd drozdzy przechowywanych w Kolekcjach Czystych Kultur, jak i wsréd
drozdzy wystepujacych w srodowisku naturalnym. Dokladna funkcja i rola toksyny killerowej
w naturalnych zbiorowiskach drozdzy nie jest znana. Wielu autoréw sugeruje, ze odgrywa ona
wazng role w ekologii drozdzy (2,3), bedac potencjalnym mechanizmem wspoétzawodnictwa,
w ktérym produkcja sktadnikéw toksyny killerowej uniemozliwia konkurentom zdominowanie da-
nego srodowiska (4). Biatko killerowe wydaje sie najbardziej odpowiednie do tego zadania, gdyz
maksymalna jego produkcja nastepuje w fazie wzrostu logarytmicznego, kiedy to zapasy sub-
stancji pokarmowych sa obfite, a pH podtoza odpowiednie. Fenomen killerowy spowodowany
jest w kooperacji z genami jadrowymi, przez podobne do wiruséw czastki oznaczone jako VLP
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{virus like particles) wystepujace w cytozolu. Podobienstwo polega na tym, ze genom czastek
VLP, zwykle podwdéjnie skrecony heliks kwasu rybonukleinowego (dsRNA), jest zamkniety (5,6).

Jednakze podwodjnie skrecony RNA nie zawsze jest wyznacznikiem charakteru killerowego.
U drozdzy Kluyveromyces lactis informacje genetyczne niezbedne do ujawnienia fenotypu Kkille-
rowego przenoszone sg przez liniowy dsDNA (7,8).

Wirusopodobne czastki moga by¢ przenoszone przez hybrydyzacje, fuzje protoplastéw lub
cytodukcje. Zauwazy¢ tu nalezy podobiernistwo ich wlasciwosci do plazmidéw, zas budowa do
wirusow i dlatego czynnik determinujgcy fenotyp killerowy jest czesto nazywany wirusopodob-
nym piazmidem iub mykowirusem (3).

Dotychczas przeprowadzono wiele badan poswieconych poznaniu natury toksyny killero-
wej. Biatko to jest wraziiwe na temperature, enzymy proteolityczne (9,10), a optymalnym pH do
jego dziatania jest przedziat 4,2-4,7. Optymalna temperatura biosyntezy toksyny lezy w prze-
dziale 20-24°C (11). Toksyna killerowa jest wrazliwa na substancje chemiczne, takie jak np. cy-
kloheksymid czy oranz akrydynowy.

Fenomen Kkiiierowy najiepiej zostat opisany dla drozdzy Saccharomyces cerevisiae, u kto6-
rych zostat odkryty. Rozpoznano po 11 rodzajéw dla fenotypu: killerowego i 11 rodzajéw fenoty-
pu odpornego na dziatanie czynnika killerowego (3,12,13). U drozdzy rodzaju Saccharomyces
sp. moga wystepowac trzy typy fenotypu killerowego: KI, K2 i K3. Typ Kl zostat znaleziony
wsrod drozdzy przechowywanych w Koiekcjach Czystych Kultur (1), drozdze z typem Klllero-
wym K2 izolowane byly z réznych $rodowisk fermentacyjnych, m.in. jako zanieczyszczenia w
ciggtej produkcji piwa (14,15). Typ K3 zostat znaleziony u drozdzy Saccharomyces capensis
761 (12). Wystepowanie jednego lub kilku gatunkéw drozdzy killerowych stwierdzono ponadto u
nastepujacych rodzajow: Candida, Debaryomyces, Hansenula, Hanseniaspora, Kluyveromyces,
Pichia, Rhodotoruia, Kloeckera i Cryptococcus (4,12,16,17,18,19,20,21,22). Toksyny tych droz-
dzy réznia sie miedzy soba optymalnym pH dziatania, stabilnoscig temperaturowa, odpornoscia
na dzialanie enzymoéw proteolitycznych oraz niektérych innych substancji chemicznych. Sag one
wzgledem siebie antagonistyczne. Badania wzajemnego antagonizmu wykonane na typach Ki
i K2 dowodza, ze szczepy te zostaly wyseiekcjonowane naturainie, w drodze ewoiucji do konku-
rowania w réznych niszach ekologicznych (23).

Fenotyp kiiierowy wykrywany jest z uzyciem podtoza odzywczego o pH 4,2-4,7, zawieraja-
cego btekit metylenowy (0,003%) i zageszczonego agarem (2%), przy inkubacji w 20-24°C. Ba-
dany szczep umieszczany jest na powierzchni podtoza, zas$ szczep wrazliwy wysiewany jest
wgtebnie. Strefa hamowania wokot kolonii badanego szczepu swiadczy o jego killerowym cha-
rakterze (9). O innej metodzie wykrywania czynnika killerowego z uzyciem barwnikéw fluore-
scencyjnych (np. rodaminy B) donosza Vondrejs i in. (24).

2. Determinacja fenotypu killerowego przez dsRNA

Czynnik killerowy determinowany jest wystepowaniem w cytozolu komérek drozdzy splecio-
nego w heliks kwasu rybonukleinowego (dsRNA). Ze wzgledu na wielko$¢ i funkcje wyréznia sie
zasadniczo dwa typy dsRNA oznaczone jako M- i L-dsRNA, ktére dodatkowo sa jeszcze zrézni-
cowane miedzy sobga. U niektérych drozdzy killerowych zaobserwowano obecnos¢ mniej waz-
nych typéw dsRNA oznaczonych jako T-, W-, XL- oraz S-dsRNA (3,25), (tab. 2).

Produkcja toksyny killerowej i odpornos¢ na nig kodowane sa przez M-dsRNA. Wyrdzniono
kilka rodzajow M-dsRNA: Mi-dsRNA, M2-dsRNA i Ma-dsRNA, ktére odpowiadajg za produkcje
toksyny killerowej odpowiednio typow Ki, K2 i K3 (3,12).

Molekuty M-dsRNA zamkniete sg w wirusopodobnych czgstkach (VLP) obecnych w duzej li-
czbie kopii w komorce.

Najwiekszy z dsRNA, oznaczony jako L-dsRNA wystepuje u wszystkich izolowanych szczepow
drozdzy killerowych oraz u wiekszosci szczepédw wrazliwych na toksyne killerowa. L-dsRNA
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zamkniete jest rowniez w wirusopodobnych czastkach (3). Sommer i Wickner (26) pierwsi zasu-
gerowali istnienie co najmniej dwoéch nie spokrewnionych rodzajéw L-dsRNA. Plazmid killerowy
M-dsRNA jest satelitg jednego z rodzajéw L-dsRNA, co wskazuje, ze replikacja M-dsRNA za-
lezy od jego obecnosci w komoérce. Drugi rodzaj L-dsRNA dzielacy sie na: Le-, Ur- i Lec-dsRNA
jest niezalezny od LA-dsRNA i od M-dsRNA. Istniejg co najmniej 2 warianty LA-dsRNA: Lai-
i La2-clsRNA. LAIi-dsRNA izolowano z dzikich szczepow killerowych typu K1. Produktem transla-
cji in vitro Ui-dsRNA jest biatko, ktore stanowi 95% biatka czgstki VLP.

Tabela2
Typy dsRNA u drozdzy killerowych gatunku 5. cerevisiae
Typ dsRNA Opis

Mi 1,9 kb dsRNA; determinant fenotypu R

Mg 1,7 kb dsRNA; determinant fenotypu RN

Ma 1,5 kb dsRNA; determinant fenotypu RN

S3 0,73 kb dsRNA; powstaje z M1 przez wewnetrzng delecje

La 4,7 kb dsRNA; wymagany do utrzymania M”- lub Mg -dsRNA w komérce

Lai 4,7 kb dsRNA; wariant LA-dsRNA kodujacy kapsyd biatkowy dla VLP zawierajacego
Lai- i MM-dsRNA

La? 4,7 kb dsRNA; wariant L"-dsRNA kodujacy biatkowy kapsyd dla VLP zawierajacego
Lap- i Mp-dsRNA

I-B. I-c, Lgc 4,7 kb dsRNA; znaleziony u wigkszosci killerow typu Kl i K2; nie sa wymagane do

utrzymania czgstek M.,- lub Mg-dsRNA w komorce; kodujg kapsyd dla swego
wihasnego VLP

T, W 2,7 kb dsRNA; drugorzedne typy dsRNA 0 nieznanej funkcji
XL drugorzedny typ dsRNA 0 nieznanej funkcji, okazjonalnie znajdowany u killeréw
typu K1

Ustalono, ze zamykanie sie dsRNA jest niezbedne do utrzymania go w komérce oraz, ze
Mi-dsRNA jest satelitg Lai-6sRNA jako zrédia kapsydu - czasteczki biatkowej VLP. Czasteczka
biatkowa VLP zamyka w sobie czastki LAi-dsRNA i Mi-dsRNA. La2-cIsRNA koduje kapsyd
biatkowy u szczepow drozdzy Kkillerowych typu K2. Lai- i La2-clsRNA wykazujg wzajemna
homologie w 20-30% w okreslonych regionach (3). Brak jest jakiejkolwiek homologii miedzy
czastkami typu U-dsRNA, a | .b-, Ur-i Lec-dsRNA. Czastki Le-, Lc- i Lec-dsRNA sa ze sobg
bardzo blisko spokrewnione (w ok. 50%) i znajdowane sa u wiekszosci szczepow drozdzy
z czynnikiem killerowym typu K1 i K2. Stanowig one 5-10% catkowitej iloSci dsRNA, chociaz wy-
izolowano réwniez szczepy, ktére mialy wyzszg ich zawartos¢ lub byly ich pozbawione. Le-, Lc-
i Lec-dsRNA nie sg wymagane do utrzymania czastek Mi- i M2-dsRNA. Ich obecnos$¢ zwigzana
jest z synteza biatka dla wtasnych czastek VLP.

U wielu szczepoéw drozdzy Saccharomyces cerevisiae obecne sg inne nie spokrewnione ze
sobg typy dsRNA oznaczone jako T- i W - dsRNA. Ich funkcja w systemie killerowym nie
zostata jeszcze wyjasniona, podobnie jak funkcja innej czastki, oznaczonej jako XL-dsRNA, kto-
ra byta znajdowana okazjonalnie u drozdzy killerowych typu KIl. Czgsteczka S-dsRNA jest frag-
mentem Mi-dsRNA znajdowanym u recesywnych mutantéw (3).

Zjawisko czynnika killerowego ma charakter plazmidowy, co zostato udowodnione dla droz-
dzy killerowych typu KIl, K2 i K3, lecz nie bylo badane dla innych typéw drozdzy killerowych.
Szczepy drozdzy posiadajacych toksyne Kkillerowa mogg traci¢ w okreslonych warunkach
zdolnos¢ zabijania. Pozbawienie tej umiejetnosci, tzw. ,.leczenie”, nastepuje w:
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1) czasie hodowli drozdzy w podwyzszonej temperaturze (ok. 30-40"*C), (10);

2) obecnosci letalnej dawki cykloheksymidu w podtozu hodowlanym:

3) obecnosci letalnej dawki 5' -fluorouracylu w podtozu hodowlanym.

Zjawisko ,,gubienia” czasteczki M-dsRNA zalezy nie tylko od warunkéw zewnetrznych, lecz
zwigzane jest takze z LA-dsRNA. Naturalne warianty LA-dsRNA przenoszg r6zne kombinacje ge-
noéw hok {helper of killer), nex {non exiudable of Ma) oraz exi {exiuder of Ma), ktére maja rézny
wplyw na system killerowy (27).

Gen hok jest zdolny do wspierania replikacji mutantéw w Mi-dsRNA o genotypie [KIL-sdi]
z wadliwym systemem replikacji, Wariant LA-dsRNA przenoszacy gen hok oznaczono jako Uh-
dsRNA. Gen exl powoduje usuniecie czastki Ma-dsRNA. LA-dsRNA z genem ex| (wariant Lae-
dsRNA) lub z genami hok i exl (wariant LA-EH-dsRNA) obecny u drozdzy killerowych typu Kl po-
woduje ,,gubienie” Ma-dsRNA u drozdzy typu K2 w przypadku krzyzowania tych typow.

»Zgubienie” Ma-dsRNA nie nastgpi, jesli LA-dsRNA wyposazony bedzie w gen nex (wariant
LA-HN-dsRNA), (27). Zjawisko ,,gubienia’” Ma-dsRNA nastepuje takze bez udzialu czasteczek LA-
dsRNA, a zwigzane jest z czgsteczkg Mi-dsRNA. Podczas krzyzowania szczepow typu Kl i K2
molekuta Ma-dsRNA zostaje catkowicie usunieta i obserwuje sie tylko Mi-dsRNA (3).

Zachowanie, rozmnazanie i ekspresja cechy killerowej, jak tez odpornos¢ na nig uzaleznione
sg od wielu gendw jadrowych, co zostanie omdwione w pkt, 2.1.2.

2.1. Mutacje
2.1.1. Mutacje M-dsRNA

Mutacje w obrebie plazmidu M-dsRNA zmieniajg standardowy fenotyp killera K" R™ (tab. 1).
Dotycza one zaréwno jakosci, jak i ilosci wydzielanej toksyny, odpornosci i replikacji M-dsRNA.
Mutanty neutralne (genotyp [KIL-ni]) byly obserwowane ws$réd szczepdéw izolowanych ze $ro-
dowisk naturalnych. Sg one wadliwe w tej czesci M-dsRNA, ktéra jest odpowiedzialna za kodo-
wanie prekursora toksyny, lecz nie majg defektu w czesci odpowiedzialnej za odpornosé. Nie-
ktére szczepy neutralne wydzielajg toksyne killerowa, jednakze jest ona nieaktywna z uwagi na
fakt, ze mutacja zmienita sekwencje nukleotydéw w kodujagcym jg M-dsRNA (3,28).

Inne jeszcze mutacje wpltywajg na ekspresje cechy odpornosci. Mutanty takie, zwane ,,sam-
obdjcami” produkujg toksyne w normalnej ilosci, lecz wykazuja obnizong odpornos¢ na nig
w zwiazku z defektem w regionie M-dsRNA, ktéry determinuje odpornosc (28).

Po raz pierwszy mutanty powstate w wyniku usuniecia pewnego odcinka dsRNA z M-dsRNA,
oznaczonego jako S-dsRNA opisat Somers (29). Mutanty te, nazywane recesywnymi, charakte-
ryzuja sie tym, ze nie produkujg toksyny killerowej, ale po skrzyzowaniu ze szczepami killerowymi
dajg niestabilne diploidy o fenotypie K" R”, ktore stopniowo dzielg si¢ dajac fenotyp ICR".
Ridley i Wickner (30) sugerujg, ze moze to by¢ spowodowane przez preferencyjng replikacje
S-dsRNA.

Tak zwane mutanty diploido-zalezne charakteryzujg sie tym, ze Mi-dsRNA wystepuje tylko
w diploidalnych komérkach a/a. Utrzymanie tej cechy jest pod kontrolg genu mat (31).

2.1.2. Mutacje jadrowe

Fenotyp killerowy jest determinowany czasteczkami dsRNA zlokalizowanymi w czgstkach
VLP, wiadomo jednak, ze istnieje wiele genéw chromosomalnych wymaganych do replikacji,
ekspresji M-dsRNA oraz odpornosci na dziatanie toksyny killerowej.

Znaleziono 30 gendw jadrowych, ktérych mutacje powodujg utrate czgsteczki Mi-dsRNA.
Geny te: mak”®, makZ - mak28, spe2, spe”™0 | pefl8 odpowiedzialne sa réwniez za replikacje
czasteczki Mi-dsRNA i zamykanie jej w kapsydzie biatkowym (3,32). Tylko niektére z wymienio-
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nych genéw odpowiedzialne sg za replikacje L-dsRNA, sg to: mak3, mak”0 ipefl8. Inne geny
jadrowe, tzw. geny ekspresji exl i kex2, kontroluja ekspresje fenotypu killerowego, tj. produkcje
toksyny killerowej. Mutanty kex” i kex2 nie wydzielajg toksyny, ale zachowuja odpornos¢ na nia.

Szczepy drozdzy killerowych Kl z mutacja w genie rex (gen odpornosciowy) traca
odpornos¢ na swojg wiasng toksyne. Sg to mutanty nazywane ,,samobdjcami”. Jest to spowo-
dowane prawdopodobnie przedwczesna aktywacja biatka killerowego, lub degradacja czynnika
odpornosci, albo takg modyfikacja hipotetycznego receptora membrany, ktéra prowadzi do sy-
tuacji, kiedy receptor nie jest chroniony przez wyznacznik odpornosci (33).

Wazna role odgrywaja réwniez geny, ktérych mutacje wptywaja na wzrost aktywnosci killero-
wej szczepow drozdzy, tak zwanych superkilleréw (K" R'™'). Mutacje tego typu dotycza genéw
ski. Wykazano, ze u wielu szczepdw superkillerowych replikacja Mi-dsRNA jest zalezna od mu-
tacji genéw skt oraz od odpornosci czastki U-E-dsRNA. Szczepy superkillerowe produkujg bar-
dziej stabilng toksyne, lub w wyniku wzrostu ilosci kopii Mi-dsRNA - wiekszg ilo$¢ toksyny (3).

3. Produkcja i sposob dziatania toksyny kiiierowej
3.1. Biosynteza toksyny kiiierowej

M-dsRNA jest elementem genetycznym zawierajacym niezbedne informacje dla syntezy
biatka killerowego. Skiada sie on z dwéch oddzielnych segmentéw (1,0 i 1,6 kb), przy czym
diuzszy segment koduje prekursor toksyny killerowej. Na matrycy M-dsRNA nastepuje synteza
produktu przejSciowego, skladajagcego sie sie z dwoéch polipeptydéw a \™ (9,5 i 9,0 kDa).
Czesci te sg rozdzielone segmentem y, ktéry jest prawdopodobnie wyznacznikiem odpornosci,
a poprzedza je N-koncowy segment d. Hydrofobowy segment $ pozwala prekursorowi toksyny
na przejscie do reticulum endoplazmatycznego, gdzie nastepuje glikolizacja segmentu y. Dalsze
nieznaczne modyfikacje nastepujg w aparacie Golgiego (zdefiniowane przez efekt mutacji sec 18
isecT). Nastepnie, podczas transportu na zewnatrz komoérki toksyna rozszczepiana jest przez
specyficzne proteinazy. W ten sposob prekursory a iyS toksyny potaczone wigzaniem disiar-
czkowym tworzg aktywne biatko kilierowe, ktore igcznie z sekwencjg y wydzielane jest na
zewnatrz komorki, dzieki potaczeniu czastek transportujgcych z membrang plazmatyczna. Przy-
puszcza sie, ze sekwencja y poprzez reakcje z nie zdefiniowanymi receptorami toksyny Kkillero-
wej w membranie cytoplazmatycznej odpowiada za odpornos¢ komoérki. Przeznaczenie sekwen-
cji $ jest w dalszym ciaggu nieznane (3).

3.2. Dzialanie toksyny kiiierowej

Sposo6b dziatania toksyny killerowej na wrazliwe szczepy drozdzy byt badany w wielu labora-
toriach, dla r6znych szczepéw Saccharomyces cerevisiae, Pichia sp. oraz Candida sp. Po okre-
sie wzrostu logarytmicznego biatko kilierowe lgczone jest z receptorami znajdujacych sie
w Scianie komérkowej (34,35). Pierwszym receptorem toksyny typu Kl, i prawdopodobnie to-
ksyny typu K2, jest/3-1,6-glukan (36), jednakze badania wykonane przez Schmitta i Radlera (37)
wykazaly, ze réwniez mannan moze by¢ pierwszym receptorem dla toksyny killerowej wyizolo-
wanej z drozdzy S. cerevisiae (28). Receptory toksyny znajdujg sie zaréwno na Scianie komor-
kowej drozdzy posiadajgcych fenotyp wrazliwy, jak i killerowy. Obecnos$¢ receptoréw zostata
wykazana za pomoca mutacji gendéw kre” i kre2, ktére powodowaty znaczne obnizenie itosci to-
ksyny wigzanej ze Sciana komorkowa i modyfikowaty skfad j3-1,6-glukanu (34). Wigzanie biatka
killerowego przez receptory, czyli pierwszy etap dziatania toksyny killerowej jest etapem, ktory
odbywa sie bez dostarczenia energii. Jednakze nie wiadomo do konca, czy odbywa sie to tylko
z udziatem sktadnika a skladnik a jest w tym samym czasie przemieszczany do membran pla-
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zmatycznych, czy tez dokonuje sie to w inny sposéb. Nastepnie, dziatajagc na membrany pla-
zmatyczne, toksyna powoduje smier¢ komorki wrazliwej. Jest to drugi etap dziatania biatka kille-
rowego i zalezny jest on od dostarczenia energii (38).

Biatko kiilerowe dziata na membrany powodujac zniszczenie normalnego stanu elektro-
chemicznego gradientu jonéw. Komérki drozdzy wyczerpujac ATP spontanicznie wydzielaja jo-
ny a stracie tej towarzyszy naptyw ekwiwalentnej liczby protonéw. Wydaje sie zatem logicz-
ne, ze po dodaniu toksyny killerowej hamowany jest ruch jonéw. Nastepuje to dzigki zwiek-
szeniu przepuszczalnosci membran (39,40). Mozna przypuszcza¢, ze formowane sa kanaly
w dwuwarstwowej membranie fosfolipidowej umozliwiajgce penetracje jondw. Obserwacja ta
zostala potwierdzona dla drozdzy Pichia kluyveri, dla ktérych formowanie kanatéw byto przypu-
szczalnie potgczone z efektem letalnym (41).

Wptyw toksyny killerowej na komoérki wrazliwe zalezy od sktadu podioza hodowlanego, a takze
od ich fazy wzrostu. Komorki z fazy stacjonarnej sa relatywnie bardziej odporne na dziatanie to-
ksyny. U komérek z fazy wzrostu logarytmicznego nastepuje zmiana przepuszczalnosci mem-
bran, ktéra powoduje obnizenie pH w komérce, hamowanie proceséw metabolicznych, uwalnia-
nie jondw K” i ATP do podtoza, co w nastepstwie prowadzi do $mierci komoérek (3,42). Komorki
drozdzy wrazliwych, bedace pod wptywem biatka killerowego mozna ochroni¢ przed letalnym
dziataniem toksyny, jednakze jest to zalezne od etapu, w ktorym znajduja sie drozdze wrazliwe.
W trakcie pierwszego etapu, tj. wigzania toksyny killerowej z receptorami znajdujacymi sie
w Scianie komoérkowej, ochrona ta polega na inkubacji w podtozu minimalnym, albo dodaniu jo-
néw Ca'MN do poditoza hodowlanego, badz podniesieniu wartosci pH czy tez temperatury ho-
dowli. Jesli jednak toksyna przejdzie do drugiego etapu dziatania, tzw. nieodwracalnego, tj. na-
stapig reakcje z membranami cytoplazmatycznymi komoérki wrazliwej, te czynniki nie sg juz
skuteczne. Przejscie do stanu nieodwracalnego mozna utrudni¢ dodajac do poditoza ADP (43).

Jest réwniez wiele innych czynnikéw, ktére moga hamowac produkcje biatka killerowego.
Do nich zaiiczy¢ mozna: wysokie stezenie cukru, podwyzszong temperature oraz wartosc¢ pH (44).

4. Zastosowanie drozdzy z czynnikiem Kiiierowym

Aktywnos¢ kilierowa reprezentuje mechanizm antagonistyczny wsréd szczepéw drozdzy
w trakcie spontanicznej fermentacji. Uzycie winiarskich drozdzy killerowych moze mie¢ ogromne
znaczenie w procesach fermentacyjnych, wymagajacych doktadnej kontroli mikrobiologicznej,
z uwzglednieniem zapobiegania zanieczyszczeniom przez niepozadane szczepy drozdzy (44).
W 1988 r. Bussey i in. (23) doniesli o skonstruowaniu na drodze rekombinacji DNA szczepu
drozdzy killerowych K1-K2. W zaleznosci od warunkéw srodowiskowych zabijat on zaréwno
szczepy zawierajgce toksyne killerowg Ki, jak i K2, jesli rosty one w hodowli mieszanej. Badania
te maja rowniez inng praktyczna wartos¢, a mianowicie pokazujg one jak zachowuja sie drozdze
kiilerowe w hodowlach mieszanych, co jest bardzo wazne dla proceséw fermentacyjnych. Czyn-
nik killerowy, jako mechanizm zwalczania zakazeh zwraca coraz wiekszg uwage badaczy. Salek,
Schuettler i Zimmerman (45), przy uzyciu elektroiniekcji, przeniesli killerowy dsRNA ze szczepu
superkillerowego S. cerevisiae T158C do szczepow laboratoryjnych i przemystowych. Proces
ten znajdzie zastosowanie nie tylko w eliminacji zakazern proceséw fermentacyjnych, ale takze
w kontroli i ekspresji wiruséw eukariotycznych, w studiach nad tworzeniem i wydzielaniem
biatek, a mozliwe, ze i w medycynie.

Drozdze zakazajace procesy fermentacyjne i posiadajgce czynnik killerowy sa bardziej nie-
bezpieczne od tych, ktére go nie majg. Jest to gtéwnie spowodowane ich zdolnosciami zabija-
nia, ale tez wspoétzawodnictwem w wykorzystaniu substratéw. Przy uzyciu technik hybrydyzacyj-
nych lub indukowanej fuzji protoplastéw, badacze zajeli sie konstruowaniem szczepéw
uzywanych zwitaszcza do produkcji piwa i wina, aby po przeniesieniu czynnika killerowego do
niekillerowych szczepow przemystowych skuteczniej zwalcza¢ zakazenia (46,47). Janderova
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i in. (48) skonstruowali na drodze fuzji protoplastéw ,,mieszanca piwowarskiego” Sacch. uvarum
- Sacch. diastaticus, ktdry produkowat nie tylko toksyne killerowa mogaca zwalczaé zanieczysz-
czenia szczepami Saccharomyces sp., ale charakteryzowat sie rowniez zdolnoscia degradaciji
dekstryn i skrobi, co jest wazng cecha technologiczna.

Innym zastosowaniem czynnika killerowego jest mozliwo$¢ wykorzystania go jako markera
przy selekcji regenerowanych produktéw fuzji protoplastéw. Vondrejs i in. (49) przeprowadzili
fuzje dwéch szczepdw Sacch. cerevisiae scharakteryzowanych jako his” i fCR” his™". Na
podtozu minimalnym izolowano tylko hybrydy, ktére charakteryzowaty sie cecha R" przenie-
siong ze szczepu posiadajgcego biatko killerowe i his"" od drugiego rodzica.

Zastosowanie tej techniki daje wiele korzysci:

1) fenotypy i R* moga by¢ testowane niezaleznie,

2) cecha killerowag moze by¢ czasowym markerem do celéw selekcyjnych, tatwym do elimi-
nacji, gdy nie jest juz uzyteczna,

3) metoda ta moze by¢ stosowana wielokrotnie,

4) najczesciej uzywane techniki selekcyjne oparte na auksotrofii szczepéw rodzicielskich nie
moga by¢ stosowane do szczepdw poliploidalnych, co uzasadnia stosowanie markeréw killero-
wych,

5) technika oparta na wykorzystaniu czynnika killerowego jest wystarczajgco uniwersalna
i moze by¢ stosowana przy konstruowaniu przemystowych szczepéw drozdzy (46,50).

5. Podsumowanie

Szczepy drozdzy posiadajgce biatko killerowe sg szeroko rozpowszechnione zaréwno
wsréd szczepow izolowanych ze srodowisk naturalnych, jak i u laboratoryjnych. Chociaz feno-
men killerowy jest najlepiej poznany dla Sacchromyces sp., wystepuje on réwniez wsréd innych
rodzajéw drozdzy. Obecnie wielu badaczy zajmuje sie nie tylko wyjasnieniem istoty tego zjawi-
ska, ale rébwniez mozliwoscig jego wykorzystania.
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The Kkiller factor in yeasts

Summary

The killer factor is widely spread in yeasts. This phenomenon has been detected in representatives.of
different genus. The yeasts are immune to their own Kkiller protein. In cooperation with nuclear genes the
killer factor is brought about by virus-like particles occuring in yeast cytoplasm. The killer protein is bound
to the cell wall receptors of a sensitive strain and then it kills the cell by changing the permeability of the
membranes. In addition to the studies on the killer protein properties, its possible utilization is being inves-
tigated.
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