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Presence and significance of the infectious elements in technologi-
cally relevant yeasts’ cells

Summary

The killer phenotype of Saccharomyces cerevisiae strains is based upon the
presence of viruses in the cytoplasm of the yeast cells. Resent analysis of the
molecular basis in these phenomenon let researchers to reveal its molecular
mechanism and ecological function.

Mammalian transmissible spongiform encephalopathiesare is likely due to
the propagation of an abnormal form of some protein. Such infectious agents,
which are termed prions, exist in yeasts.

This review highlights the variety of infectious elements present in
Saccharomyces cerevisiae as well as their influence on the yeasts properties.
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1. Wstep

Ze wzgledu na wyjatkowy metabolizm drozdze odgrywaja
zasadniczg role w procesach fermentacyjnych. Podczas natural-
nej fermentacji alkoholowej rézne rodzaje drozdzy moga
wplywacé na jej przebieg. Wprowadzenie inokulum w postaci
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drozdzy ,szlachetnych” do nastawéw fermentacyjnych w duzym stopniu zmienia
uktad catego srodowiska (1). W charakterystyce genetycznej drozdzy przemysto-
wych wykazano, ze sg to szczepy poliploidalne zwtaszcza triploidalne, tetraploidal-
ne lub aneuploidalne. Maja one niska wydajnos$¢ sporulacji i niskg przezywalnos$¢
askospor, istnieje tez znaczne zr6znicowanie w tempie wzrostu wsrod klonéw spor.
Whynika to z segregacji aneuploidalnego zestawu chromosomoéw oraz segregacji ge-
noéw letalnych lub wptywajgcych na upos$ledzenie efektywnego wzrostu (2,3). Kolo-
nie otrzymane z pojedynczych askospor sa czesto homotalliczne lub nie majg zdol-
nosci do koniugacji z komérkami szczepu o przeciwnym typie piciowym (2). Panuje
powszechny poglad, ze poliploidy, dzieki zwielokrotnionemu materialowi genetycz-
nemu, sg bardziej stabilne i mniej podatne na czynniki mutagenne i zmienno$¢ ge-
netyczna niz haploidalne i diploidalne szczepy laboratoryjne. Stad nieprzypadkowe
jest, jak sie wydaje, wystepowanie szczepow poliploidalnych w procesach prze-
mysfowych, tj. w piwowarstwie, gorzelnictwie, winiarstwie i drozdzownictwie,
gdzie szczepy selekcjonowane sg m.in. w kierunku stabilnos$ci wtasciwosci techno-
logicznych. Niektérzy autorzy (4) wskazuja jednak na co$ zupetnie przeciwnego,
twierdzac, ze tempo zmian genetycznych u szczepoéw drozdzy wzrasta wraz z plo-
idalno$cig. Szczepy poliploidalne moga nies¢ wiele mutacji recesywnych, ktore
w obecnosci dzikich alleli dominujacych nie wplywaja na ich fenotyp. Mutacje te w
heterozygotach rozmnazajacych sie bezpiciowo moga kumulowa¢ sie z pokolenia
na pokolenie, nawet gdy sa letalne, inaczej niz u form haploidalnych badz homozy-
gotycznych, ktore szybko zostatyby wyeliminowane z populacji. Mimo duzego tem-
pa zmian genetycznych poliploidy moga mie¢ zatem bardzo stabilny fenotyp. Stabil-
nos$¢ genetyczna w potocznym ujeciu jest raczej funkcja czestosci wydarzen segre-
gacyjnych prowadzacych do ekspresji zmutowanych genéw niz samej czesto$ci mu-
tacji (5).

Wrtasciwosci technologiczne drozdzy przemystowych zalezg nie tylko od ploidal-
nosci szczepéw, ale takze od licznych elementéw cytoplazmatycznych mogacych
wystepowac w ich komérkach, np. wiruséw i prionéw (6).

2. Wirusy droidiowe

Wirusy ze wzgledu na swoje wlasciwosci sa zdolne do infekowania praktycznie
wszystkich organizméw, w tym réwniez drozdzy. W komorkach drozdzy mozna
stwierdzi¢ obecno$¢ takich elementow wirusowych, jak retrowirusy, dsRNA, czy tez
ssRNA (7).

Material genetyczny wiruséow zdolny jest czasami do integracji z genomem go-
spodarza. W komérkach drozdzy S. cerevisiae wykryto okoto 30 takich elementow
retrowirusowych Ty (transpozonéw). Transpozony sa integralng cze$cig genomu
wskutek czego sa powielane i przekazywane do komoérek potomnych tacznie z DNA
gospodarza (8,9). Zréznicowanie chromosomoéw wywotane obecnos$cia w nich ele-
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mentow Ty jest uznane za jeden z mechanizméw adaptacyjnych drozdzy, warun-
kujacy ich przystosowanie m.in. do réznego rodzaju warunkéw stresowych takich
jak: stres jonowy, temperaturowy, czy tez pokarmowy. Wykazano, ze transpozony
wplywaja na zdolnosci sporulacyjne, formowanie workéw oraz zywotnos$¢ samych
spor (10). Wptywaja rowniez poprzez mozliwo$¢ zmiany swojego potozenia na pro-
cesy ewolucyjne, wywotujgc nowe fenotypy (9). Lokalizacja wymienionych elemen-
tow retrowirusowych jest cechg charakterystyczna dla danego szczepu drozdzy.
Moga by¢ zatem wykorzystywane do identyfikacji szczepéw drozdzowych.

dsRNA moze wystepowaé w komorce drozdzy S. cerevisiae nawet w stu kopiach.
Niektére podjednostki dsRNA moga wystepowac w postaci jednoniciowej czastecz-
ki ssRNA. Funkcjonalna zalezno$¢ pomiedzy tymi obydwoma formami RNA nie jest
do konca poznana, wiadomo jednak, ze ilo§¢ ssRNA wzrasta w komérkach podda-
nych dziataniu czynnikéw stresogennych, takich jak warunki gtodowe czy tez szok
termiczny. Poziom ssRNA moze zatem dostarcza¢ informacji czy na komorke od-
dziatujg czynniki stresogenne (9,11).

Czasteczki dsRNA wspoélpracujgce z co najmniej trzydziestoma genami jagdrowy-
mi MAK lub SKI, determinujg fenotyp killerowy u drozdzy. Zjawisko to najwczes$niej
i najdoktadniej zbadano u drozdzy S. cerevisiae, p6zniej u innych rodzajow np.
Pichia, Candida, Kluyveromyces, Hansenula, Debaryomyces, Torulopsis i Cryptococcus
(12,13). U wiekszosci drozdzy za fenotyp killerowy odpowiedzialne sa elementy
dsRNA. Opisano jedynie trzy gatunki, u ktorych toksyna killerowa jest kodowana
przez liniowe plazmidy dsDNA. Wystepuja one u Kluyveromyces lactis (plazmid pGKL1
i pGKL2), Pichia acaciae (pPacl-1 i pPacl-2) i Pichia inositovora (pPin1-1 i pPin1-3)
(6,14,15).

dsRNA wystepujacy w komoérkach drozdzy S. cerevisiae zbudowany jest z dwéch
podjednostek L-A-dsRNA i M-dsRNA, ktore upakowane sg w biatkowym kapsydzie.
L-A jest autonomicznie replikujacym sie wirusem z rodziny Totiviridae, wystepu-
jacym u grzybéw i pasozytow. Jego genom wielkoSci 4,579 bp zostal doktadnie
scharakteryzowany i zsekwencjonowany (16). Podjednostka ta koduje zaréwno
biatkowy kapsyd wirusa (Gag), jak réwniez RNA zalezna polimeraze RNA (Pol). Oby-
dwa te elementy tworza wspdlng jednostke biatkowa (Gag-Pol) (17-19). M-dsRNA
jest satelitg podjednostki L-A. Odpowiada on za produkcje toksyn ré6znego typu, np.
u S. cerevisiae wystepuja trzy typy toksyn: K;, Ky i Kyg, ktore sg determinowane obec-
noscia odpowiedniej czgsteczki: M; dsRNA, M, dsRNA i M,g dsRNA. Czasteczki
M-dsRNA odpowiedzialne sg nie tylko za produkcje okreslonej toksyny, ale takze za
oporno$¢ na nig (19,20). Toksyny te réznia sie aktywnos$cia w zaleznosci od pH
i temperatury Srodowiska (20,21). Wiekszo$¢ toksyn drozdzowych cechuje niska
stabilno$¢ w temperaturach 30-35°C i pH powyzej 5,0 (22). Naturalne szczepy kille-
rowe zostaly wyizolowane z wielu fermentacyjnych srodowisk, owocow i warzyw
oraz zbiornikéw wodnych. Najpowszechniej wystepujaca toksyng w fermentujgcych
moszczach gronowych jest toksyna typu K, wytwarzana przez S. cerevisiae (23).
Z ekologicznego punktu widzenia killerowos¢ jest zjawiskiem antagonizmu pomie-
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dzy szczepami wystepujgcymi w danym Srodowisku i wspotzawodniczeniu o sub-
stancje pokarmowe w celu jego zdominowania (12,16).

Obecnos¢ kilku réznych typow toksyn u jednego gatunku moze byé zwigzana
z duzym prawdopodobienstwem wystepowania mutacji w obrebie elementéw wiru-
sopodobnych w trakcie replikacji materiatu genetycznego (24). Odkryto bezposred-
ni zwiazek miedzy zdolno$ciami powielania oraz utrzymywania elementoéw cytopla-
zmatycznych i mutacjami w regionach MAK lub SKI. Zmiany informacji zakodowanej
na tych odcinkach DNA powoduja utrate podjednostki M-dsRNA i kilkukrotne zredu-
kowanie liczby kopii podjednostki L-A dsRNA, co warunkuje destabilizacje fenotypu
killerowego (8,25).

Toksyny Ky, K i Kyg (wytwarzane przez rézne szczepy S. cerevisiae) sa biatkami
zbudowanymi z dwoch podjednostek polipeptydowych: a i B, potaczonych mostka-
mi disulfitowymi. Aktywacja toksyn K; i K; jest bardzo podobna i sktada sie z dwéch
etapow. W pierwszym etapie podjednostka  przylgcza sie do receptoréw wyste-
pujacych w S$cianie komorkowej szczepu wrazliwego, ktérymi sa czgsteczki
B-1,6-D-glukanu. Nastepnie podjednostka o oddziela sie od podjednostki i prze-
mieszcza do blony cytoplazmatycznej, w ktérej na skutek zaburzen potencjatu elek-
trycznego powoduje wytworzenie porow, przez ktére wyciekajg kationy do srodo-
wiska zewnetrznego, co doprowadza w efekcie do $mierci komérki.

Fenotyp killerowy K»g ro6zni sie znaczaco od fenotypu K; i K, pomimo wykazy-
wania podobienstw fizjologicznych z toksyng K. Toksyne Kg cechuje wyzsza stabil-
nos¢, w szerszym zakresie pH Srodowiska. Receptorem dla tej toksyny jest a-1,3
mannoproteina obecna w $cianie komérkowej szczepu wrazliwego (6). Nastepnie
podjednostka B przemieszcza sie transportem pecherzykowym powrotnym do sia-
teczki srédplazmatycznej, do cytozolu, skad przechodzi do cytoplazmy i nastepnie
do jadra. Zablokowany zostaje wzrost drozdzy w ich wczesnej fazie S cyklu zycio-
wego (26). Kyg blokuje synteze DNA, co przyczynia sie do zahamowania paczkowa-
nia drozdzy i doprowadza do utraty zywotnos$ci komérek (20,21,27,28).

3. Priony droidiowe

Zgodnie z obecnie przyjetym modelem infekcyjna natura prioné6w zwiazana jest
z wystepowaniem swoistego rodzaju biatek. Biatka te moga wystepowac¢ w dwéch
konformacyjnych odmianach: normalnej i zmienionej w forme prionowa. Obecnos$¢
zmienionej formy katalizuje dodatkowo powstawanie kolejnych czynnikéw infekcyj-
nych. Zjawisko to prowadzi w rezultacie do nagromadzenia w komérkach agrega-
tow amyloidow i wystapienia objawéw chorobowych (29,30). W komérkach ssakow
normalna forma biatka PrPC wydzielanego na powierzchnie komérek, w cyklu choro-
bowym przechodzi w forme zmieniong — PrPSC, stajac sie odporng na dziafanie pro-
teinazy, przyjmujac forme priona i wywotujac choroby neurodegeneratywne. Oby-
dwie formy PrPC i PrPSC majg identyczng budowe chemiczng, roznia sie jedynie
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strukturg przestrzenna. Bialko PrP¢ w 40% wystepuje jako o-helisa, nie zawierajac
jednoczesnie formy harmonijkowej B, podczas gdy PrPSC wystepuje w obydwu wa-
riantach odpowiednio w 50 i 20%. Pojawienie sie formy odpornej na dzialanie prote-
inazy K powoduje nagromadzenie sie w komoérkach agregatow i katalizuje dodatko-
wo przemiane kolejnych czasteczek normalnej formy PrP¢ w forme zmieniona prio-
na (31,32). Dodatkowo fenotyp zwigzany z niesieniem przez komoérke prionéw mo-
ze pojawic sie spontanicznie w zdrowych komorkach. Zjawisko to wystepuje jednak-
ze z niewielkg wydajnos$cig na poziomie 107-10¢ (8,33).

Wystepowania prionéw, jako czynnikéw infekcyjnych zostalo zaobserwowane
nie tylko w komérkach ssakow. Odkryto je m.in. u drozdzy S. cerevisiae oraz u grzy-
bow z rodzaju Podospora, a ich obecno$¢ w komorkach, podobnie jak w komoérkach
ssakow, jest zwiazana z agregacja glikoprotein, co sprawito, ze badania nad mecha-
nizmami infekcyjnosci oraz zwalczania prionéw moga by¢ prowadzone na komoér-
kach drozdzowych, jako na swoistego rodzaju systemie modelowym. Uzyskane wy-
niki z powodzeniem mogg zosta¢ przeniesione bezposrednio na organizmy wyzsze
i wykorzystywane w pracach badawczych nad niszczacymi tkanke nerwowg choro-
bami ssakow (31,32,34). Najszerzej zbadane i opisane zostaly dwa priony droz-
dzowe: [URE3] odpowiadajacy prionowej formie biatka Ure2p oraz [PSI+], odpowia-
dajacy prionowej formie biatka Sup35p (35). Biatko Ure2p sktada sie z dwéch do-
men, odpowiednio o wtasciwosciach regulatorowych warunkujgcych agregacje amy-
loidow. Czasteczka ta zwigzana jest z przemianami zwigzkéw azotowych w komoér-
ce (36). Podobnie jak Ure2p, w sktad Sup35p wchodza dwie domeny. Jest on komor-
kowym faktorem konczacym procesy translacji, odpowiednikiem wystepujacego
w komorkach ssakéw polipeptydu eRF3 (32,37).

Priony drozdzowe i ssacze pomimo podobnych mechanizmoéw dziatania wyka-
zujg szereg roznic. W odréznieniu od prionéw wystepujacych u ssakow, ktore sa
obecne zaréwno na powierzchni komorek jak i w przestrzeniach miedzykomoérko-
wych, priony drozdzy sg czynnikami cytoplazmatycznymi, przekazywanymi w trak-
cie podziatow komérkowych, a ich przemiana konformacyjna, jak sie wydaje, jest in-
dukowana czynnikami fizycznymi takimi jak np. zmiany pH cytoplazmy (31). Wyste-
powanie zmienionych form biatkowych u drozdzy nie jest zwigzane z pojawieniem
sie zaburzen negatywnych w cyklu zyciowym komorki. Wrecz przeciwnie, przypisu-
je sie im szereg wtasciwosci zwigzanych z naturalnymi przemianami ewolucyjnymi
i adaptacyjnymi szczepow (34).

Odkryto kilka kolejnych czgsteczek w komérkach drozdzy, o niektérych cechach
typowych dla prionéw, jednakze nie spetniajgcych wszystkich wymogoéw odkrytych
juz biatek infekcyjnych. Przyktadem takiej czgsteczki moze by¢ [KIL-d] element wa-
runkujacy pozyskiwanie przez komérki wtasciwosci killerowych, dzieki wptywowi
na ekspresje i propagacje dsRNA wiruséw (38,39).
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4. Czynniki warunkujgce eliminowanie elementéw infekcyjnych
z komoérki

Longo i wsp. (40) prowadzili doswiadczenia majace na celu wyeliminowanie
z komorek elementéw infekcyjnych. W tym celu stosowali oranz akrydyny, uzy-
skujgc zahamowanie syntezy podjednostki M-dsRNA u S. cerevisiae. Hodowle takich
komorek charakteryzowaly sie znacznie szybszym przyrostem biomasy, co moze
by¢ ttumaczone przeznaczeniem nakladéw energetycznych zuzywanych na synteze
toksyny do przeprowadzania innych proceséw. Zaobserwowali réwniez, ze ,wyle-
czone” komorki przeprowadzaly fermentacje ze znacznie lepszg wydajnoscia i wyz-
szym uzyskiem etanolu. Innymi zwigzkami chemicznymi warunkujagcymi gubienie
elementéw infekcyjnych moga by¢, np. cykloheksimid, czy tez chlorowodorek gu-
anidyny (GuHCI), bedacy czynnikiem pozwalajagcym na usuniecie obydwu znanych
form prionéw drozdzowych. Réwniez wplyw warunkéw srodowiska odgrywa bar-
dzo wazna role w stabilno$ci wirusow i prionéw. Podwyzszona temperatura w wielu
przypadkach ma zdolnos¢ ich eliminacji (32,35).

5. Znaczenie elementéw infekcyjnych wystepujacych w komérkach
droidiy na przebieg proceséw fermentacyjnych

Srodowisko fermentacyjne moze by¢ modyfikowane na kilka sposobéw. Miedzy
innymi przez zmiane sktadu podloza, zmiane parametréw prowadzenia procesu lub
tez przez odpowiednie zmodyfikowanie szczepow przeprowadzajacych fermenta-
cje. Udoskonalone wspotczesne szczepy drozdzy przemystowych powinny oprocz
dobrych wtasciwosci fermentacyjnych same chroni¢ wtasne srodowisko przed zaka-
zeniami wywotlanymi przez bakterie, np. Acetobacter, Gluconobacter, Lactobacillus
i Pediococcus, drozdze np. Brettanomyces, Pichia i Zygosaccharomyces, a takze ple$nie
np. Aspergillus, Botrytis, Penicillium i Trichoderma (41).

Istnieje szereg doniesien swiadczacych o duzych mozliwosciach ulepszania szcze-
pow przemystowych zdolnych do samozabezpieczenia srodowiska fermentacyjnego
przez sekrecje antymikrobiologicznych enzyméw, czy tez peptydow, do ktorych takze
mozna zaliczy¢ toksyny killerowe (42). W wiekszosci tych badan z duzym powodze-
niem wykorzystywano technike fuzji protoplastéow (43-45). Korzystnie wypadty takze
proby okreslajace, czy szczepy killerowe Kluyveromyces lactis bytyby zdolne do zabez-
pieczenia $rodowisk kiszonek w warunkach tlenowych. Wywotano w ten sposob zaha-
mowanie odkwaszania kiszonek i tym samym wtérnego ich zakazenia (46).

Wtasciwosci killerowe moga nie tylko stuzy¢ jako czynniki zabezpieczajace, sa
réowniez dobrym czynnikiem réznicujgcym niektore szczepy, np. z rodzaju Candida
(47-49).

Infekcyjne elementy biatkowe oprécz wspomnianego juz aspektu wykorzystywa-
nia ich w kreowaniu uktadéw modelowych nad badaniem mechanizméw infekcyj-
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nych, wykazuja réwniez wplyw na cechy technologiczne drozdzy. W przeprowadzo-
nych badaniach wykazano, ze szczepy zawierajace priony posiadaja nieco zmienio-
ny fenotyp wzgledem komoérek nie majacych tych elementéw infekcyjnych. True
i Lindquist (50) badali wptyw réznych czynnikéw na szczepy drozdzy posiadajgcych
i nie majacych prionéw. Wykazano istotny wptyw obecnosci prionéw w komoérkach
na tolerancje podwyzszonej temperatury, zdolno$¢ wzrostu w podtozu zawiera-
jacym etanol, dodatek soli cezu i litu, czy tez niekt6rych antybiotykéw. Stwierdzono
takze negatywny wplyw na wzrost komoérek posiadajgcych priony, dodatku do pod-
foza hodowlanego 5 mM ZnCl,. Zaobserwowano, ze w wielu przypadkach sama
morfologia kolonii byta inna. Zjawisko to moze by¢ ttumaczone oddzialywaniem sa-
mych prionéw na mechanizmy translacyjne zainfekowanych komoérek, co przyczynia
sie do powstania w komoérkach nowych biatek, wptywajgcych na fenotyp organizmu
(34,51).
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