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Presence and significance of the infectious elements in technologi-

cally relevant yeasts’ cells

S u m m a r y

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. Wstêp

Ze wzglêdu na wyj¹tkowy metabolizm dro¿d¿e odgrywaj¹
zasadnicz¹ rolê w procesach fermentacyjnych. Podczas natural-
nej fermentacji alkoholowej ró¿ne rodzaje dro¿d¿y mog¹
wp³ywaæ na jej przebieg. Wprowadzenie inokulum w postaci
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dro¿d¿y „szlachetnych” do nastawów fermentacyjnych w du¿ym stopniu zmienia
uk³ad ca³ego œrodowiska (1). W charakterystyce genetycznej dro¿d¿y przemys³o-
wych wykazano, ¿e s¹ to szczepy poliploidalne zw³aszcza triploidalne, tetraploidal-
ne lub aneuploidalne. Maj¹ one nisk¹ wydajnoœæ sporulacji i nisk¹ prze¿ywalnoœæ
askospor, istnieje te¿ znaczne zró¿nicowanie w tempie wzrostu wœród klonów spor.
Wynika to z segregacji aneuploidalnego zestawu chromosomów oraz segregacji ge-
nów letalnych lub wp³ywaj¹cych na upoœledzenie efektywnego wzrostu (2,3). Kolo-
nie otrzymane z pojedynczych askospor s¹ czêsto homotalliczne lub nie maj¹ zdol-
noœci do koniugacji z komórkami szczepu o przeciwnym typie p³ciowym (2). Panuje
powszechny pogl¹d, ¿e poliploidy, dziêki zwielokrotnionemu materia³owi genetycz-
nemu, s¹ bardziej stabilne i mniej podatne na czynniki mutagenne i zmiennoœæ ge-
netyczn¹ ni¿ haploidalne i diploidalne szczepy laboratoryjne. St¹d nieprzypadkowe
jest, jak siê wydaje, wystêpowanie szczepów poliploidalnych w procesach prze-
mys³owych, tj. w piwowarstwie, gorzelnictwie, winiarstwie i dro¿d¿ownictwie,
gdzie szczepy selekcjonowane s¹ m.in. w kierunku stabilnoœci w³aœciwoœci techno-
logicznych. Niektórzy autorzy (4) wskazuj¹ jednak na coœ zupe³nie przeciwnego,
twierdz¹c, ¿e tempo zmian genetycznych u szczepów dro¿d¿y wzrasta wraz z plo-
idalnoœci¹. Szczepy poliploidalne mog¹ nieœæ wiele mutacji recesywnych, które
w obecnoœci dzikich alleli dominuj¹cych nie wp³ywaj¹ na ich fenotyp. Mutacje te w
heterozygotach rozmna¿aj¹cych siê bezp³ciowo mog¹ kumulowaæ siê z pokolenia
na pokolenie, nawet gdy s¹ letalne, inaczej ni¿ u form haploidalnych b¹dŸ homozy-
gotycznych, które szybko zosta³yby wyeliminowane z populacji. Mimo du¿ego tem-
pa zmian genetycznych poliploidy mog¹ mieæ zatem bardzo stabilny fenotyp. Stabil-
noœæ genetyczna w potocznym ujêciu jest raczej funkcj¹ czêstoœci wydarzeñ segre-
gacyjnych prowadz¹cych do ekspresji zmutowanych genów ni¿ samej czêstoœci mu-
tacji (5).

W³aœciwoœci technologiczne dro¿d¿y przemys³owych zale¿¹ nie tylko od ploidal-
noœci szczepów, ale tak¿e od licznych elementów cytoplazmatycznych mog¹cych
wystêpowaæ w ich komórkach, np. wirusów i prionów (6).

2. Wirusy dro¿d¿owe

Wirusy ze wzglêdu na swoje w³aœciwoœci s¹ zdolne do infekowania praktycznie
wszystkich organizmów, w tym równie¿ dro¿d¿y. W komórkach dro¿d¿y mo¿na
stwierdziæ obecnoœæ takich elementów wirusowych, jak retrowirusy, dsRNA, czy te¿
ssRNA (7).

Materia³ genetyczny wirusów zdolny jest czasami do integracji z genomem go-
spodarza. W komórkach dro¿d¿y S. cerevisiae wykryto oko³o 30 takich elementów
retrowirusowych Ty (transpozonów). Transpozony s¹ integraln¹ czêœci¹ genomu
wskutek czego s¹ powielane i przekazywane do komórek potomnych ³¹cznie z DNA
gospodarza (8,9). Zró¿nicowanie chromosomów wywo³ane obecnoœci¹ w nich ele-
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mentów Ty jest uznane za jeden z mechanizmów adaptacyjnych dro¿d¿y, warun-
kuj¹cy ich przystosowanie m.in. do ró¿nego rodzaju warunków stresowych takich
jak: stres jonowy, temperaturowy, czy te¿ pokarmowy. Wykazano, ¿e transpozony
wp³ywaj¹ na zdolnoœci sporulacyjne, formowanie worków oraz ¿ywotnoœæ samych
spor (10). Wp³ywaj¹ równie¿ poprzez mo¿liwoœæ zmiany swojego po³o¿enia na pro-
cesy ewolucyjne, wywo³uj¹c nowe fenotypy (9). Lokalizacja wymienionych elemen-
tów retrowirusowych jest cech¹ charakterystyczn¹ dla danego szczepu dro¿d¿y.
Mog¹ byæ zatem wykorzystywane do identyfikacji szczepów dro¿d¿owych.

dsRNA mo¿e wystêpowaæ w komórce dro¿d¿y S. cerevisiae nawet w stu kopiach.
Niektóre podjednostki dsRNA mog¹ wystêpowaæ w postaci jednoniciowej cz¹stecz-
ki ssRNA. Funkcjonalna zale¿noœæ pomiêdzy tymi obydwoma formami RNA nie jest
do koñca poznana, wiadomo jednak, ¿e iloœæ ssRNA wzrasta w komórkach podda-
nych dzia³aniu czynników stresogennych, takich jak warunki g³odowe czy te¿ szok
termiczny. Poziom ssRNA mo¿e zatem dostarczaæ informacji czy na komórkê od-
dzia³uj¹ czynniki stresogenne (9,11).

Cz¹steczki dsRNA wspó³pracuj¹ce z co najmniej trzydziestoma genami j¹drowy-
mi MAK lub SKI, determinuj¹ fenotyp killerowy u dro¿d¿y. Zjawisko to najwczeœniej
i najdok³adniej zbadano u dro¿d¿y S. cerevisiae, póŸniej u innych rodzajów np.
Pichia, Candida, Kluyveromyces, Hansenula, Debaryomyces, Torulopsis i Cryptococcus

(12,13). U wiêkszoœci dro¿d¿y za fenotyp killerowy odpowiedzialne s¹ elementy
dsRNA. Opisano jedynie trzy gatunki, u których toksyna killerowa jest kodowana
przez liniowe plazmidy dsDNA. Wystêpuj¹ 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 wystêpuj¹cy w komórkach dro¿d¿y S. cerevisiae zbudowany jest z dwóch
podjednostek L-A-dsRNA i M-dsRNA, które upakowane s¹ w bia³kowym kapsydzie.
L-A jest autonomicznie replikuj¹cym siê wirusem z rodziny Totiviridae, wystêpu-
j¹cym u grzybów i paso¿ytów. Jego genom wielkoœci 4,579 bp zosta³ dok³adnie
scharakteryzowany i zsekwencjonowany (16). Podjednostka ta koduje zarówno
bia³kowy kapsyd wirusa (Gag), jak równie¿ RNA zale¿n¹ polimerazê RNA (Pol). Oby-
dwa te elementy tworz¹ wspóln¹ jednostkê bia³kow¹ (Gag-Pol) (17-19). M-dsRNA
jest satelit¹ podjednostki L-A. Odpowiada on za produkcjê toksyn ró¿nego typu, np.
u S. cerevisiae wystêpuj¹ trzy typy toksyn: K1, K2 i K28, które s¹ determinowane obec-
noœci¹ odpowiedniej cz¹steczki: M1 dsRNA, M2 dsRNA i M28 dsRNA. Cz¹steczki
M-dsRNA odpowiedzialne s¹ nie tylko za produkcjê okreœlonej toksyny, ale tak¿e za
opornoœæ na ni¹ (19,20). Toksyny te ró¿ni¹ siê aktywnoœci¹ w zale¿noœci od pH
i temperatury œrodowiska (20,21). Wiêkszoœæ toksyn dro¿d¿owych cechuje niska
stabilnoœæ w temperaturach 30-35°C i pH powy¿ej 5,0 (22). Naturalne szczepy kille-
rowe zosta³y wyizolowane z wielu fermentacyjnych œrodowisk, owoców i warzyw
oraz zbiorników wodnych. Najpowszechniej wystêpuj¹c¹ toksyn¹ w fermentuj¹cych
moszczach gronowych jest toksyna typu K2 wytwarzana przez S. cerevisiae (23).
Z ekologicznego punktu widzenia killerowoœæ jest zjawiskiem antagonizmu pomiê-
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dzy szczepami wystêpuj¹cymi w danym œrodowisku i wspó³zawodniczeniu o sub-
stancje pokarmowe w celu jego zdominowania (12,16).

Obecnoœæ kilku ró¿nych typów toksyn u jednego gatunku mo¿e byæ zwi¹zana
z du¿ym prawdopodobieñstwem wystêpowania mutacji w obrêbie elementów wiru-
sopodobnych w trakcie replikacji materia³u genetycznego (24). Odkryto bezpoœred-
ni zwi¹zek miêdzy zdolnoœciami powielania oraz utrzymywania elementów cytopla-
zmatycznych i mutacjami w regionach MAK lub SKI. Zmiany informacji zakodowanej
na tych odcinkach DNA powoduj¹ utratê podjednostki M-dsRNA i kilkukrotne zredu-
kowanie liczby kopii podjednostki L-A dsRNA, co warunkuje destabilizacje fenotypu
killerowego (8,25).

Toksyny K1, K2 i K28 (wytwarzane przez ró¿ne szczepy S. cerevisiae) s¹ bia³kami
zbudowanymi z dwóch podjednostek polipeptydowych: � i �, po³¹czonych mostka-
mi disulfitowymi. Aktywacja toksyn K1 i K2 jest bardzo podobna i sk³ada siê z dwóch
etapów. W pierwszym etapie podjednostka � przy³¹cza siê do receptorów wystê-
puj¹cych w œcianie komórkowej szczepu wra¿liwego, którymi s¹ cz¹steczki
�-1,6-D-glukanu. Nastêpnie podjednostka � oddziela siê od podjednostki � i prze-
mieszcza do b³ony cytoplazmatycznej, w której na skutek zaburzeñ potencja³u elek-
trycznego powoduje wytworzenie porów, przez które wyciekaj¹ kationy do œrodo-
wiska zewnêtrznego, co doprowadza w efekcie do œmierci komórki.

Fenotyp killerowy K28 ró¿ni siê znacz¹co od fenotypu K1 i K2, pomimo wykazy-
wania podobieñstw fizjologicznych z toksyn¹ K2. Toksynê K28 cechuje wy¿sza stabil-
noœæ, w szerszym zakresie pH œrodowiska. Receptorem dla tej toksyny jest �-1,3
mannoproteina obecna w œcianie komórkowej szczepu wra¿liwego (6). Nastêpnie
podjednostka � przemieszcza siê transportem pêcherzykowym powrotnym do sia-
teczki œródplazmatycznej, do cytozolu, sk¹d przechodzi do cytoplazmy i nastêpnie
do j¹dra. Zablokowany zostaje wzrost dro¿d¿y w ich wczesnej fazie S cyklu ¿ycio-
wego (26). K28 blokuje syntezê DNA, co przyczynia siê do zahamowania p¹czkowa-
nia dro¿d¿y i doprowadza do utraty ¿ywotnoœci komórek (20,21,27,28).

3. Priony dro¿d¿owe

Zgodnie z obecnie przyjêtym modelem infekcyjna natura prionów zwi¹zana jest
z wystêpowaniem swoistego rodzaju bia³ek. Bia³ka te mog¹ wystêpowaæ w dwóch
konformacyjnych odmianach: normalnej i zmienionej w formê prionow¹. Obecnoœæ
zmienionej formy katalizuje dodatkowo powstawanie kolejnych czynników infekcyj-
nych. Zjawisko to prowadzi w rezultacie do nagromadzenia w komórkach agrega-
tów amyloidów i wyst¹pienia objawów chorobowych (29,30). W komórkach ssaków
normalna forma bia³ka PrPC wydzielanego na powierzchniê komórek, w cyklu choro-
bowym przechodzi w formê zmienion¹ – PrPSC, staj¹c siê odporn¹ na dzia³anie pro-
teinazy, przyjmuj¹c formê priona i wywo³uj¹c choroby neurodegeneratywne. Oby-
dwie formy PrPC i PrPSC maj¹ identyczn¹ budowê chemiczn¹, ró¿ni¹ siê jedynie
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struktur¹ przestrzenn¹. Bia³ko PrPC w 40% wystêpuje jako �-helisa, nie zawieraj¹c
jednoczeœnie formy harmonijkowej �, podczas gdy PrPSC wystêpuje w obydwu wa-
riantach odpowiednio w 50 i 20%. Pojawienie siê formy odpornej na dzia³anie prote-
inazy K powoduje nagromadzenie siê w komórkach agregatów i katalizuje dodatko-
wo przemianê kolejnych cz¹steczek normalnej formy PrPC w formê zmienion¹ prio-
na (31,32). Dodatkowo fenotyp zwi¹zany z niesieniem przez komórkê prionów mo-
¿e pojawiæ siê spontanicznie w zdrowych komórkach. Zjawisko to wystêpuje jednak-
¿e z niewielk¹ wydajnoœci¹ na poziomie 10-7-10-6 (8,33).

Wystêpowania prionów, jako czynników infekcyjnych zosta³o zaobserwowane
nie tylko w komórkach ssaków. Odkryto je m.in. u dro¿d¿y S. cerevisiae oraz u grzy-
bów z rodzaju Podospora, a ich obecnoœæ w komórkach, podobnie jak w komórkach
ssaków, jest zwi¹zana z agregacj¹ glikoprotein, co sprawi³o, ¿e badania nad mecha-
nizmami infekcyjnoœci oraz zwalczania prionów mog¹ byæ prowadzone na komór-
kach dro¿d¿owych, jako na swoistego rodzaju systemie modelowym. Uzyskane wy-
niki z powodzeniem mog¹ zostaæ przeniesione bezpoœrednio na organizmy wy¿sze
i wykorzystywane w pracach badawczych nad niszcz¹cymi tkankê nerwow¹ choro-
bami ssaków (31,32,34). Najszerzej zbadane i opisane zosta³y dwa priony dro¿-
d¿owe: [URE3] odpowiadaj¹cy prionowej formie bia³ka Ure2p oraz [PSI+], odpowia-
daj¹cy prionowej formie bia³ka Sup35p (35). Bia³ko Ure2p sk³ada siê z dwóch do-
men, odpowiednio o w³aœciwoœciach regulatorowych warunkuj¹cych agregacjê amy-
loidów. Cz¹steczka ta zwi¹zana jest z przemianami zwi¹zków azotowych w komór-
ce (36). Podobnie jak Ure2p, w sk³ad Sup35p wchodz¹ dwie domeny. Jest on komór-
kowym faktorem koñcz¹cym procesy translacji, odpowiednikiem wystêpuj¹cego
w komórkach ssaków polipeptydu eRF3 (32,37).

Priony dro¿d¿owe i ssacze pomimo podobnych mechanizmów dzia³ania wyka-
zuj¹ szereg ró¿nic. W odró¿nieniu od prionów wystêpuj¹cych u ssaków, które s¹
obecne zarówno na powierzchni komórek jak i w przestrzeniach miêdzykomórko-
wych, priony dro¿d¿y s¹ czynnikami cytoplazmatycznymi, przekazywanymi w trak-
cie podzia³ów komórkowych, a ich przemiana konformacyjna, jak siê wydaje, jest in-
dukowana czynnikami fizycznymi takimi jak np. zmiany pH cytoplazmy (31). Wystê-
powanie zmienionych form bia³kowych u dro¿d¿y nie jest zwi¹zane z pojawieniem
siê zaburzeñ negatywnych w cyklu ¿yciowym komórki. Wrêcz przeciwnie, przypisu-
je siê im szereg w³aœciwoœci zwi¹zanych z naturalnymi przemianami ewolucyjnymi
i adaptacyjnymi szczepów (34).

Odkryto kilka kolejnych cz¹steczek w komórkach dro¿d¿y, o niektórych cechach
typowych dla prionów, jednak¿e nie spe³niaj¹cych wszystkich wymogów odkrytych
ju¿ bia³ek infekcyjnych. Przyk³adem takiej cz¹steczki mo¿e byæ [KIL-d] element wa-
runkuj¹cy pozyskiwanie przez komórki w³aœciwoœci killerowych, dziêki wp³ywowi
na ekspresjê i propagacjê dsRNA wirusów (38,39).
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4. Czynniki warunkuj¹ce eliminowanie elementów infekcyjnych
z komórki

Longo i wsp. (40) prowadzili doœwiadczenia maj¹ce na celu wyeliminowanie
z komórek elementów infekcyjnych. W tym celu stosowali oran¿ akrydyny, uzy-
skuj¹c zahamowanie syntezy podjednostki M-dsRNA u S. cerevisiae. Hodowle takich
komórek charakteryzowa³y siê znacznie szybszym przyrostem biomasy, co mo¿e
byæ t³umaczone przeznaczeniem nak³adów energetycznych zu¿ywanych na syntezê
toksyny do przeprowadzania innych procesów. Zaobserwowali równie¿, ¿e „wyle-
czone” komórki przeprowadza³y fermentacje ze znacznie lepsz¹ wydajnoœci¹ i wy¿-
szym uzyskiem etanolu. Innymi zwi¹zkami chemicznymi warunkuj¹cymi gubienie
elementów infekcyjnych mog¹ byæ, np. cykloheksimid, czy te¿ chlorowodorek gu-
anidyny (GuHCl), bêd¹cy czynnikiem pozwalaj¹cym na usuniêcie obydwu znanych
form prionów dro¿d¿owych. Równie¿ wp³yw warunków œrodowiska odgrywa bar-
dzo wa¿n¹ rolê w stabilnoœci wirusów i prionów. Podwy¿szona temperatura w wielu
przypadkach ma zdolnoœæ ich eliminacji (32,35).

5. Znaczenie elementów infekcyjnych wystêpuj¹cych w komórkach
dro¿d¿y na przebieg procesów fermentacyjnych

Œrodowisko fermentacyjne mo¿e byæ modyfikowane na kilka sposobów. Miêdzy
innymi przez zmianê sk³adu pod³o¿a, zmianê parametrów prowadzenia procesu lub
te¿ przez odpowiednie zmodyfikowanie szczepów przeprowadzaj¹cych fermenta-
cjê. Udoskonalone wspó³czesne szczepy dro¿d¿y przemys³owych powinny oprócz
dobrych w³aœciwoœci fermentacyjnych same chroniæ w³asne œrodowisko przed zaka-
¿eniami wywo³anymi przez bakterie, np. Acetobacter, Gluconobacter, Lactobacillus

i Pediococcus, dro¿d¿e np. Brettanomyces, Pichia i Zygosaccharomyces, a tak¿e pleœnie
np. Aspergillus, Botrytis, Penicillium i Trichoderma (41).

Istnieje szereg doniesieñ œwiadcz¹cych o du¿ych mo¿liwoœciach ulepszania szcze-
pów przemys³owych zdolnych do samozabezpieczenia œrodowiska fermentacyjnego
przez sekrecjê antymikrobiologicznych enzymów, czy te¿ peptydów, do których tak¿e
mo¿na zaliczyæ toksyny killerowe (42). W wiêkszoœci tych badañ z du¿ym powodze-
niem wykorzystywano technikê fuzji protoplastów (43-45). Korzystnie wypad³y tak¿e
próby okreœlaj¹ce, czy szczepy killerowe Kluyveromyces lactis by³yby zdolne do zabez-
pieczenia œrodowisk kiszonek w warunkach tlenowych. Wywo³ano w ten sposób zaha-
mowanie odkwaszania kiszonek i tym samym wtórnego ich zaka¿enia (46).

W³aœciwoœci killerowe mog¹ nie tylko s³u¿yæ jako czynniki zabezpieczaj¹ce, s¹
równie¿ dobrym czynnikiem ró¿nicuj¹cym niektóre szczepy, np. z rodzaju Candida

(47-49).
Infekcyjne elementy bia³kowe oprócz wspomnianego ju¿ aspektu wykorzystywa-

nia ich w kreowaniu uk³adów modelowych nad badaniem mechanizmów infekcyj-
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nych, wykazuj¹ równie¿ wp³yw na cechy technologiczne dro¿d¿y. W przeprowadzo-
nych badaniach wykazano, ¿e szczepy zawieraj¹ce priony posiadaj¹ nieco zmienio-
ny fenotyp wzglêdem komórek nie maj¹cych tych elementów infekcyjnych. True
i Lindquist (50) badali wp³yw ró¿nych czynników na szczepy dro¿d¿y posiadaj¹cych
i nie maj¹cych prionów. Wykazano istotny wp³yw obecnoœci prionów w komórkach
na tolerancjê podwy¿szonej temperatury, zdolnoœæ wzrostu w pod³o¿u zawiera-
j¹cym etanol, dodatek soli cezu i litu, czy te¿ niektórych antybiotyków. Stwierdzono
tak¿e negatywny wp³yw na wzrost komórek posiadaj¹cych priony, dodatku do pod-
³o¿a hodowlanego 5 mM ZnCl2. Zaobserwowano, ¿e w wielu przypadkach sama
morfologia kolonii by³a inna. Zjawisko to mo¿e byæ t³umaczone oddzia³ywaniem sa-
mych prionów na mechanizmy translacyjne zainfekowanych komórek, co przyczynia
siê do powstania w komórkach nowych bia³ek, wp³ywaj¹cych na fenotyp organizmu
(34,51).
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