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Szanowni Panstwo,

Przekazujemy Panstwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTARUM POLONORUM
serii Biotechnologia, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Biotechnologia

ukazuje si¢ naktadem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu od 2002 roku.

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu biotechnologii
drobnoustrojow, roslin i zwierzqt, z naciskiem na aspekty praktyczne.
Publikowane sq oryginalne prace badawcze, a takze artykuly o charakterze
monograficznym, w jezyku polskim lub angielskim ze streszczeniami

w obu jezykach. Wszystkie opisy rysunkow i tabel sq dwujezyczne.

Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow z danej dziedziny.

Od 2007 roku czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Wymogi redakcyjne
oraz szczegoly dotyczqce przygotowania artykutu mozna znalez¢ na stronie
www.acta.media.pl

Zespol Redakcyjny



Dear Readers,

1t is great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTARUM
POLONORUM Biotechnologia, a scientific journal published by all polish
universities of environmental sciences. The series of Biotechnologia is released

by publishing house of Wroctaw University of Environmental and Life Sciences
since 2002.

The journal publishes original papers in the field of biotechnology of
microorganisms, plants and animals with emphasis on practical aspects.
There are published both original research articles and monographs, in Polish
or English, with abstracts in both languages. The all figures’ and tables’
captions are bilingual. The papers are reviewed by the best specialists

in the field. This issue is also dominated by the application problems.

Since 2007 the yournal has been published as quarterly. The editorial
requirements and details concerning the instruction for authors can be found et:
www.media.pl.

Editorial Team
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OCENA WYDAJNOSCI IZOLACJI DNA Z KRWI
PTASIEJ SWIEZEJ I PRZECHOWYWANEJ
ZA POMOCA DWOCH KOMERCYJNYCH ZESTAWOW

Magdalena Gryzinska, Aneta Strachecka

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Streszczenie. Okreslenie st¢zenia i jakosci DNA w badanych preparatach jest pierwsza
1 podstawowa czynnoscia w badaniach z materialem genetycznym i ma istotne znaczenie
w jego dalszej analizie. Uzyskany wynik ma decydujacy wpltyw na podjgcie pdzniejszych
badan. Celem pracy bylo poréwnanie ilosci 1 jako$ci (czystos¢ pod wzglgdem zanieczysz-
czenia biatkami, odczynnikami do izolacji oraz zanieczyszczenia drobinami komoérkowymi)
DNA izolowanego ze $§wiezej i przechowywanej krwi kurzej za pomoca dwoch kitow ko-
mercyjnych. Stwierdzono statystycznie istotne réoznice w st¢zeniu DNA izolowanego rozny-
mi zestawami do izolacji oraz dla krwi §wiezej 1 przechowywanej. Lepszym zestawem do
izolacji DNA z krwi kurzej byt kit Genomic Midi AX w pordwnaniu z zestawem QIlAamp
DNA Blood Mini Kit, natomiast wigksze stgzenie DNA uzyskano z krwi §wiezej.

Stowa kluczowe: krew, DNA, izolacja

WSTEP

Izolowanie kwasow nukleinowych jest wstgpnym i podstawowym etapem w wielu proce-
durach z zakresu biologii molekularnej, diagnostyki, a takze medycyny sadowej majacym
krytyczne znaczenie w ich dalszym przebiegu. Gtownym celem tego etapu jest uzyskanie
wysokiej jakosci i czystosci DNA, niezaleznie od zrodta jego pochodzenia [Prosniak i in.
2006]. W przypadku przyzyciowego pozyskiwania materiatu do izolacji DNA ,najwy-
godniejsza” 1 najczegsciej pobierana tkanka jest krew obwodowa. Pobrana krew moze by¢
przechowywana w odpowiednich warunkach przez wiele lat i moze stuzy¢ jako zrodto
DNA. Warto zaznaczy¢, ze krew ptasia zawiera jadrzaste erytrocyty i izolacja DNA za
pomoca gotowych zestawow odczynnikow z krwi ptasiej wymaga pewnych modyfikacji.
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6 M. Gryzinska, A. Strachecka

W sprzedazy brak jest komercyjnych kitow przeznaczonych do izolacji DNA z krwi pta-
siej.

Obecnie do izolacji DNA mozna wykorzysta¢ liczne i zréznicowane metody, od zto-
zonych, wieloetapowych procedur, wykorzystujacych rozpuszczalniki organiczne, np.
fenol-chloroform [Khosravinia i in. 2007] do szybszych, prostszych i bezpieczniejszych,
np. przy uzyciu gotowych zestawow do izolacji [Scherczinger i in. 1997]. Wyboér odpo-
wiedniej metody izolacji DNA zalezy od rodzaju, jaki chcemy uzyska¢ — genomowe,
mitochondrialne, plazmidowe, rodzaju materiatu, z jakiego przeprowadzamy izolacjg,
oczekiwanych rezultatow (czystos¢, jakosé, czas izolacji itd.) oraz przeznaczenia do dal-
szej analizy. Jako$¢ i czystos¢ DNA sa czynnikami silnie wplywajacymi na wynik reakcji
PCR [Matodobra i in. 2011]. Aby ograniczy¢ obecnos¢ inhibitoréw reakcji PCR, nalezy
zastosowac odpowiednia metodg izolacji oraz doczyszczanie DNA. Inhibitorami reakcji
PCR moga by¢ zwiazki uzywane do izolacji, takie jak: SDS, fenol, etanol, izopropanol,
octan sodu, chlorek sodu, EDTA, hemoglobina, heparyna, mocznik, mieszanina reakcyjna
[Somma 2005]. Znanych jest wiele procedur izolacji DNA, w wyniku ktorych otrzymuje
si¢ DNA biologicznie aktywny, chemicznie stabilny oraz wolny od RNA i biatek. Jednak-
ze ze wzgledu na wielko$¢ i wrazliwos$¢ chromosomalnego DNA praktycznie niemozliwa
jest jego izolacja w formie niezmienionej. Cz¢§¢ DNA ulega mechanicznym uszkodze-
niom. Wartos¢ wspoétczynnika A260/A280 migdzy 1,8 a 2,0 [Stomski 2008], a nawet
warto$¢ w zakresie 1,7-2,0 oznacza, ze preparaty DNA sa wystarczajaco oczyszczone
z biatek i moga by¢ traktowane za ,,czyste” DNA. Warto$¢ wspotczynnika mniejsza niz
1,7 wskazuje na zanieczyszczenia biatkami, natomiast powyzej 2,0 na zanieczyszczenie
RNA [Khosravinia i in. 2007]. Drugim parametrem stuzacym do okreslenia czystosci
DNA jest stosunek absorbancji 260-230 nm, ktory okresla zanieczyszczenie DNA od-
czynnikami do izolacji. Kwas DNA uwazany jest za czysty, jezeli warto$¢ wynosi powy-
zej 1,8, za$ absorbancja przy 320 nm powinna wynosi¢ okoto zera.

Celem pracy bylo porownanie ilosci i jakosci DNA izolowanego ze $wiezej i prze-
chowywanej krwi kurzej za pomoca dwoch kitow komercyjnych. Ponadto okreslono pa-
rametry wyizolowanego DNA, takie jak: czysto§¢ DNA pod wzgledem zanieczyszczenia
biatkami, odczynnikami do izolacji oraz zanieczyszczenia drobinami komoérkowymi.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowita krew pobrana z zyly odlokciowej (v. basilica), $wieza oraz
przechowywana przez 24 miesiace (mrozona) w temp. -20°C. Krew §wieza i przechowy-
wana pochodzita od 10 osobnikéw kur rasy Polbar. Krew przechowywana pochodzita od
10 innych osobnikéw tej samej rasy.

Izolacja DNA z krwi

Krew pobrana zostala do sterylnych probowek Vacuette o pojemnosci 4 ml firmy Medlab
Products. Zawieraly one antykoagulant EDTA-K, w proporcjach 1,8 g EDTA na 1 ml
krwi. Izolacja DNA zostata przeprowadzona na podstawie dwoch réznych zestawow do
izolacji DNA genomowego: Genomic Midi AX firmy A&A Biotechnology (w dalszej czg-
$ci okreslany jako zestaw AX) oraz QIAamp DNA Blood Mini Kit (nazywany pdzniej ze-
staw Q). Obecnie, brak jest na rynku gotowych zestawow do izolacji DNA z krwi ptakow,
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Ocena wydajnosci izolacji DNA... 7

ktdra rozni sig od krwi ssaczej posiadaniem jader we wszystkich elementach morfotycz-

nych. Zestaw odczynnikéw AX byt okolo dwa razy tanszy w poréwnaniu z zestawem

Q. W przypadku izolacji DNA z krwi ptasiej do protokotéw wprowadzono nastgpujace

modyfikacje:

— dla zestawu QIAamp DNA Blood Mini Kit (zestaw Q) w pierwszym etapie do pro-
bowki Eppendorfa wprowadzono 20 pl proteazy K, a nastgpnie dodano 50 pl krwi.
Catos¢ uzupehiono 350 pl roztworu AL. Modyfikacja polegala na czterokrotnym
zmniejszeniu obj¢tosci krwi oraz uzupetnieniu probki o bufor AL oraz na wielokrot-
nym przepipetowaniu probki pipeta z ucigta koncowka, az do powstania pianki koloru
kakaowego.

— dla zestawu zestawu Genomic Midi AX firmy A&A Biotechnology (zestaw AX)
w pierwszym etapie po dodaniu 100 pl krwi i zalecanych odczynnikéw probke prze-
pipetowano. Do wymieszania uzyto pipety z ucigta koncowka, proba byta pipetowana
az do powstania pianki koloru kakaowego.

Wprowadzenie powyzszych modyfikacji (tzn. czterokrotnie zmniejszenie ilosci krwi
oraz wielokrotne przepitowywanie pipeta z ucigta koncéwka) miato na celu rozbicie ja-
drzastych erytrocytow, a tym samym umozliwienie dalszych etapow izolacji, w tym za-
wirowywania kolumienek z mieszanina.

IloSciowe oznaczanie stezenia bialka w badanych probkach metoda Lowry’ego
zmodyfikowang przez Schacterle-Pollack’a [Schacterle i Pollack 1973].

Metoda wykorzystuje czula reakcje, jaka daja wigzania peptydowe i aminokwasy aroma-
tyczne z odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a.

Ocena spektrofotometryczna

Pomiary zostaly przeprowadzone metoda spektroskopii UV-Vis, za pomocg Biofotome-
tru firmy Eppendorf przy dtugosciach fali: A 230 nm, A 260 nm, A 280 nm oraz A 320 nm.
Dodatkowo urzadzenie automatycznie obliczato stezenie [pg/ml], a takze proporcje
A260/A280 nm i A260/A230 nm, pozwalajace okresli¢ czystos¢ wyizolowanego DNA.

Ocena elektroforetyczna

Oceng elektroforetyczna przeprowadzano na 1% zelu agarozowym przy napigciu 70 V
przez 30 minut. Do archiwizacji wykorzystano system CCD. Do obrobki zdjg¢ uzyto
programu Scion Image.

Metody statystyczne

Uzyskane izobaty DNA podzielono na grupy w zaleznosci od czasu przechowywania
krwi 1 zestawu uzytego do izolacji DNA. W tak zestawionych grupach poréwnywano
$rednie wartosci cech testem t-studenta.

WYNIKI

DNA wyizolowano za pomoca komercyjnych zestawow do izolacji DNA z krwi. Zestawy te
sa przeznaczone przede wszystkim do krwi ssaczej, ktorej erytrocyty nie zawieraja jader, co
utatwia izolacjg. Bardzo duzy zakres warto$ci wyizolowanego DNA migdzy dwoma uzyty-
mi kitami moze wynikac¢ z braku gotowych zestawow do izolacji DNA z krwi ptasie;.

Biotechnologia 11 (4) 2012



M. Gryzinska, A. Strachecka

Na podstawie przeprowadzonej analizy DNA wyizolowanego z krwi §wiezej i prze-
chowywanej uzyskano wyniki przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Parametry DNA izolowanego kitem AX i Q z krwi $wiezej i mrozonej
Table 1. Parameters of DNA isolated kit AX and Q from fresh and stored blood

Krew — Blood Swieza — Fresh Przechowywana — Frozen
1 Koncentracja DNA [pg/ml] — Concentration DNA
Kit _ _
Commercial kit X SD X SD
AX 364,501¢ 81,546 227,918¢ 48,639
Q 113,617 55,930 110,52° 66,645
Razem — Together 239,06 128,64 169,22 82,77

Czystos¢ DNA pod wzglgdem zanieczyszczenia biatkami (A260/A280)

1 Clean the DNA in terms of protein contamination
Kit — _
Commercial kit X SD X SD
AX 1,874 0,008 1,708¢ 0,216
Q 1,85 0,017 1,85 0,024
Razem — Together 1,86 0,02 1,775 0,17
1 Stqic.:nia biatka oznaczone m(lttoda( Lowry’ego [mg/ml]
Protein concentrations determined by the Lowry method
Ki — —
Commer::ial kit X SD X SD
AX 0,0082 0,0065 0,0114 0,0069
Q 0,0074 0,0073 0,0105 0,0075
Razem — Together 0,0078 0,0067 0,0109 0,0070

Czystos¢ DNA pod wzglgdem zanieczyszczenia odczynnikami do izolacji (A260/A230)

v Clean the DNA in terms of pollution reagents for the isolation
Kit — —
Commercial kit X SD X SD
AX 2,23 0,164 1,90° 0,187
Q 1,65 0,601 1,85 0,366
Razem — Together 1,94 0,52 1,875 0,28

Czystos$¢ DNA pod wzglgdem zanieczyszczenia drobinami komoérkowymi (A320)

v Clean the DNA in terms of pollution particles cell
Kit — —
Commercial kit X SD X SD
AX 0,038 0,031 0,043 0,034
Q 0,026 0,020 0,041 0,052
Razem — Together 0,032 0,026 0,042 0,043

Oznaczenia dotycza oddzielnie poszczegdlnych modutdow:

a, b — statystycznie istotnie réznice przy P < 0,05 (w wierszach)
A, B — statystycznie istotnie roznice przy P < 0,01 (w wierszach)
¢, d — statystycznie istotnie roznice przy P < 0,05 (w kolumnach)
C, D — statystycznie istotnie roznice przy P < 0,01 (w kolumnach)

Markings on each module separately:

a, b — significant differences at P < 0.05 (in verse)

A, B — significant differences at P < 0.01 (in verse)
¢, d — significant differences at P < 0.05 (in column)
C, D — significant differences at P < 0.01 (in column)

Acta Sci. Pol.



Ocena wydajnosci izolacji DNA... 9

Istotne réznice w stezeniu DNA zaobserwowano pomigdzy izolatami z krwi §wiezej
i przechowywanej oraz pomigdzy uzytym zestawem do izolacji. Wigksza koncentracj¢
DNA uzyskano, przeprowadzajac izolacj¢ kitem Genomic Midi AX.

Czysto§¢ DNA pod wzgledem zanieczyszczenia biatkami byla zblizona zaréwno
w przypadku probek uzyskanych w wyniku izolacji krwi kitem AX oraz Q, jak i krwi
swiezej i przechowywanej. Istotne réznice w czystosci DNA zaobserwowano w przypad-
ku izolacji kitem Genomic Midi AX pomigdzy krwia §wieza i przechowywana (ryc. 1).
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o8 ©
© & 200 + <
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£8 150 ¢ 1.7
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AX Q AX Q
Swieza przechowywana
fresh . . stored
zsetaw do izolacji
isolation kit

Ryc. 1. Koncentracja (1 SD) oraz czysto$¢ DNA izolowanego z krwi $wiezej i przechowywanej
Fig. 1. Concentration ( and SD) and purity of DNA isolated from fresh and stored blood

Stosujac chemiczng metode Lowry’ego, wyzsze stezenie biatka uzyskano we krwi
przechowywanej. W izolatach z krwi §wiezej jak i przechowywanej zaobserwowano
wyzsze st¢zenie biatka po zastosowaniu zestawu Genomic Midi AX.

Odczynniki uzywane podczas izolacji DNA (np. EDTA, etanol) absorbuja przy dtugo-
$ci fali 230 nm. Czysto$¢ DNA pod wzgledem zanieczyszczenia odczynnikami do izolacji
byla zréznicowana, pomig¢dzy krwig oraz uzytym zestawem do izolacji. Istotne réznice
zaobserwowano pomigdzy izolatami z krwi §wiezej i mrozonej izolowanymi kitem AX
oraz izolatami z krwi $§wieze;j.

Pewna czg$¢ zanieczyszczen izolatu DNA moga stanowi¢ drobiny komorkowe oraz
nierozpuszczalne zwiazki absorbujace przy dlugosci fali A320. Czystos¢ DNA pod
wzgledem zanieczyszczenia drobinami komoérkowymi byta zréznicowana w badanych
probkach. Najmniej drobin komoérkowych zaobserwowano w preparacie izolowanym
z krwi §wiezej zestawem QIAamp DNA Blood Mini Kit.

Analiza elektroforegramu

Wyizolowane DNA z krwi zostato poddane elektroforezie (ryc. 2). Materiat genetyczny
z wszystkich prob zostat pomy$lnie zobrazowany na elektroforegramie. Wszystkie proby
byty widoczne w stopniu korelujacym z wynikami uzyskanymi podczas oceny spektro-
fotometrycznej (tab. 1). Prazki DNA zwizualizowane w promieniach UV pochodzace

Biotechnologia 11 (4) 2012



10 M. Gryzinska, A. Strachecka

z krwi §wiezej i przechowywanej izolowanej dwoma zestawami do izolacji oceniono jako
dobre i bardzo dobre. Na podstawie elektroforezy w uzyskanych izolatach nie stwierdzo-
no degradacji DNA. Prazki byly zwarte i jasne.

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

15 16 17 18 19 20

1-10 DNA z krwi $wiezej izolowane przy pomocy zestawu Genomic Midi AX
11-20 DNA z krwi $wiezej izolowane przy pomocy zestawu QIAamp DNA Blood Mini Kit
21-30 DNA z krwi przechowywanej izolowane przy pomocy zestawu Genomic Midi AX
31-40 DNA z krwi przechowywanej izolowane przy pomocy zestawu QIAamp DNA Blood Mini Kit

1-10 DNA isolated from fresh blood using Genomic Midi AX kit
11-20 DNA isolated from fresh blood using QIAamp DNA Blood Mini Kit
21-30 DNA isolated from blood stored using Genomic Midi AX kit
31-40 DNA isolated from blood stored using QIAamp DNA Blood Mini Kit
Ryc. 2. Elektroforegram — DNA wyizolowanego z krwi
Fig. 2. Electropherogram — DNA isolated from blood

Przydatnos¢ izolatow

DNA wyizolowane kitem AX 1 Q z krwi $wiezej i przechowywanej poddano reakcji
RAPD-PCR. Elektroforegram (ryc. 3.) potwierdza skuteczno$¢ izolacji zarowno uzytych
zestawow odczynnikow, jak i rodzaju przechowywania tkanki.

B\ marker masy

1 — DNA z krwi §wiezej izolowane przy pomocy zestawu Genomic Midi AX
2 — DNA z krwi $§wiezej izolowane przy pomocy zestawu QIAamp DNA Blood Mini
Kit
el 3 — DNA z krwi przechowywanej izolowane przy pomocy zestawu Genomic Midi AX
——= 4 — DNA z krwi przechowywanej izolowane przy pomocy zestawu QIAamp DNA
BSS Blood Mini Kit
M — weight marker
1 — DNA isolated from fresh blood using Genomic Midi AX kit
2 — DNA isolated from fresh blood using QIAamp DNA Blood Mini Kit
1 22585 3 — DNA isolated from blood stored using Genomic Midi AX kit
4 — DNA isolated from blood stored using QIAamp DNA Blood Mini Kit

Ryc. 3. Elektroforegram wzorow prazkowych DNA metoda RAPD-PCR
Fig. 3. Electropherogram fringe patterns of DNA by RAPD-PCR

Acta Sci. Pol.



Ocena wydajnosci izolacji DNA... 11

WNIOSKI

Koncentracja DNA w izolatach

Seutin i in. izolowali DNA z krwi ptasiej przechowywanej w réznych warunkach [1991].
Krew byta przechowywana ponad 3 lata w temperaturze -20°C, a do poréwnania uzyto
krwi §wiezej. Nie znaleziono powiazania migdzy ilo$cia uzyskanego DNA a technika
przechowywania, jak tez pomigdzy krwig Swieza i przechowywana.

W badaniach wydajnosci izolacji DNA z réznych materialéw biologicznych réznymi
metodami izolacji uzyskano zréznicowane wyniki. Wyniki zaprezentowane w pracy sta-
nowia potwierdzenie tych, ktore zostaty uzyskane przez inne zespoly badawcze, rowniez
poréwnujace rozne zestawy do izolacji DNA z krwi $wiezej i mrozonej [Koziot i in. 1998,
Oldak i in. 2001]. W przypadku izolacji DNA z krwi ptasiej niezbg¢dne jest wprowadzenie
modyfikacji majacej na celu rozbicie erytrocytéw posiadajacych jadro komorkowe. Brak
rozbicia powoduje zatykanie kolumienek podczas wirowania.

Najwyzsze stezenie DNA z krwi przechowywanej przez miesiac otrzymano, stosu-
jac metodg solna i fenolowa. Podobne efekty uzyskano, wykorzystujac metode Sherlock
DNA. Za pomoca metody Qia DNeasy (Qiagen) otrzymano $rednia ilos¢ DNA wynosza-
ca 90 ng z krwi przechowywanej przez miesiac. Z krwi przechowywanej przez rok dzigki
tej metodzie otrzymano $rednig ilo§¢ DNA wynoszaca 11,25 ng [Pro$niak i in. 2006].

Ocena czystosci preparatow DNA

Wigkszo$¢ danych pochodzacych z pismiennictwa prezentuje rutynowo dwa parametry
dotyczace izolatow DNA, a mianowicie jego st¢zenie oraz zanieczyszczenie biatkami.
Bardzo waznym parametrem, cz¢sto pomijanym w doniesieniach naukowych, jest zanie-
czyszczenie probek DNA odczynnikami do izolacji. Do odczynnikow tych naleza m.in.
EDTA i etanol, a gtdwne pasmo absorbancji dla tych substancji wynosi 230 nm. Naj-
czgsciej kolejnym etapem analiz genetycznych sa badania oparte na PCR. Wplyw na
wydajnos$¢ metody amplifikacji ma obecno$¢ w probcee inhibitorow reakcji PCR. Inhibi-
tory moga by¢ obecne w oryginalnej probie, takiej jak krew czy tkanka, lub moga zostac¢
wprowadzone do proby podczas pobierania materiatu biologicznego (EDTA) badz pro-
cesu izolacji (etanol). Inhibitory mozna usunaé podczas procedury oczyszczania DNA.
Inhibitory moga zmniejsza¢ dostepnos¢ kofaktorow (np. Mg™) lub zaktdcaé dziatanie
polimerazy DNA, w wyniku czego PCR jest hamowany, oraz obniza¢ wydajno$¢ albo
nawet uniemozliwia¢ dziatanie enzymoéw restrykcyjnych [Stomski 2008].

Jadrowe DNA organizmdéw eukariotycznych jest zwiazane z biatkami histonowymi
i niehistonowymi. Bialka te charakteryzuja si¢ tym, ze zawieraja domeng specyficznie
rozpoznajaca dana sekwencj¢ lub wiazaca si¢ niespecyficznie, np. biatka pistonowe. Nie-
dostateczne doczyszczenie preparatu DNA moze spowodowac inhibicj¢ biatkowa.

Podobne parametry czystosci DNA do zaprezentowanych w niniejszej pracy uzyska-
ly inne zespoly badawcze dla A260/A280 warto$¢ od 1,8 do 2,0 i A260/A230 wartos¢
1,8-2,1 [Boujtita 2008] oraz dla A260/A280 warto$¢ 1,85 zas dla A260/A230 wartos¢
2,2 [De Jimenez 1974].
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PODSUMOWANIE

Stwierdzono statystycznie istotne roznice w stgzeniu DNA izolowanego réznymi zesta-
wami do izolacji w krwi $wiezej i przechowywanej. Prazki uzyskane podczas elektrofore-
zy korelowaty z wynikami uzyskanymi podczas oceny spektrofotometrycznej. Lepszym
zestawem do izolacji DNA z krwi kurzej byt kit Genomic Midi AX, wigksze stgzenie
DNA uzyskano z krwi $wieze;j.
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ESTIMATING THE EFFICIENCY OF DNA ISOLATION OF FRESH
AND STORED OF AVIAN BLOOD, WITH TWO COMMERCIAL KITS

Abstract. Determination of the concentration and quality of DNA in the examined prepa-
rations is the first and fundamental act in studies of genetic material and is important in
the further analysis. The result obtained has a decisive influence on the taking of further
research. The aim of this study was to compare the quantity and quality (purity in terms
of protein contamination, reagents for the isolation of cell particles and pollution) of DNA
isolated from fresh chicken blood and kept using two commercial kits. The research mate-
rial was the blood drawn from a vein v. basilica, fresh and stored for 24 months (frozen)
at -20°C. Fresh and stored blood came from 10 individuals Polbar breed chickens. Stored
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blood came from 10 other individuals of the same race. Isolation of DNA was carried out
based on two different sets of genomic DNA isolation: Genomic Midi AX, A & A Biotech-
nology and QIAamp DNA Blood Mini Kit. A statistically significant difference in concen-
tration of different sets of DNA isolated isolation in fresh and kept blood. A better kit for
isolation of DNA from chicken blood was putty Genomic Midi AX, a higher concentration
of DNA obtained from fresh blood.

Key words: blood, DNA, isolation
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SELECTED CELLULAR MECHANISMS DETERMINING
PSEUDOMONAS AERUGINOSA BIOFILM FORMATION
UNDER STARVATION CONDITIONS

Kamila Myszka, Katarzyna Czaczyk

Poznan University of Life Sciences

Abstract. The bacterial colonization of solid material is a multi-step process. To define the
rate of biofilm formation process on abiotic material under starvation, both morphology
and extracellular polysaccharide (EPS) production must be accounted for. The aim of this
study was to define the influence of limited nutrients availability in the medium on the
morphological changes, the cell surface hydrophobicity and the synthesis of EPS by Pseu-
domonas aeruginosa. The relationship between the morphology of cells, the cell surface
hydrophobicity, the EPS production and the P. aeruginosa biofilm development process on
stainless steel surfaces (304L) was also examined. The cell surface area of P. aeruginosa
was changed upon long-term starvation due to the decreasing the cell length. The change of
P. aeruginosa morphology promoted the beginning stages of biofilm formation on the
surface of stainless steel. The lower cell surface hydrophobicity indicated the extensive
production of hydrophilic polysaccharides by examined bacteria under starvation. The
synthesis of exopolysaccharide composed of glucose promoted more advanced stages of
P. aeruginosa biofilm formation on the surface of stainless steel.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, biofilm, morphology, hydrophobicity, exopolysac-
charide (EPS), starvation

INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa biofilm formed on abiotic surface is an important area of rese-
arch because of wide range of possible affections and the resistance of the cells to disin-
fectants. Biofilm-growing P. aeruginosa cells have been described as etiological agents
in urinary and pulmonary tract infections [Drenkard 2003]. P. aeruginosa biofilm expan-
sion process on solid material is due to morphological changes of cells and to extracel-
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lular polysaccharide (EPS) production [Wai et al. 1999, Jun et al. 2010]. Changes in the
physical dimensions of cells improve initial adhesion process to solid materials [Dunne
2002]. Pores and crevices at the abiotic materials increase the cell surface area available
for cell contact [Shau-Yan et al. 2009]. The production of extracellular polysaccharides
is responsible for adhesion and cohesion interactions and plays significant function in
maintaining structural integrity of mature biofilms [Sutherland 2001].

The problem of transmission P. aeruginosa cells from contaminated surfaces to hu-
man body has not been solved yet [Drenkard 2003]. Most researches have focused so far
on the mechanisms determining the cells attachment process under optimal nutrients ava-
ilability in the culture medium. These cultivation conditions do not correspond to natural
environment, where Pseudomonas spp. is widespread. Limited nutrients availability in
the medium changed the manner of biofilm formation process on solid materials [Sanin et
al. 2003]. Moreover there is limited data available on P. aeruginosa properties involved
in the attachment of cells to stainless steel surface which is commonly used in medicine.
The study the mechanisms determining the biofilm formation process on stainless steel
surface under starvation is crucial for eradication of the attached bacteria [Neu 1996,
Simoes et al. 2010].

The aim of this study was to define the influence of limited nutrients availability in the
medium on the morphological changes, the cell surface hydrophobicity and the synthesis
of extracellular polysaccharides by P. aeruginosa. The relationship between the morpho-
logy of cells, the cell surface hydrophobicity, the EPS production and the P. aeruginosa
biofilm development process on stainless steel surfaces (304L) was also examined.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions

P. aeruginosa ATCC 10145 was obtained from the American Type Culture Collection
(Rockville, MD, USA). During the investigations, the microorganisms were passaged three
times after every 48 h on the ABPG medium according to Schubert [1989]. The ABPG
medium contained: 17.0 g/l of peptone from casein, 3.0 g/l of peptone from soymeal,
0.5 g/l of glucose, 5.0 g/l of sodium chloride, 10.0 g/l of L-arginine-monohydrochloride,
0.015 g/1 of bromothymol blue, 0.02 g/l of cresol red, and 0.0038 g/l of brilliant green.
From each passage 10 ml of inoculum of P. aeruginosa was added to 100 ml of the fresh
medium. The cultures were incubated at 35°C on the ABPG medium with optimal and re-
duced by 90% (w/v) of optimal nutrients availability. The pH value of the culture medium
at the beginning of incubation was 7. The incubation lasted for a total of 145 h.

Cell dimensions analysis

Microscopic preparations were carried out after 1, 24, 72, 120 and 144 h of each experi-
ment. The simple stain method with crystal violet was used in the study. To avoid distor-
tion of P. aeruginosa cells, heat fixing process was not conducted. Images were captured
using a Carl-Zeiss Axiovert 200 inverted microscope with a digital camera Carl-Zeiss
AxioCam attached to a computer. Photographs were prepared from randomly selected
microscopic fields from each sample and examined using KS-300, Carl-Zeiss Soft. The
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image analysis steps included: image acquisition, image segmentation and measurement
of detected objects. Image acquisition enabled to create a 100 x 100 pixel numerical ima-
ge; each pixel being coded into 250 gray levels. Image segmentation improved selection
the objects of interest from the background. Measurements of the detected cells included:
cell surface area, cells length, cells width and width to length ratio.

Cell surface hydrophobicity analysis

P. aeruginosa cell surface hydrophobicity was determined using the bacteria adhesion to
hydrocarbons (BATH) test after 1, 24, 72, 120 and 144 h of each experiment [Jordan et al.
1994]. The bacteria were harvested by centrifugation at 3000 g for 10 min and resuspen-
ded in phosphate buffer (pH 7.2) to OD,,; approximately equal to 1 x 10" CFU/ml. An
aliquot of 3 ml of bacterial cells suspension were mixed with 1 ml of octane by vortexing.
After separation phase (approximately 30 min), the OD,, of the aqueous phase was de-
termined. Results were expressed as a percentage of adherence to octane.

Isolation of bacterial extracellular polysaccharides

Isolation of EPS was based on the method employed by Forde and Fitzgerald [1999].
The cells were harvested by centrifugation at 3000 g for 20 min at the room temperature
after 1, 24, 72, 120 and 144 of experiment. The cells were resuspended in 1.5 ml of 30%
(w/v) NaOH. Samples were boiled for 15 min, centrifuged at 15000 g for 15 min and the
supernatant were added dropwise to 60% (w/v) ethanol.

Quantification of exopolysaccharides

The total EPS (expressed as pg/CFU) was carried out using the acid hydrolysis method of
Parkar et al. [2001]. The isolated EPS was collected by centrifugation (15 000 g 20 min)
and was resuspended in 1 ml of sterile water. The samples were mixed with 7 ml of 77%
(w/v) H,SO, and cooled for 10 min in an ice-bath. 1 ml of 1% (w/v) of cold tryptophan
was added and the samples were heated in a boiling bath for 20 min to increase hydroly-
sis. The acid hydrolysis of EPS produced a furan which condenses with the tryptophan
and forms a colored product. This was evaluated after cooling the samples by measuring
OD, . Calibration curves were prepared against standard dextran (Mp. 40 000) solutions
(Sigma, USA).

Determination of the EPS monomer composition

The method employed by Forde and Fitzgerald [1999] was used for the preparation of
EPS for chromatographic analyses. 1 ml of the sample was hydrolysed with an equiva-
lent volume of 10% (w/v) H,SO, for 60 min at 100°C. After cooling, trichlorocetic acid
(TCA) was added to a final concentration of 5% (w/v) to precipitate proteins, followed by
centrifugation at 15000 g for 20 min at 4°C. The samples were passed through 0.22 um
Millex-GS filters (Milipore, USA). Determination of EPS components (glucose, fructo-
se, galactose, arabinose) was carried out using HPLC technique, on MERCK-HITACHI
system with autosampler (model L-7490), pump (model L-7100) and refractive index
detector (model L-7490). Analyses were performed isocratically at a flow rate of 0.6 ml/
min (0.005M H,SO,), at 35°C, on column Aminex HPX-87H, 300 x 7.8 mm (Bio-Rad,
USA). Standards were used to identify peaks in chromatograms. Peak areas were used
for computer integration (Chromatography Data Station Software, MERCK-HITACHI)
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operated in the mode of external standard. Standard calibration solutions for examined
sugars were prepared within the range 0.1-0.01 mg/ml.

Stainless steel surface preparation

Stainless steel plates (type 304L) sized 1 cm x 6.5 cm x Imm was treated with 50% solu-
tion of HNO, for 10 min at 70°C. After soaking under distilled water the plates were put
into glass containers and sterilized at 121°C for 15 min [Parkar et al. 2001].

Bacterial adhesion analysis

P. aeruginosa adhesion analysis was started after 144 h of experiments. The stainless
steel plates were put into P. aeruginosa cultures. After completed 1 h the plates were
removed from the glass containers and washed with PBS solutions (pH 7.2) in order to
remove unattached cells from the surfaces. The plates were stained with 0.01% solution
of acridine orange (2 min at room temperature). For observation of bacteria adhering to
the stainless steel surface a inverted microscope was used (Carl-Zeiss, Axiovert 200). To
evaluate the level of P. aeruginosa adhesion to the surface of stainless steel the method
proposed by Le Thi et al. [2001] was used. This method is based on the estimation of
randomly selected 50 visual fields according to a 9-degrees scale:
1** degree: from 0 to 5 bacteria in visual field.
2% degree: from 5 to 50 bacteria in visual field.
31 degree: only single bacteria (above 50 bacteria cells in visual field); no microcolo-
nies.
4™ degree: single bacteria cells + small microcolonies.
5™ degree: large but not confluent microcolonies + single bacteria cells.
6™ degree: confluent microcolonies + single bacteria cells.
7" degree: Y4 visual field covered by the biofilm.
8™ degree: ¥ visual field covered by the biofilm.
9" degree: visual field totally covered by the biofilm.

The classification procedure excluded bacteria situated on the edge of each visual
field.

Statistical analysis

Presented results are the average of three independent experiments. Effects of different
nutrients availability in the medium on the morphological changes, cell surface hydro-
phobicity and the synthesis of extracellular polysaccharides by P. aeruginosa were ana-
lyzed using one-way ANOVA with post-hoc comparison (Tukey’s test; program Statistica
version 3.0).

RESULTS AND DISCUSSION

The bacteria adhesion to solid material is a multi-step process. To predict the rate of
biofilm development process on abiotic surfaces upon starvation conditions, both mor-
phology and EPS synthesis by bacteria must be accounted for. In the study we aimed to
define the influence of starvation conditions on the morphological changes of P. aerugi-
nosa cells. According to Shau-Yan et al. [2009], changing of physical dimension of cells
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is favored by nutrient-deprivation. However, in the literature very little information is
available on this starvation-induced mechanism.

P. aeruginosa cell dimensions under different nutrients availability in the medium
is summarized in Table 1. Starvation conditions decreased the cell surface area of
P. aeruginosa. From 24 h of cultivation the cell surface area significantly decreased from
0.52 to 0.29 um?. The effect of change in P. aeruginosa surface area upon starvation
depended on shortening of the cell length from 1.36 to 0.80 um. The swollen cells were
observed upon starvation conditions. In contrast, favorable conditions induced a non-de-
tectable or a small change in P aeruginosa morphology. During the cultivation process,
mean values of cell surface area, cell width and cells length equaled: 0.54 pm?, 0.60 pum
and 1.24 pm respectively. Haznedaroglu et al. [2008] noticed similar effects during exa-
mination of Escherichia coli morphology upon starvation. According to this study, al-
tering of E. coli surface area was effected by the decreasing value of the cell length
[Hazedaroglu et al. 2008].

Table 1. Evaluation of the morphology of P. aeruginosa growing on the medium with different
nutrients availability

Tabela 1. Ocena wlasciwo$ci morfologicznych P. aeruginosa hodowanych na podtozach o réznej
dostepnosci sktadnikow odzywcezych

Nutrients availability in the culture medium
Dostgpnos¢ sktadnikow odzywczych w podtozu hodowlanym

optimal reduced
Time of optymalna zredukowana
incubation Observed and calculated average dimensions of cells
[h] Obserwowane i obliczone wartosci $rednie wymiarow komorek
Czas
inkubacji Width to Width to
Area Width  Length length ratio Area Width  Length length ratio
[um?] [um] [um]  Stosunek [um?] [um] [um]  Stosunek
Powierzchnia Szeroko$¢ Dhugos¢ szerokosci Powierzchnia Szeroko$¢ Diugosé szerokosci
do dtugosci do dhugosci
| 0.53¢ 0.53¢ 1.32¢ 0.40° 0.52¢ 0.52¢ 1.36° 0.38°
+0.01 +0.06 +0.02 +0.06 +0.01 +0.07 +0.03 +0.07
24 0.50° 0.58° 1.18° 0.49° 0.29° 0.51° 0.80° 0.64°
+0.01 +0.07 +0.02 +0.02 +0.07 +0.05 +0.03 +0.01
7 0.60° 0.63¢ 1.30° 0.48° 0.42¢ 0.63¢ 0.94¢ 0.68°
+0.02 +0.05 +0.02 +0.08 +0.01 +0.06 +0.01 +0.09
120 0.56¢ 0.63¢ 1.23¢ 0.51° 0.38¢ 0.62¢ 0.89¢ 0.70°
+0.01 +0.05 +0.01 +0.08 +0.01 +0.05 +0.01 +0.09
144 0.52% 0.61° 1.19° 0.51° 0.38¢ 0.61° 0.88¢ 0.70°
+0.01 +0.05 +0.02 +0.08 +0.01 +0.06 +0.01 +0.01

Average values + standard deviations

Values followed by different letters in columns differ significantly at the P <0.05 level

Wartosci $rednie + odchylenie standardowe

Wartos$ci oznaczone réznymi literami w poszczegdlnych kolumnach istotnie r6zniq si¢ na poziomie P <0,05
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Under starvation conditions the physiological activity of the planktonic microorgani-
sms relates mainly to changes in their extracellular molecules production [Siegele, Kolter
1992]. In this work, hydrophobicity analysis of P. aeruginosa cells enabled the preli-
minary estimation of the cell surface properties that reflected extracellular compounds
biosynthesis. Table 2 presents the influence of nutrients availability in the medium on the
surface hydrophobicity of P. aeruginosa cells. The hydrophobicity of examined bacteria
incubated upon stress conditions equaled between 54 and 42%. In 144 h of cultivation
the hydrophobicity of P. aeruginosa cells decreased to the value of 32%. This might be
an effect of extensive production of hydrophilic molecules by examined bacteria upon
starvation. Under nutrionally favorable conditions P. aeruginosa cells were more hydro-
phobic with the percentage of cells adherence to octane phase higher than 45%.

Table 2. Surface hydrohobicity of P. aeruginosa cells determined by adherence to hydrocarbons
(BATH)

Tabela 2. Hydrofobowo$§¢ powierzchni komoérek P. aeruginosa okreslona jako powinowactwo
z weglowodorami (BATH)

Nutrient availability in the culture medium

Time of incubation Dostepnosé¢ sktadnikow odzywezych w podtozu hodowlanym

(h]

Czas inkubacji optimal reduced
optymalna zredukowana
1 48.2% (+4.2) 54.0° (£5.23)
24 45.57" (£6.14) 56.23% (£5.12)
72 52.14° (£6.27) 45.97* (£6.25)
120 45.7° (+4.09) 42.49° (+5.3)
144 52.52" (+4.03) 32.06° (+3.49)

In our study the relationship between the surface hydrophobicity value and the exo-
polysaccharides production by P. aeruginosa cells was also investigated. The EPS pro-
duction capacity of examined bacteria at different nutrients availability in the medium is
presented in Table 3. In our work, EPS synthesis was affected by the increasing cultiva-
tion period. At 120 h of incubation the EPS production was significantly increased from
0.47 to 18 pug/10°CFU. From this point of the experiment the EPS secretion by P. aeru-
ginosa cells remained relatively constant. Upon favorable conditions the highest EPS
synthesis (17.62 pg/ 10°CFU) was noticed in 72 h of the process. After 72 h the EPS
synthesis was significantly decreased to the value of 1.53 pg/10°CFU in 120 h and
0.47 png/10°CFU in 144 h. Also Kilig and Dénmez [2008] observed that long-term sta-
rvation promoted higher productivity of EPS by bacteria. The maximum production of
extracellular polysaccharides by marine bacteria was observed after incubation of 96 h.

In this work, monosaccharide compositions of EPS synthesis by P. aeruginosa upon
starvation were also investigated. In the literature the qualitative data on the composi-
tion of EPS produced by P. aeruginosa under starvation is lacking. Table 3 presents the
influence of nutrients availability in the medium on the monosaccharide composition
of EPS produced by P. aeruginosa. Our results indicated that glucose dominated in the
EPS material produced by examined bacteria under starvation. From 120 h of cultivation
process, the content of glucose in EPS material increased to the value of 41%. At 144 h of
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the experiment, only glucose was detected in the EPS material. Moreover the percentage
of fructose, galactose and arabinose in extracellular materials was not higher than 4%.
Under favorable conditions, P. aeruginosa produced the EPS composed of glucose, fruc-
tose, galactose and arabinose. The content of sugars in the EPS material equaled between
3 and 7%. At 144 h of cultivation upon nutrient-rich conditions, the content of glucose in
the EPS materials increased to the level of 26%. Our results differ from those performing
by Hung et al. [2005]. According to this data galactose, mannose and arabinose were the
main compositions of EPS produced by Pseudomonas fluorescens Biovar I1. The content
of glucose in EPS material synthesized by examined bacteria was not higher than 5%
[Hung et al. 2005].

Table 3. EPS biosynthesis by P. aeruginosa growing on the medium with different nutrients ava-
ilability

Tabela 3. Biosynteza EPS przez komorki P. aeruginosa hodowanych na podtozach o réznej do-
stgpnosci sktadnikow odzywczych

Nutrient availability in the culture medium

Time of incubation Dostgpnos¢ sktadnikow odzywcezych w podtozu hodowlanym

[h]

Czas inkubacji optimal reduced
optymalna zredukowana
1 13.69* (£3.2) 0.47* (£0.01)
24 10.17* (£2.53) 1.48° (£0.05)
72 17.62% (£5.23) 5.07¢ (+0.01)
120 1.53% (+0.23) 18.369 (+2.34)
144 0.47° (£0.02) 18.54(£0.5)

Average values + standard deviations

Values followed by different letters in columns differ significantly at the P <0.05 level

Warto$ci $rednie + odchylenie standardowe

Wartosci oznaczone réznymi literami w poszczegodlnych kolumnach istotnie ro6znia si¢ na poziomie P <0,05

In the work adhesion analysis started when P. aeruginosa change their morpholo-
gy and produced the high amount of EPS composed of glucose under starvation con-
ditions. Approximately 10’—103CFU/ml P. aeruginosa cells were present in the culture
medium during the experiments. In this study, under starvation conditions the adhesion of
P. aeruginosa to stainless steel surface was more extensive. Starvation conditions indu-
ced more advanced stages of examined bacteria biofilm formation process on the surface
of stainless steel (6" and 8" adhesion degree). P. aeruginosa grown under nutrient-rich
conditions colonized the stainless steel material at the 2™ and 4™ adhesion degree and no
developed stages of adhesion (6"—9™ degrees) was observed in this work.

CONCLUSION

Our data support the notion that cellular factors influencing P. aeruginosa adhesion pro-
cess to abiotic materials should be examined under conditions in which aquatic bacteria
are widespread. In response to starvation the surface area of P. aeruginosa cells was
changed. Altering of physical dimension of bacteria was effected by the decreasing value
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of the cell length. This feature is required for the beginning stages of biofilm forma-
tion process. The morphological changes of cells affect microbial penetration in porous
surfaces. In this work extensive production of EPS molecules by P. aeruginosa upon
starvation has greater importance in advanced stages of cells attachment process on exa-
mined materials. Further studies will investigate the molecular mechanisms determining
P. aeruginosa biofilm formation under starvation conditions.
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WYBRANE MECHANIZMY KOMORKOWE WARUNKUJACE
TWORZENIE SIE BIOFILMOW PSEUDOMONAS AERUGINOSA
W WARUNKACH GLODOWYCH

Streszczenie. Proces bakteryjnej kolonizacji powierzchni statych jest zjawiskiem wieloeta-
powym. W celu okreslenia dynamiki tworzenia si¢ biofilméw na materiatach abiotycznych
w warunkach glodowych powinny by¢ uwzglednione zaréwno wlasciwosci morfologiczne,
jak 1 zdolno$¢ syntezy zewnatrzkomorkowych polisacharydow (EPS). W pracy oceniono
wplyw warunkéw glodowych $rodowiska na zmiany morfologiczne, hydrofobowo$¢ po-
wierzchni komorek oraz syntez¢ EPS przez Pseudomonas aeruginosa. Zbadano réwniez
zalezno$¢ pomigdzy morfologia komorek, hydrofobowoscia powierzchni drobnoustrojow
i biosynteza EPS na proces tworzenia si¢ biofilmu P. aeruginosa na powierzchni stali nie-
rdzewnej (304L). Powierzchnia komoérek P. aeruginosa zmieniala si¢ w warunkach dtu-
gotrwatego stresu glodowego w zaleznosci od zmieniajacej si¢ dtugosci komorek. Zmiany
morfologiczne P. aeruginosa promowaty poczatkowe etapy tworzenia si¢ biofilmu na po-
wierzchni stali nierdzewnej. W niniejszej pracy niskie warto$ci hydrofobowosci komoérek
w warunkach glodowych korelowaly ze wzmozona synteza hydrofilowych czasteczek przez
P. aeruginosa. Biosynteza egzopolisacharydow ztozonych z czasteczek glukozy promowa-
ta bardziej zaawansowane etapy tworzenia si¢ biofilmu P. aeruginosa na powierzchni stali
nierdzewne;j.

Stowa Kkluczowe: Pseudomonas aeruginosa, biofilm, morfologia, hydrofobowosc,
egzopolisacharydy (EPS), warunki gtodowe
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DROZDZE YARROWIA LIPOLYTICA 1 ICH UZDOLNIENIA
DO SYNTEZY ENZYMOW HYDROLITYCZNYCH

Joanna Niedbalska, Marek Szottysik, Anna Dabrowska,
Jozefa Chrzanowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Drozdze Yarrowia lipolytica to niekonwencjonalne mikroorganizmy wyka-
zujace uzdolnienia do asymilacji zwiazkéw organicznych jednoczesnej ekspresji enzymow
zewnatrzkomorkowych. Gléwnymi kierunkami ich wykorzystania sa procesy biokonwersji
metabolitow wtornych (gtéwnie kwasu cytrynowgo) i zwiazkdw aromatycznych (y-lakton),
a takze otrzymywanie komorek olejowych stosowanych w produkcji pasz. Cechg wyrdz-
niajaca te drobnoustroje jest zdolnos¢ do syntezy i wydzielania proteaz zewnatrzkomorko-
wych: serynowej (AEP) i aspartylowej (AXP) oraz lipaz (LIP1, LIP2 i LIP3) o wysokiej
aktywnosci litycznej. Najwazniejszym czynnikiem regulujacym ekspresj¢ tych enzymow
jest pH srodowiska. Istotna jest rowniez faza wzrostu oraz rodzaj i dostgpno$¢ w podtozu
zrodla wegla, azotu, a takze siarki. Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach wska-
zuja na szereg mozliwosci wykorzystania tych enzymow, a tani i tatwy sposob hodowli,
réwniez z produktow odpadowych (gtdéwnie przemystu Zywnosciowego), decyduje o ich
atrakcyjnosci i konkurencyjnosci w poréwnaniu z powszechnie wykorzystywanymi prepa-
ratami enzymatycznymi.

Stowa kluczowe: drozdze, Yarrowia lipolytica, proteazy, lipazy

CHARAKTERYSTYKA DROZDZY YARROWIA LIPOLYTICA

Gatunek Yarrowia lipolytica nalezy do grupy drozdzy niekonwencjonalnych i wyrdznia
si¢ wyjatkowymi cechami fizjologicznymi obejmujacymi zdolnos¢ do asymilacji zwiaz-
kéw organicznych i jednoczesnej ekspresji enzymow zewnatrzkomoérkowych. Drozdze
te zaliczaja si¢ do rodziny Saccharomycetaceae 1 podrodziny Saccharomycetoideae.

Praca powstala w ramach projektu badawczego przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki,
nr projektu: 2011/01/B/NZ9/04297.
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Poczatkowo gatunek ten uwazano za niedoskonata forme¢ Candida lipolytica, w 1970 r.
zostat przypisany [Wickerham i in. 1970] do Encomycopsis lipolytica, a ostatecznie w la-
tach 80. ubieglego wieku drozdze te zaklasyfikowano jako Yarrowia lipolytica ze wzgledu
na unikalny ksztalt askospor i obecnos¢ koenzymu Q-9 [van der Walt, von Arx 1980].

Yarrowia lipolityca naleza do grzybow dimorficznych i, w zaleznosci od szczepu oraz
warunkéw $rodowiskowych, moga przyjmowac formy komorek drozdzowych, strzgpek
i pseudostrzepek [Hurtado, Rachubinski 2002, Dominguez i in. 2000]. Wigkszo$¢ komo-
rek drozdzy Y. lipolytica wyizolowanych w produktéw naturalnych jest haploidalna, rza-
dziej diploidalna. W warunkach laboratoryjnych komorki diploidalne maja tendencj¢ do
utraty chromosoméw w trakcie podziatdéw mitotycznych, w wyniku ktérych wytwarzane
sa dwa typy haploidow: MatA i MatB pozbawione kaset wyciszajacych w genomie [Butler
iin. 2004]. W okreslonych warunkach Yarrowia lipolytica sa w stanie wytwarzac potksig-
zycowate spory [Barth, Gillardin 1996, Thevenieau i in. 2009]. Drozdze Y. lipolytica sa
bezwzglednymi tlenowcami i nie sa zdolne do wzrostu w temperaturze wyzszej niz 34°C.
Sa one organizmami niepatogennymi [Nel i in. 2009]. Ich naturalnym $rodowiskiem wy-
stgpowania jest zywno$¢, gtownie produkty mleczarskie jak sery, jogurty i kefiry, a takze
kietbasy, satatki krewetkowe oraz sosy sojowe. Wystepuja one rowniez w innych eko-
systemach [Guerzoni i in. 1993]. Zsekwencjonowanie genomu Y. lipolytica pozwolito na
lepsze zrozumienie zmian metabolicznych i morfologicznych prowadzacych do zasiedle-
nia przez te drozdze srodowisk bogatych w substraty biatkowe lub hydrofobowe (alkany,
lipidy) [Dujoni in. 2004, Barth, Gaillardin 1996]. Yarrowia lipolytica wykorzystuja jako
materiat budulcowy glukozg, alkohole, kwas octowy i substraty hydrofobowe, jak np.
kwasy tluszczowe lub alkany, natomiast stabo fermentuja wielocukry [Dominguez i in.
2000]. Tempel i Jacobsen [2000] stwierdzili, ze Yarrowia lipolytica nie asymiluja laktozy
ani galaktozy. Drozdze te charakteryzuja si¢ duza specyficznoscia w stosunku do kwasow
thuszezowych, sposrod ktorych kwasy: C12:0, C14:0 oraz C16:0 sa najefektywniej wy-
korzystywane jako zrodto wegla, natomiast kwas C18:0 jest przyswajany w mniejszym
stopniu i gromadzony w formie materialu zapasowego [Papanikolaou i in. 2002].

W ostatnim dziesigcioleciu zsekwencjonowano kompletny genom (20,5 Mb) ha-
ploidalnego szczepu E150 [Dujoni in. 2004]. Jest on rozdzielony na 6 chromosomow
i zawiera 49% par zasad G+C. Zidentyfikowano réwniez centromery i miejsca poczatku
replikacji, ktore nie wykazuja podobienstw migdzy soba ani w odniesieniu do analogicz-
nych elementéw genomu w S. cerevisiae [Vernisi in. 2001]. Szacuje sig, ze genom miesci
6,703 sekwencji kodujacych, co stanowi 45,8% kodu, w przeciwienstwie do drozdzy
S. cerevisiae, ktorych 70% genomu obejmuje sekwencje kodujace. Sekwencje powto-
rzone zawieraja rozne grupy subtelomerowego rDNA (w sekwencjonowanym szczepie
wykryto 6 polimorficznych struktur), przynajmniej dwa retrotranspozony nalezace do
rodziny Ty3, liniowy element Yili oraz element podobny do MULE (ang. Mutator-like
transposable element) [Casaregola i in. 2002]. Okoto 13% genéw zawiera jeden, dwa
lub kilka intronéw réznej wielkosci [Bon i in. 2003]. Szczepy dzikie wykazuja roznice
w genomie takie jak wielkos¢ chromosomow, liczbg powtérzen rDNA oraz obecnosé
retrotranspozonu Ylt!l lub jego brak. Genom obejmuje rodziny genéw kodujace tRNA,
sktadniki translacyjne, lipazy, enzymy zaangazowane w degradacj¢ substratoéw hydrofo-
bowych oraz proteazy. Duza liczba genow tRNA (510) jest typowa dla komoérek eukario-
tycznych i nie wystgpuje u pozostalych przedstawicieli Ascomycetes [Marck i in. 2006].
Duplikacja gené6w wystepuje tu z taka sama czgstotliwoscia jak w przypadku innych
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drozdzy. Zdolnos¢ Y. lipolytica do degradacji substratow hydrofobowych jest skorelo-
wana ze zwigkszona w poréwnaniu z innymi drozdzami liczba gendw kodujacych biat-
ka odpowiednich szlakoéw. Rodzina genow oksydazy acetylo-CoA zawiera geny POX2
i POX3, ktore koduja oksydazy acetylo-CoA specyficzne odpowiednio wobec diugich
1 krotkich tancuchow. Analogicznie rodzina genow lipaz: LIP2, LIP7 i LIP8 (GLR1254)
koduje biatka specyficzne wobec kwasow tluszczowych, odpowiednio: C18, C6 i C10.
Natomiast w rodzinie genéw cytochromu P450 (GLR.3196) produkty genow ALKI
1ALK2 sa odpowiedzialne za hydroksylacj¢ alkanow o dtugos$ci tancucha weglowego od-
powiednio C10 i C16, natomiast geny ALK3, ALKS i ALK7 koduja enzymy katalizujace
reakcje hydroksylacji kwasu laurynowego [Thevenieau i in. 2009]. Poza genomem jadro-
wym w ostatnich latach zsekwencjonowano rowniez genom mitochondrialny (47,9 kb)
[Kerscheri in. 2001].

Obecnie gtownymi kierunkami wykorzystania Yarrowia lipolytica sa procesy biokon-
wersji metabolitow wtornych (kwas cytrynowy) i zwiazkow aromatycznych (y-lakton),
wykorzystanie enzymow proteolitycznych i lipolitycznych oraz produkcja komorek ole-
jowych (ang. Single Cell Oils (SCO) wykorzystywanych w produkcji pasz [Thevenieau
iin. 2009].

Komorki Y. lipolytica maja zdolnos¢ do wykorzystania jako zrodet wegla n-alkanow
i 1-alkenow, polimetylowanych alkanéw oraz alkanow z przylaczonym chlorem, a tak-
ze kwasow tluszczowych i triglicerydéw. Proces asymilacji hydrofobowych substratow
jest zlozony i zawiera wiele szlakéw metabolicznych zachodzacych w réznych kompar-
tymentach komorki. Pierwszy etap asymilacji obejmuje emulsyfikacj¢ na powierzchni
komorki i formowanie matych kropelek, ktére moga by¢ przeniesione do jej wnetrza.
Emulsyfikatorem zewnatrzkomorkowym wytwarzanym przez Yarrowia lipolytica rosna-
ce na podtozu zawierajacym n-alkany jest liposan, 27 kDa glikoproteina zawierajaca 88%
weglowodanow i 12% biatka [Amaral i in. 2006]. W przypadku triacylogliceroli proces
asymilacji poprzedza ich hydroliza z udzialem lipaz ekspresjonowanych w komadrkach
gospodarza i wydzielanych do medium. Po przej$ciu do komorki n-alkany sa metaboli-
zowane przez system monooksygenazy cytochromu P-450 w reticulum endoplazmatycz-
nym. Dodatkowo nastgpuja procesy utleniania prowadzace do powstania kwasow dikar-
boksylowych. Kwasy ttuszczowe ulegaja aktywacji przez przytaczenie CoA, a nastgpnie
-oksydacji lub bezposredniemu wlaczeniu w struktury lipidowe komoérki. W zaleznosci
od $rodowiska komorki drozdzowe moga gromadzi¢ wolne kwasy thuszczowe w ciatkach
thuszczowych [Fickersi in. 2005].

Yarrowia lipolytica nie maja zdolno$ci syntezy etanolu, ale sa w stanie wykorzysty-
wac go jako zrodlo wegla, gdy stanowi on do 3% sktadu pozywki. Wyzsze st¢zenia sa
toksyczne dla komorek Y. lipolytica. W komorkach tych drozdzy obserwuje sig kilka
réznych dehydrogenaz alkoholowych zaleznych od NAD?*" i NADP?". Przypuszczalnie
istnieja dwie dehydrogenazy alkoholowe zalezne od NAD?' rdzniace si¢ specyficznoscia.
Obecnos$¢ glukozy w pozywce represjonuje syntez¢ obu enzymow, natomiast etanol in-
dukuje ich ekspresje. Z kolei produkcja trzech dehydrogenaz alkoholowych zaleznych
od NADP?' o ro6znej specyficznosci substratowej zalezy od fazy wzrostu komorek oraz
rodzaju zrodta wegla w podlozu [Barth, Gaillardin 1996].

Wigkszo$¢ szczepdw Y. lipolytica wzrasta bardzo wydajnie na pozywce zawieraja-
cej octan jako jedyne zrodlto wegla. Dobrze tolerowane jest stgzenie do 0,4% octanu
sodu, wyzsze stgzenia zmniejszaja szybko§¢ wzrostu, natomiast powyzej 1% zupetnie
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go hamuja. Cykl Krebsa, ktory jest niezbedny w procesie utylizacji alkanow, kwasow
thuszczowych, alkoholi i octanu, jest regulowany przez gen GPR1. Mutacje w tym genie
uwrazliwiaja komorki na niskie st¢zenia octanu lub etanolu, nawet przy jednoczesnej
obecnosci glukozy [Barth, Galiardin 1997].

Drozdze Y. lipolytica cechuje zdolnos¢ do produkcji cennych zwiazkéw w procesach
biokonwersji substratéw hydrofobowych. Stosowanie w podtozu hodowlanym réznych
sktadnikéw odzywczych i limitujacych wzrost drozdzy powoduje wydzielanie do me-
dium intermediatow cyklu kwaséw trikarboksylowych. Niedobor zrédet azotu w pozyw-
ce prowadzi do wydzielania kwaséw cytrynowego i izocytrynowego. Szczepy dzikie pro-
dukuja jednoczesnie oba wymienione kwasy, jednak ich wzajemny stosunek zalezy od
sktadnikéw odzywczych, np. w hodowli z uzyciem glukozy, glicerolu Iub etanolu udziat
cytrynianu osiaga 90%, natomiast zastosowanie hydrofobowych substratow zmniejsza
ja do 60%. Wydajno$¢ procesu mozna zwigkszy¢ na kilka sposobow: dodanie do po-
zywki kwasu octowego (wzrost wydajnosci do 80%), zastosowanie wyselekcjonowanych
szczepOow charakteryzujacych si¢ wysoka zdolno$cia produkcji cytrynianu, lub stosowa-
nie mutantéw genetycznych nadespresjonujacych liazg izocytrynianu (wzrost wydajnosci
do 95%) [Thevenieau i in. 2009]. Prowadzono réwniez badania nad koprodukcja cytry-
nianu i lipazy zewnatrzkomorkowej [Kamazolova i in. 2005]. Hodowla Yarrowia lipoly-
tica na podtozu z limitowana tiaminag, ktora jest niezbedna do aktywacji dehydrogenazy
2-ketoglutarowej, prowadzi do produkcji kwasu 2-ketoglutarowego. Maksymalna szyb-
kos¢ produkcji tego zwiazku osiaga wartos¢ 1,4 g-1'-h"' [Chernyavskaya i in. 2000].
Ponadto wyselekcjonowane szczepy haploidalne z mutacjami w szlaku biosyntezy
metioniny wydzielaja duze ilo$ci kwasow organicznych w trakcie wzrostu na glukozie
[Barth, Gaillardin 1997].

ENZYMY PROTEOLITYCZNE

Proteazy zewnatrzkomorkowe

Drozdze Y. lipolytica wyrdzniaja si¢ wysoka aktywnoScia proteolityczna. Organizmy te
sa zdolne do syntezy i wydzielania proteaz zewnatrzkomdrkowych: serynowe;j i asparty-
lowej. Ekspresja obu enzymow jest indukowana podobnymi warunkami w wyktadniczej
fazie wzrostu i zalezy od zrédla wegla, azotu oraz siarki dostgpnego w podtozu [Ogry-
dziak 1977]. Jednakze gldéwnym czynnikiem regulujacym ekspresj¢ genow kodujacych
proteaz¢ kwasna (gen AXP1) i zasadowa (gen XPR2) jest pH $rodowiska zewngtrznego.
Wykazano, ze regulacja ta ma miejsce juz na poziomie mRNA. Kwasna proteinaza jest
syntetyzowana w pH o wartosci nizszej niz 5,5; natomiast ekspresj¢ proteazy zasadowej
indukuje si¢, prowadzac hodowle w pH powyzej 7,5 [Glover i in. 1997]. Geny obu bia-
ek nie maja wspdlnych elementdéw procz sekwencji potencjalnie wiazacej biatko YIRim
101p, ktore jest sktadowa szlaku przekazywania sygnatu pH [Gonzalez-Lopez i in. 2002].
Mechanizmy odpowiedzi na pH $rodowiska sa, od lat 60. ubiegtego wiecku [Dorn 1965],
intensywnie analizowane w Aspergillus nidulans [Penalva, Arst 2002]. W pH alkalicznym
kaskada szes$ciu gendéw Pal (grzyby strzgpkowe) Iub Rim (drozdze) aktywuje aktywator
transkrypcyjny PacC/Rim101p. Biatko to wystepuje w dwoch formach w zaleznosci od
pH srodowiska zewngtrznego. W kwasnym medium PacCp jest zlokalizowane w cytopla-
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zmie komorki i przyjmuje forme¢ dluga, natomiast w pH alkalicznym biatko to przechodzi
do jadra komorkowego, a jego C-koniec ulega odcigciu, uwalniajac aktywator transkryp-
cyjny [Espeso, Arest 2000]. Gen YIRim101, bgdacy w 35% identyczny z genem biatka
PacC opisanego dla Aspergillus nidulans, koduje biatko zbudowane z 585 aminokwasow,
zawierajace kanoniczna domeng typu palca cynkowego Cys,His, zlokalizowana w pobli-
7zu N-konca [Penalva, Arst 2002]. Genom Yarrowia lipolytica zawiera kod dla biatek ho-
mologicznych do pozostatych sktadnikow szlaku przekazywania sygnatu pH w Aspergil-
lus nidulans, procz genu dla bialtka palC. Wedtug modelu opracowanego dla Aspergillus
nidulans szlak odpowiedzi na pH $rodowiska jest zorganizowany w dwoch kompleksach;
jednym zwiazanym z btona komérkowa kompleksu bialek: Rim21p/PalH, Rim9p/Pall
i Rim8p/PalF oraz z drugim zwiazanym z btona endosomalna, w sktad ktérego wchodza:
Rim20p/PalA, Snf7/Vps 32p oraz Rim13p/PalB [Lambert i in. 1997, Gonzalez-Lopez
i in. 2002]. W komorkach Yarrowia lipolytica szlak Rim/Pal w pH zasadowym odpo-
wiada bezposrednio za aktywacje ekspresji zewnatrzkomérkowej proteazy serynowej,
natomiast w kwasnym jest posrednio odpowiedzialny za ekspresj¢ proteazy aspartylowej
[Gonzalez-Lopez i in. 2002, Blanchin-Roland i in. 2008].

Alkaliczna proteaza produkowana przez Yarrowia lipolytica jest jednym z lepiej po-
znanych enzyméw wyizolowanych z tego gatunku drozdzy i wydzielanym w najwigkszej
ilosci (1-2 g/1). Biatko to jest proteaza serynowa i nalezy do rodziny subtylizyn. Jak
dotad, ustalono sekwencj¢ genu XPR2 kodujacego zasadowa proteaze¢ oraz poszczego6l-
ne etapy dojrzewania i sekrecji tego biatka. Gen XPR2 koduje 454 aminokwasowy (55
kDa) pre-proenzym. Poczawszy od N-konca, biatko to zawiera 22 aminokwasowa se-
kwencje¢ sygnalna, nastepnie odcinek dziewigciu dipeptyddéw X-Ala, X-Pro, ktore zostaja
odcigte przez dipeptydyloaminopeptydazg. W dalszej czgsci czasteczka biatka obejmuje
124 aminokwasowy proregion, ktory zawiera jedno miejsce N-glikozylowane. Wzdhuiz
proregionu znajduja si¢ dwa dipeptydy Lys-Arg, ktore sa potencjalnymi substratami do
cigcia dla dipeptydyloaminopeptydazy — keksyny kodowanej przez gen XPR6. Jednakze
tylko drugi dipeptyd (Lys, ,, Arg,,) ulega przecigciu, zwalniajac dojrzate biatko [Becke-
richiin. 1998; Matoba i in. 1988]. W obrgbie proregionu znajduje si¢ sekwencja podobna
do inhibitora proteaz 19, ktory jest odpowiedzialny zardwno za hamowanie aktywnosci
preoteazowej, jak i za prawidtowe fatdowanie dojrzatej czasteczki [Li i in. 1995, Kojima
iin. 1997]. Dojrzate biatko jest wydzielane poza komoérke w pecherzykach sekrecyjnych.
Schemat procesu dojrzewania i budowe tego enzymu przedstawiono na rysunkach 11 2.
Proteaza alkaliczna jest bialkiem o masie czasteczkowej ok. 30,559 kDa. Dojrzata pro-
teaza sktada si¢ z 297 aminokwasow. Centrum aktywne tworza reszty Asp200, His231
i Ser397, natomiast reszta Asn292 i Asn330 sa potencjalnymi miejscami N-glikozylacji
czasteczki [Davidow i in. 1987, bazy danych: MEROPS i UniProtKB/Swiss-Prot].

Proteaza alkaliczna Y. lipolytica wykazuje aktywnos¢ kazeinolityczna oraz esterazo-
wa wobec syntetycznych substratow zawierajacych argining, lizyng lub tyrozyng. Opty-
malnymi warunkami do jej aktywnos$ci kazeinolitycznej sa pH 9 i temperatura 40°C,
natomiast do aktywnosci esterazowej pH 8 oraz identyczna temperatura. Najlepsza stabil-
no$¢ enzym ten wykazywat w zakresie pH od 5 do 9 i w obecnosci jonéw wapniowych.
Proteazg inaktywuje diizopropylofluorofosforamina (DFP), ale syntetyczne inhibitory
trypsyny, na przyktad tosyl L-metyloketonon (TLCK), nie zmieniaja jej aktywnosci po-
dobnie jak benzoesan p-chlororteciowy (PCMB) — inhibitor proteaz sulthydrylowych,
inhibitory trypsyny, a takze inhibitory proteaz serynowych pochodzenia mikrobiologicz-
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nego. Sugeruje to, ze musi si¢ ona r6zni¢ od innych proteaz serynowych wyizolowanych
z mikroorganizmow [Ogrydziak 1988].
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Rys. 1. Proces dojrzewania alkalicznej proteazy (AEP)
Fig. 1. Maturation process of alcaline protease (AEP)
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Rys. 2. Schemat budowy proteaz serynowej (AEP) (Merops)
Fig. 2. Structure of serine protease (AEP) (Merops)

Oprocz serynowej proteazy alkalicznej Yarrowia lipolytica maja zdolno$¢ do syntezy
proteazy zewnatrzkomorkowej w srodowisku kwasnym. Poczatkowo opisano trzy prote-
azy kwasne bedace glikoproteinami rdéznigcymi si¢ masa molekularna: 28, 32 i 36 kDa,
pl, optimum pH oraz udziatem reszt cukrowych (odpowiednio 25,12 i 1,2%). Optimum
pH i temperatury w przypadku aspartylowej kwasnej proteinazy zewnatrzkomorkowej
wynosza odpowiednio 3,5-4,0 i 35-45°C [Yamada, Ogrydziak 1983, Czajgucka 2006].
Pozniejsze badania wskazywaly, iz Yarrowia lipolytica syntetyzuje tylko jedna proteazg
kwasna, ktora moze ulega¢ czesciowej hydrolizie proteolitycznej [Young i in. 1996].
Ustalono sekwencje¢ nukleotydowa genu axp kodujacego kwasna proteazg. Jest ona pro-
dukowana jako pre-propeptyd sktadajacy si¢ z 353 aminokwasow o masie czasteczkowej
37427 Da (rys. 3).

397 aa

AoiEEs

D77 Y125 D246

Rys. 3. Schemat budowy proteazy aspartylowej (AXP) (Merops)
Fig. 3. Structure of aspartyl protease (AXP) (Merops)
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Poczawszy od N-konca czasteczka polipeptydu zawiera 17 aminokwasowy fragment
hydrofobowy petniacy rolg sekwencji sygnalnej oraz 27 aminokwasowy propeptyd,
w ktérym nie obserwuje si¢ wystgpowania potencjalnego miejsca N-glikozylacji. Doj-
rzate biatko zostaje uwolnione od propeptydu w momencie hydrolizy wiazania pepty-
dowego migdzy Phe,, i Ala,,. Proteaza kwasna jest wydzielana do medium w prostszy
sposob niz proteaza alkaliczna AEP, a jej aktywacja zachodzi juz poza komodrka poprzez
autokatalityczne odcigcie propeptydu w niskim pH Srodowiska (rys. 4).
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Rys. 4. Proces dojrzewania proteazy aspartylowej (AXP)
Fig. 4. Maturation process of aparthyl protease (AXP)

Kwasna proteaza nalezy do hydrolaz aspartylowych. Analiza porownawcza biatek
pozwolita ustali¢ najbardziej prawdopodobne miejsca N-glikozylacji, sa to reszty Asn88,
Asn310 1 Asn314. Z kolei reszty Cys93 i Cys100 oraz Cys303 i Cys343 moga by¢ po-
faczone wigzaniem disulfidowym (baza danych MEROPS). Aktywno$¢ peptydazy kwa-
$nej jest hamowana przez pepstatyng oraz 1,2-epoksy-3(p-nitrofenoksy)propan (EPNP),
nie obserwuje si¢ jednak utraty aktywnosci w obecno$ci diazoacetylo-DL-norleucyny
(DAN).

Szczep Y. lipolytica 37-1 ma zdolno$¢ do syntezy neutralnej proteazy zewnatrzkomor-
kowej. Biatko to nalezy do proteaz serynowych zaleznych od jonu metalu. Czasteczka
jest stabilizowana przez mostki disulfidowe, a optimum pH aktywnosci kazeinolitycznej
tego enzymu wynosi 6 [Ogrydziak 1993].

Proteazy wewnatrzkomoérkowe

Proteazy wewnatrzkomérkowe Yarrowia lipolytica sa stabiej scharakteryzowane niz en-
zymy zewnatrzkomorkowe. Biatka te petnia wiele istotnych funkcji w szlakach metabo-
licznych komorek drozdzowych, jak np. w metabolizmie azotu, biora udzial w potran-
slacyjnych etapach dojrzewania biatek, uczestnicza w odpowiedzi na stres wywotany
brakiem substancji odzywczych, a takze przyczyniaja si¢ do dymorfizmu Yarrowia lipo-
Iytica. Poziom ekspresji enzymdéw wewnatrzkomorkowych zalezy od sktadu pozywki.
Zatem ekspresja tych biatek jest, jak w przypadku enzymoéw zewnatrzkomorkowych,
regulowana dostgpnoscia oraz rodzajem zrodla wegla i azotu w medium (van den Tem-
pel, Jacobsen 2000].

Biotechnologia 11 (4) 2012



32 J. Niedbalska i in.

Wiele proteaz wewnatrzkomorkowych wykrytych w komorkach Yarrowia lipolytica
jest charakterystyczna dla caltej grupy mikroorganizméw, jaka stanowia drozdze. W bazie
danych MEROPS skatalogowane zostaly proteazy wyizolowane z Y. lipolytica. Migdzy
innymi wykryto obecnos¢ aminopeptydazy I (okreslanej mianem APEI, aminopeptydazy
IIT oraz leucyloaminopeptydazy IV), ktora jest charakterystyczna dla drozdzy piekar-
skich. Znajduje si¢ ona w wakuolach, jest gliko- i fosfoproteing zbudowana z 469 ami-
nokwasow, posiada aktywnos¢ metaloproteazy. Enzym ten ma budowg podjednostkowa,
a jego ligandami sg jony cynku (kazda podjednostka wiaze jeden jon). Aminopeptydaza
ta preferuje reszty neutralne lub hydrofobowe (MEROPS, UniProtKB). Inna aminopep-
tydaza charakterystyczna dla drozdzy jest aminopeptydaza Y (APE3), ktora jest gliko-
proteing wymagajaca obecnosci jonu cynku jako kofaktora. Enzym ten wystepuje w lizo-
somach i wykazuje specyficzno$¢ wobec N-koncowej reszty lizyny. Kolejnym enzymem
jest aminopeptydaza dipeptydylowa B (DPAPB), zbudowana z 818 aminokwasow, ktora
jest glikoproteing zlokalizowana w btonie komoérkowej lizosoméw i nalezy do amino-
peptydaz serynowych. Innymi enzymami o aktywnosci aminopeptydazowej, wykrytymi
w komorkach Yarrowia lipolytica, sa dipeptydylpeptydaza III, aminopeptydaza asparty-
lowa (Dnpep) oraz dipeptydaza Xaa-Pro, ktdre wystepuja u wyzszych eukariontow (baza
danych MEROPS, UniProtKB).

Jedna z karboksypeptydaz wyizolowanych z komoérek Y. lipolytica jest KEX1, ktora
pierwotnie odkryto w komoérkach drozdzy piekarskich. Jest to 707-aminokwasowe biatko
zlokalizowane w btonie komoérkowe;j, ktore jest glikoproteing. Enzym ten preferencyj-
nie odcina C-koncowa reszt¢ argininy lub lizyny z tancucha polipeptydowego. Kolejna
karboksypeptydaza syntetyzowang przez Yarrowia lipolytica jest karboksypeptydaza Y,
ktéra jest zlokalizowana w wakuolach i jest glikoproteing zaangazowang w proces de-
gradacji matych peptydéw. Jest ona specyficzna wobec peptydéw zawierajacych reszty
alifatyczne lub hydrofobowe zlokalizowane w pozycji P1°, a takze wobec metioniny,
leucyny albo fenyloalaniny w pozycji P1 wiazania estrowego [van den Tempel, Jacobsen
2000, baza danych MEROPS].

Gatunek Y. lipolytica charakteryzuje si¢ wysokim poziomem produkcji wewnatrzko-
moérkowych enzyméw proteolitycznych w czasie stacjonarnej fazy wzrostu na podtozu
zawierajacym pepton. Hernandez-Montanez i in. [2007] wykryli i oczys$cili metodami
chromatograficznymi trzy egzoproteazy: aminopeptydaze, karboksypeptydaze oraz dia-
minopeptydazg. Enzymy te byly wrazliwe na inhibitory proteaz serynowych. Masy cza-
steczkowe tych biatek byly zblizone i wynosily okoto 97 kDa. Optimum dziatania en-
zymy te wykazywaly w pH 7 i temperaturze 37°C. Aminopeptydaza wykazata wysokie
powinowactwo z substratami zawierajacymi lizyng na N-koncu (substratow syntetycz-
nych Lys-pNA). Van den Tempel i Jacobsen [2000] stwierdzili, ze aminopeptydazy z Yar-
rowia lipolytica charakteryzuja si¢ wyzszym powinowactwem z degradacja substratow
zawierajacych na N-koncu reszty Leu niz Val.

ENZYMY LIPOLITYCZNE

Drozdze Yarrowia lipolytica wykazuja zdolnosci do wykorzystywania triacylogliceroli
jako zrodta wegla. Syntetyzuja lipazy zewnatrzkomorkowe zwiazane ze $Sciana komor-
kowgq oraz wewnatrzkomoérkowe [Yui in. 2007]. Poznano i zsekwencjonowano trzy geny
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kodujace lipazy [Pignede i in. 2000]. Produkcja lipaz, podobnie jak proteaz, jest zalezna
od warunkow $rodowiska, a w szczegdlnosci od rodzaju substratu wykorzystywanego
przez komorki jako zrodto wegla i azotu. Badania wykazaly, ze produkcja zewnatrzko-
moérkowej lipazy jest stymulowana obecnoscia w podtozu dlugotancuchowych kwasow
thuszczowych, triacylogliceroli i azotem organicznym w postaci peptonéw lub mocznika.
Zastosowanie oliwy z oliwek w podtozu hodowlanym skutkowato wzrostem aktywnos$ci
lipolitycznej [Pereira-Mirelles i in. 1997, Gdula i in. 2002, Fickers i in. 2004]. Przy ni-
skim st¢zeniu glukozy w podtozu produkcja lipaz jest mniejsza, natomiast w obecnosci
glicerolu i soli amoniowych nie jest w ogéle obserwowana [Fickers i in. 2003].

Peters i Neslon jako pierwsi stwierdzili [1948], ze Y. lipolytica sa zdolne do ekspresji
lipazy, ktorej sekrecja jest hamowana w obecnosci glukozy. Opisano dwa enzymy zwia-
zane ze $ciang komorkowa [Kalle i in. 1976]. Synteza pierwszego z nich jest hamowana
obecnos$cig glukozy, natomiast indukowana przez monooleinian sorbitolu. Drugi z oma-
wianych enzymow jest produkowany konstytutywnie. Ota i in. [1982] oczyscili dwa en-
zymy o podobnych wlasciwos$ciach i zblizonych masach czasteczkowych 39 kDa (lipaza
I) i 44 kDa (lipaza II). Oczyszczone biatka wymagaly do dziatania kwasu oleinowego,
a w reakcji hydrolizy oleju z oliwek optymalne pH wynosito okoto 8, natomiast w przy-
padku hydrolizy tributyryny 7,5. Obydwa enzymy byly stabilne przez 20 minut w 37°C
oraz przez 22 godziny w 5°C w zakresie pH od 4,5 do 8 [Ota i in. 1982, Vakhlu, Kour
2006].

Uwaza si¢, ze gen LIP2 jest odpowiedzialny za prawie calq zewnatrzkomérkowsq ak-
tywno$¢ lipolityczna. Proces dojrzewania i sekrecji tego enzymu jest bardzo podobny
do opisanego wyzej dojrzewania zewnatrzkomorkowej proteazy serynowej. Koduje on
334-aminokwasowy propeptyd, ktory poczawszy od N-konca zawiera 33-aminokwasowa
sekwencj¢ sygnalna, a nast¢pnie czterokrotne powtoérzenie dipeptydow X-Ala, lub X-Pro
oraz krotki 12-aminokwasowy proregion, konczacy si¢ dipeptydem Lys-Arg. W procesie
dojrzewania tej lipazy, podobnie jak w przypadku proteazy alkalicznej, uczestniczy en-
dopeptydaza kodowana przez gen XPR6, ktéra odcina proregion od dojrzatej czasteczki
biatka. Lipaza LIP2 jest wydzielana jako zewnatrzkomdrkowa, 301-aminokwasowa gli-
koproteina (38 kDa), wykazujaca optimum aktywnosci w pH 7 i w temperaturze 37°C
[Destain i in. 1997] (rys. 5). Lipaza ta, w przeciwienstwie do lipaz zwiazanych ze $ciana,
wymaga kwasu oleinowego jako aktywatora.

Sekwencja Propeptyd Biatko dojrzate
sygnaina
33aa 4az 12aa 301 aa
< X-Pro, X-Ala

Rys. 5. Schemat budowy lipazy Lip 2 (Merops)
Fig. 5. Structure of lipase Lip 2 (Merops)

Kolejnymi genami kodujacymi enzymy o aktywnosci lipolitycznej sa: Lipl 1 Lip3.
Produktami ekspresji tych genow sg biatka zbudowane z 486 (lip1) 1 498 (lip3) amino-
kwasow. Lipl zawiera dwa potencjalne miejsca N-glikozylacji oraz jedno miejsce fosfo-
rylacji zalezne od cAMP, zlokalizowane w poblizu C-konca tancucha polipeptydowego.
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Uwaza sig, ze biatka te moga naleze¢ do lipaz wewnatrzkomoérkowych ze wzgledu na
brak w ich tancuchu polipeptydowym sekwencji sygnalnej. Lipazy te sa podobne do lipaz
grzybowych C.cilindraceae i G.candidum 1 naleza do rodziny karboksyesteraz [Pignede
iin. 2000].

W genomie Yarrowia lipolytica wykryto rowniez inne geny kodujace lipazy: LipY7
i LipY8. Produkty ekspresji tych gendw stanowia biatka o dlugosci tancucha polipepty-
dowego: 366 aminokwasow i 371 aminokwasow. Wklonowanie obu genéw do systemow
bakteryjnych przez Song i in. [2006] pozwolito na ekspresj¢ i oczyszczenie tych lipaz.
Obie lipazy sa glikoproteinami. Optymalna temperatura w reakcji hydrolizy pochodnej
p-nitrofenylowej kwasu laurynowego dla lipazy LipY7 wynosita 40°C, natomiast dla li-
pazy LipY8 45°C w pH 8. Stabilnos¢ obu enzymow byta podobna i wynosita 75% w za-
kresie pH od 5 do 10 przez 3 godz. w temperaturze pokojowej oraz 85% po inkubacji
w 65°C przez 3 godz. w pH 7. Enzymy te r6znig si¢ specyficznos$cia substratowa. Lipaza
LipY7 wykazywala maksimum aktywnosci wobec p-nitrofenylowej pochodnej kwasu
kapronowego, jednak jest zdolna do hydrolizy wiazan estrowych przy dtuzszych kwasach
thuszczowych (C8-C12). Natomiast lipaza LipY 8 wykazuje najwyzsze powinowactwo z
kwasem kaprynowym, a w dalszej kolejnosci z kwasem kaprylowym [Song i in. 2006].
W komorkach Y. lipolytica zidentyfikowano réwniez systemy transportujace kwasy thusz-
czowe, osobny dla kwaséw o dtugosci 12—-14 atomow wegla i dla kwasow o 16-18 ato-
mach wegla [Kohlwein, Paltauf 1983].
Aktywnos¢ hydrolityczna lipaz Y. lipolytica wobec triacyligliceroli ujawnia si¢ jedynie na
granicy faz olej-woda. Drozdze Yarrowia lipolytica gromadza si¢ na powierzchni granicy
faz woda-olej ze wzgledu na wigksza dostepnos¢ substratu [Shelley i in. 1987]. W prze-
ciwienstwie do lipaz esterazy katalizuja reakcje hydrolizy substratéw rozpuszczonych
w wodzie. Mattey i Adoga [1991] opisali niskoczasteczkowa, termostabilng esterazg ze-
wnatrzkomorkowa o masie 10 kDa, ktéra wykazywala specyficznos¢ wobec substratow
zlokalizowanych w sn 1 pozycji triacylogliceroli.
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YARROWIA LIPOLYTICA YEAST AND THEIR ABILITY
TO SYNTHESIZE HYDROLYTIC ENZYMES

Abstract: Yarrowia lipolytica are an nonconventional microorganisms able to assimilate
organic compounds and produce extracellular enzymes. The current trend of their use is bio-
conversion of secondary metabolites (mainly citric acid) and aroma compounds (y-lacton)
and obtaining oleic cells used in fodder production. The microorganisms are characterized
by high proteo- and lipolytic activity. They are able to synthesize and secret extracellular
proteases: serine (AEP) and aspartyl (AXP) and lipases (LIP1, LIP2 i LIP3). The expres-
sion of those enzymes is pH dependent and influenced also by the yeast growth phase and
availability of carbon, nitrogen and sulfur sources. The recent years research points out
many different possibilities of Y. lipolytica enzymes utilization. The easy way of their isola-
tion combined with the use of food industry waste-products makes them an attractive and
competitive product in comparison to commercially avaliable enzymes.

Key words: yeast, Yarrowia lipolytica, proteases, lipases
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