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Streszezenie

Przedmiotem badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byly
psychrofilne drozdze =z rodzaju Glaciozyma martinii 186, stanowigce zrédlo
zewnatrzkomorkowego biatka przeciwzamarzaniowego (ang. awtifreeze protein — AFP).
Szczep ten zostal wyizolowany z wod Zatoki Admiralicji na Wyspie Kréla Jerzego
w archipelagu  Szetlandow Poludniowych. Nalezy do kolekeji mikroorganizmow

antarktycznych Instytutu Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej Politechniki Lodzkie;j.

W ramach badan opracowano warunki biosyntezy natywnego biatka GmAFP
produkowanego przez szczep G. martinii, Kktére nastgpnie oczyszczono za pomoca
chromatografii powinowactwa do lodu. Analiza elektroforetyczna potwierdzita obecno$é
docelowego biatka o masie czgsteczkowej wynoszgcej ~27 kDa, ktore po barwieniu metodg
PAS okazato si¢ by¢ glikoproteing. Za pomocg skaningowej kalorymetrii roznicowej
potwierdzono aktywnos¢ termicznej histerezy GmAFP. Kolejng, charakterystyczng dla tego
typu biafek, aktywnos$¢ inhibicji rekrystalizacji lodu, wykazano za pomocg mikroskopii
$wietlnej z podstawa chiodzgcg. Wstgpne badania dotyczace krioprotekcyjnej roli GmAFP
w procesie mrozenia marchwi byly obiecujgce. W obecnosci biatka przeciwzamarzaniowego
obserwowano mniejsza destrukcje komoérek po rozmrozeniu warzywa oraz redukcje utraty
barwnikow karotenoidowych z komorek. Zaistnialy zatem przestanki do zwigkszenia
wydajnosci biosyntezy tego metabolitu. W tym celu podjgto proby izolacji genu kodujacego to
biatko z macierzystego gospodarza. Niestety, zaprojektowanie starteréw w oparciu o sekwencje
blisko spokrewnionego organizmu Glaciozyma antarctica, nie przyczynito sig¢ do amplifikacji

i detekcji pozadanego genu gmafp.

W celu lepszego zrozumienia funkcjonalnosci biatek AFP postanowiono prowadzié
dalsze badania z udziatem syntetycznego genu gaafp pochodzacego z psychrofilnych drozdzy
Glaciozyma antarctica P112. Gaafp z powodzeniem eksprymowano w metylotroficznych
drozdzach Pichia pastoris GS115. Najwicksze stezenie biatka GaAFP otrzymano po 3-dniowej
hodowli wgtebnej, prowadzonej w podiozu ekspresyjnym z indukcjg co 12h 1% metanolem,
w temperaturze 28°C. Rekombinowane biatko o masie czgsteczkowej ~25 kDa oczyszczono
z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa do lodu, a nastepnie potwierdzono jego

aktywnos¢ inhibicji rekrystalizacji lodu metodg mikroskopowa.

W ramach badania potencjatu aplikacyjnego GaAFP wykazano, Ze biatko to moze by¢

7 powodzeniem wykorzystane jako krioprotektant w przemysle spozywczym. Dodatek tego



biokomponentu do warzyw czy owocéw (w tym, np. marchwii, kalarepy oraz boréwki
amerykafiskiej) przed ich mrozeniem, pozytywnie wptywa na strukturg rozmrozonych komérek
oraz redukuje utratg wody z ich wnetrza. Efekt jest poréwnywalny do standardowo uzywanego
krioprotektanta, jakim jest glicerol. Ten ostatni moze jednak zmieniaé¢ smak zywnosci i dlatego
nie zawsze nadaje si¢ do stosowania w przemysle spozywczym. Co wiecej, obecno$é biatka
GaAFP poprawia przezywalnos¢ komorek drozdzowych Saccharomyces cerevisiae podczas
przechowywania w stanie zamrozonym. Taka strategia pozwala na wydluzenie okresu ich
przechowywania, z jednoczesnym zapewnieniem stabilnych zapaséw substratu podczas
produkcji réoznych rodzajow zywnosci.

W ramach pracy wykonano takze badania in vitro z wykorzystaniem linii komérkowych
symulujgcych ludzki uktad pokarmowy (linia komdrkowa Caco-2 oraz HT-29), ktére ukazuja,
ze biatko GaAFP nie jest wobec nich cytotoksyczne w maksymalnym testowanym stgzeniu
0,4 mg/ml po 24h inkubacji. Ponadto, stosujgc mysie makrofagi RAW 264.7 okreslono wplyw
GaAFP na wydzielanie tlenku azotu (NO), ktory jest jednym z gléwnych mediatoréw
przewlektego procesu zapalnego i ustalono, ze nie wptywa ono na wydzielanie tlenku azotu;

zarowno komorkach stymulowanych LPS, jak i tych nie poddanych stymulagji.



