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�VADAS 

Kasdien tobul�jančios technologijos, augantys žmoni� poreikiai skatina ieškoti b�d�, 

palengvinanči� �vairius gamybos procesus maisto pramon�je, žem�s �kyje bei medicinoje.  

Pastaruoju metu susidom�jimo sulauk� biocidin�s miel�s (angl. killer yeast), išskiriančios 

baltymin�s kilm�s toksines medžiagas, kitaip vadinamas mikocinais. Biocidin�s miel�s pasižymi 

atsparumu savo sintetinamam toksinui, tačiau yra jautrios kit� mieli� toksinams (Golubev, 

2006). Mieli� savyb� išskirti � aplink� toksinus buvo pasteb�ta 1963 metais, tiriant 

Saccharomyces cerevisiae (Santos, San Mauro & Marquina, 2015). Nuo to laiko mikocin� 

išskyrimas buvo pasteb�tas ir tarp kit� mieli� genči�: Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, 

Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Schwanniomyces, Torulopsis, Williopsis ir kt. (Golubev, 

2006; Hatoum, Labrie & Fliss, 2012; Santos et al., 2015). 

Skirting� mieli� r�ši� ir kamien� išskiriami toksinai pasižymi skirtingomis biochemin�mis 

savyb�mis, gen� strukt�ra, molekuliniu dydžiu, veikimo mechanizmais (Santos et al., 2015). 

Biocidini� mieli� išskiriami toksinai gali b�ti koduojami dvigrand�s RNR virus� pavidalu, 

dvigrand�je linijin�je DNR arba chromosomoje. Gerai žinomi toksin� veikimo mechanizmai – 

l�steli� dalijimosi nutraukimas blokuojant DNR sintez�, l�stel�s sienel�s komponento �-1,3-

gliukano sintez�s slopinimas bei jon� nutek�jimas, sukeliamas d�l citoplazmoje formuojam� 

kanal� (Hatoum et al., 2012). 

Pritaikant mieli� išskiriam� toksin� savybes, juos galima panaudoti �vairiose srityse: 

aplinkos apsaugoje, medicinoje, pramonin�je biotechnologijoje, taip pat baltym� išskyrimo 

mechanizm� tyrimuose ar siekiant išsiaiškinti toksin� ir jiems jautri� l�steli� s�veik� (Santos, 

San Mauro, Bravo & Marquina, 2009). Mikocin� pritaikymas �vairiose pramon�s srityse skatina 

ieškoti greito ir paprasto baltym� gryninimo metodo, tačiau kol kas s�kmingai išgrynint� toksin� 

n�ra labai daug (Liu et al. 2013). Mikocinams išskirti plačiai naudojami jon� main� 

chromatografijos, gelchromatografijos, hidrofobin�s chromatografijos ir kiti, papildomi, drusk� 

pašalinimo ir sukoncentravimo metodai (Chen, Han, & Jong, 2000; Comitini & Ciani, 2011; 

Pfeiffer & Radler, 1982; Sawant, Abdelal, & Ahearn, 1989). 

Šio darbo tikslas – išskirti ir charakterizuoti mieli� S. cerevisiae K2 mikocin�. 

Uždaviniai: 

1. Optimizuoti S. cerevisiae K2 toksino gryninimo schem�; 

2. Ištirti K2 toksino biocidines savybes. 
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1. LITERAT�ROS APŽVALGA 

1.1. Biocidin�s miel�s  

Miel�s – didel� ir heterogenin� mikroorganizm� grup�, kuri d�l biocidini� savybi� 

pastaruoju metu sulaukia vis augančio susidom�jimo. Ši mieli� savyb� pirm� kart� apib�dinta S. 

cerevisiae miel�se. 1963 metais mokslininkai Bevanas ir Makoweris apraš� biocidin� fenomen� 

(angl. yeast killer phenomenon), tirdami Saccharomyces cerevisiae kamien�, izoliuot� iš užkrato 

alaus gamybos metu (Schmitt & Breinig, 2002). Po šio atradimo biocidin�s mieli� savyb�s buvo 

aprašytos ir kit� genči� miel�se: Candida, Cryptococcus, Torulopsis, Williopsis, Kluyveromyces 

lactis, Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora uvarum, Pichia membranifaciens, 

Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces phaffi, Schwanniomyces occidentalis ir kt. (Santos et 

al., 2015). 

Remiantis biocidini� mieli� atsparumu, toksino veikimo mechanizmais, genetin�s 

determinant�s prigimtimi, baltymo molekulin�mis charakteristikomis, mieli� biocidin�s sistemos 

gali b�ti skirstomos � mažiausiai 10 grupi� (Chen et al., 2000; Meinhardt & Klassen, 2009). 

Biocidini� mieli� fenotipus nulemiantys genai gali b�ti koduojami chromosomoje, dvigrand�je 

RNR (dgRNR) arba linijin�je dvigrand�je DNR (dgDNR) (1 lentel�) (Chen et al., 2000; 

Meinhardt & Klassen, 2009). 

1 lentel�. Biocidini� sistem� pavyzdžiai (pagal Meinhardt & Klassen, 2009) 

 Mieli� r�šis Toksinas 

Koduojami chromosomoje Saccharomyces cerevisiae  

Pichia anomala 

Pichia farinosa 

Williopsis mrakii 

Kluyveromyces wickerhamii 

Kluyveromyces phaffii 

Schwanniomyces occidentalis 

KHS, KHR 

K5 

SMKT 

K500 

Kwkt 

Kpkt 

Koduojami dgRNR Saccharomyces cerevisiae  

Ustilago maydis 

Zygosaccharomyces bailii 

Hanseniaspora uvarum 

Torulaspora delbruecki 

K28, K1, K2, Klus 

KP1, KP4, KP6 

Zigocinas 

 

Kbarr-1 

Koduojami linijin�je dgDNR Kluyveromyces lactis 

Pichia inositovora 

Pichia acaciae 

Debaryomyces robertsiae 

Zimocinas 

 

PaT 
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Daugelyje mieli� r�ši� toksinus koduojančios sekos aptinkamos chromosomose. 

Labiausiai paplitusios Kluyveromyces, Pichia ir Williopsis mieli� biocidin�s sistemos (Comitini, 

Ingeniis De, Pepe, Mannazzu & Ciani, 2004; Santos et al.,2009). 

Linijin�se dgDNR plazmid�se koduojami toksinai paplit� tarp bakterij�, augal� ir gryb�, o 

labiausiai – tarp mieli�. Jie dažniausiai randami citoplazmoje ir siejami su virusais. Biocidin� 

fenotip� l�stel�ms suteikia dviej� arba trij� linijini� plazmidži� rinkinys. Toksino gamyboje 

dalyvauja konservatyv�s autonominiai elementai, kurie palaiko gen� raišk� ir replikacij�. 

Autonomini� ir ne autonomini� element� replikacija inicijuojama DNR polimerazei prisijungus 

prie 5‘ terminalinio baltymo, tod�l j� replikacijos ir transkripcijos procesai vyksta 

nepriklausomai nuo šeimininko l�stel�s. Skirtinguose organizmuose yra žinomos keturios 

toksinus koduojančios plazmid�s: Kluyveromyces lactis, Pichia inositovora, Pichia acaciae ir 

Debaryomyces robertsiae (Meinhardt & Klassen, 2009). 

DgRNR užkoduotas biocidinis fenotipas priklauso nuo satelitinio M viruso ir L-A viruso 

pagalbininko. M virusas koduoja toksin�, o L-A užkoduoti GAG ir POL genai užtikrina abiej� 

virus� replikacij� ir inkapsuliacij� � virusus panašias daleles (angl. virus-like particles, VLPs). 

Virionai lieka citoplazmoje, o kadangi jie yra neinfekciniai, dgRNR virusai plinta horizontaliai iš 

l�stel�s � l�stel� arba vertikalios pernašos b�du, formuojantis heterokarionui. DgRNR virusai yra 

randami Saccharomyces, Torulaspora, Ustilago, Zygosaccharomyces, Hanseniaspora gentyse 

(Wickner, Fujimura & Esteban, 2013; Ghabrial, Castón, Jiang, Nibert & Suzuki, 2015). 

1.2. Biocidini� mieli� ir j� toksin� panaudojimas 

Pirmiausiai biocidin�s miel�s buvo panaudotos maisto ir g�rim� pramon�je ir laikui b�gant 

šie mikroorganizmai pritaikyti gyvulininkyst�je, veterinarijoje, medicinoje bei biomedicinos ir 

farmacijos pramon�se. Pagrindinis šiose pramon�s srityse pritaikomas mieli� vaidmuo – kit� 

mikroorganizm�, pavyzdžiui, nepageidaujam� mieli�, pel�si� ir bakterij� slopinimas (Hatoum et 

al., 2012; Liu et al., 2013).  

1.2.1. Biocidini� mieli� pritaikymas maisto ir g�rim� pramon�je 

Plačiausiai mikocinai naudojami maisto pramon�je, siekiant užkirsti keli� maisto gedimui, 

patogen� augimui vyno gamyboje, fermentacijos metu. Biocidin�s miel�s naudojamos alyvuogi� 

fermentacijoje, soj� padažo, alaus, sak�s gamyboje (Chen et al, 2000; Hatoum et al., 2012; Liu 

et al., 2013). Yra žinoma, jog Debaryomyces hansenii aktyvumas padid�ja aplinkoje esant NaCl, 

tod�l šias mieles si�loma naudoti s�dytuose, fermentuotuose maisto produktuose (Hatoum et al., 

2012). Pichia farinosa demonstruoja aktyvum� prieš kelias Saccharomyces cerevisiae, 

Zygosaccharomyces rouxii ir Pichia anomala mieles, užkratus maisto pramon�je (Suzuki, 2004). 

Biocidines mieles Williopsis saturnus var. saturnus si�loma panaudoti s�rio gamyboje. W. 
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saturnus var. saturnus išskiriamas toksinas aktyvus prieš s�rio skon� bei kvap� gadinančias, 

Saccharomyces cerevisiae bei Kluyveromyces marxianus mieles, ir padeda išvengti s�rio gedimo 

(Liu & Tsao, 2009).  

Vyno gamyboje mikocinai stabdo nepageidaujam� mieli� kamien� dauginim�si, palaiko 

pastov� gaminamo produkto kvap�, skon�, tod�l j� panaudojimas yra ypač aktualus gaminant 

geros kokyb�s vynus (Francisco & Ram, 2016). Pasteb�ta, jog Wickerhamomyces anomalus ir 

Kluyveromyces wickeramii išskiriami toksinai slopina Dekkera ir Brettanomyces mieles, 

sukeliančias nemalonius kvapus vynuose (Comitini et al., 2004). Antagonistin�s mieli� savyb�s 

taip pat gali paveikti gamybos proces� vyno gamybos metu. Vyno gamyboje naudojamos 

bakterijos, kurios obuoli� r�gšt� (angl. malic acid) verčia pieno r�gštimi – vyksta malolaktin� 

fermentacija (angl. malolactic fermentation). S�veika tarp vyno mieli� Oenococcus oeni ir toki� 

bakterij� gali paskatinti arba sutrukdyti malolaktin� fermentacij�, nuo kurios priklauso vyno 

kokyb� bei stabilumas (Hatoum et al., 2012). PMKT2 ir Pichia membranifaciens CYC 1086 

toksinai pasižymi aktyvumu prieš vyno kokyb� gadinančias Brettanomyces bruxellensis mieles, 

tod�l gali b�ti panaudoti vyno gamybos biokontrol�je (Santos, et al., 2009). Sujungus toksin� 

išskiriant� S. cerevisiae kamien� su etanol� išskiriančiu S. cerevisiae kamienu, gauti hibridai, 

kontroliuojantys patogenus etanolio fermentacijos metu dekstroz�je, melasoje, taip pat biomas�s 

apdirbimo metu (Bajaj & Sharma, 2010). 

1.2.2. Toksinus sekretuojanči� mieli� pritaikymas žem�s �kyje 

�kininkai nuolat susiduria su �vairiomis dirvožemio, gr�d�, augal� bei kit� auginam� 

produkt� ligomis. D�l patogen� sukeliam� lig� patiriami dideli pas�li� nuostoliai, atsiranda 

gr�sm� maisto gamybai, saugumui bei stipriai paveikiama pasaulio ekonomika (Ferraz, Cássio &  

Lucas, 2019). Siekiant užkirsti keli� augal� ligoms ir apsaugoti pas�lius nuo patogen�, 

naudojami cheminiai metodai. Tačiau d�l dažno fungicid� naudojimo išsivysto patogen� 

atsparumas, o nenaudojant joki� kontrolini� priemoni�, patogenai sparčiai plinta dirvožemiuose. 

Be to, fungicidai neigiamai veikia žem�s �kio ekosistem� mikroflor�, naikindami naudingus 

mikroorganizmus bei dirvožemio gyv�nus. Nuolat naudojant fungicidus, aplinkoje išlieka maži 

chemini� medžiag� kiekiai, sukeliantys nedidel� toksiškum� ir �vairi� r�ši� užterštum� (Ferraz et 

al., 2019; Taqarort et al., 2008). 

Biologin�s kontrol�s metodai si�lomi kaip galima alternatyva fungicidams (Comitini & 

Ciani, 2011). Miel�s yra patraukl�s mikroorganizmai biologinei kontrolei, nes jos greitai auga ir 

kolonizuoja daugel� pavirši�, taip ribodamos patogen� naudojim�si maisto medžiagomis 

(Taqarort et al., 2008). Miel�s � aplink� išskiria priešgrybelinius junginius, �vairius toksinus bei 

lakias medžiagas. Pavyzdžiui, šaltalankiuose rastos Aureobasidium pullulans, Cryptococcus 



17 

wieringae, Metschnikowia fructicola ir Cryptococcus albidus miel�s � aplink� išskiria esterius, 

alkoholius, lakias riebal� r�gštis, ketonus, aromatinius junginius. Mieli� išskiriami lakieji 

junginiai skatina augal� augim� ir pagerina pas�li� derlingum� (Lukša et al., 2020). 

Mieli� antagonistines savybes si�loma pritaikyti �vairiose žem�s �kio srityse. Patogen� 

sukeliamos citrusini� vaisi� ligos sukelia ekonominius nuostolius visame pasaulyje (Taqarort et 

al., 2008). Pichia anomala (YT73), Debaryomyces hansenii (YT22) ir Hanseniaspora 

guilliermondii (YT13) miel�s 80 % sumažina grybo Penicillium digitatum Sacc. sukeliam� lig� 

citrusiniuose vaisiuose paplitim� (Taqarort et al., 2008). Iš vyno išskirtas S. cerevisiae kamienas 

apsaugo obuolius nuo Penicillium expansum pel�sio (Scherm et al., 2003). Neseniai Pichia 

membranifaciens toksinas (PMKT2) pasi�lytas mieli� ir filamentini� gryb� kontrolei žem�s �kio 

srityje. PMKT2 aktyvus prieš vynuogi� patogenus Botrytis cinerea 20003, Pichia 

membranifaciens CYC 1070, kukur�z� patogen� Fusarium proliferatum MM 1-2 (Santos et al., 

2009). Šis mikocinas pasižymi aktyvumu prieš Dekkera bruxellensis ir taip yra stabilus vyno pH 

bei temperat�ros diapazone, tod�l toksin� taip pat si�loma panaudoti vyno gamyboje (Comitini 

& Ciani, 2011). Kakavmedžius Centrin�je ir Pietin�je Amerikoje parazituojantis Moniliophthora 

perniciosa grybas sukelia lig�, vadinam� „raganos šluota“ (angl. witches' broom disease). Iš 

sveik� kakavos augal� išskirtas Gliocladium catenulatum 70 % sumažino šios ligos pasireiškim� 

kakavos daiguose (Ferraz et al., 2019). 

Kai kurios mieli� r�šys jau pasiekusios rink� kaip komerciniai augal� patogen� kontrol�s 

produktai. Pavyzdžiui, Aureobasidium pullulans miel�s – kaip „BoniProtect“ (Wagner et al., 

2013), Candida oleophila kaip „Aspire“, Cryptococcus albidus „Yieldplus“, Metschnickowia 

fructicola 277 “Shemer”, Candida oleophila O “Nexy” (Lugtenberg, 2015). 

1.2.3. Biocidini� mieli� panaudojimas medicinoje 

Aktuali ši� laik� problema – padid�j�s bakterij� atsparumas antibiotikams – skatina ieškoti 

nauj� gydymo alternatyv�. Medicinoje pirm� teigiam� biocidini� mieli� poveik� 1909 m. 

pasteb�jo Hayduckas ir Fernbachas. Jie praneš� apie mieli� išskirt� lak� toksišk� jungin�, kuris 

trukd� Escherichia coli ir Staphylococci augim� (Viljoen, 2006). �rodytas Debaryomyces 

hansenii išskiriamo toksino aktyvumas prieš Clostridium tyrobutyricum ir Clostridium 

butyricum. Iš pranc�ziško s�rio išskirtos Geotrichum candidum miel�s slopina Listeria bakterijas 

(Hatoum et al., 2012). Si�loma biocidini� mieli� išskiriamus mikocinus naudoti prieš žmogaus 

patogenines mieles, pavyzdžiui, prieš Candida albicans ar Cryptococcus neoformans, kuri� 

infekcijas sunku išgydyti �prastiniais priešgrybelianiais vaistais (Schaffrath, Meinhardt & 

Klassen, 2018; Magliani et al. 2004). Pavyzdžiui, Wickerhamomyces anomalus  K5 toksinas, 

kuris žudo Trichosporon, Microsporum ir Candida r�šis. Manoma, jog toksinas gali b�ti 
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panaudojamas kaip vietinio veikimo priešgrybelinis vaistas (İzgü, Altınbay & Türeli, 2007). D�l 

panašumo � priešgrybelin� antibiotik� Akuleacin� A ir stabilumo pH bei temperat�ros 

pokyčiuose, Williopsis mrakii toksinas pasi�lytas naudoti kaip priešgrybelinis vaistas prieš 

Candida spp. (Walker, Mcleod & Hodgson, 1995; Hodgson, Button & Walker, 1995). Mieli� 

Zygosaccharomyces bailii išskiriamas toksinas Zigocinas žudo Candida albicans, Candida 

glabrata, Candida krusei ir Sporothrix schenckii mieles. Ši� savyb� galima pritaikyti kuriant 

vaistus prieš patogenini� mieli� sukeliamas infekcijas (Hatoum et al.,2012). 

Norint mieli� toksinus tiesiogiai taikyti kaip vaistus, susiduriama su išš�kiais. Mieli� 

toksinai yra nestabil�s arba neaktyv�s 37 °C temperat�roje bei neutraliame pH, kuris b�dingas 

žmogaus organizmui (Schaffrath, et al., 2018). Kita problema – � žmogaus organizm� patek�s 

toksinas gali sukelti stipr� imunin� atsak�. Tod�l mokslininkai susintetino mažus ne antigeninius 

peptidus, pasižyminčius toksin� aktyvumu, �rodytu prieš patogenus Candida albicans, 

Aspergillus fumigatus, Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis carinii (Magliani, Conti, 

Travassos & Polonelli, 2008). Taip pat panaudojo W. anomalus išskiriamo toksino anti-

idiotipinius antik�nus, kurie žudo patogenus s�veikaudami su receptoriais – �-gliukanais 

(Hatoum et al., 2012; Schaffrath et. al.,, 2018; Polonelli, Magliani, Ciociola, Giovati & Conti, 

1991). 

Biocidin�s mieli� sistemos – efektyvus ir nebrangus �rankis mieli� identifikavimui bei 

biotipavimui. Pirm� kart� biocidin�s miel�s panaudotos Candida albicans atpažinimui (Polonelli 

et al., 1991). Sukurti metodai Candida glabrata, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces 

cerevisiae, Pseudallescheria boydii mieles, taip pat preš Penicillium camembertii, Aspergillus 

niger gybus ir Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis, Mycobacterium tuberculosis 

bakterijas (Meinhardt & Klassen, 2009). 

1.3. Toksin� gryninimas 

Siekiant panaudoti toksin� savybes medicinoje, biotechnologijoje, žem�s �kyje, 

moksliniuose tyrimuose ir kitose srityse, svarbu gauti išgrynint� ir aktyv� baltym�. Jau yra 

išgryninti j�ros mieli� Mrakia frigida (Liu, Wang, Hua, Buzdar & Chi, 2012), Williopsis 

saturnus (Wang et al., 2012), Metschnikowia saccharicola (Tan et al., 2018) išskiriami toksinai. 

J� panaudojimas aktualus j�rini� gyv�n� lig� prevencijoje. Išgrynintas halotolerantini� mieli� 

Pichia farinosa SMKT toksinas (Suzuki & Shima, 1989) naudingas sojos, daržovi� 

fermentacijose. Išgryninti ant uog�, vaisi�, dirvožemiuose randam� mieli� toksinai: Pichia 

anomala WC65 išskiriamas toksinas (Sawant et al., 1989), Pichia anomala K5 toksinas (Izgü & 

Altibay, 2004), Schwanniomyces occidentalis ATCC 44252 toksinas (Chen et al., 2000), 

Zygosaccharomyces bailii išskiriamas Zigocinas (Weiler, Rehfeldt, Bautz & Schmitt, 2002), 



19 

Kluyveromyces phaffii Kpkt toksinas (Cominiti, 2004) ir Kluyveromyces wickerhamii Kwkt 

toksinas (Comitini & Ciani, 2011), S. cerevisiae išskiriami K28 (Pfeiffer & Radler, 1982) ir K1 

(Hutchins & Bussey, 1983) toksinai. J� panaudojimas aktualus �vairiose maisto, g�rim�, žem�s 

�kio, medicinos srityse. 

Toksin� gryninimas glaudžiai susij�s su baltymo savyb�mis, jo strukt�ra, s�veika su 

l�steli� receptoriais, žudymo mechanizmais, veikimo s�lygomis. Gryninimo metu svarbu 

parinkti s�lygas, kurios nesutrukdyt� baltymo stabilumui bei aktyvumo pasireiškimui (Schaffrath 

et al., 2018). 

1.3.1. Šalčiui atspari� mieli� Mrakia frigida išskiriamo toksino savyb�s ir gryninimas 

Šalčiui atsparios Mrakia frigida 2E00797 miel�s, išskirtos iš Antarktikos j�ros nuos�d�, 

sintetina 55,6 kDa dyžio toksin�. Didžiausias toksino aktyvumas pasireiškia 3 % NaCl 

koncentracijoje, pH 4,5 bei 16 °C temperat�roje. Baltymas išlieka stabilus 10 – 25 °C 

temperat�roje. Baltymo pI ir veikimo mechanizmas kol kas neištirti. Mokslininkai išgryninino 

toksin� anijon� chromatografijos ir gelfiltracijos metu (1 pav.) (Liu et al., 2012). 

 

1 pav. Mrakia frigida 2E00797 toksino gryninimo schema (pagal Liu et al., 2012) 

Pirmiausia l�steli� kult�ros supernatantas nufiltruotas ir sukoncentruotas ultrafiltracijos 

metu. Toksinas grynintas naudojant anijonito DEAE Sepharose Fast Flow kolon�l�, prieš tai 

nulygsvarint� 0,02 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu. Eksperimento metu buferinio tirpalo 

pH 4,5, esant kuriam pasireiškia didžiausias toksino aktyvumas. Aktyvum� turinčios frakcijos 

sujungtos, sukoncentruotos ultrafiltracijos metu ir toliau grynintos gelfiltracijos b�du. 

Eksperimento metu naudojama Sephadex G-75 kolon�l�, nulygsvarinta 0,02 M citratiniu-

fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,5). Iš 750 mL terp�s gauta 5,75 mg baltymo, kurio grynum� 

mokslininkai patvirtinto elektroforetiškai. Išgrynintas toksinas gali b�ti panaudojamas prieš 

patogenini� Metschnikowia bicuspidata, Candida tropicalis ir Candida albicans mieli� 

sukeliamas ligas (Liu et al., 2012). 
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1.3.2. Williopsis saturnus išskiriamo toksino savyb�s ir gryninimas 

J�r� miel�s Williopsis saturnus WC91-2 išskiria 11 kDa dydžio toksin�. Didžiausias 

toksino aktyvumas stebimas pH 3 – 3,5, 16 ºC temperat�roje ir esant 10 % NaCl. Baltymo 

veikimo mechanizmas nežinomas (Wang et al., 2012). Toksinas išgrynintas trij� 

chromatografini� žingsni� metu (2 pav.). 

 

2 pav. Williopsis saturnus WC91-2 toksino gryninimo schema (pagal Wang et al., 2012) 

L�steli� kult�ros supernatantas sukoncentruotas ultrafiltracijos metu per membran� 

(pralaidumas nuo 5 kDa) toliau grynintas anijon� main� chromatografijos metu. Naudojama 

DEAE Sepharose Fast Flow kolon�l�, nulygsvarinta 20 mmol/L citratiniu-fosfatiniu buferiniu 

tirpalu. Buferinio tirpalo pH 4,5 – optimalus toksino aktyvumui. Toksinas prie sorbento 

neprisikabino, tod�l surinktas eliuatas toliau grynintas gelfiltracijos b�du. Sephadex G-50 

kolon�l� prieš tai nulygsvarinta 50 mmol/L citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,5). 

Aktyvum� turinčios frakcijos apjungtos, o likusios priemaišos pašalintos gryninant per katijonito 

CM-Sepharose Fast Flow kolon�l�, nulygsvarint� 20 mmol/L citratiniu-fosfatiniu buferiniu 

tirpalu (pH 4,5). Frakcijos, turinčios aktyvum�, sukoncentruotos filtruojant per membran� 

(pralaidumas nuo 3 kDa). Iš 5 L terp�s mokslininkai išgrynino 0,5 mg elektroforetiškai 

homogeninio baltymo, aktyvaus prieš krab� ligas sukeliančias Metschnikowia bicuspidata WCY 

mieles (Wang et al., 2012). 

1.3.3. Metschnikowia saccharicola išskiriamo toksino savyb�s ir gryninimas 

J�rin�s miel�s Metschnikowia saccharicola DD21-2, išskirtos iš Yalu up�s nuos�d�, 

sintetina 47 kDa dydžio toksin�. Optimali toksino aktyvumo temperat�ra 16 °C, o pH 5,5. 

Baltymas stabilus pH 4,0 – 6,5 ir 0 – 40 °C temperat�roje. Toksinas veikia jautrias l�steles 

prisijungdamas prie l�steli� receptori�, pažeisdamas l�stel�s vientisum� (Tan et al., 2018). 

Mokslininkai išgrynino toksin� trij� chromatografini� žingsni� metu (3 pav.). 
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3 pav. Metschnikowia saccharicola DD21-2 toksino gryninimo schema (pagal Tan et al., 2018) 

Prieš gryninim� l�steli� kult�ros supernatantas nufiltruotas ir sukoncentruotas 

ultrafiltracijos metu. Toksinas grynintas anijon� main� chromatografijos metu su DEAE-

Sepharose Fast Flow kolon�le, nulygsvarinta 0,02 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu. 

Gryninimo metu buferinio tirpalo pH 5,0, kuriam esant toksinas nepraranda aktyvumo. Toksinas 

neprisikabino prie sorbento ir eliuavosi su lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Frakcijos surinktos ir 

dializuotos per žarnel� (pralaidumas nuo 7 kDa). Toksinas toliau grynintas gelfiltracijos metu 

naudojant Sephadex TM G-50 kolon�l�, nulygsvarint� 0,05 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu 

tirpalu (pH 5,0). Siekiant atsikratyti priemaiš�, aktyvum� turinčios frakcijos sujungtos ir 

grynintos katijon� main� chromatografijos metu naudojant CM-Sepharose Fast Flow kolon�l�, 

nulygsvarint� 0,02 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 5,0). Toksinas eliuotas pritaikius 

linijin� NaCl gradient� 0 – 1 M koncentracijos. Iš 1,5 L terp�s gauta 3,8 mg baltymo. Straipsnio 

autoriai išgrynino ir charakterizavo Metschnikowia saccharicola DD21-2 mieli� išskiriam� 

toksin�, kuris gali b�ti panaudojamas j�ros gyv�n� patogenini� lig� biokontrol�je (Tan et al., 

2018). 

1.3.4. Pichia farinosa išskiriamo SMKT toksino savyb�s ir gryninimas 

Halotolerantini� mieli� Pichia farinosa KK1 kamieno išskiriamas SMKT toksinas 

pasižymi didžiausiu aktyvumu esant aukštoms drusk� koncentracijoms (2 M NaCl/KaCl). 

Chromosomoje koduojamas 222 aminor�gšči� SMKT preprotoksinas, sudarytas iš hidrofobinio 

� subvieneto (63 aminor�gšči�), vidinio � fragmento (62 aminor�gšči�) ir hidrofilinio � 

subvieneto (77 aminor�gšči�). Subrend�s toksinas – � (6,6 kDa) ir � (7,9 kDa) heterodimeras. 

Baltymo pI = 6,4. Toksinas išlieka stabilus pH 2,0 – 5,0, temperat�roje nuo 5 iki 30 °C (Suzuki 

& Nikkuni, 1994). N�ra žinoma su kokiais l�stel�s receptoriais s�veikauja toksinas, tačiau 

si�lomas žudymo mechanizmas – membranos laidumo keitimas (Suziki & Nikkuni, 1999). 

Pichia farinosa mieli� išskiriamas mikocinas išgrynintas trij� žingsni� chromatografij� 

metu (4 pav.). 
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4 pav. SMKT toksino gryninimo schema (pagal Suzuki & Shima, 1989) 

Prieš chromatografin� gryninim�, l�steli� kult�ros supernatantas nufiltruotas ir toksinas 

išsodintas su amonio sulfatu. Susidariusios nuos�dos ištirpintos 20 mM citratiniame-fosfatiniame 

buferiniame tirpale (pH 3,5). Chromatografija vykdoma trim etapais iš pradži� naudojant 

Toyopearl HW-55S sorbent�, parinkus optimalias s�lygas (pH 3,5) kolon�l�s veikimui ir toksino 

aktyvumui (pH 2,5 – 4,0). Toksinas eliuojamas 20 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu su 

0,15 M NaCl (pH 3,5). Antrame gryninimo etape aktyvum� turinčios frakcijos grynintos SP-

Toyopearl katijon� main� chromatografijos metu. Siekiant toksino prisijungimo prie katijonito, 

naudojamas pH 3,5. Baltymas eliuojamas pritaikius linijin� NaCl gradient� nuo 0,15 iki 0,8 M 

koncentracijos. Aktyvumas aptiktas 0,43 – 0,53 M NaCl frakcijose. Toksino frakcijos 3 kartus 

sukoncentruotos ultrafiltravimo sistema ir grynintos gelfiltracijos b�du per Toyopearl HW-55S 

kolon�l�, nulygsvarint� 0,1 M amonio acetato buferiniu tirpalu (pH 3,5). Toksino eliucija 

vykdoma tuo pačiu buferiniu tirpalu. Po trij� gryninimo etap� mokslininkai išgrynino toksin�, 

nustat� jo švarum� ir dyd� elektroforetin�s analiz�s metu (25 kDa). Iš 1,5 L l�steli� kult�ros 

supernatanto išgryninta 6,2 mg aktyvaus baltymo (Suzuki & Shima, 1989). 

1.3.5. Pichia anomala WC 65 išskiriamo toksino savyb�s ir gryninimas 

Miel�s Pichia anomala WC 65 išskiria chromosomin�je DNR koduojam� toksin�. 

Toksinas yra stabilus pH intervale 2,0 – 5,0. Izoelektrinio fokusavimo metu gautas baltymo pI = 

5,0. Toksino dydis 83,3 kDa. Toksinas veikia jungdamasis prie l�stel�s sienel�s receptori� �-1,6-

gliukan�, o tikslus žudymo mechanizmas n�ra žinomas (Sawant et al., 1989). 

Pichia anomala toksino gryninimui pritaikyti anijon� main� chromatografijos ir 

gelfiltracijos metodai (5 pav.). Prieš chromatografin� gryninim� l�steli� kult�ros supernatantas 

nufiltruotas ir sukoncetruotas 50 kart� su Millipore PTGC ultrafiltravimo sistema. Toksino 

koncentratas precipituojamas etanoliu, o susidariusios nuos�dos ištirpintos 20 mM piperazino 

buferiniame tirpale (pH 5,0). 
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5 pav. Pichia anomala WC 65 išskiriamo toksino gryninimo schema (pagal Sawant et al., 1989) 

Prieš gryninimo eksperimentus, baltymo aminor�gšči� seka ir jo pI nebuvo žinomi, tod�l 

eksperimento s�lygos buvo parinktos remiantis baltymo stabilumu. Naudojama paruošta FPLC 

Mono Q HR 10/10 anijonito kolon�l�, kuriai b�dinga didel� skiriamoji geba. Kolon�l� 

nulygsvarinta 0,1 M citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu, kurio pH 4,6, optimalus kolon�l�s 

veikimui ir tinkantis baltymo stabilumui (pH 2,0 – 5,0). Gryninimo metu taikytas linijinis NaCl 

gradientas nuo 0 iki 1 M koncentracijos. Atrinktos aktyvum� turinčios frakcijos sujungtos ir 

toksinas precipituojamas etanoliu. Nuos�dos ištirpintos 500 �L 0,1 M citratiniame-fosfatiniame 

buferiniame tirpale (pH 4,6). Siekiant atsikratyti likusi� priemaiš� atliktas antras gryninimo 

žingsnis – Superose 12 gelfiltracija. Iš 10 L l�steli� kult�ros supernatanto išgryninta 0,36 mg 

baltymo. Platus toksino aktyvumo spektras prieš �vairius mieli� Saccharomyces cerevisiae, 

Kluyveromyces lactis, Pichia anomala kamienus bei prieš Candida albicans patogenines mieles 

si�lo galim� toksino panaudojim� chemoterapijoje (Sawant et al., 1989). 

1.3.6. Pichia anomala išskiriamo K5 toksino savyb�s ir gryninimas 

Pichia anomala NCYC 434 mieli� išskiriamas K5 toksinas – 49 kDa dydžio baltymas. 

Toksinas aktyvus pH 3 – 5,5 ribose, žemesn�je nei 37 °C temperat�roje. Izoelektrinio 

fokusavimo metu �vertintas baltymo pI = 3,7. Toksinas jungiasi prie l�stel�s sienel�s �-1,3-

gliukan�. Prisijung�s prie receptori�, toksinas pasižymi �-1,3-egzogliukanaz�s aktyvumu – 

hidrolizuoja l�stel�s sienel�s kompenentus. L�stelei praradus vientisum�, ji ž�sta. Stebimas 

toksino aktyvumo padid�jimas prid�jus dvivalenči� metalo jon� (Izgü & Altibay, 2004). 

K5 toksinas išgrynintas dviej� žingsni� chromatografij� metu (6 pav.). Prieš 

chromatografin� gryninim� Pichia anomala NCYC 43 l�steli� kult�ros supernatantas nufiltruotas 

ir 50 kart� sukoncentruotas naudojant centrifugavimo m�gintuv�lius (pralaidumas nuo 30 kDa) 

(Izgü & Altibay, 2004). 
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6 pav. K5 toksino gryninimo schema (pagal Izgü & Altinbay, 2004) 

Vykdoma anijon� main� chromatografija su paruošta HPLC POROS HQ/M kolon�le, 

nulygsvarinta 30 mM N-metil piperazino-HCl buferiniu tirpalu. Gryninimo metu buferinio 

tirpalo pH 4,8, tinkamas toksino aktyvumui (pH 3,0 – 5,5) ir kolon�l�s veikimui. Baltymas 

eliuojamas taikant linijin� NaCl gradient� nuo 0 iki 500 mM. Aktyvum� turinčios frakcijos 

sujungtos, buferinis tirpalas pakeistas � 100 mM citratin�-fosfatin� buferin� tirpal� (pH 4,5), 

ultrafiltravimo metu (pralaidumas nuo 5 kDa). Antrame gryninimo etape, vykdoma gelfiltracija 

su TSK G2000SW kolon�le, nulygsvarinta 100 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu, 

turinčiu 100 mM Na2SO4. Toksinas eliuojamas tuo pačiu buferiniu tirpalu. Aktyvum� turinčios 

frakcijos sujungtos, o buferinis tirpalas pakeičiamas � 20 % glicerol� saugojimui tolimesniems 

tyrimams. Iš 10 L l�steli� kult�ros gauta 6 mg aktyvaus baltymo (Izgü & Altinbay, 2004). K5 

toksinas pasižymi plačiu aktyvumo spektru prieš �vairius grybus ir l�steles, kuri� strukt�roje yra 

�-1,3-gliukan�: Candida albicans, Torulaspora delbrueckii, Kluyveromyces marxianus. Ši� 

savyb� si�loma panaudoti aplinkos ir pramon�s biotechnologij� srityse, taip pat kaip 

priešgrybelin� vaist� (Kagiyama, Aiba, Kadowaki & Mogi, 1988; Walker et al., 1995; Yap, de 

Barros Lopes, Langridge & Henschke, 2000). 

1.3.7. Schwanniomyces occidentalis išskiriamo toksino savyb�s ir gryninimas 

2000 metais išgrynintas Schwanniomyces occidentalis ATCC 44252 toksinas. 

Chromosomoje koduojamas mikocinas sudarytas iš dviej� 7,4 ir 4,9 kDa dydžio subvienet�. 

Baltymas stabilus pH 3,8 – 5,0 reikšm�se. Didžiausiu aktyvumu pasižymi pH 4,2 – 4,8, 20 – 30 

°C temperat�roje. Teigiama, jog S. occidentalis toksinas jungiasi prie jautri� mieli� l�steli� 

sieneli� manoprotein�. Toksinas pažeidžia plazmin� membran�, pakeisdamas jos pralaidum� ir 

sukeldamas citoplazmos komponent� pratek�jim� (Chen et al. 2000). 

Prieš grynininat baltym�, l�steli� kult�ros supernatantas sukoncentruotas 11 kart� su 

Amicon spiralin�s membranos kasete (7 pav.). 
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7 pav. S. occidentalis ATCC 44252 toksino gryninimo schema (pagal Chen et al., 2000) 

Pirmam toksino gryninimo žingsniui mokslininkai panaudojo anijonit� QAE-Sephadex A-

25. Kolon�l� prieš tai nulygsvarinta 20 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu. Parenkamas 

buferinio tirpalo pH 4,4, kuriam esant toksinas pasižymi didžiausiu aktyvumu. Prie QAE-

Sephadex A-25 sorbento toksinas neprisikabino, tod�l per kolon� pra�jusios, aktyvum� 

tur�jusios frakcijos, surinktos ir toliau grynintos hidrofobin�s chromatografijos metu. Naudojama 

butyl-Toyopearl 650 M kolon�l�, nulygsvarinta 20 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 

4,4) turinčiu 0,7 M amonio sulfato. Siekiant atsikratyti likusi� priemaiš�, vykdytas trečias 

gryninimo etapas su katijonitu Fractogel EMD COO2 650, pH nekeičiamas. Toksinas eliuojamas 

su 3 M NaCl. Iš 10 L l�steli� kult�ros supernatanto gauta 1,5 mg baltymo. Toksinas gali b�ti 

panaudojamas pramonin�je fermentacijoje siekiant išvengti užsikr�timo laukin�mis miel�mis 

(Chen et al., 2000). 

1.3.8. Zygosaccharomyces bailii išskiriamo toksino Zigocino savyb�s ir gryninimas 

Osmotolerantin�s miel�s Zygosaccharomyces bailii išskiria monomerin� toksin� – 

Zigocin�. Dvigrand�je RNR koduojamas 239 aminor�gšči� preprotoksinas subrend�s 

sekretuojamas � išor� kaip aktyvus 10,4 kDa dydžio baltymas (Weiler et al., 2002). Didžiausias 

toksino aktyvumas stebimas pH 4,0, 20 °C temperat�roje (Weiler & Schmitt, 2003). Zigocinas 

žudo jautrias l�steles dviem etapais. Pirmame etape Zigocinas jungiasi prie l�stel�s sienel�s 

manoprotein�. Antrame etape toksinas �siterpia � plazmin� membran�, pakeičia jos pralaidum� 

sutrikdydamas transmembranin� gradient� (Schmitt & Breinig, 2006). 

2002 metais aprašytas efektyvus vieno žingsnio gryninimo metodas, pasinaudojant 

biospecifine s�veika tarp baltymo ir jo receptori� – manoprotein� (8 pav.). Mokslininkai išskyr� 

Zigocino receptorius iš mieli� l�steli� frakcionavimo su cetavlonu (angl. 

cetyltrimethylammonium bromide) metu ir prijung� juos prie Sepharose 6B sorbento (Weiler et 

al., 2002). 
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8 pav. Zigocino gryninimo schema (pagal Weiler et al., 2002) 

Prieš chromatografin� gryninim� l�steli� kult�ros supernatantas sukoncentruotas su 

Amicon PM10 ultrafiltravimo sistema ir dializuotas 10 mM citratiniame-fosfatiniame 

buferiniame tirpale. Afinin�s chromatografijos metu buferinio tirpalo pH 4,0, kuriam esant 

pasireiškia didžiausias toksino aktyvumas. Toksinas eliuojamas su 1 M NaCl. Zigocinas 

s�kmingai išgrynintas vieno žingsnio chromatografijos metu.  

D�l plataus aktyvumo spektro prieš �vairias žmogui kenksmingas ir fitopatogenines mieles, 

išgrynintas baltymas gali b�ti pritaikytas Candida albicans, Candida krusei, Candida glabrata, 

Sporothrix schenckii sukeliam� infekcij� gydymui (Weiler et al., 2002). 

1.3.9. Kluyveromyces phaffii išskiriamo Kpkt toksino savyb�s ir gryninimas 

Kluyveromyces phaffii chromosomoje koduojamas 33 kDa dydžio baltymas – Kpkt 

toksinas. Mikocinas stabilus pH 3 – 5, < 40 °C temperat�roje. Atsižvelgiant � Kpkt toksino 

panašum� su S. cerevisiae �-1,3-gliukanaze bei Candida albicans  �-1,3-transferaze, manoma, 

kad toksinas veikia jautrias l�steles prisijungdamas prie sienel�s receptori� �-1,6/ �-1,3-gliukan� 

ir suardydamas j� sienel� (Comitini et al., 2004). 

Toksinas išgrynintas vieno žingsnio chromatografinio gryninimo metu (9 pav.). 

 

9 pav. Kpkt toksino gryninimo schema (pagal Comitini et al., 2004) 

L�steli� kult�ros supernatantas nufiltruotas ir sukoncentruotas 130 kart� su Amicon PM10 

ultrafiltravimo sistema. Toksinas dializuotas 10 mM citratiniame-fosfatiniame buferiniame 

tirpale, pH 4,5. Baltymas grynintas anijon� main� chromatografijos metu su Q-Sepharose Fast 

Flow IEX kolon�le, nulygsvarinta tuo pačiu buferiniu tirpalu. Buferinio tirpalo pH 4,5 optimalus 
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kolon�l�s veikimui ir baltymo stabilumui. Toksino eliucijai pritaikytas žingsninis NaCl 

gradientas (0, 100, 125, 150, 175, 200, 300, 400, 500 mM). Toksinas eliuojasi ties 125 mM NaCl 

koncentracija. Iš 18 L l�steli� kult�ros supernatanto išgryninta 0,06 mg baltymo. Kadangi KpKt 

toksinas aktyvus prieš vyn� gadinančias mieles, gali b�ti panaudojamas nepageidaujam� 

mikroorganizm� kontrolei vyno gamyboje. Mokslininkai išgrynino aktyv� toksin� ir nustat� jo 

molekulin� mas� (33 kDa), glikozilinim� bei aktyvum� prieš laminarin� ir gliukan� (Comitini et 

al., 2004). 

1.3.10.   Kluyveromyces wickerhamii išskiriamo Kwkt toksino savyb�s ir gryninimas 

Chromosomoje koduojmas, Kluyveromyces wickerhamii išskiriamas mikocinas – 72 kDa 

dydžio baltymas, stabilus pH 3,8 – 4,6. Didžiausiu aktyvumu toksinas pasižymi pH 4,4 ir 20 °C 

temperat�roje (Comitini & Ciani, 2011). N�ra žinoma, kaip toksinas veikia jautrias l�steles, 

tačiau remiantis tyrimais su B. bruxellensis D46 miel�mis, manoma, jog jas nužudo blokuodamas 

l�stel�s cikl� (Oro, Ciani, Bizzaro & Comitini, 2016). 

Prieš gryninim� l�steli� kult�ros supernatantas nufiltruotas ir sukoncentruotas 153 kartus 

naudojant Cross-Flow aparat� (PM10, Schrei Shell & Schuell). Toksinas dializuotas � 10 mM 

citratin�-fosfatin� buferin� tirpal� (pH 4,4) (10 pav.) (Comitini & Ciani, 2011). 

 

10 pav. Kwkt toksino gryninimo schema (pagal Comitini & Ciani, 2011) 

Toksinas grynintas naudojant anijonito DEAE-Sepharose Fast Flow IEX kolon�l�, 

nulygsvarint� 10 mM citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu. Eksperimento metu buferinio tirpalo 

pH 4,4, kuriam eant pasireiškia didžiausias toksino aktyvumas. Baltymo eliucijai pritaikytas 

žingsninis NaCl gradientas (0, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300 mM). Toksinas eliuojasi ties 75 

mM NaCl koncentracija. Iš 10 L l�steli� kult�ros supernatanto gauta 2,86 mg baltymo, kurio 

dydis nustatytas elektroforetiškai (72 kDa). Išgrynintas toksinas panaudotas tolimesniems 

veikimo mechanizm� tyrimams (Comitini & Ciani, 2011). Vynuog�se auganči� mieli� 

Kluyveromyces wickerhamii toksinas pasižymi toksiškumu Brettanomyces/Dekkera miel�ms, 

kurios yra nepageidaujamos vyno gamyboje, nes sukelia drumstum�, nemalon� kvap� ir padidina 
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vyno r�gštingum�. Išgrynintas Kwkt toksinas gali b�ti panaudotas nepageidaujamiems 

mikroorganizmams sustabdyti vyno gamyboje (Comitini et al., 2004). 

1.3.11.   Saccharomyces cerevisiae išskiriamo K28 toksino savyb�s ir gryninimas 

Saccharomyces cerevisiae kamieno išskiriamas K28 toksinas koduojamas virusin�s kilm�s 

dvigrandin�je RNR. Iš pradži� batymas yra sintetinamas kaip 345 aminor�gšči� preprotoksinas 

(11 pav.), kuris subr�sta sekrecijos kelyje ir yra išskiriamas kaip funkcionalus baltymas (Gier, 

Schmitt & Breinig, 2017; Meinhardt & Klassen, 2009). 

 

11 pav. K28 preprotoksino strukt�ra (pagal Santos et al., 2015) 

Brendimo metu endoplazminiame tinkle pašalinama signalin� seka ir pretoksinas 

pernešamas � Goldžio aparat� tolesniam brendimui. Pašalinus � segment� ir likusi� galin� N dal� 

gaunamas aktyvus toksinas (Santos et al., 2015). Subrendus� mikocin� sudaro � (11 kDa) ir � (10 

kDa) subvienetai, kovalentiškai sujungti viena disulfidine jungtimi (Meinhardt & Klassen, 2009; 

Shmitt & Tipper, 1995). 

K28 toksinas veikia blokuodamas DNR replikacij� (12 pav.) (Gier et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12 pav. K28 toksino veikimo mechanizmas (pagal Schaffrath et al., 2018) 

Mikocino veikim� sudaro du etapai. Pirmiausia, toksinas prisijungia prie l�stel�s sienel�s 

�-1,3-manoprotein�, tuomet rišasi prie plazmin�s membranos receptoriaus Erd2. Tuomet 

kompleksas yra monoubikvitilinamas ir � l�stel� patenka endocitoz�s b�du (Schitt & Breinig, 

2006). L�stel�s viduje susidaro p�slel�s, vyksta transportavimas atgaliniu sekrecijos keliu per 



29 

Goldžio kompleks� ir endoplazmin� tinkl�. Toksinas keliauja � branduol�, blokuoja DNR sintez� 

(Gier et al., 2017). Kol kas, K28 toksinas yra vienintelis žinomas toksinas, patenkantis � l�stel� 

endocitoz�s b�du, atgaliniu sekrecijos keliu (Schaffrath et al., 2018). Tai stabilus glikoproteinas, 

kurio optimalus veikimas stebimas pH 5,8 ir iki 42 °C temperat�roje, baltymo pI = 4,37 (Schmitt 

& Tipper, 1995). 

Mokslin�je literat�roje aprašyti keli K28 toksino gryninimo metodai. Pirm� kart� toksinas 

grynintas taikant gelfiltracijos metod�. Prieš chromatografin� gryninim� toksinas išsodintas su 

amonio sulfatu, gautos nuos�dos ištirpintos citratiniame-fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 

4,8) ir m�ginys dializuotas. Toksinas grynintas Sephadex G-150 gelfitracijos metu. Eliucija 

vykdyta citratiniu-fosfatiniu buferiniu tirpalu, turinčiu 0,008 M Mg2SO4, (pH 4,8). Tačiau 

baltymas stipriai sorbavosi ant Sephadex sorbento ir toksino išgryninti nepavyko (Woods & 

Bevan, 1968). 

Kitas bandymas išgryninti K28 toksin�, buvo s�kmingas. Mokslininkai išgryninino K28 

toksin� pritaik� jon� main� chromatografij� (13 pav). 

 

13 pav. K28 toksino gryninimo schema (pagal Pfeiffer & Radler, 1982) 

Prieš chromatografin� gryninim� l�steli� kult�ros supernatantas nufiltruotas ir 

sukoncentruotas 2000 kart� su Amicon PM10 ultrafiltravimo sistema. Chromatografiniam 

gryninimui pasirinktas katijonitas P23 celiulioz�s sorbentas (Servacel). Siekiant baltymo 

prisijungimo prie katijonito, eksperimento metu naudojamas pH 3,5. Toksinas eliuavosi 

pritaikius linijin� KCl koncetracijos gradient� 0 – 2 M. Iš 20 L l�steli� kult�ros supernatanto 

gauta 6,5 mg aktyvaus baltymo, kuris panaudotas s�veikos su receptoriais tyrimams. Sukurta 

veiksminga S. cerevisiae K28 toksino gryninimo schema, kurioje išvengiama šiurkšči� s�lyg�, 

�vari� detergent� panaudojimo (Pfeiffer & Radler, 1982). 

1.3.12.   Saccharomyces cerevisiae išskiriamo K1 toksino savyb�s ir gryninimas 

Kitas S. cerevisiae išskiriamas toksinas K1 – dimeras, sudarytas iš dviej� subvienet� (� 9,5 

kDa ir � 9,0 kDa), sujungt� trimis disulfidiniais tilteliais (Meinhardt & Klassen, 2009). Baltymo 

pI = 4,78. Toksinas aktyvus 4,2 – 4,7 pH intervale, o stabilum� praranda pH reikšmei esant 
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didesnei nei 5. Toksinas inaktyvuojasi aplinkos temperat�rai esant virš 30 °C. K1 toksino 

pirmtakas – 316 aminor�gšči� preprotoksinas ) (14 pav.) (Santos, et al., 2015). 

 

14 pav. K1 preprotoksino strukt�ra (pagal Santos et al., 2015) 

Brendimo metu susintetintas K1 preprotoksinas nukreipiamas � endoplazmin� tinkl�, 

kuriame peptidaz� pašalina signalin� peptid�. Goldžio aparate peptidaz�s pašalina likus� N – 

galin� segment� ir sukarpo toksin� � �, � ir � segmentus. Pašalinus � region�, gaunamas 

subrend�s �/� heterodimerinis toksinas (Santos et al., 2015). 

Literat�roje si�lomas dviej� žingsni� K1 toksino veikimo mechanizmas. Pirmiausia, 

toksinas prisiriša prie pirmini� receptori� �-1,6-gliukan�. Tuomet aktyvios pernašos metu 

toksinas pereina per plazmin� membran�, kur s�veikauja su antriniu receptoriumi KreI. D�l 

toksino susirišimo su KreI receptoriumi, pasikeičia membranos laidumas ir tai sukelia l�steli� 

mirt�. Manoma, jog toksinas membranoje suformuoja jon� kanalus arba aktyvuoja joje jau 

esančius jon� kanalus (Gier et al., 2017; Santos et al., 2015; Schaffrath et al., 2018). 

Mokslininkai suk�r� vieno žingsnio chromatografinio gryninimo metod� K1 toksinui 

išgryninti, remiantis biospecifine baltymo s�veika su receptoriais (15 pav.) (Hutchins & Bussey, 

1983). 

 

15 pav. K1 toksino gryninimo schema (pagal Hutchins & Bussey, 1983) 

L�steli� supernantantas nufiltruotas ir 22 kartus sukoncentruotas iki 45 mL naudojant 

Amicon PM10 ultrafiltravimo sistem�. Toksinas išgrynintas afinin�s chromatografijos metu 

naudojant Sepharose 6B sorbent� su prijungtu pustulanu (�-1,6-gliukanu). Kolon�l� prieš 

gryninim� nulygsvarinta 0,1 M natrio acetato buferiniu tirpalu su 15 % glicerolio. Buferinio 

tirpalo pH 4,7 tinkamas toksino aktyvumo pasireiškimui. Toksinas eliuavosi pakeitus buferin� 

tirpal� � 0,1 M Tris buferin� tirpal� su 15 % glicerolio (pH 7,5). Frakcijos, turinčios didžiausi� 
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aktyvum�, surinktos, dializuotos ir sukoncentruotos elektroforetinei analizei. Gautas 

elektroforetiškai homogeninis baltymas (molekulinis svoris 11 kDa). Darbo metu buvo 

patvirtinta, kad �-1,6-gliukanai yra toksino receptoriai mieli� l�steli� sienel�je (Hutchins & 

Bussey, 1983). 

1.3.13.   Saccharomyces cerevisiae išskiriamo K2 toksino strukt�ra ir gryninimas 

Vyno mieli� S. cerevisiae sintetinamas K2 toksinas pasižymi dideliu aktyvumu žemuose 

pH (Esser & Lemke, 1995). Toksino dydis – 38,7 kDa, j� sudaro � (18,9 kDa) ir � (15,4 kDa) 

subvienetai. Baltymo teorinis pI = 4,7. K2 toksino optimalus veikimo pH 4,0 (16 pav.) (Esser & 

Lemke, 1995; Lukša, Serva & Servien�, 2015; Meinhardt & Klassen, 2009). 

 

16 pav. pH �taka toksino funkcionalumui (pagal Lukša et al., 2015) 

K2 ypač aktyvus r�gštiniame pH (2,5 – 4,5), o inaktyvuojasi šarmingesn�je nei pH 5,5 

aplinkoje. Didžiausias toksino aktyvumas stebimas aplinkos temperat�rai esant 20 – 25 °C (17 

pav.) (Lukša et al., 2015). 

 

17 pav. Temperat�ros �taka K2 toksino aktyvumui (pagal Lukša et al., 2015) 

Toksinas, laikomas nuo 4 iki -70 °C temperat�roje, nepraranda aktyvumo m�nesiais, o 

laikomas 20 °C temperat�roje, po 10 dien� praranda daugiau nei 50 % aktyvumo (Lukša et al., 

2015). 

M2 viruso dgRNR, koduojančios K2 toksin�, pirminis produktas yra 362 aminor�gšči� 

preprotoksinas (18 pav.). 
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18 pav. K2 preprotoksino strukt�ra (SP – signalinis peptidas, G – glikozilinimo vietos) (pagal Dignard et 
al., 1991) 

Preprotoksinui br�stant, pašalinama N-galin� signalin� seka peptidazei kerpant ties Ala43 

(Meškauskas & Čitavičius, 1992). Aktyvaus toksino išskyrimas priklauso nuo Kex1 ir Kex2 

proteazi�, kurios kerpa ties Arg221, padalindamos baltym� � � (172 aminor�gšči�) ir � (140 

aminor�gšči�) subvienetus (Dignard, Whiteway, Germain, Tessier & Thomas, 1991; Magliani, 

Conti, Gerloni, Bertolotti & Polonelli, 1997). �vardinama ir kita galima Kex2 proteaz�s kirpimo 

vieta – Lys267Arg268, tačiau tyrimais �rodyta, jog šios sekos pašalinimas neturi �takos toksino 

aktyvumo pasireiškimui (Dignard et al., 1991). Nustatyta, kad pašalinus iš l�stel�s KEX1 gen�, 

10 kart� sumaž�ja sekretuojamo toksino aktyvumas (Servien�, Čeponyt�, Lebionka & Melvydas, 

2007). 

K2 toksinas turi tris galimas glikozilinimo vietas: dvi � srityje (177, 214 pad�tyse) ir viena 

� srityje (261 pad�tyje) (Dignard et al., 1991). Remiantis baltymo aminor�gšči� seka, nustatyta, 

jog N-galin� baltymo dalis (� subvieneto) yra hidrofobin�. Šiame regione palankiausia signalinio 

peptido skilimo vieta yra � subvienete, tarp dviej� alanin�, 43 ir 44 pozicijose (von Heijne, 

1986). Konstruktuose, kuriuose netoli signalinio peptido (tarp 38 ir 39 aminor�gšči�) �terptos dvi 

aminor�gštys (fenilalaninas ir prolinas), buvo prarastas imunitetas, tačiau išlaikytas aktyvumas. 

Šis �vykis lemia “savižudyb�s” fenotip� – kai žemose pH reikšm�se, tokie mieli� konstruktai 

išskiria aktyv� toksin�, kuriam n�ra atspar�s, ir d�l to yra nužudomi savo paties išskiriamo 

baltymo (Dignard et al., 1991). 

K2 toksino veikimas n�ra tiksliai žinomas, tačiau remiantis panašia K1 ir K2 toksin� 

strukt�rine domen� organizacija, manoma, kad žudymo mechanizmas yra panašus (19 pav.) 

(Novotná, Flegelova & Janderova, 2004).  
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19 pav. K1/K2 toksin� veikimo mechanizmas (pagal Lukša et al., 2015) 

Analogiškai K1 toksinui, K2 paveikia l�stel� prisijungdamas prie pirmini� sienel�s 

paviršiaus receptori� �-1,6-gliukan� ir prie antrini� – membranos Kre1 baltym�. Tik�tina, kad 

K2 baltymas keičia l�stel�s – taikinio membranos laidum�. Nustatyta, jog prie vienos mieli� 

l�stel�s prisijungia apie 460 K2 molekuli�, tuo tarp� K1 prisijungia 555 (Lukša et al., 2015). 

Dvigrand�je RNR koduojamas S. cerevisiae išskiriamas K2 toksinas grynintas keliais 

etapais (20 pav.) (Lebionka, Servien� & Melvydas, 2002). 

 

20 pav. K2 toksino gryninimo schema (pagal Lebionka et al., 2002) 

Siekiant geriausio toksino išskyrimo, S. cerevisiae Rom K-100 miel�s augintos 

mineralin�je augimo terp�je (pH 4,0). L�steli� supernatantas nufiltruotas per Amicon PM-10 

membran� ir sukoncentruotas naudojant Amicon PM10 ultrafiltravimo sistem�. Priemaišos ir 

druskos pašalintos centrifuguojant koncentrat� Ependorf koncentravimo m�gintuv�liuose, 

supernatanto nudruskinamui pasirinkta Sephadex G25 kolon�l�. Iš trij� litr� l�steli� kult�ros 

supernatanto gauta 1 µg baltymo. Tačiau šiuo metodu gautas aktyvus toksinas su priemaišomis, 

kurio kiekiai yra per maži tolimesniems toksino funkciniams tyrimams (Lebionka et al., 2002), 

tod�l yra svarbu sukurti efektyvi� gryninimo schem�.  

Apibendrinus mokslin�je literat�roje aprašytus �vari� toksin� gryninimo eksperimentus, 

norint išgryninti aktyv� baltym� susiduriama su 2 pagrindin�mis problemomis. Toksin� 

aktyvumas pasireiškia ribotame pH intervale – tai apsunkina jonit� ir chromatografinio 
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gryninimo s�lyg� pasirinkim�. Kita problema – gaunami nedideli toksin� kiekiai. Pavyzdžiui, 

išgryninta 6,5 mg K28 toksino iš 20 L l�steli� kult�ros supernatanto (Pfeiffer & Radler, 1982), 

Williopsis saturnus mieli� išskiriamo toksino išgryninta 0,5 mg iš 5 L terp�s (Wang et al., 2012), 

Pichia anomala WC 65 išskiriamo toksino išgryninta 0,36 mg iš 10 L l�steli� kult�ros 

supernatanto, Kpkt toksino išgryninta 0,06 mg iš 18 L l�steli� kult�ros supernatanto (Comitini et 

al., 2004) ir kt. 

Mokslin�je literat�roje n�ra aprašyto veiksmingo K2 toksino gryninimo b�do. K2 baltymo 

gryninimo eksperimenetuose gauti per maži aktyvaus produkto kiekiai (1 µg iš 3 L terp�s). Be 

to, po gryninimo toksinas lieka su priemaišomis, kas apsunkina tolimesnius baltymo analiz�s 

etapus (Lebionka et al., 2002).  

Šiame darbe vykdomi toksino gryninimo optimizavimo darbai, siekiant parinkti geriausi� 

gryninimo schem� aktyvaus ir švaraus baltymo gavimui, tinkamo panaudoti tolimesniuose 

strukt�riniuose tyrimuose. 
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2. MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1. Medžiagos, tirpalai, prietaisai 

2.1.1. Medžiagos 

2 lentel�. Darbe panaudotos medžiagos 

Medžiaga Gamintojas 

Acto r�gštis, 99,8 % Roth 

Agaras Merk 

Agaroz� Serva 

Akrilamidas Roth 

Amonio persulfatas (APS) Fluka 

Amonio sulfatas (NH�)�SO� Aeros Organics 

Blue-Sepharose CL6B GE Healthcare 

Butyl-Sepharose GE Healthcare 

CM Sephadex C-50 Pharmacia 

Chimotripsinogenas Sigma 

Citochromas C Serva 

Citrinos r�gštis Chempur 

ConCanavalin A Sepharose 4B GE Healthcare 

DEAE-Sepharose GE Healthcare 

Dikalio fosfatas (K2HPO4) Chempur 

Druskos r�gštis, 37 % Riedel-de-Haën 

Etilenglikolis Sigma 

Glicerolis Roth 

Glicinas Roth 

Gliukoz� Merk 

Jaučio serumo albuminas (BSA) Sigma 

Kalcio chloridas (CaCl2) Roth 

L-Histidinas Roth 

Mangano chloridas (MnCl2) Sigma 

Metileno m�lis Bio-Rad 

MgSO4 × 12H2O Aeros Organics 

Mieli� ekstraktas Difco 
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2 lentel�. (t�sinys) 

Medžiaga Gamintojas 

Molekuliniai baltym� standartai elektroforezei ThermoFisher Scientific 

N,N'-Metilen-bis-akrilamidas (BIS) Serva 

Na2HPO4 × 12 H2O Chempur 

Na2S2O3 x 5H2O Sigma 

Natrio chloridas (NaCl) Fluka 

Natrio dodeliclsulfatas (SDS) Bio-Rad 

Natrio šarmas (NaOH) Lachema 

Nizinas Handary 

Ovalbuminas GE Healthcare 

Peptonas Bakto 

Phenyl-Sepharose GE Healthcare 

Q-Sepharose GE Healthcare 

Sephadex G75 Pharmacia 

SilverExpress elektroforez�s dažymo rinkinys ThermoFisher Scientific 

SP-Sepharose GE Healthcare 

Tetrametilendiaminas (TEMED) Fluka 

Tricinas Roth 

Tris (hidroksimetil) aminometanas (TRIS) Rieder-de-Haën 

2.1.2. Terp�s, tirpalai 

MB terp� (pH 4,0): 0,5 % mieli� ekstrakto, 4 % gliukoz�s, 0,5 % peptono, 1,05 % citrinos 

r�gšties, 3,53 % Na2HPO4 × 12 H2O, 0,003 % metileno m�lio, 2 % agaro. Terp�s pH iki 

reikiamos vert�s reguliuojama citrinos r�gšties arba natrio šarmo tirpalu (Naumova & Naumov, 

1973). 

YEPD terp�: 1 % mieli� ekstrakto, 2 % peptono, 2 % gliukoz�s; � agarizuot� terp� 

pridedama 2 % agaro (Ausubel, 1999). 

Mieli� toksino išskyrimo terp� (SC), pH 4,0: 2 % gliukoz�s, 0,2 % K2HPO4, 0,1 % 

MgSO4 × 12H2O, 0,1 % (NH4)2SO4, 1,29 % citrinos r�gšties, 2,76 % Na2HPO4 × 12 H2O 

(Naumova & Naumov, 1973). 

30 % akrilamidas + BIS: 29,2 g akrilamido, 0,8 g BIS (N,N'-metilen-bis-akrilamidas) 

ištirpinama dejonizuotame vandenyje ir praskiedžiama matavimo kolboje iki 100 mL. 
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1,5 M TRIS, pH 8,8: 18,17 g tris (hidroksimetil) aminometano (TRIS) ištirpinama 70 mL 

dejonizuoto vandens. Tirpalo pH koreguojamas 3x skiesta druskos r�gštimi iki 8,8. 

Praskiedžiama matavimo kolboje iki 100 mL. 

0,5 M TRIS, pH 6,8: 6,06 g TRIS ištirpinama 70 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo pH 

koreguojamas 3x skiesta druskos r�gštimi iki 6,8. Praskiedžiama matavimo kolboje iki 100 mL. 

3 M TRIS, pH 8,45: 36,342 g TRIS ir 0,4 g SDS ištirpinami 70 mL distiliuoto vandens, 

pH privedamas iki 8,45 palaikant kambario temperat�r�, t�ris privedamas iki 100 mL. 

40 % 19:1 skiriamasis gelis: 38 g akrilamido, 2 g BIS ištirpinama 100 mL distiliuoto 

vandens. 

40 % 29:1 skiriamasis gelis: 38,67 g akrilamido, 1,33 g BIS ištirpinama 100 mL 

distiliuoto vandens. 

10 % SDS: 5,0 g natrio dodecilsulfato tirpinama 50 mL dejonizuoto vandens, laikoma 

kambario temperat�roje. 

10 % APS: 0,1 g amonio persulfato (APS) ištirpinama 1 mL vandens. 

40 % APS: 0,4 g amonio persulfato ištirpinama 1 mL vandens. 

Tris-Glicino elektrodinis buferinis tirpalas, 5 kartus koncentruotas: 30 g TRIS, 144 g 

glicino ir 10 g natrio dodecilsulfato ištirpinama dejonizuotame vandenyje ir praskiedžiama iki 2 

L. Laikoma šaldytuve. Tirpalo pH turi b�ti 8,3 – 8,6, tačiau koreguoti negalima. Prieš naudojim� 

tirpalas skiedžiamas 5x dejonizuotu vandeniu iki 500 mL. 

Tris-Tricino elektrodinis buferinis tirpalas, 10 kart� koncentruotas: 24,23 g TRIS, 

35,84 g tricino, 2 g SDS ištirpinama vandenyje ir skiedžiama iki 200 mL. Elektroforezei imama 

50 mL buferinio tirpalo ir skiedžiama iki 500 mL. 

Pavyzdžio buferinis tirpalas Sample, 4 kartus koncentruotas: 0,8 g SDS ištirpinama 2,5 

mL 1 M TRIS-HCl (pH 6,8) ir 4 mL glicerolio. Pridedama 0,1 mL 0,5 % bromfenolio m�lio 

tirpalo (0,5 g /100 mL; 0,005 g � 1 mL vandens). Skiedžiama distiliuotu vandeniu iki 8 mL. 

2.1.3. Mikroorganizmai 

Saccharomyces cerevisiae �‘1, Saccharomyces cerevisiae Klus, Saccharomyces cerevisiae 

K1, Saccharomyces cerevisiae K28, Saccharomyces cerevisiae K2, Candida argentea, Candida 

boidinii, Candida californica, Candida oleophila, Candida zemplinina, Hanseniaspora 

osmophila, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania africana, Kazachstania aerobia, Kazachstania 

bulderii, Kazachstania servazzi, Kluyveromyces thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima, 

Pichia anomala, Pichia kluyveri, Pichia fermentans, Pichia kudriavzevii, Pichia terricola, 

Saccharomyces paradoxus, Torulaspora delbrueckii. 
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2.1.4. Prietaisai 

3 lentel�. Darbe panaudoti prietaisai 

Pavadinimas Gamintojas 

Analitin�s svarstykl�s „SBA 31“ (Max 220 g, d = 0,1 mg) Scaltec 

Automatin�s pipet�s Eppendorf 

Centrifuga „Beckman J2-21M/E“ Beckman 

Centrifuga „Eppendorf“ Eppendorf 

Centrifuga „Rotina 35R“ Hettich 

Chromatografin� sistema ÄKTA prime plus  GE Healthcare 

Chromatografin� kolon�l� (10 mm x 16 cm) su adapteriais  GE Healthcare 

Chromatografin� kolon�l� (15 mm x 20 cm) su adapteriais GE Healthcare 

Chromatografin� kolon�l� (16 mm x 40 cm) su adapteriais GE Healthcare 

Dializ�s žarnel� (ZelluTrans, MWCO: 12,000-14,000) Roth 

Elektroforez�s aparatas  Labtech 

Elektroforez�s srov�s šaltinis  Amersham 

Filtravimo sistema – vakuuminis filtras (Millipore, 0,22 µm) Millipore 

Koncentravimo m�gintuv�liai (3000 MWCD) Millipore 

Magnetin� maišykl� „MS 3000“ BIOSAN 

Magnetin� maišykl� „REO Basic C“ IKA 

Peristaltinis siurblys 120U/DV  Watson-Marlow 

pH-metras Mettler-Toledo 

Svarstykl�s „SPO 61“ (Max 3100 g, d = 0,1 g) Scaltec 

Šaldiklis Snaig� 

Šaldytuvas Snaig� 

Šaldymo spinta  Lab Line 

Švirkštai „Hamilton“ Sigma 

Ultrafiltravimo sistema Amicon PM-10  Millipore 

Vienkartiniai švirkštai Neomedic 

2.2. Metodai 

2.2.1. Spektrofotometrinis l�steli� tankio nustatymas 

Mieli� l�steli� tankis matuojamas spektrofotometriškai ties 600 nm bangos ilgiu (0,1 OT600 

atitinka ~ 3 × 106 l�st./mL) (Sherman, 2002). 
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2.2.2. Toksino išskyrimo terp�s koncentravimas 

K2 toksin� produkuojantis mieli� S. cerevisiae kamienas užs�jamas � 1 L skystos toksino 

išskyrimo terp�s (pH 4,0). L�stel�s inkubuojamos 4 paras 18 °C temperat�roje silpnai aeruojant 

(40 aps./min.). L�stel�s pašalinamos centrifuguojant 5000 aps./min. greičiu 10 min., 

supernatantas filtruojamas per vakuumin� filtr� (Millipore Express Plus, 0,22µm). Filtruotas 

toksinas koncentruojamas 20 kart� pritaikius Amicon PM-10 (Millipore) ultrafiltravmo sistem� 

ir iki panaudojimo laikomas 4 °C temperat�roje. 

2.2.3. SP-Sepharose jon� main� chromatografija 

Jon� main� chromatografija vykdoma naudojant „AKTA Prime Plus“ chromatografin� 

sistem�. SP-Sepharose kolon�l� (15 mm × 130 mm) lygsvarinama 10 kolonos t�ri� 50 mM 

acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2), 1,5 mL/min greičiu. Sukoncentruota toksino terp� 

skiedžiama 12 kart� tuo pačiu buferiniu tirpalu. Praskiestos terp�s laidumas 2,00 mS/cm. 

M�ginys siurbiamas 1,5 mL/min greičiu. Neprisijung� prie kolon�l�s junginiai nuplaunami 

lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Toksino eliuavimui kolon�l� plaunama taikant NaCl linijin� 

gradient� nuo 0 iki 0,4 M 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale (pH 4,2) (plaunama 7 kolonos 

t�riais). Toksinas ir kitos m�ginyje esančios medžiagos detektuojamos esant 280 nm bangos 

ilgiui. Surenkamos frakcijos, matuojamas aktyvumas. 

2.2.4. Dializ� 

Po pirmo gryninimo etapo aktyvum� tuinčios frakcijos apjungiamos ir dializuojamas per 

ZelluTrans dializ�s žarnel� (pralaidumas 12,000 – 14,000 Da). M�ginys dializuojamas 50 mM 

acetatiniame buferiniame tirpale (pH 4,2) per nakt�, ant magnetin�s maišykl�s. Po dializ�s 

m�ginys gryninamas antrame chromatografijos etape. 

2.2.5. CM-Sephadex C-50 jon� main� chromatografija 

CM-Sephadex C-50 sorbentu užpildyta kolon�l� (10 mm × 120 mm) lygsvarinama 10 

kolonos t�ri� 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2). Pirmo gryninimo etapo metu gautas ir 

per nakt� dializuotas m�ginys siurbiamas 0,2 mL/min greičiu. Neprisijung� prie kolon�l�s 

junginiai nuplaunami lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Toksino eliuavimui kolon�l� plaunama 

taikant NaCl linijin� gradient� nuo 0 iki 0,3 M 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale (pH 4,2) 

(plaunama 4 kolonos t�riais). Toksinas ir kitos m�ginyje esančios medžiagos detektuojamos 

esant 280 nm bangos ilgiui. Surenkamos frakcijos, matuojamas aktyvumas. 
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2.2.6. Sephadex G75 gelfiltracija 

Gelfiltracija vykdoma naudojant junginius pagal molekulin� mas� skirstant� Sephadex G75 

sorbent�, kurio frakcionavimo ribos yra 3 000 – 80 000 Da. Sephadex G75 sorbentu užpildyta 

kolon�l� (16 mm × 340 mm) lygsvarinama 3 kolonos t�riais 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu 

su 0,1 M NaCl (pH 4,2) 0,2 mL/min greičiu. 

Siekiant �vertinti analizuojamos medžiagos molekulin� dyd�, gelfiltracin� kolon�l� 

kalibruojama su žinomos molekulin�s mas�s baltymais: nizinu (M = 3 354), citochromu c (M = 

12 384 Da), chimotripsinogenu (M = 25 000 Da), karboanhidraze (M = 29 000 Da), ovalbuminu 

(M = 45 000), jaučio serumo albuminu (M = 67 000 Da). Paruošiami baltym� tirpalai, kuri� 

koncentracija 0,5 mg/mL. � kilp� suleidžiama 250 �L m�ginio ir jis susiurbiamas ant Sephadex 

G75 sorbento. Iš gaut� smaili�, kurios atitinka konkretaus baltymo eliucijos laik�, “Microsoft 

Excel” programa br�žiama kalibracin� kreiv�, kur abscisi� ašyje atidedamos sulaikymo trukm�s 

minut�mis, o ordinači� ašyje – baltym� molekulini� masi� dešimtainiai logaritmai. Gaunama 

ties�s lygtis, kuri v�liau panaudojama analizuojamos medžiagos molekulinei masei apskaičiuoti. 

Surinkti trys dviem žingsniais (SP-Sepharose ir CM-Sephadex) išgryninti m�giniai 

koncentruojami iki 250 �L. Sukoncentruotas m�ginys švirkštu suleidžiamas � 500 �L dydžio 

kilp� (angl. sample loop) per kuri� susiurbiamas ant sorbento 0,2 mL/min greičiu. Kolon�l� 

plaunama lygsvarinimo buferiniu tirpalu. Junginiai detektuojami esant 280 nm bangos ilgiui, 

renkamos frakcijos, tikrinamas j� aktyvumas. 

2.2.7.  Baltym� elektroforez�   

Po kiekvieno gryninimo etapo siekiant �vertinti m�ginio grynum� bei molekulin� mas�, 

atliekama baltym� elektroforez� denat�ruojančiomis s�lygomis: Tris-Tricino elektroforez� (16 

%) poliakrilamidiniame gelyje (žr. 4 lentel�) ir Tris-Glicino elektroforez� (15 %) poliakrilamido 

gelyje (žr. 5 lentel�).  

4 lentel�. Tris-Tricino elektroforez�s skiriamojo ir koncentruojamojo gelio paruošimas 

Sud�tis 
Skiriamasis gelis 

(16 %) 

Koncentruojantis gelis  

(5 %) 

Etilenglikolis 1,2 mL - 

3 M Tris-HCl buf. tirp., pH 8,45 1 mL 1 mL 

40 % akrilamidas/bisakrilamidas 1,8 mL (19:1) 0,5 mL (29:1) 

dH2O - 2,5 mL 

40 % APS 4 �L 4 �L 

TEMED 12 �L 16 �L 

Galutinis t�ris � 4 mL � 4 mL 
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� paruošt� gelio form� pilamas skiriamasis gelis (16 %), ant viršaus užpilama vandens ir 

laukiama, kol gelis susipolimerizuos. Geliui sustingus, nupilamas vanduo ir užpilamas 

koncentruojantis gelis (5 %). � dar nesustingus� koncentruojant� gel� �statomos šukos – 

suformuojami šulin�liai. Viršutiniam geliui sustingus išimamos šukos ir šulin�liai praplaunami 

10x skiestu Tris-Tricino elektroforez�s buferiniu tirpalu. Gelio forma �statoma � aparat�, formos 

ir aparato rezervuarai užpildomi elektroforez�s buferiniu tirpalu. � šulin�lius �nešami 

analizuojami m�giniai ir molekulini� svori� standartas. Elektroforez� vykdoma pastovia 20 mA 

srove, kol dažo frontas išeina iš gelio (�3,5 val.). Elektroforezei pasibaigus, išjungiamas srov�s 

šaltinis, gelis išimamas iš formos. Prieš dažym� gelis praplaunamas distiliuotu vandeniu. 

5 lentel�. Tris-Glicino elektroforez�s skiriamojo ir koncentruojamojo gelio paruošimas 

Sud�tis Skiriamasis gelis  

(15 %) 

Koncentruojantis gelis  

(4 %) 

30 % akrilamido/BIS 5 mL 1,3 mL 

1,5 M Tris-HCl buf. tirp., pH 8,8 2,5 mL - 

0,5 M Tris-HCl buf. tirp., pH 6,8 - 2,5 mL 

dH2O 2,3 mL 6,1 mL 

10 % SDS 100 �L 100 �L 

10 % APS 100 �L 50 �L 

TEMED 10 �L 10 �L 

Galutinis t�ris � 10 mL � 10 mL 

Geli� polimerizacija ir elektroforez� vykdoma analogiškai skyrelio viršuje aprašytam 

metodui. Naudojamas 5 kartus skiestas Tris-Glicino elektrodinis buferinis tirpalas. Elektroforez� 

koncentruojančiame gelyje vykdoma 20 mA srove, o skiriamajame 25 mA srove, � 2 val. 

2.2.8.  Dažymas su SilverExpress staining rinkiniu 

Gelis dažomas naudojant komercin� SilverExpress staining rinkin�. Elektroforez�s gelis 10 

minuči� fiksuojamas fiksavimo tirpale  (200 mL). Fiksavimo tirpalas nupilamas ir užpilama 100 

mL jautrum� didinantis tirpalas (angl. Sensitizer). Po 10 min tirpalas nupilamas, užpilama nauja 

tirpalo porcija ir laikoma 10 minuči�. Gelis du kartus plaunamas dejonizuotu vandeniu (200 mL) 

po 5 min. Vanduo nupilamas ir užpilamas dažantis tirpalas (angl. Staining solution), 

inkubuojama 15 min. Nupylus dažymo tirpal� gelis du kartus plaunamas su dejonizuotu 

vandeniu (200 mL) po 5 min. Vanduo nupilamas, gelis inkubuojamas ryškinimo tirpale (angl. 

Developer) iki kol pradeda matytis juostos. Kai pasiekiamas norimas juosteli� ryškumas ant 

gelio užpilama 5 mL reakcij� stabdančio tirpalo (angl. Stop solution). Stabdymo tirpalas 

nupilamas ir gelis plaunamas 3 kartus su dejonizuotu vandeniu po 10 min (200 mL). 
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2.2.9. S. cerevisiae K2 toksino biocidiškumo �vertinimas 

MB terp� (pH 4,0) išlydoma, atv�sinama ir plonu sluoksniu užpilama � Petri l�kštel�. 

Sluoksnis išdžiovinamas ir formuojamas antras sluoksnis iš MB terp�je (pH 4,0) giluminiu b�du 

užs�to toksinams jautraus �‘1 kamieno. Sluoksniams sustingus formuojami 10 mm skersmens 

šulin�liai, � kuriuos �nešama po 100 µl tiriamojo m�ginio. Inkubuojama 2 paras 25 °C 

temperat�roje ir matuojamas aplink duobut� susidariusios liz�s zonos dydis. Toksino aktyvumas 

apskaičiuojamas pagal formul�: 

 (1)  

kur R – liz�s zonos spindulys (mm), A – toksino aktyvumas, išreikštas santykiniais 

vienetais (U/mL) (Schmitt & Tipper, 1990; Gulbinien� et al., 2004; Kurzweilová & Sigler, 

1995). 

2.2.10. Biocidinio profilio nustatymas 

� Petri l�kšteles plonu sluoksniu išpilstoma MB terp�, tokiu b�du suformuojamas pirmas 

sluoksnis. Išdži�vus apatiniam sluoksniui, formuojamas antras sluoksnis iš MB terp�je (pH 4,0) 

giluminiu b�du užs�to testuojamo mieli� kamieno. Sluoksniams sustingus suformuojami 10 mm 

skersmens šulin�liai, � kuriuos �nešama po 100 µl K2 toksino. L�kštel�s 2 paras inkubuojamos 

25 ºC temperat�roje ir vertinamas toksino biocidiškumas prieš kit� mieli� kamienus pagal 

susidariusias aplink duobutes liz�s zonas (Somers & Bevan, 1969; Naumova & Naumov, 1973). 
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3. REZULTATAI IR J� APTARIMAS 

Susidom�jim� toksin� gryninimu ir savybi� tyrimu skatina galimi medicininiai bei 

pramoniniai pritaikymai. Siekiant panaudoti toksin� savybes, svarbu gauti išgrynint� ir aktyv� 

baltym� (Santos et al., 2015). Šiuo darbu siekiama sukurti optimali� S. cerevisiae K2 toksino 

gryninimo schem� bei ištirti biocidines savybes prieš gamtoje sutinkamas mieles. 

3.1. Pirmas chromatografinio gryninimo etapas 

Mieli� S. cerevisiae kamienas 4 paras auginamas toksino išskyrimo terp�je (pH 4,0) 18 °C 

temperat�roje. Tokiomis s�lygomis � terp� išskiriama daugiausia toksino, o pH 4,0 aplinkoje, K2 

toksino aktyvumas yra didžiausias (Lebionka, et al., 2002). Visi chromatografinio gryninimo 

žingsniai atliekami šaldymo spintoje, 4 °C temperat�roje, siekiant išsaugoti baltymo strukt�r�. 

K2 mikocinas yra aktyvus, tačiau jo išskiriama mažais kiekiais. Mieli� išskiriamo toksino išeiga 

iš 3 litr� sekrecin�s terp�s yra mažesn� nei 1�g (Podoliankait� et al., 2014; Lebionka et al. 

2002). Tod�l prieš chromatografin� gryninim�, 1 litras sekrecin�s terp�s filtruojamas ir 

sukoncentruojamas iki 40 mL. Pirmam gryninimo etapui iš pradži� pasirenkamas anijonitas Q-

Sepharose sorbentas, remiantis kito anijonito Mono Q s�kmingu panaudojimu Pichia anomala 

WC 65 toksino gryninimui (Sawant et al., 1989). Gryninimo metu naudojama Q-Sepharose 

kolon�l�, nulygsvarinta 20 mM L-His buferiniu tirpalu, pH 5,4. Tačiau toksinas prie sorbento 

nesisorbavo. Be to, gryninimo metu naudojamas per didelis pH, kuriame toksinas neaktyvus, 

tod�l sorbentas pakeistas � priešingo kr�vio SP-Sepharose jonit�. Siekiant atskirti l�steli� 

sekretuojamas baltymines priemaišas nuo toksino, pritaikyti skirtingi sorbavimo ir eliuavimo 

b�dai (21 pav).  

 

21 pav. Pirmo gryninimo etapo optimali� s�lyg� parinkimo schema 



44 

Pirmiausia sukoncentruota toksino išskyrimo terp� 3 kartus praskiedžiama 50 mM 

acetatiniu buferiniu tirpalu. Terp�s laidumas sumažinamas nuo 9,9 mS/cm iki 5,18 mS/cm. 

Eksperimento metu naudojamas pH 4,2, tinkamas toksino aktyvumo pasireiškimui. Toksino 

eliucija vykdoma srautu su 0,5 M NaCl, po to su 1 M NaCl. Šiomis eksperimento s�lygomis 

toksinas neprisijung� prie sorbento, d�l terp�je esanči� priemaišini� jon�. Eksperimentas 

kartojamas sumažinus terp�s laidum� iki 3,01 mS/cm. Toksinas eliuojamas linijiniu gradientu 

nuo 0 iki 0,6 M NaCl 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale 5 kolonos t�riais. Gautos dvi 

sunkiai atsiskiriančios smail�s, tod�l nuspr�sta dar kart� pakeisti eliucijos s�lygas. M�ginys 

sorbuojamas ant SP-Sepharose jonito esant pH 4,2 ir m�ginio laidumui 2,00 mS/cm. Toksinas 

eliuojamas taikant linijin� gradient� nuo 0 iki 0,4 M NaCl 50 mM acetatiniame buferiniame 

tirpale 7 kolonos t�riais. Gryninimo metu renkamos frakcijos po 15 mL ir tikrinamas j� 

aktyvumas (22 ir 23 pav.). 

 

22 pav. SP-Sepharose gryninimo metu gauta chromatograma. SP-Sepharose kolon�l� (15 mm × 130 
mm), nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2). Pilka spalva pažym�ta didžiausi� 

aktyvum� turinti frakcija 

Toksinas eliuojasi pasiekus 0,2 M NaCl koncentracij�, laidumui keičiantis nuo 6,5 mS/cm 

iki 11,5 mS/cm. Gryninimo metu atsiskiria dvi smail�s, o didžiausiu aktyvumu (100 U/mL) 

pasižymi frakcija, chromatogramoje atitinkanti 3 numeriu pažym�t� smail� (23 pav.).  
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23 pav. Toksino aktyvumo �vertinimas. 1, 2, 3, 4, 5 – chromatografinio gryninimo frakcijos, 6 - K2 
toksinas prieš chromatografin� gryninim� 

Paveiksle 1 ir 2 numeriu pažym�tos frakcijos aktyvumo neturi. Chromatogramos smail�s 

nuolydžio 4 numeriu pažym�toje duobut�je aktyvumas 25,1 U/mL. Kitos smail�s frakcija 

atitinka Nr.5 pažym�t� duobut� – joje aktyvumas yra mažas (15,9 U/mL). Nr.6 pažym�toje 

duobut�je K2 toksinas prieš chromatografin� gryninim� (100 U/mL). Didžiausi� aktyvum� turinti 

frakcija Nr.3 sukoncentruojama 20 kart� centrifuguojant m�gintuv�liuose su 3 kDa pralaidžia 

membrana ir patikrinamas supernatanto grynumas (24 pav.). 

 

24 pav. Tris-Glicino SDS poliakrilamidinio gelio (15 %) elektroforez� neredukuojančiomis s�lygomis 
(žvaigždute pažym�tos atsiskyrusios juostos) 

Elektroforetin�s analiz�s metu paaišk�jo, jog po SP-Sepharose chromatografijos toksinas 

nebuvo pilnai išgrynintas – m�ginyje buvo priemaiš�. Gautos didelio molekulinio svorio (apie 

180 kDa, 50 kDa, 60 kDa, 40 kDa) juostos ir mažo molekulinio svorio (apie 15 kDa, 10 kDa) 

juostos. Norint sumažinti priemaišas reikalingas dar vienas gryninimo etapas. 
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3.2. Antras chromatografinio gryninimo etapas 

Po jon� main� chromatografijos m�ginyje lieka NaCl perteklius ir priemaišos, siekiant jas 

sumažinti optimizuojama antra gryninimo stadija (26 pav.). Remiantis baltymo aminor�gšči� 

seka, baltymo � subvieneto N-galin� dalis yra hidrofobin� (Dignard et al., 1991; von Heijne, 

1986), tod�l nuspr�sta antrame etape pritaikyti hidrofobin�s s�veikos chromatografij�. Baltymo 

gryninimui išbandytos Phenyl-Sepharose ir Butyl-Sepharose kolon�l�s, nulygsvarintos 50 mM 

acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2), turinčiu 2 M NaCl. Toksino eliucijai pritaikytas linijinis 

gradientas nuo 2 M iki 0 M NaCl lygsvarinimo buferiniame tirpale. Toksinas prie hidrofobini� 

sorbent� jung�si tik dalinai – biocidinis aktyvumas aptiktas prie sorbento nesisorbavusiuose (nr. 

1, 2, 3) ir sorbavusiuose (nr. 4, 5, 6) m�giniuose (25 pav.). 

 

25 pav. Toksino aktyvumo �vertinimas po hidrofobin�s chromatografijos. a - Phenyl-Sepharose, b - 
Butyl-Sepharose (1,2,3,4,5,6 – chromatografinio gryninimo frakcijos, 7 – K2 toksinas prieš 

chromatografin� gryninim�) 

Prie Phenyl-Sepharose sorbento nesisorbavusi� frakcij� (25 pav. a) nr. 1, 2 ir 3 aktyvumas 

mažiausias – 25,1 U/mL. Didesniu aktyvumu (39,8 U/mL) pasižymi prie sorbento sorbavusios 

frakcijos nr. 4, 5, 6. Butyl-Sepharose chromatografijos metu (25 pav. b) didžiausi� aktyvum� taip 

pat tur�jo prie sorbento sorbavusios frakcijos – nr. 5 (63,1 U/mL) bei nr. 4 ir nr. 6 (50,0 U/mL). 

Nesisorbavusios frakcijos pasižym�jo mažesniu aktyvumu – nr. 1, 3 aktyvumas 25,1 U/mL, o nr. 

2 aktyvumas 39,8 U/mL. L�kštuči� duobut�se, pažym�tose nr. 7, K2 toksinas prieš 

chromatografin� gryninim�, kurio aktyvumas 100,0 U/mL. Toksino aktyvumas stebimas visose 

frakcijose, tod�l šis metodas n�ra tinkamas toksino išgryninimui. 

Pritaikyta jon� main� chromatografija naudojant DEAE-Sepharose jonit�, šis sorbentas 

buvo s�kmingai panaudotas mieli� Kluyveromyces wickerhamii Kwkt toksino išgryninimui 

(Comitini & Ciani, 2011), bet kadangi gryninimo metu naudojamas aukštas pH (pH 6,2) toksinas 

denat�ruoja ir praranda aktyvum�. 
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26 pav. Antro gryninimo etapo optimali� s�lyg� parinkimo schema 

K2 toksinas yra glikoproteinas, tod�l išbandyta afininin� chromatografija, kuriai b�dinga 

stipri biospecifin� s�veika tarp receptori� (glikoprotein�) ir �vairi� ligand�. Pritaikydami afinin� 

chromatografij� mokslininkai s�kmingai išgrynino Zigocin� (Weiler et al., 2002), K1 toksin� 

(Hutchins & Bussey, 1983). K2 toksino gryninimui parenkama ConCanavalin A Sepharose 

kolon�l�, nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2) turinčiu 1 mM CaCl2 ir 1 

mM MnCl2. Toksino eliucija vykdoma linijiniu gradientu nuo 0 iki 0,6 M gliukoz�s 50 mM 

acetatiniame buferiniame tirpale 5 kolonos t�riais. Prie sorbento toksinas jung�si tik iš dalies, nes 

biocidinis aktyvumas pasteb�tas prie sorbento nesisorbavusiose (nr. 2, 3, 4, 5, 6) ir sorbavusiose 

frakcijose (nr. 7, 8, 9, 10) (27 pav.). 

 

27 pav. Toksino aktyvumo �vertinimas po afinin�s chromatografijos. 1 – K2 toksin� sekretuojanči� S. 
cerevisiae mieli� kolonija, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 – chromatografinio gryninimo frakcijos 

Didžiausi� aktyvum� turi sorbavusi frakcija nr. 7 (25,1 U/mL), mažesnis aktyvumas (19,9 

U/mL) nr. 8, 9, 10 frakcijose ir nesisorbavusioje nr. 4 frakcijoje. Kitose frakcijose aktyvumas 

mažesnis – nr. 3, 5, 6 aktyvumas 15,9 U/mL, o nr. 2 – 12,6 U/mL. Afinin�s chromatografijos 

metodas nebuvo tinkamas toksino išgryninimui, nes toksinas išsiskirst� visose frakcijose. 
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Išbandytas giminingumo chromatografijos Blue-Sepharose CL-6B sorbentas pasižymi 

afiniškumu daugeliui biomolekuli�. Baltymai gali s�veikauti su Cibacron Blue 3G-A dažu ir 

prisijungti per elektrostatin� bei hidrofobin� s�veik� su aromatiniu anijoniniu ligandu 

(Subramanian & Ross, 1984). K2 toksino gryninimui parinktos s�lygos pH 4,2 ir jonin� j�ga 

19,8 mS/cm. Naudojama Blue-Sepharose CL-6B kolon�l� nulygsvarinama su 50 mM acetatiniu 

buferiniu tirpalu (pH 4,2). Toksinas eliuojamas taikant linijin� gradient� nuo 0 iki 1 M NaCl 

lygsvarinimo buferiniame tirpale 5 kolonos t�rius. Toksinas prisijung� prie sorbento, tačiau po 

chromatografinio gryninimo priemaišos nepasišalino (28 ir 29 pav.). 

 

28 pav. Toksino aktyvumo �vertinimas po Blue-Sepharose CL-6B chromatografijos (1, 2, 3, 4, 5, 6 – 
chromatografinio gryninimo frakcijos, 7 – K2 toksinas prieš chromatografin� gryninim�) 

Prie sorbento sorbavusios frakcijos nr. 5 aktyvumas 50,1 U/mL. Kontrolinio m�ginio (K2 

toksino prieš chromatografin� gryninim�) aktyvumas 100,0 U/mL. Kitose frakcijose aktyvumo 

nebuvo. M�ginys su didžiausiu aktyvumu sukoncentruojamas 20 kart� centrifuguojant 

(membranos pralaidumas nuo 3 kDa) ir jo grynumas �vertinamas elektroforetiškai (29 pav.). 

 

29 pav. Tris-Tricino SDS poliakrilamidinio gelio (16 %) elektroforez� neredukuojančiomis s�lygomis 
(žvaigždute pažym�tos atsiskyrusios juostos) 
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Elektroforez�s metu paaišk�jo, jog nr. 5 m�ginyje buvo priemaiš�. Gautos apie 80 kDa, 50 

kDa, 30 kDa, 20 kDa, 10 kDa dydžio juostos. Tod�l šis metodas nebuvo tinkamas. 

Toliau baltymas gryninamas su CM-Sephadex C50 sorbentu, skirstančiu junginius pagal 

jonin� j�g� ir molekulin� svor�. Po SP-Sepharose chromatografinio gryninimo aktyvum� turintis 

m�ginys (15 mL) dializuojamas 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale (pH 4,2), siekiant 

pašalinti NaCl. Susorbavus m�gin� iš pradži� toksinas eliuojamas srautu su 0,3 M NaCl, tada 

linijiniu gradientu nuo 0,3 iki 0,5 M NaCl 4 kolonos t�rius ir srautu su 1 M NaCl. Pasteb�ta, jog 

m�ginys eliuavosi ties 0,3 M NaCl koncentracija ir neatsiskyr� priemaišos. Nutarta taikyti linijin� 

4 kolonos t�ri� gradient� nuo 0 iki 0,3 M NaCl 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale (pH 

4,2). Šios optimalios gryninimo s�lygos ir CM-Sephadex C50 sorbentas pasirenkamas kaip 

galutinis antros stadijos metodas, toliau gryninant pirmo etapo metu gaut� m�gin� (30 pav.). 

 

30 pav. CM-Sephadex gryninimo metu gauta chromatograma. Naudojama CM-Sephadex C-50 sorbentu 
užpildyta kolon�l� (10 mm × 120 mm), nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2). Pilka 

spalva pažym�tos aktyvum� turinčios frakcijos 

Toksinas eliuojamas pasiekus 0,3 M NaCl koncentracij�. Gryninimo metu renkamos 

frakcijos ir tikrinamas j� aktyvumas. Aktyvumu pasižymi frakcijos chromatogramoje 

atitinkančios 4, 5, 6 ir 7 numeriais pažym�t� pik� (31 pav.). 
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31 pav. Toksino aktyvumo �vertinimas. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 – chromatografinio gryninimo frakcijos, 8 – K2 
toksinas  po pirmos chromatografijos stadijos ir dializ�s, 9 – K2 toksinas  prieš gryninim� 

Didžiausias aktyvumas (50,1 U/mL) 5 numeriu pažytoje duobut�je. Kitos piko frakcijos 

atitinka nr. 4, 6 ir 7 duobutes – jose aktyvumas mažesnis (39,8 U/mL). Nr. 8 duobut�je – K2 

toksinas po pirmo SP-Sepharose gryninimo ir dializ�s (79,4 U/mL), o nr. 9 duobut�je – K2 

toksinas prieš chromatografin� gryninim� (100,0 U/mL). Nuo 1 iki 3 numerio pažym�tos 

frakcijos aktyvumo neturi. Chromatogramoje (30 pav.) pilka spalva pažym�tos, didžiausi� 

aktyvum� turinčios frakcijos apjungiamos ir sukoncentruojamos apie 100 kart� per 3 kDa 

pralaidži� membran�. Sukoncentruoto m�ginio grynumas tikrinamas elektroforez�s metu (32 

pav.). 

 

32 pav. Tris-Tricino SDS poliakrilamidinio gelio (16 %) elektroforez� neredukuojančiomis s�lygomis 
(žvaigždute pažym�tos atsiskyrusios juostos)  

Elektroforetin�s analiz�s metu pasteb�ta, jog m�ginyje yra skirting� dydži� junginiai. 

Elektroforez�je atsiskyr� dvi juostos (viena didelio, o kita mažo molekulinio svorio). Norint 

�vertinti toksino dyd� bei atskirti didel�s molekulin�s mas�s jungin� nuo mažos toliau vykdoma 

gelfiltracija. 

* 

* 
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3.3. Trečias chromatografinio gryninimo etapas 

Siekiant atskirti didel�s molekulin�s mas�s jungin� nuo mažos bei patikslinti medžiagos 

dyd�, po dviej� gryninimo etap� vykdoma gelfiltracija. Naudojamas Sephadex G-75 sorbentas, 

kurio atskyrimo riba yra nuo 3 000 – 80 000 Da. Prieš gryninim� kolona nulygsvarinama 50 mM 

acetatiniu buferiniu tirpalu, turinčiu 0,1 M NaCl (pH 4,2) ir kalibruojama su standartiniais 

žinomos molekulin�s mas�s baltym� tirpalais: nizinu, citochromu c, chimotripsinogenu, 

karboanhidraze, ovalbuminu, jaučio serumo albuminu. � kilp� suleidžiama 250 �L baltymo 

tirpalo (koncentracija 0,5 mg/mL) ir jis susiurbiamas ant Sephadex G75 sorbento. Baltymas 

eliuojamas 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2) esant 0,1 M NaCl koncentracijai. 

Baltym� chromatogramose gaunama viena smail�, kuri� integruojant nustatoma baltymo 

sulaikymo trukm�. Nizinas, kurio molekulin� mas� 3 354 Da, eliuavosi ties 65,0 mL, 

citochromas c (M = 12 384 Da) eliuavosi ties 44,3 mL, chimotripsinogenas (M = 25 000 Da) 

eliuavosi ties 39,9 mL, karboanhidraz�s (M = 29 000 Da) eliucijos t�ris – 40,0 mL, ovalbumino 

(M = 45 000 Da) – 32,5 mL, o jaučio serumo albumino (M = 67 000 Da) – 27,4 mL. 

Suintegruojamos visos penkios chromatogramos ir nubr�žiama kalibracin� kreiv�. Atlikus tiesin� 

aproksimacij�, gaunama ties�s lygtis ir tiesin�s korealiacijos koeficientas (33 pav.) 

 

33 pav. Baltymo molekulin�s mas�s nustatymas gelfiltracijos metodu. Naudojama Sephadex G75 
sorbentu užpildyta kolon�l� (16 mm × 340 mm), nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu su 0,1 
M NaCl (pH 4,2) (nizino eliucijos t�ris – 65,0 mL, citochromo c – 44,3 mL, chimotripsinogeno – 39,9 

mL, karboanhidraz�s – 40,0 mL, ovalbumino – 32,5 mL,  jaučio serumo albumino – 27,4 mL) 

Ties�s korealiacijos koeficientas R yra artimas vienetui, tod�l galima teigti, jog tarp 

molekulini� masi� dešimtaini� logaritm� reikšmi� ir sulaikymo trukm�s reikšmi� yra tiesin� 
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priklausomyb�. Žinant baltymo sulaikymo trukm� ir pasinaudojant kalibracin�s kreiv�s tiesine 

lygtimi, galima nustatyti jo molekulin� mas�. 

Prieš atliekant gelfiltracij�, yra surenkami trys dviem žingsniais išgryninti m�giniai, jie 

apjungiami, koncentruojami iki 250 �L. M�ginys suleidžiamas � kilp� ir susiurbiamas ant 

Sephadex G75 sobento. Baltymas eliuojamas su 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 4,2) 

esant 0,1 M NaCl koncentracijai. Gelfiltracijos metu renkamos frakcijos ir tikrinamas j� 

aktyvumas (34 ir 35 pav.). 

 

34 pav. Gelfiltracijos metu su Sephadex G75 sorbentu gauta chromatograma. Sephadex G75 sorbento 
kolon�l� (16 mm × 340 mm) nulygsvarinta 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu su 0,1 M NaCl (pH 4,2). 

Pilka spalva pažym�ta aktyvum� turinti smail�, kurios eliucijos t�ris – 22,7 mL 

Sephadex G75 gelfiltracijos metu atsiskyr� dvi smail�s, kuri� eliucijos t�riai – 22,7 mL ir 

47,5 mL. Didžiausi� aktyvum� turi chromatogramoje pilka spalva pažym�ta smail� (eliucijos 

t�ris 22,7 mL) (35 pav.). 

 

35 pav. Toksino aktyvumo �vertinimas. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 – chromatografinio gryninimo metu rinkti 
m�giniai, 10 - K2 toksin� sekretuojanči� S. cerevisiae mieli� kolonija 
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Paveiksle nr. 2, 3 ir 4 pažym�tose duobut�se esantys m�giniai atitinka chromatogramoje 

(34 pav.) pilka spalva pažym�t� smail� (Ve 22,7 mL). Kituose chromatografijos metu rinktuose 

m�giniuose (pažym�ti nr. 1, 5 – 6) aktyvumo nebuvo. Didžiausiu aktyvumu pasižymi nr. 2 ir 3 

pažym�tose duobut�se esantys m�giniai (31,63 U/mL), nr. 4 pažym�toje duobut�je aktyvumas 

mažesnis (15,89 U/mL). Aktyvum� turintys m�giniai apjungiami (10 mL) ir sukoncentruojami 

centrifuguojant m�gintuv�liuose (per 3 kDa pralaidži� membran�). Sukoncentruotas m�ginys 

analizuojamas elektroforetiškai (36 pav.). Elektroforez� atliekama neredukuotomis s�lygomis. 

Norint �vertinti baltymo dyd� redukuojančiomis s�lygomis, reikalinga daugiau medžiagos. 

Kadangi K2 toksino išskiriama mažais kiekiais (1 µg iš 3 L terp�s) norint pamatyti baltymo 

juost�, m�ginys sukoncentruojamas apie 130 kart�. Maksimaliai sukoncentuoto m�ginio pakanka 

vienam elektroforez�s eksperimentui. 

 

36 pav. Tris-Glicino SDS poliakrilamidinio gelio (15 %) elektroforez� neredukuojančiomis s�lygomis  

Atlikus elektroforetin� analiz�, gauta 55 kDa dydžio juosta. Literat�roje minimas toksino 

dydis – 38,7 kDa (Dignard et al., 1991). Elektroforez�je dydžio neatitikimas galimas d�l baltymo 

strukt�rini� savybi� – toksinas yra glikoproteinas, turintis 3 galimas glikozilinimo vietas 

(Dignard et al., 1991). Pasteb�tas mažesnis natrio dodecilsulfato (SDS) prisijungimas prie 

glikozilint� baltym� – 1 g žmogaus eritrocito membranos glikoproteinas prisijungia 0,38 g SDS, 

tuo tarpu 1 g jaučio serumo albumino prisijungia 0,73 g SDS. Mažiau SDS prisijungus prie 

glikoproteino, gaunamas mažesnis kr�vio/mas�s santykis, nei standartini� polipeptid�. Tod�l 

polipeptidai, turintys prisijungusi� angliavandeni�, elektroforez�s gelyje eina greičiu, 

neproporcingu j� molekulinei masei (Segrest, Jackson, Andrews, & Marchesi, 1971). 

Naudojantis kalibracin�s kreiv�s lygtimi apskaičiuojama analizuojamos medžiagos 

molekulin� mas� – 103 kDa. Neatitikimai galimi d�l K2 toksino aminor�gšči� sekoje esanči� 

cistein�, kurie gali lemti oligomerini� strukt�r� formavim�si tirpale, agregacij�, tod�l 

* 
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gelfiltracijos metu eliuojamos didel�s molekulin�s mas�s molekul�s. Be to, toksinas gali 

formuoti nekovalentines oligomerines formas tirpale d�l hidrofobin�s ar elektrostatin�s s�veikos. 

3.4. K2 toksino biocidinio aktyvumo profilis 

K2 toksino aktyvumas jau �rodytas prieš žmogaus patogenines Candida tropicalis mieles, 

patogenines Aspergillus flavus dirvožemo mieles, Rhizopus gryb�, parazituojant� augalus, vaisius 

bei daržoves, Penicillium pel�sius (Parveen & Begum, 2010). Taip pat K2 aktyvus prieš Candida 

utilis, Kluyweromyces lactis bei kit� S. cerevisiae kamien� sferoplastus. Panašaus veikimo 

mechanizmo toksinas K1 pasižymi panašiu mikroorganizm� žudymo profiliu, tačiau, priešingai 

K2 toksinui, n�ra aktyvus prieš Candida tropicalis (Zhu & Bussey, 1989). Kadangi K2 toksinas 

aktyvus prieš �vairias patogenines žmogaus, augal� mieles, j� aktualu pritaikyti infekcij� 

gydymui, augal�, gr�d�, dirvožemio apsaugojimui ar kuriant priemones nuo pel�si�. Šiuo tyrimu 

siekiama prapl�sti K2 toksino biocidini� savybi� pritaikymo galimybes �vairiose srityse. 

K2 toksino aktyvumas �vertinamas prieš �vairius mieli� kamienus. Tyrimas atliktas Gamtos 

tyrim� centre, Genetikos laboratorijoje. K2 toksino poveikis tirtas 24 gamtiniams 

mikroorganizmams: Candida argentea, Candida boidinii, Candida californica, Candida 

oleophila, Candida zemplinina, Hanseniaspora osmophila, Hanseniaspora uvarum, 

Kazachstania aerobia, Kazachstania africana, Kazachstania bulderii, Kazachstania servazzi, 

Kluyveromyces thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima, Pichia anomala, Pichia 

fermentans, Pichia kluyveri, Pichia kudriavzevii, Pichia terricola, Torulaspora delbrueckii, 

Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces cerevisiae �‘1, bei skirtingus toksinus (K1, K2, K28, 

Klus) sintetinantiems Saccharomyces cerevisiae kamienams.  

K2 toksino biocidinis aktyvumas testuojamas ant MB l�kšteli� (pH 4,0) su užs�tu 

giluminiu tiriamos kult�ros sluoksniu. Terp�je padaroma duobut� ir � j� �lašinamas negrynintas 

K2 toksinas. Aplink toksino m�gin� susidariusios skaidrios liz�s zonos atitinka mieli� augimo 

slopinim�. Tyrim� metu nustatyta, kad S. cerevisiae M437 kamieno išskiriamas K2 toksinas 

biocidiškai veikia 11 r�ši� ištirt� mieli� (6 lentel�). 

Eksperimento metu matuojamas susidariusios liz�s zonos dydis (mm) ir apskaičiuojamas 

toksino aktyvumas, pagal 2.4.1 skyrelyje pateikt� formul� (1). K2 toksino aktyvumas prieš 

kiekvien� mieli� r�š� tikrinamas tris kartus, apskaičiuojamas standartinis nuokrypis. Didžiausias 

toksino aktyvumas (63,2 ± 4,7 U/mL) pasireiškia prieš vis� tip� toksinams jautr� Saccharomyces 

cerevisiae �‘1 kamien�. Prieš kitas S. cerevisiae mieles ir j� išskiriamus toksinus K2 aktyvumas 

mažesnis. Prieš K1 toksin� išskiriant� S. cerevisiae kamien� K2 aktyvumas 39,8 ± 3,8 U/mL (37 

% mažiau nei prieš S. cerevisiae �‘1). Prieš v�liausiai aptikt� S. cerevisiae dgRNR koduojam� 

Klus toksin� K2 pasižymi 31,6 ± 2,0 U/mL biocidiniu aktyvumu, 50 % mažesniu nei prieš �‘1 
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kamien�. Prieš K28 toksin� K2 aktyvumas siekia 25,1 ± 2,4 U/mL (tai 60 % mažiau nei prieš 

�‘1). 

Toksinas biocidiniu aktyvumu taip pat pasižymi prieš S. cerevisiae giminingas 

Saccharomyces paradoxus mieles (20,0 ± 1,9 U/mL), prieš Kazachstania servazzi kamien� (25,1 

± 1,9 U/mL), Kazachstania africana (20,0 ± 1,5 U/mL), Kazachstania aerobia (15,9 ± 1,4 

U/mL) ir Pichia terricola (15,9 ± 1,5 U/mL). Mažiausias K2 toksino aktyvumas (12,6 ± 1,2 

U/mL) pasteb�tas prieš Candida zemplinina ir Kluyveromyces thermotolerans mikroorganizmus. 

6 lentel�. K2 aktyvumo tyrimo prieš �vairius gamtinius mikroorganizmus rezultatai (liz�s zon� dydžiai, 
diametras, mm: + + + + (4), + + + (3), + + ± (2,5), + + (2), + ± (1,5), + (1), ± (0,5), - (0)) 

Mikroorganizmai 
K2 toksino 
aktyvumas 

Candida argentea - 

Candida boidinii - 

Candida californica - 

Candida oleophila - 

Candida zemplinina ± 

Hanseniaspora osmophila - 

Hanseniaspora uvarum - 

Kazachstania aerobia + 

Kazachstania africana + ± 

Kazachstania bulderii - 

Kazachstania servazzi + + 

Kluyveromyces thermotolerans ± 

Metschnikowia pulcherrima - 

Pichia anomala  - 

Pichia fermentans   - 

Pichia kluyveri - 

Pichia kudriavzevii - 

Pichia terricola  + 

Saccharomyces cerevisiae (K1) + + + 

Saccharomyces cerevisiae (K2) - 

Saccharomyces cerevisiae (K28) + + 

Saccharomyces cerevisiae (Klus) + + ± 

Saccharomyces cerevisiae �‘1 + + + + 

Saccharomyces paradoxus  + ± 

Torulaspora delbrueckii - 
 

Remiantis šio tyrimo metu gautais toksino aktyvumo rezultatais, matyti, jog toksinas 

pasižymi aktyvumu prieš vyno mieles (Candida zemplinina, Pichia terricola, Kluyveromyces 

thermotolerans). Ši� savyb� aktualu pritaikyti vyno gamyboje, siekiant išvengti mieli� 
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pertekliaus, užsikr�timo nenaudingomis laukin�mis miel�mis, siekiant subalansuoti vyno kvap�, 

skon� bei alkoholio kiek� (Padilla, Gil &Manzanares, 2016). 

Atlikus biocidini� savybi� tyrim�, K2 toksino poveikiui jautr�s Sacharomyces genties 

atstovai, mažiau jautr�s poveikiui Kazachstania servazzi, Kazachstania africana, Kazachstania 

aerobia, Pichia terricola, Candida zemplinina ir Kluyveromyces thermotolerans 

mikroorganizmai. K2 toksinas nepasižymi aktyvumu prieš: Candida argentea, Candida boidinii, 

Candida californica, Candida oleophila, Hanseniaspora osmophila, Hanseniaspora uvarum, 

Kazachstania bulderii, Metschnikowia pulcherrima, Pichia anomala, Pichia fermentans, Pichia 

kluyveri, Pichia kudriavzevii ir Torulaspora delbrueckii mieli� r�šis. 
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IŠVADOS 

1. SP-Sepharose sorbentas, taikant eliucijai linijin� NaCl gradient�, tinkamas naudoti 

pirmuoju K2 toksino gryninimo etapu. 

2. Iš antrame gryninimo etape taikyt� hidrofobin�s, afinin�s, jon� main� chromatografijos 

sorbent� CM Sephadex C50 yra optimalus K2 toksinui gryninti. 

3. Po trij� chromatografinio gryninimo etap� gaunamas aktyvus K2 baltymas. 

4. K2 toksino poveikiui yra jautr�s: Saccharomyces cerevisiae �‘1, bei K1, K2, K28, Klus 

toksinus sintetinantys Saccharomyces cerevisiae kamienai, Saccharomyces paradoxus, 

Kazachstania servazzi, Kazachstania africana, Kazachstania aerobia, Pichia terricola, 

Candida zemplinina, Kluyveromyces thermotolerans mikroorganizmai.  
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