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1.Wstep

rozdze Saccharomyces cerevisiae sg
Dorganizmami jednokomorkowsrmi,

naleza do grzybéw Ascomycetes (1). Sta-
nowig wazne ogniwo w tancuchu ewolu-
cyjnym pomiedzy organizmami Proka-
ryota i Eukaryota, sg takze pomostem
pomiedzy Swiatem roslin i zwierzat. Pel-
nig funkcje idealnego modelu badawczo-
biotechnologicznego. Od ponad 8000 lat
drozdze sg nieodtacznie zwigzane z po-
stepem, jaki cztowiek zrobit w tym czasie
(2). Mozna zaryzykowa¢ twierdzenie, ze
Swiat bytby z pewnoscig inny i by¢é moze
bardziej nieszczesliwy bez drozdzy. Nie
bytoby, ani chleba w jego obecnie akcep-
towanej formie, ani piwa i wina w réz-
nych odmianach (3). W 1982 r. wypro-
dukowano na S$wiecie 171 milionéw ton
piwa, wina i chleba (4). Nazwiska styn-
nych uczonych, takich jak Gay-Lussac,
Lavoisier, van Leeuwenhoek, Buchner,
Parnas, Embden, Meyerhoff, Harden,
Young i wreszcie Pasteur, ktory potozyt
podwaliny wspotczesnej biotechnologii
sg zwigzane z badaniami drozdzy. Od 10
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Rys. 1. Zamiana genu. Mutacja moze dotyczy¢ przyktadowo genu ORF3 (open reading frame
— otwarta ramka odczytu) lub kazdego innego genu. W zrekombinowanym klonie zawierajgcym
gen ORF3 in vitro usunieto cze$¢ sekwencji i zastgpiono selekcyjnym markerem, w tym wypadku
URA3. Komdrki drozdzy z dzikim genem ORF3 transformuje sie fragmentami DNA zawierajacymi
funkcjonalnie zniszczony gen ORF3. Dzigki selekcji w kierunku prototrofli Ura™ przezywajg tylko
te transformanty w ktorych cze$¢ sekwencji dzikiego genu ORF3 postuzyta jako miejsce homo-
logicznej rekombinacji. Wszystkie réznice jakie wynikajg z poréwnania fenotypu komorek dzikiego
szczepu ORF3 i mutanta orf3 dostarczajg informacji odnosnie do funkcji produktu dzikiego genu
ORF3.

lat drozdze stopniowo wyparty bakterie Escherichia coli jako model badawczy
bardziej praktyczny i uniwersalny (5). W ostatnich latach duzym zaskocze-
niem byto odkrycie w komérkach drozdzy licznych biatek i struktur sub-
komoérkowych, ktore sg obiektem intensywnych badan w komoérkach ssakéw.
Nalezy do nich zaliczy¢ kalmoduling, klatiyne, myozyne, akt)me, tubuline,
produkty onkogendw, peptydowe Cynniki wzrostowe. Elementy retrowirusow,
transportowe ATPazy, permeazy, proteazy, kinazy biatkowe, feromony i regu-
latory cyklu komorkowego, mitochondria, wakuole, wrzeciono podziatowe, bto-
ne komoérkowg i aparat Golgiego (6,7,8). Funkcje tych biatek i struktur ko-
mérkowych moga by¢ badane dzieki mutagenezie ukiemnkowanej i niszczeniu
in vitro wyizolowanych genéw drozdzowych (8,9). Dzikie geny mozna zastgpic
zmutowanymi wykorzystujac wyjatkowag wtasciwosé, jaka jest niezwykle wy-
dajna homologiczna rekombinacja in vivo pomiedzy genomem drozdzy, a li-
nearnymi fragmentami DNA (rys. 1) wprowadzonymi dzieki transformacji do
komorek drozdzy (10). Aby dobrze zrozumie¢ role drozdzy w nauce i biotech-
nologii nalezy zastanowic sie, dlaczego sg one doskonatym modelem badaw-
czym, i doskonatym organizmem przemystowym.

Po pierwsze, cykl zyciowy drozdzy (11) stwarza mozliwo$¢ badania mecha-
nizméw dziedziczenia oraz ulepszania szczepdw metodami klasycznej genetyki
dzieki rekombinacji chromosomalnej w trakcie mejozy i mitozy
(11,12,13,14,15,16) oraz metodg fuzji protoplastow (17,18).
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Po drugie, fatwo$¢ manipulowania genetycznego (19,20) i molekularnego
(21,22,23) oraz roznorodnos¢ technik transformacji (21,22,24,25,26) sprawia,
ze drozdze sa szczegOlnie uzytecznym gospodarzem w molekularnym klono-
waniu obcych gendéw, do zastosowan przemystowych (27,28,29). Metodami
inzynierii genetycznej mozna je zaprogramowaé¢ w Kierunku syntezy nowych
i wartosciowych biatek, mozna ulepsza¢ stare szczepy i konstruowa¢ nowe
dla fermentacji przemystowej, zmieniajgc szlaki metaboliczne (14,16,30,31).
Ponadto, jako Eukaryota drozdze prowadzg w swoich komorkach liczne po-
translacyjne modyfikacje biatka, takie jak fosforylacja, acylacja, glikozylacja,
ograniczona proteoliza (32,33,34). Procesy te nie zachodzg w komorkach ba-
kteryjnych.

Po trzecie, metabolizm komoérek drozdzy pozwala na badanie genetycznej
deteirninacji enzyméw tancucha oddechowego i biogenezy mitochondiiéw
(20,35,36,37,38,39,40,41). Synteza i regulacja enzyméw tancucha oddecho-
wego jest pod kontrolg dwoch systemdw genetycznych, gendw jadrowych i mi-
tochondrialnych (42,43,44,45). W obecnosci mutacji prowadzacej do zabloko-
wania oddychania tlenowego drozdze uruchamiajg alternatywnag droge uzy-
skiwania energii — fermentacje. U innych organizméw uszkodzenie taricucha
oddechowego jest efektem letalnym, stad tez badania takie sg niemozliwe.

Wreszcie nalezy podkresli¢ tatwos¢ operowania duzymi populacjami komo-
rek oraz ich niepatogenno$¢ dla cztowieka, co utatwia na duza skale synteze
produktow spozywczych i farmaceutycznych wolnych od toksycznych zanie-
czyszczen (3,28).

2. Genom drozdzy Saccharomyces cerevisiae

2.1. Genetyczny system jgdrowy

Aparat genetyczny drozdzy zlokalizowany jest w jadrze (46), mitochon-
driach (44) i cytoplazmie komorki (47,48,49,50). Haploidalna komdérka zawiera
zestaw 16 chromosomoéw réznej wielkosci od 200 do 2200 kb [kilobase pairs
-kilopar zasad) plus pojedynczy gen zlokalizowany na 17 chromosomie. Cat-
kowita dtugo$¢ mapy genetycznej genomu drozdzy wynosi okoto 4500 cM,
a jej fizyczna diugosé okoto 14 000 kb (46,51,52). Rozpatrujgc relacje pomie-
dzy mapg fizyczng i genetyczng stwierdzono, ze przecietny wskaznik dla tej
zaleznosci miesci sie w granicach 2,5 - 3,2 kb/cM (46,51), a przecietny
wskaznik rekombinacji dla pary markeréw wynosi 0,63 cM/Kb (46). Do po-
towy 1993 r. zmapowano okoto 800 gendw, co stanowi 15% przewidywanej
liczby 6500 wszystkich genow (53). Wiekszo$¢ gendéw nalezgcych do genomu
drozdzy nie ma wiekszego wptywu na wzrost i podziaty komorek (54). Podana
charakterystyka genomu nie obejmuje transpozonéw Ty, ktore wystepuja
w réznych miejscach i w réznej liczbie w zaleznosci od szczepu drozdzy (55).
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2.1.1. Sekwencjonowanie genomu

Sekwencjonowanie genomu drozdzy* budzi duze zainteresowanie zaréwno
z naukowego, jak i przemystowego punktu widzenia. Sekwencje poréwnuje
sie ze stownikiem, w ktérym mozna znalez¢ wybrane stowa. Dlaczego do sek-
wencjonowania wybrano genom drozdzy? W poréwnaniu do innych organiz-
mow eukariotycznych genetyka, biochemia i biologia molekularna drozdzy
jest najlepiej rozwiniegta, a co wiecej sg one wykorzystywane na duzg skale
w przemysle. Poznanie sekwencji genomu drozdzy w potaczeniu z technikg
rekombinacji DNA i klonowaniem genéw otworzy nowe praktyczne mozliwosci
zastosowan biotechnologicznych. Ponadto, drozdze maja najmniejszy genom
(14 000 kb), ktéry jest 200 razy mniejszy od genomu ludzkiego (3 000 000 kb).
Obecnie zakonhczono sekwencjonowanie chromosomu Il (57), a na ukonczeniu
jest sekwencja chromosomu Il. Catkowita realizacja projektu przewidziana do
kohca XX w. moze by¢ przetomem w biologii i medycynie XXI w. Tak zatem,
znajomos¢ sekwencji genomu komorki drozdzowej, a w przysztosci ludzkiej,
pozwoli na ich poroéwnanie i znalezienie wspdlnych lub podobnych gendéw.
W konsekwencji przyczyni sie to do bezposredniej identyfikacji funkcji genéw
ludzkich oczywiscie pod warunkiem, ze bedzie ona znana dla podobnych ge-
néw drozdzowych. Dzieki genetycznej metodzie specyficznego niszczenia ge-
néw drozdzowych bedzie mozna ustali¢, czy ich funkcja jest niezbedna dla
zycia komdrki. Jesli tak, to konstruowanie szczep6w z mutacjami temperatu-
rowrazliwymi w tych genach pozwoli na precyzyjniejsze badanie fenotypu mu-
tantow i funkcji poszczegdlnych genow. Przyktadem moga by¢ genetyczne ma-
nipulacje z onkogenem RAS2 VAL, mutacja ta wigze sie z rakiem pecherza
moczowego u ludzi (58).

2.2. Genetyczny system mitochondrialny

DNA mitochondrialny stanowi okoto 15% catej puli DNA komorki drozdzo-
wej. Haploidalna komorka zawiera okoto 50 czgsteczek mitDNA, a diploidalna
dwukrotnie wiecej (44). Koliste czasteczki mitDNA diugosci 21-25 pm za-
wierajg 78 - 85 X 10® nukleotydéw z przewagg par A:T (44,45). Analiza in-
formacji genetycznej mitochondrialnego genomu wykazata, ze tylko 35,4%

* Autorem obecnie realizowanego projektu programu sekwencjonowania genomu komérki
drozdzowej jest Andre Goffeau z Uniwersytetu w Louvain-la-Neuve w Belgii (56). Koordynatorem
programu sekwencjonowania od strony naukowej jest S. Oliver z Uniwersytetu w Manchesterze
w W. Brytanii, a koordynatorem prac poszukiwania funkcji gendéw o znanej juz sekwencji nu-
kleotyd6w jest P. Stonimski z Instytutu CRNS w Gif-sur-Yvette we Francji. Centrum komputerowe
i baza danych sekwencjonowania pod kierunkiem Y. Mewes miesci sie w Monachium w Niem-
czech. W programie sekwencjonowania biorg udziat 34 laboratoria z panstw EWG. Koszty catego
przedsiewziecia szacuje sie na 50 min $. Sa one roztozone na Europeg, Japonie i USA. W Europie
projekt jest finansowany gtéwnie przez EWG w ramach duzego programu ,BAP TO BRIDGE",
oraz przez liczne firmy miedzy innymi Gist-Brocades (Delft), Ciba-Geigy (Basel), Carlsberg Labo-
ratory (Copenhagen) i Artois (Leuven).
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stanowi cze$¢ kodujaca, z czego 16,2% przypada na ekspresje gendw struk-
turalnych, 15,3 % na otwarte ramki odczytu (OFR) intronéw, a 3,9 % na
ORF miedzygenowych sekwencji. Produktami genowymi mitDNA sg kwasy
rybonukleinowe i biatka syntetyzowane wytgcznie w mitochondriach. Produ-
kty te w potgczeniu ze specyficznymi produktami gendw jadrowych tworzg
system odpowiedzialny za 2 podstawowe funkcje mitochondriéw, tj. mitochon-
drialng biosynteze biatka i oddychanie tlenowe wigcznie z oksydatywng fo-
sforylacjg. Cze$¢ gendéw mitochondrialnych zidentyfikowano dzieki mutacjom
mit* i ant™. Kodujg one 1 hydrofobowg podjednostke apocytochromu b, 3
podjednostki hydrofobowe oksydazy cytochromowej i 3 podjednostki ATPazy
mitochondriatnej. Podjednostki stanowig integralng czes¢ wewnetrznej btony
mitochondrialnej. Inne geny okre$lone mutacjami syn” i ant™ kodujg niektore
czesci sktadowe mitochondrialnego systemu biosyntezy biatka. Sg to podjed-
nostki 21S i 15S rRNA, jedno lybosomalne biatko kodowane przez gen varl,
jedna podjednostka NADH dehydrogenazy oraz 25 réznych tRNA (44,45,59).

2.2.1. Informacja genetyczna cytoplazmy

Z punktu widzenia rekombinacji DNA in vitro drozdze majg zdecydowang
przewage nad innymi organizmami eukariotycznymi poniewaz jako jedyne ma-
ja w cytoplazmie duzg liczbe kopii (50 - 100) autonomicznie replikujgcego sie
dwuniciowego 2 pm DNA tzw. plazmidu Sep (Saccharomyces cerevisiae plas-
mid) (47,48). Jego sekwencje stanowi 6218 bp (49). Unikatowa wihasciwoscia
struktury tego ptazmidu jest obecnos¢ dwdch doktadnie odwréconych powtd-
rzen sekwencji o dtugosci 599 bp. Plazmid ten wystepuje w 2 izomerycznych
formach A i B i ma pojedynczy, obejmujacy 350 bp bardzo wydajny poczatek
replikacji (ori). Replikacja Sep jest pod kontrolg cyklu komdrkowego. Frag-
ment plazmidu zawierajgcy ori zostat wykorzystany do konstrukcji innych
plazmidéw, miedzy innymi wektoréw wahadtowych (60,61,62). Analiza sek-
wencji plazmidu Sep wskazuje na potencjalng mozliwo$¢ kodowania biatek
(49). Jednak funkcja biologiczna tych produktéw translacji nie jest poznana,
a postulowany udziat w biogenezie bton i mechanizmie wielorakiej opornosci
komorek na inhibitory metabolizmu (48) nie zostat potwierdzony.

Niektore szczepy drozdzy zawierajg w cytoplazmie komorek spleciony w he-
lise dwuniciowy kwas rybonukleinowy (dsRNA). Jest to tzw. czynnik ,killero-
wy” wamnkujacy synteze substaneji biatkowych (toksyn), ktére sg toksyczne
w stosunku do innych drozdzy tego samego lub innego gatunku, a czasem
takze grzybow nalezacych do innych rodzajéw (50). Ponadto, w cytoplazmie
komorek drozdzowych moga wystepowac inne genetyczne determinanty mody-
fikujgce supresje (czynnik psi) (63), i oporno$¢ na inhibitory (czynniki ki i)
(48,64).
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Rys. 2. Wahadtowy wektor do efektywnej ekspresji obcych biatek w komérkach drozdzy.

Przykiad t}T3u wektora, ktoiy moze z duzg wydajnoscig transformowac zaréwno komorki E. co-
li, jak tez i komdrki drozdzy S. cerevisiae. Skonstruowcino go wychodzac z sekwencji 2 gm pla-
zmidu drozdzy i plazmidéw pochodzenia bakteryjnego. System selekcji w komoérkach E. coli za-
pewniajg geny Amp*" i Tet™ warunkujace opornos$¢ na antybiotyki, natomiast w komérkach droz-
dzy selekcja zalezy od genu URAZ3 i dotyczy syntezy uracylu. Odpowiednie sekwencje rozpozna-
wane przez enzymy restrykcyjne zapewniajg mozliwo$¢ manipulacji genetycznych in vitro. Kaseta
ekspresyjna zakoficzona sekwencjami nukleotydéw rozpoznawanych przez restryktaze Barn Hl,
utatwia wprowadzenie i ekspresje obcego genu do wektoréw tego typu.

3. Rekombinowanie i klonowanie DNA w komodrkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae

3.1. Wektory

Genetyczne zaprogramowanie komorek drozdzy majgce na celu produkcije
obcych biatek obejmuje kilka etapéw. Pierwszy, dotyczy konstrukcji i wyboru
odpowiednich plazmidowych wektorow petnigcych role transportera obcego
DNA do komdrki gospodarza (21,22). Wektory te to dwuniciowe koliste czg-
steczki DNA osiggajace wielko$¢ nawet do 20 kb. Idealny wektor zbudowany
jest z 2 czedci: eukariotycznej i prokariotycznej, dzieki czemu moze on wy-
stepowacé zarowno w komdrkach drozdzy jak i bakterii (23,60,61,62). Wekto-
rem moze by¢ czgsteczka DNA dobrze scharakteryzowana genetycznie i fizy-
cznie, ktora potrafi wnikng¢ do komorki biorcy. Istniejg wektory, ktére repli-
kuja autonomicznie w komdrce biorcy, inne integruja do chromosomu. Re-
plikacje wektorow zapewniajg odpowiednie sekwencje nukleotydow (ori i ARS)
kontrolowane i regulowane przez komérke gospodarza (60). Dobry wektor
(rys. 2) uzywany do ekspresji obcych gendw w komoérkach drozdzy oprécz
typowych dla wektora cech (poczatek replikacji, markery selekcyjne, odpo-
wiednie sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne) powinien takze
charakteryzowac¢ sie nastepujacymi wiasciwosciami:
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— transformowa¢ komorki gospodarza z duzg czestoscia,

— w zaleznosci od potrzeb wystepowaé w komoérkaeh w duzej lub matej
liczbie kopii,

— wykazywaé niskg segregaeje w trakcie podziatow komérkowych, co de-
cyduje o jego stabilnosci.

Aby osiggna¢ bardzo wysoka stabilno$¢ klonowanego genu stosuje sie we-
ktory integrujgce do genomu drozdzy (62).

3.1.1. Regulacja ekspresji

W celu osiggniecia dobrej ekspresji klonowanego genu nalezy wektor wy-
posazy¢ w jeden lub kilka silnyeh promotoréw, tak aby wstawiajge w ich
sasiedztwo fragment obcego DNA mozna bylo liezy¢ na wydajng ekspresje
klonowanyeh genéw (27,28). Promotory sg raezej specyficzne w swoim dzia-
taniu, dlatego tez promotory wyzszych organizmoéw eukariotycznych wykazuja
mata efektywnos$¢ w komorkach drozdzy. W zwigzku z tym do ekspresji ob-
eych genéw w komérkach drozdzy stosuje sie typowe homologiczne promotory
drozdzowe (28). Do najczesciej stosowanych naleza promotory genéw: dehy-
drogenazy glicero-3-fosforanu (PGDI), kinazy glicero-fosforcmu (PGKI), eno-
lazy (ENOI), dehydrogenazy etanolowej (ADR2), galaktokincizy (GALI), fosfa-
tazy (PHO05).

Przyktadowo promotory PGDI, PGKI, ENOI (27,28) eeehuje bardzo silna
ekspresja w komorkach drozdzy rosngcych w obecnosci glukozy lub w przy-
padku promotora GALI-galaktozy. Tak tez stezeniem eukru mozna regulowac
ekspresje wymienionyeh promotoréw. Sg one odpowiednie dla regulacji pro-
duktow fermentacji na duzag skale lub tez syntezy ludzkiego interferonu a.
Przeciwnie, promotor dehydrogenazy etanolowej 11 (65) jest nieaktywny przy
duzym stezeniu glukozy i bardzo aktywny przy jej niskim stezeniu.

Stwarza to optymalne warunki dla ekspresji obcyeh gendw i produkcji
biatek po zakonczeniu wzrostu komorkowego prjy niskim stezeniu cukru.
Jest to bardzo uzyteczny system dla syntezy i sekrecji ludzkiego hormonu
stymulujgeego wzrost naskérka, EGF (28). Inna mozliwos¢, to zastosowanie
systemu regulowanego zmianami temperatury do produkcji obcych biatek na
duzg skale. Wtedy to role gospodarza petnig komorki temperaturowrazliwego
mutanta, ktore w podwyzszonej temperaturze przypominajg komorki diploi-
dalne i w ktérych nie dochodzi do ekspresji a lub a speeyfieznych produktéw
genowyeh komorki (28). Rozwazajac problem ekspresji gendw w komorkaeh
drozdzy nalezy podkresli¢, ze komorki te z wyjatkiem Schizosaccharomyces
pombe, sa niezdolne do enzymatyeznej obrébki obeych genéw mozaikowych
(66,84).

3.1.2. Sekrecja obcych biatek

Z ekonomicznego punktu widzenia wazne jest aby produkt klonowanego
genu byt wydzielany z komérek na zewnatrz do srodowiska. Utatwia to izolacje

biotechnologia 1 (24) 94
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i oczyszczanie biatek oraz zapewnia wiekszg wydajnos¢ w procesie ciagtej
fermentacji. Mechanizm sekrecji biatek w komorkach drozdzy podobny jest
do mechanizmu wydzielania, jaki ma miejsce w komoérkach wyzszych orga-
nizméw eukariotycznych (67). Aby uzyska¢ dobrg sekrecje produktu klono-
wanego genu nalezy wprowadzi¢ do wektora odpowiednie sygnaty, tj, sekwen-
cje nukleotydéw pochodzace z gendéw kodujgcych egzoproteiny — biatka
drozdzowe wydzielane na zewngtrz komorki. Naleza do nich inwertaza, kwas-
na fosfataza lub feromon piciowy a (11,68). Doskonaty model genetyczno-bio-
chemiczny pozwalajacy lepiej zrozumie¢ mechanizm sekrecji biatek w komor-
kach drozdzy Saccharomyces cerevisiae opisat Schekman i wsp. (67). W po-
czatkowej fazie biatka wnikajg do endoptazmatycznego retikutum, gdzie do-
chodzi do wstepnego procesu glikozytacji. Okoto 9 produktéw genéw SEC
wymaganych jest do transportu biatek do aparatu Golgiego, gdzie ponownie
dochodzi do gtikozytacji. Kilka produktow genowych ufatwia upakowanie gli-
kotizowanych biatek do pecherzykéw sekrecyjnych, ktére sa nastepnie prze-
mieszczane do paczkujacej komorki, gdzie dochodzi do fuzji z btong komor-
kowa przy udziale co najmniej 10 innych produktéw genowych (67). Aparat
Golgiego odgrywa kluczowsg role w procesie sekrecji. Z niego bowiem proen-
zymy sg transportowane do wakuoli w celu proteolitycznej obrébki, a biatka
sekrecyjne sa pakowane do pecherzykéw sekrecyjnych (67). Sygnaty, ktore
decydujg o wyborze jednej z wymienionych mozliwosci nie sg jeszcze dobrze
poznane. Na bazie feromonu a Brake i wsp. (69) opracowali metode sekrecji
obcych biatek z komoérek drozdzy. Drozdze typu koniugacyjnego a produkuja
i wydzielaja na zewnatrz feromon a— peptyd zbudowany z 13 aminokwaséw
(70). Peptyd ten wiagze sie ze specyficznymi receptorami na powierzchni ko-
modrek przeciwnego typu koniugacyjnego a, powodujgc zahamowanie cyklu
komorkowego w fazie G1 (71). Jest to niezbedny warunek zlania sie komorek.
Odwrotnie, komorki tjrpu koniugacyjnego a wydzielajg zbudowany z 11 ami-
nokwasow feromon a, ktéry z kolei przytacza sie do komérek aw celu indukcji
procesu koniugacji (72). Feromon a jest syntetyzowany w postaci prekursora
biatkowego zbudowanego ze 165 aminokwaséw, wigcznie z sekwencjg tiderowa
85 aminokwaséw. Sekwencja tiderowg ma charakter dwudomenowy i wraz
z sekwencjg przerywnikowg a faktora zawiera sygnat konieczny do proteolity-
cznej modyfikacji biatka i jego wydzielania z komorki (70). System genetyczny
obejmujacy wektor z genem kodujacym obce biatko w potgczeniu z sekwencja
tiderowa feromonu a umozliwia sekrecje obcego produktu z komérek drozdzy.
Tak skonstruowany system genetyczny zostat z powodzeniem wykorzystany
do produkciji i sekrecji Kilku biatek pochodzenia ludzkiego w komérkach droz-
dzy. Do najwazniejszych nalezy zaliczy¢ (EGF) hormon stymulujacy wzrost
naskorka (69), hormon wzrostu (73), biatko aktywujace tkanke taczng (74),
interferon-a (75), interleukine-2 (76) i proinsuling (77). Aby osiagnac ekspresje
obcych genéw w komorkach drozdzy wprowadza sie do wektora tzw. system
kasetowy (28) zawierajgcy klonowany gen, odpowiedni promotor drozdzowy
i sekwencje konczace transkrypcje genu (rys. 2).
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3.2. Transformacja

Zabieg rekombinowania DNA in vitro nabiera sensu, wtedy gdy nowa kom-
binacje materiatu genetycznego mozna wprowadzi¢ do komoérek gospodarza,
a czesto dopiero, wowczas gdy uzyskamy ekspresje zrekombinowanych genow
w tych komdrkach. Jedna z pierwszych klasycznych metod transformacji ko-
mdrek drozdzy Saccharomyces cerevisiae polegata na dodaniu zrekombinowa-
nego wektora do zawiesiny uprzednio przygotowanych sferoplastow (21,22).
Ta metodg mozna byto uzyska¢ od 3000 do 50 000 transformantéw na ! |ig
DNA. Nastepnie uproszczono metode transformacji omijajac etap sferoptasty-
zacji dzieki zastosowaniu LiCl i glikolu polietylenowego w celu uzyskania
kompetentnych komérek drozdzy zdolnych do pobrania obcego DNA (24). Ta
ostatnia metoda jest obecnie powszechnie stosowana w laboratoriach na Swie-
cie, cho¢ wydajnos¢ transformacji jest znacznie nizsza niz w metodzie sfero-
plastéw. Wydajnos$¢ transformacji mozna rutynowo zwiekszy¢ nawet 100 razy
dodajgc jednoniciowy lub zdenaturowany wysokag temperaturg dwunicowy
DNA, petniacy role nosnika dla zrekombinowanego wektora (25). Stosunkowo
nowa, najtatwiejsza i najszybsza metoda transformacji nienaruszonych ko-
mérek drozdzy, to elektroporacja (impuls elektryczny 2,7 KV cm w czasie
15 milisekund); po*wala osiggna¢ wydajno$¢ nawet 10" transformantéw/lag
DNA (26).

4. Komorki drozdzy jako producenci obcych biatek

Zastosowanie inzynierii genetycznej drozdzy w biotechnologii zaowocowato
sukcesami, na co wskazuje liczba sklonowanych genéw i otrzymanych ta
droga na skale przemystowa biologicznie aktywnych substancji biatkowych
ssakoéw. Najbardziej zaawansowana od strony biotechnologicznej okazata sie
produkcja insuliny (77), hormonu wzrostu (73), hormonu stymulujgcego
wzrost naskérka (69), interferonéw (75), interleukiny-2 (76), tkankowego akty-
watora plazminogenu (74), szczepionki przeciw wirusowemu zapaleniu watro-
by (78) i inhibitora trypsyny (27). Na plan pierwszy wysuwajg sie szezepionki,
ktére moga by¢ produkowane w oparciu o wektory drozdzowe, a ktére nie
wymagajg potranslacyjnej modyfikacji biatka (27,28). Jedng z pierwszych wy-
produkowanych tg metodg szczepionek byt antygen powierzchniowy wirusa-B
odpowiedzialny za zapalenie watroby (28,78). Inne szczepionki to powierz-
chniowe antygeny wirusa opryszczki (79), wirusa kociej leukemii (80), Plas-
modium vivax — malarii (81). Wkrotce na rynek farmaceutyczny wejdzie
20 nowych szczepionek, byé moze wiacznie ze szczepionka przeciwko wiru-
sowi HfV (27,28). Na szczeg6lng uwage zastuguje masowa juz produkcja w ko-
moérkach drozdzy interferonéw a, (I, y, o dziataniu przeciwwirusowym i prze-
ciwnowotworowym (75,82). Ponadto, w drozdzach wytwarzany jest hormon
EGF, ktéry stymuluje wzrost naskorka zaréwno in vivo, jak i in vitro w ho-
dowlach tkankowych. Odgrywa on bardzo wazna role w okulistyce, w leczeniu
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poparzen i gojeniu ran po wypadkach i po operacjach (69,83). Stezenie wy-
mienionych produktow biatkowych w drozdzach stanowi 1 - 5% wszystkich
biatek komorki (27).

Biorgc pod uwage wiasciwosci drozdzy (tj. moztiwo$¢ syntezy obcych bia-
ek, ich potranslacyjnej modyfikacji i sekrecji z komorek) nalezy sadzic, ze
drozdze bedg nadat odgrywaé powazng role w zyciu cztowieka. Istnieje duze
prawdopodobienstwo, ze wkrdtce komorki drozdzy stanag sie doskonaty ,.fa-
bryka” produkujgcg w duzych iloSciach nowe, biologicznie aktywne, cenne
— z ekonomicznego punktu widzenia — polipeptydy.

Wiadomo, ze liczne biatka skiadajg sie z funkcjonalnie niezaleznych do-
men. Nastepna generacja enzyméw przemystowych i lekéw farmaceutycznych
bedzie obejmowac takie enzymy i takie domeny, ktoére odpowiednio zmodyfi-
kowane za pomoca mutagenezy in vitro bedg tworzy¢ catkowicie nowe pro-
dukty.

Ujemne cechy systemu drozdzowego to przede wszystkim rézny od innych
eukariontow wzorzec O-glikozytacji (84) i niska wydajnos$¢ ekspresji heterolo-
gicznych biatek w warunkach laboratoryjnych (27).

Przy okazji nalezy takze wspomnie¢ o innych gatunkach drozdzy takich
jak Hansenula polymorpha i Pichia pastoris, ktére moga byé w przysztosci
bardzo uzyteczne dla celéw biotechnologicznych. Jednak ich genetyka i fizjo-
logia jest obecnie jeszcze stosunkowo stabo poznana.

5. Rola drozdzy w rozwigzywaniu problemow
wspotczesnej biologii i medycyny

Do najwazniejszych osiggnie¢ medycyny molekularnej w ostatniej dekadzie
nalezy zaliczy¢ odkrycie kilku gendéw, ktérych produkty moga powodowaé
transformacje ludzkich komoérek normalnych w komorki nowotworowe. Sg to
przede wszystkim onkogeny RASI i RAS2 (85,86,87,88). Mutacja w genie
RAS2 powodujaca zmiane aminokwasu glicyny w waline w pozycji 19 poli-
peptydu powoduje raka pecherza moczowego u ludzi (89,90). Podobne onko-
geny typu RAS wyizolowano z genomu komorki drozdzowej (85,86). Zniszcze-
nie obu gendéw RAS prowadzi do Smierci komorek, a brak funkcji jednego
z nich powoduje zahamowanie wzrostu komérek w punkcie START fazy G1
cyklu komorkowego (86,87). Sugeruje to, ze funkcja produktéow onkogenow
RAS potrzebna jest do inicjacji nowej rundy cyklu komérkowego. Tym samym
onkogeny ssakdw, ktore dezorganizujg kontrole wzrostu komorek sg podobne
zaréwno funkcjonalnie, jak i strukturalnie do genéw drozdzowych. Mutacja
punktowa w genie drozdzowym RAS2 w pozycji Val™ powoduje interesujaca
zmiane fenotypu komorki drozdzowej. Jest to czterokrotny wzrost stezenia
cAMP, a w konsekwencji zahamowanie sporulacji (réznicowania si¢) komdérek
diploidalnych w warunkach gtodzenia (86,91). Oba geny RASI i RAS2 obok
genéw CDC35 i CDC25 biorg udziat w komérkowym metabolizmie cAMP (91).
Cykliczny AMP odgrywa kluczowa role w regulacji cyklu komérkowego drozdzy
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i wyzszych Eukaryota, kontrolujgc wybdr pomiedzy proliferacja, a réznicowa-
niem sie komdrek. Dziata on jako pozytywny efektor proliferacji w punkcie
START fazy G1 cyklu komoérkowego i odwrotnie, jako negatywny efektor ini-
cjacji mejozy i sporulacji, tj. réznicowania sie komorek. Stezenie wewnagtrz-
komorkowej puli cAMP jest najprawdopodobniej sygnatem, od ktérego zalezy
fosforylacja (za pomoca kinaz zaleznych od cAMP) pewnych biatek w kaska-
dowym przebiegu inicjacji proliferacji (86,87). Drozdze zawierajg w swoim ge-
nomie okoto 10 gendw uderzajgco podobnych pod wzgledem struktury i fun-
kcji do onkogenow ssakow odpowiedzialnych za procesy nowotworowe (86).
Okreslenie funkcji biologicznej tych genéw w komdérkach mutantéw drozdzy
pozwoli na giebsze zrozumienie biologii komorek ssakéw i przyczyni sie do
lepszego poznania mechanizméw odpowiedzialnych za procesy nowotworowe.

Aktualnie prowadzone badania regulacji i biosyntezy ergosterolu w komor-
kach drozdzy mogg w przysztosci przyczyni¢ sie do rozwigzania problemu
hiperchotesteremii w komérkach ssakéw. Synteza cholesterolu, ktory jest jed-
ng z przyczyn arterioskiterozy i w konsekwencji powoduje zawaty serca u ludzi
jest bardzo zblizona do syntezy ergosterolu w komérkach drozdzy (90). Gtow-
nym etapem biosyntezy obu zwigzkoéw jest etap przeksztatlcenia HMG-CoA
(3-hydroksy-3-methylglutaryt-Coenzyme A) do mewatonianu, katalizowany
przez HMG-CoA reduktaze. Synteza i aktywno$¢ tego enzymu jest kontrolo-
wana na poziomie transkrypcji, translacji i potranslacyjnej modyfikacji (90).
Cholesterol lub ergosterol w pewnym stezeniu dzialajg jako czesciowe repre-
sory transkrypcji strukturalnego genu HMG-CoA reduktazy, co w efekcie ob-
niza poziom enzymu, a w konsekwencji synteze obu zwigzkéw. Do catkowitego
zahamowania syntezy tego enzymu i cholesterolu na zasadzie sprzezenia
zwrotnego wymagany jest takze inny jeszcze nie znany produkt o charakterze
niesterolowym, najprawdopodobniej pochodna mewatonianu. Utrudnia to bar-
dzo powaznie leczenie schorzenia hipercholesteremii. Aktualnie w terapii sto-
suje sie lek lovastatin (mevinolin) inhibitor HMG-CoA reduktazy (90,92). In-
hibitor obnizajac aktywnos$¢ tego enzymu zmniejsza réwniez stezenie lub
akt3Twno$¢ nieznanego czynnika hamujgcego transkrypcje strukturalnego ge-
nu kodujacego enzym HMG-CoA reduktaze. W konsekwencji komdrka odbiera
dziatanie tego leku jako sygnat do wzmozonej syntezy cholesterolu pomimo
obnizenia samej aktywnos$ci HMG-CoA reduktazy (90). Nastepna generacja
lekéw powinna uwzgledni¢ obecno$¢é tego nieznanego inhibitora, wystepuja-
cego w komorkach ssakow, a takze byé moze i drozdzy. Nalezy podkresli¢
stosunkowo duzg homotogie genow strukturalnych kodujacych HMG-CoA re-
duktaze ssakow, muszki owocowej Drosophila melanogaster i w komoérkach
drozdzy (93,94). Obecnos¢ i ekspresja ludzkiego genu kodujacego HMG-CoA
reduktaze w komérkach drozdzy pozbawionych swojego genu pozwata na ich
normalne funkcjonowanie i wzrost (90). Tak zatem, funkcje obu gendéw sa
wymienne i podlegajg takiej samej kontroli ekspresji na poziomie transkrypcji
i translacji w komorkach ssakow i drozdzy.

Traktowanie komdrek drozdzy lekiem stosowanym w leczeniu ludzi powo-
duje podobne efekty, tj. obnizenie poziomu steroli w komérce, przy réwno-
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czesnym wzroscie aktywnosci reduktazy (90,92). Istnieje duze prawdopodo-
bienstwo, ze izolacja odpowiednich mutantéw drozdzowych defekt3rwnych pod
wzgledem aktywnos$ci HMG-CoA reduktazy pozwoli na identyfikacje i izolacje
nieznanego inhibitora transkrypcji genu kodujacego reduktaze, ktéry by¢ mo-
ze jest taki sam w komérkach drozdzy i ludzi. Ponadto, analiza innych mu-
tantow drozdzowych defektywnych pod wzgledem syntezy steroli, jak tez mo-
zliwos$¢ testowania komorek drozdzy potencjalnymi lekami przeciw hiperchole-
steremii, przyczyni sie do lepszego poznania mechanizmu regulacji i biosyn-
tezy steroli i cholesterolu w komoérkach drozdzy i ludzi. Wyniki tych badan
moga mie¢ podstawowe znaczenie praktyczne w terapii.

Innym bardzo interesujagcym przyktadem opisanym przez Thomas i wsp. (95)
jest badanie funkcji mézgu ssakdéw za pomocg enzyméw proteolitycznych wy-
stepujacych w komoérkach drozdzy. Pewne enzymy izolowane z komorek drozdzy
i mozgu sa funkcjonalnie wymienne tzn. sa zdolne zaréwno do eri2ymatycznej
obrobki prekursora POMC (propiomelanokortikotropin) na mniejsze neuropep-
tydy w moézgu, jak tez i obrdbki duzego prekursora biatkowego, z ktdrego jest
uwalniany feromon a w komdérkach drozdzy (96). Jeden z wielu genéw drozdzo-
wych kodujgcych enzymy wymagane do obrébki prekursora feromonu a tzw.
gen KEX 2, koduje enzym proteolityczny zdolny do fragmentacji prekursora
biatkowego POMC na mniejsze neuropeptydy w mézgu ludzi. Wiasciwa modyfi-
kacja POMC jest decydujaca dla wielu funkcji organizmu (97,98). Podobienstwo
i wirmienno$¢ funkcji enzymow proteolitycznych stwarza duze mozliwosci pra-
ktycznego dziatania. Sukcesem zakoriczyto sie klonowanie genu KEX2 w wekto-
rze wirusowym i infekcja zrekombinowanym wirusem linii myszy niezdolnych
do obrdbki proteolitycznej prekursora biatkowego POMC. Zgodnie z oczekiwa-
niem produkt klonowanego genu KEX2 znosit defekt funkcji mézgu myszy (95).
Z wymienionych przyktadéw wynika, ze drozdze moga petnié istotng role w roz-
wiazywaniu problemdw wspotczesnej biologii i medycyny. Nieograniczone wprost
mozliwosci poznawcze — i by¢ moze praktyczne — stworzy w XXI w. znajomos$¢
sekwencji genomu komorki drozdzowej i ludzkiej.

6. Podsumowanie

Drozdze Saccharomyces cereuisiae sg organizmami jednokomo6rkowymi,
eukariotycznymi naleza do grzybdw Ascomycetes. Mozna je uzna¢ za idealny
model badawczy i biotechnologiczny.

Metodami inzynierii genetycznej mozna zaprogramowaé¢ komorki drozdzy
w Kierunku syntezy nowych i wartosSciowych biatek, mozna ulepsza¢ stare
szczepy i konstruowacé nowe dla fermentacji przemystowej, zmieniajac szlaki
metaboliczne. Latwos¢ manipulowania genetycznego i molekularnego oraz réz-
norodnos¢ technik transformacji sprawia, ze drozdze sg szczegOlnie uzytecz-
nym obiektem petnigcym role gospodarza w molekularnym klonowaniu ob-
cych gendw z zastosowaniem przemystow3m. Drozdze moga takze petni¢ istot-
na role w rozwigzywaniu probleméw wspoétczesnej biologii i medycyny.
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The yeast Saccharomyces cerevisiae in science and biotechnology

Summary

The baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae is a unieellular eukaryotie organism veiy atraetive
for studies of fundamental proeesses in eellular and molecular biology. Yeast cells can be ge-
netically engineered toward synthesizing of new and valuable proteins and possibly used to
improve old strains or to develop new strains for industral fermentation through changes in
metabolic pathways. The variety of transformation techniques associated to the available indu-
strial technology for a large scale culture make yeast the host of choice for expression of foreign
proteins. Furthermore, yeast cells can be used to study current problems of importance to
human medicine and biology.
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