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1.Wstep

ynamiczny rozwoj technologii mikrobiologicznej syntezy, obserwowany

w ostatnich kilkudziesieciu latach, stat sie w duzej ezes$ci mozliwy dzieki

prowadzeniu w licznych laboratoriach ciggtych, intensywnych badan nad se
lekcjg i doskonaleniem drobnoustrojéw, wytwarzajacych okreslone bioprodu-
kty. Podstawowym (jak sie wydaje nieograniczenie zasobnym) zrédiem mikro-
organizmow przemystowych jest srodowisko naturalne. Przypuszcza sie, ze
do tej poiy z ogromu gatunkéw drobnoustrojéw bytujacych w przyrodzie wy-
izolowano i zbadano zaledwie jeden procent catkowitej ich puli. Niewatpliwie
wsérdd pozostatych, nie znanych dotychczas mikroorganizmow, jest wiele ta-
kich, ktére mogtyby stanowi¢ podstawe do opracowania nowych proceséw
biotechnotogicznyeh

Sposrdéd drobnoustrojéw izolowanych ze $Srodowisk naturalnych stosunko-
wo wiele uznawanych jest wstepnie jako ,,ewentualnie przydatne dla biotech-
nologii”. Jednakze, zanim zostang okreslone mianem ,szczepéw przemysto-
wych”, czyli gwarantujacych wysoka wydajnos¢ biosyntezy okreslonych pro-
duktéw, wymagane jest przeprowadzenie skomplikowanych, pracochtonnych
zabiegbw majacych na celu udoskonalenie ich cech technologicznych. Jednym
z wyjseiowych etapoéw skriningu drobnoustrojéw ,,ewentualnie przydatnych
dla biotechnologii” jest wstepne opraeowanie warunkéw biosyntezy, takieh
jak skiad podtoza fermentacyjnego, parametry hodowli i innych. Zasadniczym
jednak dziataniem w tym zakresie jest wywotywanie trwatyeh zmian genety-
cznych w komoérkach na drodze ich mutagenizacji z uzyciem odpowiednich
czynnikéw chemicznych lub fizycznych, albo stosujac metode rekombinacji
genetycznej. Wiekszos$¢ szczepow produkcyjnych, wykorzystywanych w Swiecie
do mikrobiologicznych syntez i transformacji uzyskano za pomoca pierwszej
z wymienionych metod (1-5). Nalezy zdawac sobie sprawe z tego, ze w procesie
doskonalenia drobnoustrojéw zabiegi mutagenizacji (czy rekombinacji gene-
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tycznej) to zaledwie jeden z etapOw bardzo pracochtonnej procedury selekcyj-
nej, okreslanej jako ,,skrining w celu udoskonalenia szczepéw” (ang. screening
for strain improvement) (5-7). Procedura ta obejmuje:

1) izolowanie, testowanie, a nastepnie wybOr szczepoéw do mutagenizacji,

2) wywotywanie genetycznych zmian w DNA komorek, np. z uzyciem czyn-
nikbw mutagennych,

3) selekcje i izolowanie z mutowanej populacji komoérek, wykazujgcych
pozadane cechy,

4) ocene wybranych monokultur w prébach fermentacyjnych.

Po dokonaniu wyboru wiasciwego do mutagenizacji szczepu uwaga ekspe-
rymentatora koncentrowaé sie musi na zastosowaniu odpowiednich warun-
kow mutagenizacji (doborze mutagenu, jego dawki i czasu ekspozycji), gwa-
rantujagcych uzyskanie mozliwie duzej liczby genetycznie zmodyfikowanych
komorek. Nastepne dwa etapy obejmujg okres zmudnych prac majacych na
celu wylonienie ze zmutowanej populacji kilku najcenniejszych wariantéw
sposrdd tysiacy komorek o niepozadanej charakterystyce. Prace te stanowié
maja uwienczenie wczesniejszych badan, a opracowanie warunkéw szybkiej
i trafnej selekcji materiatu po mutagenizacji nie jest fatwe. Czesto$¢ pojawia-
nia sie mutacji pozytywnych jest zwykie bardzo niska (rzedu 10""), a mutanty
korzystne sg przewaznie szczepami biotogicznie stabszymi. W wietu laborato-
riach na Swiecie dzieki wspotpracy mikrobiotogéw, biochemikéw, genetykdéw
oraz technotogéw opracowano wiete interesujagcych metod szybkiej setekcji
materiatu po mutagenizacji, pod katem rdznego typu syntez, transformacji
czy biodegradacji. W opracowaniu tym podejmujemy sie proby przedstawienia
najwazniejszych metod selekcji mutantéw.

2. Definicja, zasady i formy skriningu drobnoustrojéw

Termin ,,skrining” od Kilkunastu lat funkcjonuje w polskiej literaturze na-
ukowej z zakresu medycyny, epidemiologii, ekonomii czy biotechnologii.
W biotechnologii pojecie skriningu drobnoustrojow przemystowych definiowa-
ne jest jako kompleksowe postepowanie, obejmujgce zesp6t setektywnych za-
biegébw majacych na celu a) wykrycie i wyizolowanie sposrdd duzej liczby
drobnoustrojéw tylko tych, ktére sa celem badari oraz b) okres$lenie ich przy-
datnosci dla danego bioprocesu (8). Szczepy drobnoustrojéw przemystowych
sg poddawane zabiegom skriningu wiasciwie w sposéb ciggly: po raz pierwszy
— w fazie ich pozyskiwania ze srodowiska bytowania, nastepnie podczas za-
biegéw doskonatenia ich cech, i pézniej ponownie podczas wykorzystywania
szczepOw w konkretnych technologiach, gdzie zabieg ten stanowi podstawowa
procedure, umozliwiajgca okresowg kontrole jednorodnosci i metabolicznej
aktywnosci populacji.

Prace w zakresie poszukiwania skutecznych metod skriningu drobnoustro-
jow w fazie doskonalenia ich cech technologicznych rozpoczeto juz w latach
czterdziestych naszego stulecia, w ramach kompleksowego programu badaw-
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czego zleconego przez rzad Standw Zjednoczonych A P, a dotyczacego poszu-
kiwan drobnoustrojéw efektywnie produkujacych penicyline (9). Eksperymen-
ty objete programem badan, prowadzone réwnolegle w wielu niezaleznych
laboratoriach, polegaty na wykonywaniu rozsiewow ,,naturalnych” (nie muto-
wanych) populacji szczepéw Penicillium chrysogenum i izolowaniu wariantéw
0 zwiekszonej produktywnosci penicyliny. Po osiggnieciu wydajnosci, ograni-
czonej ramami naturalnej zmiennosci szczepdéw, kilkadziesigt wybranych se-
lektantow poddano wielokrotnej mutagenizacji promieniami UV lub X, ipery-
tem lub nitrozoguanidyng. W trzech gtownych liniach selekcyjnych wykorzy-
stywano mutanty réznigce sie morfologicznie (m.in. pozbawione pigmentu).
W ramach tych badan okreslono cechy wielu dziesigtkéw tysiecy klonow
w zréznicowanych warunkach rozsiewu na podtozach statych oraz w prébach
fermentacyjnych. Korncowy efekt tych zmagan byt znakomity (ponad tysigc-
krotne zwiekszenie wydajnosci), cho¢ wzrost produktywnosci obserwowany
w kolejnych etapach doskonalenia szczepéw nie przekraczat j*wykle 10-15%.
Obserwacje poczynione podczas realizacji tego programu stanowity podstawe
do opracowania technologii produkcji innych antybiotykéw. Wykorzystano je
rowniez w przygotowaniach technologii produkcji enzymow, kwaséw organi-
cznych, aminokwaséw, witamin, polisachaiydéw, giberelin, nukleotyddw.
Gtowne wnioski wynikajace z prac zwigzanych z realizacjg tego programu,
zebrane w pracy Elandera (9), sa nastepujace;

1. Znakomita wiekszo$¢ wariantéw uzyskiwanych w wyniku dziatania mu-
tagenow wykazuje zwykle nizszg zdolno$¢ do biosyntezy antybiotyku w po-
rownaniu z populacjg wyjsciowa. Ze wzgledu na niski udziat wariantéw po-
zytywnych w zmutowanej populacji, konieczne jest opracowanie efektywnych
metod selekcji mutantdéw, a oznaczenia aktywnosci izolatbw musza by¢ pro-
wadzone bardzo precyzyjnie.

2. Efekty mutagenizacji zalezg w duzym stopniu od uzytej dawki mutagenu.
Warianty o zwiekszonej produktywnosci danego metabolitu sg zwykle izolowane
z populacji traktowanych srednimi dawkami czynnikéw mutagennych. Wyzsze
stezenia mutagenu sprzyjajg powstawaniu mutantdw wyraznie réznigcych sie
od szczepu wyjsciowego, np. gromadzacych inne metabolity.

3. Warianty o podwyzszonej produktywnosci antybiotyku wykazuja zwykle
morfologie szczepu wyjsciowego. Mutanty o zmienionej morfologii moga okazac
sie lepszymi producentami antybiotyku w zmienionych warunkach hodowli.

4. W przypadku poszukiwania mutantdw gromadzacych dany metabolit
w podwyzszonych ilosciach, powinno sie poddawaé skriningowi mniejszg li-
czbe wariantéw w szerszej gamie zroznicowanych warunkow.

5. Szczegollnie precyzyjnej oceny aktywnos$ci wymagajg warianty podda-
wane wielokrotnym zabiegom mutagenizacji, dla ktérych przyrosty wydajnosci
biosyntezy antybiotyku po kolejnych zabiegach nie przekraczajg 10-15%, tj.
sg poréwnywalne z efektami naturalnej selekcji.

6. Stabilnos¢ wyselekcjonowanych mutantdw moze sie wyraznie rézni¢ od
stabilnosci szczepu wyjsciowego. Niekiedy trzeba opracowac inne, indywidu-
alnie dobrane warunki przechowywania tych kultur.
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7. Szczepy uznane w laboratoriaeh za bardzo dobre niekonieeznie uzy-
skujg podobng oeene w warunkach przemystowych. O ich przydatnosci roz-
strzygajg diugotrwate i wnikliwe badania w skati pilotowe;.

Wida¢ zatem, ze powodzenie w pracaeh nad doskonaleniem eeeh drob-
noustrojow za pomocg metod mutagenizaeji to nie tylko dobo6r warunkow
wykon3Twania tego zabiegu, ale i zastosowanie odpowiednieh metod selekcji
materiatlu po mutagenizaeji. Przez wiele lat klasyfikacje monokultur otrzymy-
wanych po mutagenizaeji prowadzono stosujac metode rozsiewéw na phytki
zawierajace typowe podtoza wzrostowe. Selekejonowanie materiatu po muta-
genizaeji w tych warunkach miato charakter skriningu losowego (ang. random
screening]. Préby takie poréwnaé¢ mozna z ,,poszukiwaniem igly w stogu sia-
na”. W miare postepu badarn nad drogami biosyntezy poszezegdlnyeh meta-
bolitéw i meehanizmami regulujaeymi te przemiany, zwiekszajg sie mozliwosei
opraeowania bardziej efekt}rwnyeh metod skriningu populacji. Metody te okre-
Slane sg przez Elandera (6) terminem — racjonalny skrining (ang. rational
screening). Polegajg one na prowadzeniu rozsiewow populaeji w tak dobranyeh
warunkaeh, aby preferowane byly wzrost i ujawnianie sie eech mutantow
korzystnyeh, a mozliwosei wzrostu klonéw niepozadanyeh byty ograniezone.

3. Skrining losowy

Skrining losowy to metoda badan populaeji w warunkaeh typowych dla
jej wzrostu i biosyntezy okreslonego metabolitu. Stosowany jest w przypad-
kach braku odpowiednich kryteriéw, na podstawie ktdéiyeh mozna by w prosty
spos6b, np. opierajae sie na obserwaejach morfologii koloni wyréznié¢ sposrod
otrzymywanych monokultur, warianty pozytywne. Typowym przykiadem tej
formy skriningu jest rozsiew badanej populaeji na state podtoze, izolowanie
wybieranych losowo, nie réznigeych sie morfologicznie kolonii i sprawdzanie
ich aktywnosci w prébach fermentacyjnych. Lx)sowy wyboér kolonii do dalszych
badan niesie ze sobg wysokie prawdopodobienstwo ,,zgubienia” pozytywnyeh
wariantéw. Poniewaz zwykle dazy sie, aby liezba testowanyeh monokultur
byta jak najwieksza, zabiegi te stajg sie bardzo pracoehtonne i zmudne, a przy
braku szczeseia — nieefektywne.

Niekiedy istnieje mozliwos¢ pewnego usprawnienia tych badan, dzieki za-
stosowaniu odpowiednich substratow lub wskaznikéw w podiozu testowym,
powodujacych pojawianie sie wokdét kolonii barwnych stref, wskazujaeych na
wystepowanie okreslonej aktywnosei metabolicznej poszezeg6lnyeh monokul-
tur. Przykladowo, dodatek do podioza takieh substratow, jak skrobia, czy
kazeina umozliwia obserwacje jasniejszych stref wokét kolonii produkujaeych
odpowiednio a-amylaze, badz proteinazy (10,11). Na uzytek badan skrinin-
gowych produkowanych jest wiele chemieznie modyfikowanyeh, barwnyeh
substratéw, takieh jak: starch-azure, blue-dextran, blue-cellulose, itp.

Oeene monokultur badanyeh w ramach skriningu losowego mozna utatwic,
wprowadzajac do podtoza selekcyjnego okreslone wskazniki. Do selekcji szcze-
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pow produkujgcych kwasy organiczne stosuje sie podtoza z dodatkiem biekitu
bromofenolowego tub ezerwieni obojetnej (12). Setekeje drobnoustrojow wy-
dzielajgcyeh enzymy amylotityezne prowadzi sie zraszajge ptytki z koloniami
wyrostymi na podtozu skrobiowym roztworem jodu (10,11). Identyfikacje drob-
noustrojow produkujgcych antybiotyki mozna przeprowadza¢ na ptytkach, na
ktére opréez badanej populaeji wysiewa sie kulture wrazliwg na okreslony
antybiotyk (9). Prowadzenie pomiaréw Srednie stref wydzielania bioproduktu
wokot kolonii badanych populacji jest uzyteezne tylko w poezatkowyeh sta-
diaeh doskonalenia drobnoustrojow. Zalezno$¢ miedzy Sredniea strefy i odpo-
wiadajgeg jej aktiTwnoseia metaboliezng jest funkeja malejgea wyktadniczo.
Podczas doskonalenia populacji wykazujgcej wysoka aktywnos¢ wyjseiowa,
doktadnos¢ pomiaru jest bardzo niska, bowiem ewentualne réznice Srednie
stref wokot kolonii sg czesto niezauwazalne.

Oeene monokultur utatwi¢ moze réwniez zastosowanie podiozy limituja-
eych wzrost, dodawanie do nieb substaneji degradujgcych wydzielany pro-
dukt, skraeanie czasu inkubacji, itp. (5).

Znaczny btad pomiaréw wielkosci stref mogg powodowaé réznice w mor-
fologii kolonii. Wielko$¢ stref wokdt matyeh, zwartych kolonii jest zwykle za-
nizona w stosunku do wykazywanej przez nie aktywnosei. Kolonie rozlegte,
pelzajaee po powierzehni pozywki, daja zwykle strefy wieksze, niz by to wy-
nikato z ich aktywnosci. Bali i McGonagle (13) proponujg dla unikniecia tego
bledu obliczanie wskaznika aktywnos$ei (ang. potency inde”, wyrazonego sto-
sunkiem $redniey strefy do srednicy kolonii. Dokladniejszymi, ehoC bardziej
pracochtonnymi sposobami badania populacji, sa metody oparte na elueji
z pozywki okalajaeej kolonie wydzielanyeh przez nig metabolitow. Poddanie
eluatu, np. analizie ehromatografieznej umozliwia przeprowadzenie analizy
iloseiowej i jakoseiowej wydzielanyeh produktow (14).

Preeyzyjniejszg formg skriningu losowego populaeji drobnoustrojoéw jest
okreslenie aktywnosei poszezegélnyeh monokultur w warunkaeh hodowli
wgtebnej. Hodowle te prowadzi sie najezeSeiej na wytrzasarkach, stosujac
kolby stozkowe o pojemnosci 100-500 ml. Podstawowsg zaleta tej formy skri-
ningu jest duza doktadnosé, jak réwniez mozliwo$¢ wstepnego doboru podtoza
i intensywnosei natleniania, ezyli gtbwnych parametréw pomoenych w powie-
kszaniu skali proeesu biosyntezy. Do najbardziej zmudnych i pracochtonnych
nalezy nastepny etap selekeji — oeena i klas}fikacja szezepéw na podstawie
ich aktywnosci w obecnosci réznych zrodet wegla, azotu, fosforu, prekursorow
biosyntezy, itp. Liezba préb kierowanyeh jednoezesnie do badan jest czesto
ograniczona mozliwosciami technicznymi w laboratorium.

W sytuacjach, gdy ulepszone warianty uzyskuje sie z niska czestotliwoseia
i metody badania aktywnosei klonéw sg mato dokladne, zaleeane jest prowa-
dzenie tzw. wieloetapowego skriningu (ang. multi-leuel screening) (15,16). Przy-
ktadem jego stosowania sg praee Calama (15) i Daviesa (16) majgce na eelu
uzyskanie szezepéw Penicillium o zwiekszonej aktywnosei antybiotykotworezej.
Skrining wieloetapowy polega na wykonywaniu serii selekeji, przy czym do
kolejnych zabiegéw kierowana jest stosunkowo duza liezba izolatéw wybieranych
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w poprzednich etapach badan. Poszczegolne etapy skriningu majg na celu eli-
minowanie najstabszych monokultur, a nie wybér najlepszych wariantéw. Nie-
kiedy stopien ulepszenia szczepu uzyskiwany w wyniku mutagenizacji jest
mniejszy od btedu, jakim obarczone jest badanie. W takich przepadkach poleca
sie prowadzenie tzw. ,,szybkich powtoérek” (ang. rapid recycling), ktdre polegaja
na wielokrotnym powtarzaniu zabiegu mutagenizacji i selekcji (15-18). Przy-
ktadowe postepowanie przy stosowaniu tej metody moze obejmowaé kolejno:
mutagenizacje, wstepng selekcje, ponowng mutagenizacje mieszaniny uzyska-
nej ze wstepnie wyselekcjonowanych klonéw oraz wieloetapowy skrining.

4. Racjonalny skrining

Dzieki postepowi wiedzy z zakresu genetyki i fizjologii drobnoustrojéw,
a takze wskutek lepszego poznania szlakéw biosyntezy okreslonych produ-
ktéw i mechanizmdéw regulacji metabolizmu, mozliwe stato sie opracowanie
bardzo efektywnych, racjonalnych metod skriningu szczepéw. Duze znaczenie
dla rozwoju tych metod ma dokonujacy sie réwnolegle postep w dziedzinie
technik badawczych, umozliwiajagcych szybka analize jakosciowa i ilosciowa
wydzielanych bioproduktéw, miniaturyzacje i automatyzacje oznaczen oraz
wykorzystanie sterowania za pomoca mikroprocesorow.

Procedura ,,racjonalnego skriningu” polega na podobnym postepowaniu,
jak w przypadku skriningu losowego, z tym, ze racjonalna jego forma pro-
wadzona jest w warunkach, ktére ograniczaja wzrost niepozadanych kultur
lub limitujg ujawnianie sie niekorzystnych cech, a tym samym utatwiajg se-
lekcje monokultur najcenniejszych. Elander (6), w opracowaniu z 1979 r.
sklasyfikowat najwazniejsze z publikowanych dotad metod racjonalnego skri-
ningu w dwoéch gmpach metod: bezposrednich i posrednich.

4.1. Metody bezposrednie racjonalnego skriningu

Bezposrednie metody racjonalnego skriningu opierajg sie na okresleniu
zasadniczego parametru decydujacego o powodzeniu skriningu — czyli pro-
duktywnosci szczepéw. W tym przypadku jednak warunki do$wiadczenia do-
biera sie tak, by produktywnos$¢ ta byla w pewnym stopniu ograniczana,
dajac szanse tatwiejszego wykrycia klonéw superproducentéw. Wydaje sie, ze
jedng z najkorzystniejszych metod prowadzenia tej formy skriningu sa ho-
dowle w warunkach chemostatu, w poditozach zawierajacych, np. substrat
biosyntezy w stezeniu limitujagcymi wydzielanie produktu lub z dodatkiem in-
nych substancji, determinujacych proces biosyntezy (19). Ta forma skriningu
moze by¢ rowniez wykorzystana podczas poszukiwan szczepow wykorzystu-
jacych tanisze, mniej oczyszczone, odpadowe surowce.

Szczegblnym przykladem bezposrednich metod racjonalnego skriningu jest
selekcja, majgca na celu poszukiwanie rewertantbw mutantbw o znacznie
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ograniczonej produktywnosci. Skrining ten odbywa sie w dwdéch etapach. Etap
pierwszy polega na identyfikacji i izolowaniu z populacji poddanej mutageni-
zacji jak najwiekszej liczby klonéw o znacznie zredukowanej zdolnosci do
produkcji danego metabolitu. W drugim etapie te ,,nie produkujgce” komorki
poddaje sie powtdrnej mutagenizacji. Postepowanie to stwarza szanse uzy-
skania rewertantow dwukrotnie zmutowanych w genach bezposrednio zwia-
zanych z tworzeniem produktu. Pierwsza mutacja uszkadza drogi biosyntezy:
druga, ttumiac efekt pierwszej, spowodowaé moze znaczny wzrost produktyw-
nosci szczepu. Z powodzeniem technike te zastosowali Dulaney i Dulaney
(20) oraz Unowsky i Hoppe (21) uzyskujac rewertanty Streptomyces wydajnie
produkujace antybiotyki.

4.2. Metody posrednie racjonalnego skriningu

Czesto ogniwem posrednim racjonalnego skriningu jest selekcja szczepow
w warunkach majacych na celu wykrycie innych (poza produktywnoscig) cech
wplywajacych w sposéb zasadniczy na wydajnos$¢ biosyntezy okreslonego pro-
duktu. Zabiegi te prowadzi sie czesto w warunkach letalnych dla niepozada-
nych kultur, co wzbogaca populacje w mutanty o pozytywnych cechach. Me-
tody posrednie racjonalnego skriningu obarczone sg czesto duzym btedem,
dlatego tez wykorzystuje sie je najczesciej do wstepnej selekcji materiatu po
mutagenizacji, a wlasciwg ocene wybranych klondéw prowadzi sie poprzez okre-
Slenie poziomu produktywnosci, najczesciej w warunkach hodowli wgtebne;j.
Posrednie formy racjonalnego skriningu mogg polegac¢ na:

detekcji i (lub) rewersji auksotrofii,

poszukiwaniu mutantéw konstytutywnych,

obnizeniu stopnia inhibicji produktem korcowym,

obnizeniu poziomu katabolicznej represiji,

zwiegkszeniu opornosci w stosunku do toksycznych analogoéw intermedia-

téw metabolizmu,

wzroscie aktywnosci detoksykacyjnej,

obnizeniu wrazliwosci w stosunku do wybranych skitadnikdéw poz)rwek

lub prekursoréw,

selekcji mutantow o korzystnej morfologii,

selekcji mutantéw o zwiekszonej przepuszczalnosci Sciany komérkowej.

4.2.1. Detekcja i rewersja auksotrofii

Czesto w badaniach skriningowych populacji szczegdélng uwage zwraca sie
na mutanty auksotroficzne. Auksotroficzne mutacje w centralnym szlaku me-
tabolicznym mogg dostarcza¢ prekursorow dla interesujgcych syntez, zaréwno
metabolitéw pierwszo-, jak i drugorzedowych.

Do syntezy waznych z przemystowego punktu widzenia aminokwaséw,
m.in. lizyny, kwasu glutaminowego czy argininy, wykorzystywane sg gtownie
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homoserynozalezne mutanty Corynebacterium glutamicum i Brevibacteriumjla-
vum (22). Skrining mutantéw Bacillus subtilis, wymagajacych do wzrostu AMP
i GMP pozwolit na uzyskanie szczepow efektywnie gromadzacych nukleotydy
puiynowe (23).

Wplyw mutacji auksotroficznych na produkcje drugorzedowych metabo-
litbw czesto jest trudny do jednoznacznego wyjasnienia. Zaobserwowano, ze
takie mutacje powodujg czesciej obnizenie wydajnosci biosyntezy tych zwigz-
kéw, niz jej podwyzszenie. Przyczyna tej prawidtowosci moga by¢ zakidcenia
w syntezie prekursoréw drugorzedowych metabolitdw. Ograniczenie syntezy
aktynomycyny u auksotroficznych mutantéw Streptomyces antybioticus, ba-
danych przez Potsineti i wsp6t. (24), uzasadniane byto blokadag syntezy jej
prekursoréw — izoteucyny, watiny, treoniny. Wieksza tego typu wspoétzalez-
no$s¢ ma miejsce w przypadku szczepow Penicillium chrysogenum, wydziela-
jacych zaréwno lizyne, jak i penicyline. Wspdlnym metabolitem pos$rednim
w tych syntezach jest L-aminoadypinian. Auksotrofy lizynowe uznawane sg
aktualnie jako potencjalne zrédio dobrych producentow penicyliny. Wyniki
badan nad tego typu mutantami opisane sg m.in. w pracy Luengo i wspot.
(25).

Trudna do wyjasnienia jest rowniez wspo6tzaleznos¢ zmian produktywnosci
drugorzedowych metabolitdw przez auksotroficzne mutanty z ich wymagania-
mi pokarmowymi, szczegdllnie w odniesieniu do substancji nie zwigzanych
z syntezg tych metabolitéw lub ich prekursoréw. Przyjmuje sie, ze te powia-
zania wynikajg z istnienia mechanizmoéw regulacji miedzy réznymi drogami
metabolicznymi (ang. cross-pathway regulation), lub wystepowania dodatko-
wej mutacji ”wigzanej z tg auksotrofig (26).

W badaniach nad doskonaleniem drobnoustrojéw auksotrofia wykorzysty-
wana jest réwniez jako tatwy do wykrycia wskaznik zaistnienia mutacji. Te-
chnika ta moze by¢ uzyteczna, np. podczas mutagenizacji bakterii N-metylo-
N’-nitro-N-nitrozoguanidyna, gdzie w rejonie widetek replikacyjnych moze wy-
stepowaé grupa mutacji (27). Detekcja auksotrofii w potaczeniu z mapowa-
niem wybranej grupy gendw zwigzanych z dang biosynteza moze doprowadzié
do wykrycia cennych mutantow.

Skrining w kierunku wykrycia auksotrofii moze réwniez prowadzi¢ do wy-
eliminowania niepozadanych odgatezien szlakéw metabolicznych oraz mecha-
nizméw represji i hamowania podstawowych reakcji szlaku biosyntezy na
zasadzie sprzezenia zwrotnego.

Selekcja w kierunku rewersji auksotrofii moze doprowadzi¢ do wyizolowa-
nia szczepow superproducentdw okreslonych drugorzedowych metabolitow.
Rewersji auksotrofii towarzyszy¢ bowiem moze np. podwojenie czesci chro-
mosomu, czyli zwiekvSzenie ,,dawki genu” odpowiedzialnego za produkcje da-
nego metabolitu (28). Przykiadem sukcesu tej formy skriningu moga by¢ ba-
dania Polsinelli i wsp6t. (24) nad rewertantami izoleucynozaleznych mutantéw
Streptomyces antybioticus produkujacych ze zwiekszong wydajnoscig aktyno-
mycyne, w poréwnaniu nie tylko z auksotroficzng formg szczepu, ale i ze
szczepem rodzicielskim.

biotechnologia 3 (30) '95
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4.2.2. Selekcja mutantéw konstytutywnych

Terminem ,,mutanty konstytutywne” okreslane sg szezepy, u ktérych muta-
genizacja wywotata niezalezng od obecnosci induktora badz represora eks-
presje gendw zwigzanych z biosynteza wybranych enzyméw. Demain (29) po-
leca nastepujace metody selekcji tego typu mutantow:

1. lzolacja w wamnkach hodowli ciggtej — chemostatu, gdzie substratem
limitujgcym jest induktor syntezy enzymu, uzyty w stezeniu nizszym od tego,
jakie jest w}rmagane dla indukcji biosyntezy.

2. Przemienne przesiewy populacji na podtoza z dodatkiem i bez dodatku
induktora.

3. Stosowanie substratu, ktory jest stab3nn induktorem produkcji okre-
Slonego biatka.

4. Selekcja mutantéw w pozywce zawierajacej zaréwno induktor syntezy
jak i represor tej indukcji.

5. Wykorzystanie reakcji barwnych dla identyfikacji konstytutywnych mu-
tantéw sposréd kolonii wyrostych na statym podtozu, zawierajacym pokrewny
substrat, nie bedacy induktorem syntezy enzymu.

Technike opisang w punkcie pigtym wykorzystat Demain (29) do selekcji
konstytutywnych mutantow produkujgcych p-galaktozydaze, rozsiewajac po-
pulacje na podtozu z glicerolem i zraszajac kolonie roztworem o-orlonitro-
fenylo-P-D-galaktozydu. Kolonie konstytutywnych mutantéw degradujace
substrat przyjmujg z6ke zabarwienie uwalnianego w reakcji o-nitrofenolu.

4.2.3. Selekcja mutantéw w kierunku obnizenia stopnia inhibicji
produktem koricowym

Zastosowanie tej formy skriningu wykorzystujgcej obecnos$¢ produktu (lub
jego analogu) w pozywce selekcyjnej w odpowiednio wysokim stezeniu jest
uzyteczne przede wszystkim w poczatkowych etapach prac nad doskonale-
niem drobnoustrojéw produkcyjnych, tj. przed rozpoczeciem zasadniczych
dziatan skierowanych ku zwiekszeniu ich produktywnosci. Szczegdlnie wazne,
jak sie wydaje, jest nabycie zwiekszonej opornosci w stosunku do takich
produktéow, jak np. antybiotyki, ktérych obecnos¢ w poditozu w tropofazie
moze wplywaé negatywnie na wzrost drobnoustroju, by nastepnie w idiofazie
ogranicza¢ synteze produktu. Rola i efekty tej formy skriningu dla drobnou-
strojéw wydzielajagcych nystatyne, streptomycyne i rystomycyne opisane sg
odpowiednio w pracach Dolezilovej (30), Woodruffa (31) oraz Treniny i Trut-
nevej (32). Pozyt}wny efekt przynies¢ moze réwniez selekcja w kierunku pod-
wyzszenia opornosci w stosunku do prekursoréw metabolitéw drugorzedo-
wych. Polya i Nyiri (33) uzyskali szczepy Penicilliwn chrysogenum produkujgce
zwiekszone ilosci penicyliny, dzieki nabyciu przez nie podwyzszonej opornosci
w stosunku do lewasu fenylooctowego.
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4.2.4. Selekcja w kierunku ograniczenia wptywu represji katabolicznej

Celem tego typu selekcji jest wyizolowanie mutantéw zachowujgcych zdol-
nos$¢ do syntezy danego enzymu mimo obecnosci w podtozu tatwo przyswa-
jalnego zrédia wegta, czyli w warunkach sprzyjajacych przede wszystkim szyb-
kiemu i obfitemu wzrostowi szczepu. Jedna z najczesciej stosowanych metod
selekcji tego typu mutantdéw jest hodowla populacji na poditozach zawieraja-
cych fatwo przyswajalne zrodto wegta w duzych stezeniach oraz substrat dia
danego enzymu. W tych warunkach Sikyta i wspét. (19) izotowali mutanty
E. coli oporne na kataboliczng represje, produkujace deaminaze seiynowa.
Skrining prowadzono w warunkach chemostatu, z uzyciem glukozy jako
zrédia wegla i D-seryny, jako limitujgcego substratu azotowego.

Efekty selekcji szczepdéw rodzaju Bacillus prowadzonych pod katem zwie-
kszenia ich aktywnosci amylazotworczej, polegajgcych na rozsiewie populacji
na podtoza z glukozg lub deoksyglukoza przedstawione sg w pracach Saito
i Yamamoto (34), Galasa i wspét. (35), Fiedurka i wspot. (36), Hodgsona (37)
i Gosha (38).

4.2.6. Selekcja mutantéw opornych w stosunku do toksycznych
analogéw metabolitow posrednich

Technika setekcji mutantéw opornych w stosunku do toksycznych anato-
gow metabotitow posrednich ma na celu utatwienie wyizolowania mutantow
regulatorowych, u ktérych zaktécony tub wyeliminowany zostat system kon-
troli metaboticznej na zasadzie sprzezenia zwrotnego. Chodzi o uzyskanie
szczepOw nie rozpoznajgcych konkretnych inhibitorow przemian i wykazuja-
cych tym samym stalg derepresje syntezy enzyméw danego sziaku. Cel ten
moze by¢ osiagniety przez prowadzenie skriningu mutantéw w obecnosci to-
ksycznych analogéw odpowiednich, np. aminokwaséw czy nukleotydéw (pet-
nigcych role tych inhibitoréw). Nabycie trwatej opornosci w stosunku do tych
analogéw moze stac¢ sie genetyczng przyczyng nadprodukcji okreslonych me-
tabolitéw pierwszorzedowych, np. aminokwaséw, poniewaz zniesienie systemu
regulacji pocigga za soba podwyzszenie ilosci lub katalitycznej aktywnosci
odpowiednich enzyméw. Wedtug danych zawartych w pracy Stanbury i Whi-
takera (39) uzyskanie tg droga cennych mutantéw bedzie skutkiem:

 po pierwsze — wyizolowania mutantdw zachowujacych zdolno$¢ do

wzrostu, mimo obecnosci toksycznego analogu, co oznacza¢ moze sy-
tuacje, w ktérej analog ten nie byt bezposrednio wiaczany do szlaku
metabolicznego, a jedynie nasladowat funkcje regutatora metabotizmu;

* po dr'ugie — spetnienia warunku, ze nabyta oporno$¢ w stosunku do

analogu i zwigzane z nig zwiekszenie aktywnosci en”*yméw, zachowane
zostang réwniez w stosunku do substancji podstawowej;

* po trzecie — faktu, ze wzrost drobnoustrojéw w obecnosci toksycznego

analogu nie wynikat z nabycia przez szczep zdotnosci do jego degradacji.
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W literaturze podawane sg liezne przykiady uzyskania tg droga eennyeh
mutantéw regulatorowych, wydzielajacych zwiekszone ilosci aminokwaséw.
Wsrdéd najwazniejszych wymieni¢ nalezy prace Sano i Shiio (40), dotyczace
mutantéw Brevihacterium Jlavum produkujacych lizyne oraz prace Kubota
(41), odnosnie do izolacji mutantbw gromadzacych arginine.

Technika izolowania mutantéw regulatorowych, nie rozpoznajacych inhi-
bitorow okreslonych przemian moze by¢ réwniez zaadaptowana w poszuki-
waniach mutantdbw — superproducentéw metabolitéw drugorzedowych.
Problem ten oméwiono wnikliwie w pracy Stanbuiy i Whitakera (39). Autorzy
podaja, ze uzyskanie wydajnych producentéw metabolitdw drugorzedowych
moze by¢ skutkiem, miedzy innymi:

a) w}irwotania opornosci w stosunku do analogu metabolitu pierwszorzedo-
wego, bedgcego jednoczesnie prekursorem metabolitu drugorzedowego,

b) zniesienia regulacji syntezy na zasadzie sprzezenia zwrotnego przez me-
tabolit wtorny.

llustracja pozytywnej selekcji mutantéw opisanych w punkcie a) moga by¢
prace prowadzone przez Martina i wspot. (42), Godfrea (43), Changa i Elan-
dera (44).

Badania prowadzone przez Martina i wspét. (42) doprowadzity do wyizo-
lowania mutantéw produkujacych zwiekszone ilosci kandycydyny. U mutan-
tow tych dzieki selekcji w obecnosci analogu tryptofanu zniesiona zostata
kontrota biosyntezy antybiotyku przez tiyptofan. Wyizolowane przez Godfrey’a
(43) w obecnosci analogu waliny — trifluoroleucyny mutanty Streptomyces
lipmanii produkowaty zwiekszone itosci cefamycyny. Zwiekszong produkcje
cefatlosporyny wykazywaty mutanty Acremonium chrysogenum, u ktorych
w wyniku selekcji w obecnosci analogu metioniny zniesiono stymulujacy
wplyw tego aminokwasu na biosynteze antybiotyku (44).

Mechanizm opisany w punkcie b) dotyczy przypadku, gdy gromadzony
w podtozu drugorzedowy metabotit sam ogranicza wiasng synteze, pozostajac
bez wiekszego wptywu na wzrost i metabotizm komérki w szerokim tego stowa
znaczeniu. Efekty selekcji w obecnosci analogéw antybiotykéw prowadzone
pod katem zwiekszenia wydajnosci biosyntezy takich antybiotykow jak: kan-
dycydycyna lub penicylina opisane sg w pracach Liu (45) i Gordee i Day (46).

4.2.6. Selekcja mutantow o wiasciwosciach detoksykacyjnych

Skrining populacji pod katem selekcji mutantow wykazujgcych podwyzszo-
ng zdolno$¢ do neutralizacji zwigzkéw toksycznych dla wzrostu jest jedng
z czesciej stosowanych form posredniego, racjonalnego skriningu. Mechani-
zmy nabywania przez szczepy podwyzszonej aktywnosci detoksykacyjnej i po-
wigzanie tej cechy z okreslong produktywnoscig sg rézne w zaleznosci od
szczepu i typu biosyntezy. Skrining polega na wprowadzeniu do pozywki se-
lekcyjnej okreslonej substancji toksycznej w stezeniu najmniejszym — ha-
mujacym wzrost, a nastepnie izolowanie klonoéw wykazujacych wzrost, mimo
jej obecnosci. Na tego typu podtozach mozna wietokrotnie powtarzac rozsiewy.
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zwiekszajac stezenia substancji toksycznych. Ta forma skriningu sprawdzita
sie w doskonaleniu szczepéw produkujacych antybiotyki p-laktamowe (47).
Skrining polegat na izolowaniu klonéw o podwyzszonej tolerancji na obecnosé
hydroksyloaminy, imidazolu lub metali ciezkich.

Stosujac te technike uzyskano réwniez znaczny postep w doskonaleniu
szczepOw rodzaju Bacillus o wysokiej aktywnos$ci amylazotwérczej (48,49).
Skrining polegat na izolowaniu klonéw charakteryzujacych sie zwiekszong
opornoscig w stosunku do wybranych antybiotykéw: tunikamycyny, ampicy-
liny, streptomycyny i cykloseryny. Sasaki i wspé6t. (48) w wyniku mutageni-
zacji szczepu Bacillus subtilis NA 64 nitrozoguanidyng i selekcji w pozywce
z tunikamycyng uzyskali mutanta, produkujgcego a-amylaze z wydajnoscia
pieciokrotnie wyzsza w poréwnaniu ze szczepem wyjsciowym. Mutagenizacja
Bacillus licheniformis nitrozoguanidyng i selekcja w poz}twkach z tunikamy-
cyna, cykloseryng lub ampicyling doprowadzity do wyizolowania przez Galasa
i wspét. (49) mutantéw, produkujacych a-amylaze z wydajnoscig ponad dwu-
krotnie wyzszg w stosunku do szczepu wyjsciowego. Wspotzaleznos¢ miedzy
aktywnoscig amylgzotworczg, a ich zwiekszong opornoscig w stosunku do
wybranych antybiotykéw wykazano réwniez w pracach Yoneda (50) i Hito-
tsuyanagi i wspét. (51).

4.2.7. Selekcja w kierunku obnizenia wrazliwosci szczepéw
w stosunku do wybranych sktadnikow pozywek lub prekursorow

Przyktadem celowosci prowadzenia skriningu majacego na celu obnizenie
wrazliwosci szczepu na wysokie stezenia okreslonych sktadnikéw pozywki jest
biosynteza antybiotykdéw przez szczepy rodzaju Streptomyces. Gromadzenie
produktu przez te szczepy jest uwarunkowane zachowaniem okreslonego ste-
zenia jonéw fosforanowych w podtozu. Selekcja mutantéw w pozywkach z do-
datkiem duzych stezen tych jondw lub ich toksycznych analogéw (arsenianéw,
wanadandéw) moze prowadzi¢ do wyizolowania szczepédw 0 ograniczonej tego
typu regulacji. Wyniki badan nad tym zagadnieniem przedstawione sg w pra-
cach Martina (52) oraz Bowmana i wspot. (53).

Innym przykitadem tej formy selekcji jest izolowanie mutantéw PenicilUum
chrysogenum o ograniczonej wrazliwosci na kwas fenylooctowy — bedacy
prekursorem biosyntezy penicyliny G. Zwigzek ten w wyzszych stezeniach
jest toksyczny dla wzrostu szczepu, natomiast uzycie prekursora w nizszych
stezeniach — ogranicza biosynteze (33).

W procesach tlenowych bardzo wazng z ekonomicznego punktu widzenia
jest mozliwos$¢ ograniczenia poziomu natleniania srodowiska fermentacyjnego.
Tlen stanowi czesto najdrozsza pozywke w tych procesach. Zasadne jest zatem
selekcjonowanie szczepéw zachowujacych zdolnos$é do wydajnej biosyntezy
produktéw w warunkach nizszego natlenienia. Na uwage zastuguja tu wyniki
uzyskane z prac prowadzonych przez Mindlina i Zaitzevej (54), ktorzy wyizo-
lowali szczep wydajnie wydzielajacy lizyne w warunkach ograniczonego natle-
nienia, w ktérych produktywnos$¢ szczepu rodzicielskiego byta o potowe nizsza.
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4.2.8. Selekcja mutantéw o korzystnej morfologii

Ekonomika i tatwo$¢ operacji procesu biotechnologicznego, prowadzonego
w warunkach wgtebnych uwarunkowane sg czesto morfologia drobnoustroju.
Problem ten dotyczy szczegélnie hodowli grzybéw strzepkowych, ktérych za-
wiesiny wykazujg zwykle wiasciwosci w znacznym stopniu nienewtonowskie
i wysoka lepkos¢ pozorng. Zmienianie sie warto$ci lepkosci, w zalezno$ci od
szybkosci Scinania podczas hodowli w fermentorze, oznacza wystepowanie
stref o wzglednie niskiej lepkosci w poblizu mieszadta i stref o bardzo wysokiej
lepkosci w poblizu Scianek feirnentora. Z technologicznego punktu widzenia
niekorzystna morfologia grzybni moze powodowac¢ znaczne ograniczenie szyb-
kosci wnikania tlenu, moze sprzyja¢ koagulacji pecherzykéw gazu, zwiekszaé
zapotrzebowanie mocy na mieszanie. Zagadnienia te w kontekscie biosyntezy
penicyliny przez szczepy rodzaju Penicillium sg analizowane w pracy Balia
(55), a w odniesieniu do produkcji kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger,
miedzy innymi w pracach Kwapisz (56) oraz Budzynskiego (57). Zdolnosé
drobnoustroju do wzrostu w danej formie mordblogicznej zalezy od jego ge-
notypu oraz od warunkéw hodowli. Na podstawie danych uzyskanych przez
Hamlyna i Balia (58) dla uzyskania szczepéw o wiasciwym genotypie, bardziej
skuteczne jest zastosowanie technik rekombinacji genetycznej, niz tradycyj-
nych programéw mutacji i selekcji. Wymienieni autorzy uzyskali szczepy Ce-
phalosporium acremonium o wymaganej morfologii dzieki zastosowaniu fuzji
protoplastow.

Zagadnienie otrzymywania szczepow o wiasciwej morfologii jest réwniez
wazne dla proceséw prowadzonych z uzyciem drozdzy. Zdolnos¢ szczepu pro-
dukcyjnego do flokulacji deterrninuje, np. technologie produkcji piwa (piwa
gornej i dolnej fermentacji) i stanowi jeden z najwazniejszych parametrow
decydujacych o efektywnosci produkcji etanolu w warunkach zwiekszonego
stezenia biomasy (59).

4.2.9. Skrining w kierunku zwiekszenia przepuszczalnosci
$ciany komorkowej

Z danych literaturowych wynika, ze niekiedy czynnikiem ograniczajgcym
wydajnos¢ biosyntezy jest zbyt niska szybkos¢ transportu bioproduktu przez
btone cytoplazmatyczna, czy $ciane komoérkowa. Spowodowanie mutacji obej-
mujacych zmiany struktury bton komérkowych nie gwarantuje wprawdzie
wzrostu szybkosci wydzielania metabolitow, Irwieksza jednak prawdopodo-
bieristwo wystgpienia tego zjawiska. Punkt wyjscia do dyskusji na ten temat
stanowia prace prowadzone przez Kinoshite i Nakayame (22), Udagawe
i wspot. (60) i Nakao i wspét. (61), w ktérych autorzy wskazuja na wyrazny
wptyw biotyny (modyfikujacej przepuszczalnos¢ sciany komérkowej) na pro-
dukcje kwasu glutaminowego przez Corynebacterium glutamicurri.

Poziom przepuszczalnosci btony cytoplazmatycznej, czy Sciany komorkowej
pozostaje w Scistej korelacji z opornoscig komorek na toksyczne zwigzki. Po-
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zytywne efekty przyniést skrining populaeji grzyboéw strzepkowych w kierunku
opornosci w stosunku do antybiotykéw polienowych (25,62) oraz szczepow
Streptomyces w kierunku zwiekszenia opornosci na aktynofagi (62). Rola pe-
nicyliny jako modyfikatora przepuszczalnosci $ciany komoérkowej drobnou-
strojow przemystowych omawiana jest w pracy Wanga i wspot. (63).

5. Podsumowanie

Przedstawiony w pracy przeglad metod racjonalnej selekcji komérek drob-
noustrojéw poddanych mutagenizacji nie jest kompletny. W opracowaniu sku-
piono sie przede wszystkim na metodach umozliwiajagcych szybka ocene waz-
nych cech dla biotechnologii, takich jak: wysoka produktirwnos$¢, wysoka
oporno$¢ w stosunku do wybranych skiadnikéw pozywek, prekursoréw lub
analogéw posrednikéw metabolizmu, ograniczona podatnos¢ na substratowag
indukcje, kataboliczna represje, czy hamowanie produktem, wiasciwa morfo-
logia i zwiekszona przepuszczalnosé¢ Sciany komoérkowej. Zestaw metod sto-
sowanych do selekcji mutantéw z pewnoscig bedzie sie poszerza¢ wraz z roz-
wojem badann nad mechanizmami mutagenezy, ekspresji genéw i regulacji
drég metabolicznych.

Osobnego omowienia wymagaja zasady i metody selekcji drobnoustrojéow
doskonalonych za pomocg metod inzynierii genetycznej oraz prowadzenie prac
selekcyjnych w zautomatyzowanych, zminiaturyzowanych i skomputeryzowa-
nych uktadach.
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Screening methods of industrial strain mutants

Summary

The screening methods used for improvement of industrial strains are presented. Two general

categories of methods have been distinguished: random screening and rational screening. Major
techniques employed in rational screening are based on the selection of auxotrophic mutants,
revertants of non-producers, strains resistant to some factors like toxic analogues of metabolism
intermediates, induction and catabolite repression or end-product inhibition, mutants with mo-
dified cell wall permeability and microorganisms tolerating some nutrients and precursors of
secondary metabolites.

ul.
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