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1. Wstep

ostep jaki dokonat sie w poznaniu i zrozumieniu biologii molekularnej
Pi genetyki drozdzy S. cerevisiae pozwolit na wykorzystanie tyeh organi-

zméw w ciggu lat osiemdziesigtych do produkcji heterologicznych biatek.
SzezegOlnie konstrukcje roznego typu wektorow oraz poznanie nowych ele-
mentow genetyeznyeh kontrolujacych transkrypcje DNA, zwiaszcza silnych,
konstytutywnych i $cisle regulowanych promotoréw (40), umozliwito wyko-
rzystanie drozdzy, jako taniego i tatwego w hodowli mikrobiologieznego pro-
ducenta biatek ssakéw. Jednym z pierwszyeh bylo zastosowanie drozdzy do
produkcji szczepionki przeeiw wirusowemu zapaleniu watroby typu B. Pro-
dukeja tej szezepionki oparta zostata na wewnatrzkomorkowej syntezie anty-
genu powierzehniowego wirusa (52). Antygen ten nalezy do klasy biatek szcze-
gélnie nadajgeych sie do produkeji w drozdzach, gdyz dla komérki bakteryjnej
Escherichia coli hydrofobowe, blonowe biatka, lub wirusowe glikoproteidy mo-
ga by¢ silnie foksyezne i synteza ieh przebiega z bardzo niskg wydajnoseia
albo nie zaehodzi w ogole (10).

Zjawisko wydzielania przez drozdze niektoryeh wiasnyeh biatek na zew-
natrz komorki zostato wykorzystane w biotechnologii do sekrecji biatek hete-
rologieznyeh do podtoza hodowlanego. Przejseie przez poszezegdélne etapy drogi
sekrecyjnej umozliwia wytworzenie wiasciwej konformaeji nawet bardzo zto-
zonego peptydu, jednakze sekrecja moze réwniez ogranieza¢ produkcje obcego
biatka (34).

2. Wektory drozdzowe

Podstawowym warunkiem uzyskania wydajnej produkeji obcych biatek
przez S. cereulLsiae jest wybor odpowiedniego wektora ekspresyjnego. Istnieja
dwa zasadnicze typy wektorow stuzaeych do produkeji i analizy heterologicz-
nyeh bialek w drozdzach. Sg to tzw. konstytutywne wektory ekspresyjne,
w ktérych heterologiczny gen ulega statej ekspresji oraz wektory regulowane,
w ktoryeh ekspresja genu zachodzi w odpowiedzi na zdefiniowane sygnaty
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Srodowiskowe. Uzywajac tych podstawowych wektoréw mozna produkowac
biatko wewnatrz komorki drozdzowej lub wyprowadzac je na zewnatrz dzieki
wiaczeniu w wektor sekwencji kodujacej peptyd wyprowadzajacy.

Kazdy wektor stuzacy do wydajnej ekspresji gendéw zawiera nastepujgce
elementy:

— fragmenty bakteryjnego DNA umozliwiajgce inicjacje replikacji plazmidu
w E. coli (ori ColEl) oraz gen p-laktamazy warunkujacy selekcje i manipulacje
genetyczne w bakteriach tzn. namnazanie i izolacje wektora,

— sekwencje drozdzowego DNA umozliwiajgce autonomiczng replikacje
wektora w komérce drozdzowej oraz marker selekcyjny czyli gen stuzacy do
selekcji komérek niosgcych plazmid,

— kasete ekspresyjna, ktdra sktada sie z promotora, miejsc restrykcyjnych
stuzacych do klonowania genu oraz terminatora transkrypcji.

Jesli produkt klonowanego genu ma by¢ wydzielany na zewnatrz komorki
to w kasecie ekspresyjnej, za promotorem powinien znajdowac sie fragment
DNA kodujacy peptyd wyprowadzajacy z inicjujagcym translacje kodonem ATG.
Klonowany gen musi by¢ wtedy wigczony w ramke odczytu peptydu wypro-
wadzajgcego. Podczas przechodzenia powstatego polipeptydu przez retikulum
endoplazmatyczne, na jednym ze wstepnych etapéw drogi sekrecyjnej, naste-
puje odciecie peptydu wyprowadzajacego.

3. Promotory

Sygnaty kontrolujace wydajng inicjacje (promotor) i terminacje syntezy
mRNA heterologicznego genu, sa jednymi z wazniejS:“ch elementéw wektora.
W wiekszosci dotychczas opisanych przypadkéw wprowadzane obce geny ule-
gaja ekspresji pod kontrolg oryginalnych drozdzowych sekwencji promotoro-
wych. Podstawowym Kryterium wyboru promotora jest jego sita (mierzona
liczba zainicjowanych transkiyptéw w jednostce czasu) i mozliwo$¢ jego re-
gulacji. W opublikowanych pracach czesto stosuje sie promotory nastepuja-
cych genow: dehydrogenazy alkoholowej (ADH) (23), kinazy fosfogliceiynowej
(PGK) (51), kwasnej fosfatazy (PHO05) (36), dehydrogenazy aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego (GAP) (4), galaktokinaiy (GALI) (21) oraz czynnika piciowego
a (MFa) (6). Promotory te pozwalajg na wydajng transkrypcje heterologicznych
gendw jednak ze zr6znicowang wydajnoscig. Wynika to z obecnosci sekwencji
liderowych nie podlegajacych translacji, zdolnosci drozdzy do wykorzystywa-
nia kodonow heterologicznego genu lub stabilnosci samego biatka. W konsek-
wencji ilo$¢ uzyskiwanego biatka moze by¢ rozna.

Klasyczna drozdzowa sekwencja promotorowa zawiera jedno lub wiecej (44)
miejsc startu transkrypcji DNA, element TATA box oraz sekwencje regulato-
rowe. W drozdzach istniejg trzy typy sekwencji regulatorowych: UAS [upstre
am activator sequences), URS [upstream represor sequences) oraz konstytu-
tywny element promoterowy, ktére wystepujg miedzy 20 - 500 nukleotydem
poprzedzajac sekwencje TATA. Transkrypcja wielu genéw drozdzowych moze
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by¢ indukowana lub represjonowana zgodnie z fizjologicznym stanem komor-
ki. Elementy UAS i URS rozpoznajg specyficzne biatka regulatorowe. UAS
zostat po raz pierwszy wykryty w promotorach CYCI i H1S3 (22). Obecnos$¢
tego elementu, ktéry pod wieloma wzgledami przypomina obecny u wyzszych
Eukariota ,,enhancer”, w kasecie ekspresyjnej, moze podnie$¢ poziom ekspresji
heterologicznego genu.

Komorki produkujgce obce biatko sg szczeg6lnie obcigzone metabolicznie,
gdy kodujacy je gen jest pod kontrolg silnego, konstytutywnego promotora
(np. promotor GAP), a takze gdy produkt heterologicznego genu jest toksyczny
dla komorki. Stosowane sg wowczas precyzyjnie regulowane promotory, kté-
rych transkrypcje indukuje sie dopiero wowczas, gdy hodowla komorek droz-
dzowych osigga wysoka gesto$¢, zazwyczaj w pdznej fazie logarytmicznej.

Regulacja niektérych promotoréw odbywa sie przez kataboliczng represje.
Nalezy do nich intensywnie badany od 1981 r. (13) i obecnie wprowadzony
do przemystowego stosowania promotor ADH2. Zawiera on dwa elementy
UAS. Promotor ADH2 jest wydajnie derepresjonowany poprzez usuniecie
z podioza glukozy. Przynajmniej 3 koncerny biotechnologiczne: Chiron, Im-
munex i Nordish Gentofte stosujg ADH2 promotor lub jego elementy ADH2
UAS potgczone z innymi promotorami do komercyjnej produkcji heterologi-
cznych biatek. Na przykiad ludzka proinsulina byla produkowana z wydaj-
noscig 100 mgU” jako hybrydowe biatko z ludzkg dysmutazg ponadtlenkowa
pod kontrolg hybrydowego promotora ADH2-GAPDH (12). Ten sam promotor
zostat wykoriwstany do produkcji wzrostowego czynnika fibroblastow ludzkich
i bydlecych (FGF) (2).

Regulacja ekspresji gendéw przez represje ich transkrypcji jest waznym ele-
mentem mechanizmu kontrolujgcego wyrazanie sie gendéw zaangazowanych
w typ piciowy komorki drozdzowej. Proces ten jest bardzo ztozony i zostat
opisany przez Walton & Yarranton (54). Po raz pierws/jy system ten zostat
wykorzystany do produkcji heterologicznego biatka przez Brake'a (7)
i Sledziewski i in. (50) w temperaturowo wrazliwych mutantach S. cereuisiae
typu sir3*®. Ekspresje obcego genu w tych szczepach indukuje sie poprzez
obnizenie temperatury hodowli. W do$wiadczeniach wykorzystano promotor
MATa2 (50) lub promotor genu kodujgcego czynnik piciowy al (MFal) (7).
Czynnik piciowy a powoduje zatrzymanie komérek typu ptciowego, a w fazie
Gl cyklu komoérkowego, co umozliwia synchronizacje przygotowujgcych sie
do koniugacji obu typéw komoérek drozdzowych (7). Oba promotory sa aktyw-
ne w haploidalnych komoérkach odpowiedniego typu piciowego, ale nie w a/a
diploidach. Mutacja sir3 powoduje, ze w temperaturze restrykcyjnej (35°C)
z locus HMLa na chromosomie zachodzi synteza represora, ktory oddziatujac
z operatorem MATa2 powoduje zabtokowanie transkrypcji genu. Natomiast
w temperaturze permisywnej w 25°C produkt genu sir3* powoduje zahamo-
wanie tworzenia represora z locus HMLxx, a zatem z promotora MATa2 lub
promotora genu MFal odbywa sie transkrypcja klonowanego genu. Promotora
MFal uzyto do produkcji ludzkiego epidermalnego czynnika wzrostowego,
hEGF, w szczepie S. cereuisiae Mata, sir3-8"®. W przypadku hodowli, ktéra
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osiggneta odpowiednig biomase, przeniesienie z temperatury 35°C do 25°C,
powodowato indukcje produkcji biatka hEGF w ciggu kilku godzin do poziomu
4 mgl'™. Odpowiada to 400-krotnej indukcji ekspresji genu hEGF (gdyz
w temperaturze restrykcyjnej poziom hEGF oznaczono jako 10 ngt”). Ten
rodzaj regulacji syntezy heterologicznego biatka jest wygodny w skali labora-
toryjnej, natomiast obnizenie temperatury w fermentorze przemystowym jest
utrudnione.

Czesto wykorzystywany do produkcji heterologicznego biatka promotor
PHO5 reguluje obecnos$¢ nieorganicznego fosforanu (Pj) w poditozu hodowla-
nym (45). Transkrypcja z tego promotora zachodzi z bardzo niskg wydajno-
$cig, gdy nieorganiczny fosforan jest obecny w pozywce w wysokim stezeniu
(ten system nie wytgcza sie catkowicie) i jest maksymalna, gdy brak Pj w pod-
tozu. Indukcja ekspresji heterologicznego genu moze nastgpi¢ przez zmiane
skfadu podtoza hodowlanego. Natomiast w skali laboratoryjnej wygodniejszym
czynnikiem regulujgcym transkrypcje z tego promotora jest temperatura. Kra-
mer i in. (31) wyizolowali klase mutantéw S. cerevisiae w genach regulato-
rowych kwasnej fosfatazy, w ktorych obnizenie temperatury z 35° do 24°C
powoduje wigczenie transkrypcji z tego promotora. W szczepie S. cerevisiae
pho80, pho4*"® w ktérym produkowano ludzki IFN-al pod kontrolg promotora
PHO5, obnizenie temperatury indukowato 50-krotnie ekspresje odpowiedniego
genu. Rowniez silne glikotityczne promotory czesto sg stosowane w wektorach
ekspresyjnych. Promotory GAIll tub GALIO sg regulowane przez obecnos$¢
gataktozy w podtozu hodowlanym, ktéra indukuje transkrypcje. Na poziom
transkrypcji wptywa ponadto pozytsrwny regulator, produkt genu GAL4. Po-
tencjalny poziom indukcji z tych promotoréw jest bardzo wysoki, jednak syn-
teza heterologicznych biatek pod kontrolg promotora GALI nie zawsze jest
bardzo wydajna (48, 21). Ostatnio czesto stosuje sie hybrydowe promotory
(5), np. sekwencje regulatorowe pochodzace z GALI-GALIO potaczone z pro-
motorem GPD. Ten promotor indukuje sie glaktozg, natomiast poziom eks-
presji gendw znajdujacych sie pod jego kontrolg jest poréwnywalny z niemo-
dyfikowanym promotorem GPD.

Sekwencje nukleotydowe determinujgce terminacje transkrypcji i/lub po-
liadenylacji (zapewnieniajgce optymalng akumulacje mRNA) nie muszg po-
chodzi¢ z drozdzy. Dotychczas nie wykazano iloSciowego wplsrwn réznych se-
kwencji terminujacych transkrypcje DNA na wydajnos¢ ekspresji heterolo-
gicznego biatka (4).

Sekwencje promotorowe nie zawierajg kodonu inicjujgcego translacje ATG,
ktory z tego wzgledu musi znajdowac sie w klonowanym genie lub, w przy-
padku wektora sekrecyjnego, rozpoczyna on sekwencje kodujgca peptyd wy-
prowadzajacy. W drozdzach, w przeciwaenstwie do bakterii i wyzszych Euka-
riota, inicjacja translacji nie zalezy od scistego kontekstu sekwencji nukteo-
tydowej. Odlegto$¢ pomied:”™ sekwencjg TATA a miejscem startu translacji
jest bardziej zmienna u drozdzy niz u wyzszych Eukariota. Wydaje sie, ze nie
ma zdefiniowanego, analogicznego do bakteryjnego, miejsca wigzania ryboso-
moéw. Jednak geny, ktore ulegaja silnej ekspresji majg nie ulegajacg translacji
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sekwencje liderowa, bogatg w adenine i uboga w guanine. W przypadku, gdy
heterologiczny gen nie speinia tego warunku, zaleca sie wprowadzenie takiej
sekwencji (4), ktéra moze by¢ wigczona w miejsce restrykcyjne ERI jak to
jest pokazane na rys. 1.

aug uAA RWWNA/WWWA-

PROMOTOR HETEROLOGICZNY GEN TERMINATOR

REI RE2 REI

Rys. 1. Drozdzowa kaseta ekspresyjna skiada sie z trzech funkcjonalnych komponent: pro-
motora, heterologicznego genu oraz terminatora transkrypcji. REI i RE2 oznaczajg miejsca re-
strykcyjne stuzgce do klonowania.

4. Wektory pochodzqce od 2p plazmidu

w konstrukcji wielokopijnych wektorow drozdzowych wykorzystuje sie se-
kwencje pochodzace z 2\i kolistego plazmidu drozdzowego, ktoiy wystepuje
w wiekszosci szczepOw laboratoryjnych S. cerevisiae. Dotad nie znana jest
jego funkcja. Mechanizm replikacji 2|i plazmidu jest bardzo podobny do re-
plikacji chromosomu i zachodzi jedynie w czasie fazy S cyklu komdérkowego,
wiekszos¢ 2fi plazmidéw replikuje raz w cyklu komorkowym. Stabilnos$¢ 2|
plazmidéw w komérce zapewnia mechanizm utrzymujacy je w wysokiej liczbie
kopii (ok. 60 kopii na haploidalny genom) i minimalne tempo tracenia pla-
zmidu (19, 41). Liczba kopii 2|i plazmidu jest specyficzna dla niosacego go
szczepu i nie zmienia sie po transformacji wektorem ekspresyjnym (20). Pra-
widlowy rozdziat 2p DNA z komorki matczynej do komdrki potomnej po re-
plikacji, wymaga dziatania produktow genow REPI i REP2, oraz STB. Pomimo
istnienia mechanizmu dziedziczenia 2p DNA, obserwuje sie¢ z czestotliwoscig
10N (17) powstawanie komorek pozbawionych 2|i plazmidu (cir®). Jest to
wielokrotnie wyzsza czestos¢ niz zaktadana teoretycznie (przy 60 kopiach na
komorke prawdopodobienstwo losowego otrzymania fenotypu cir® jest 10“/®).
Wydaje sie, ze jest to spowodowane szczeg6lnymi wiasciwosciami fizjologi-
cznymi komorki, a zwiaszcza nukleoplazmy (44).

Duza liczba kopii 2|i plazmidéw na komorke i ich stabilno$¢ (pomimo
niewydajnego systemu przekazywania czasteczek podczas mitozy) sugeruje
mechanizm ich amplifikacji. Zaktada sie, ze amplifikacja 2|i DNA zachodzi wg
modelu toczacego sie kotka, ktorego zasadniczym elementem jest produkt
genu FLP oraz struktury odwréconych powtérzen (IRl oraz IR2). Produkt
genu FLP jest kontrolowany na poziomie transkiypcyji. Kompleks biatek pro-
duktow genéw REPI i REP2, moze powodowaé represje transkrypcji genu
FLP. Z drugiej strony wydaje sie, ze produkt genu D (RAF) moze pozytywnie
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oddziatywa¢ na ekspresje genu FLP (42).

Wektory drozdzowe wykorzystujgce 2|i DNA majg cechy charakterystyczne
dla 2|i plazmidu tzn. sg stabilne i wystepuja w znacznej liczbie kopii na
komorke, choé niekoniecznie muszg zawiera¢ wszystkie jego elementy. Szcze-
gblnie geny FLP i RAF, pochodzace z 2p, sg zastepowane przez geny stuzace
do selekcji komorek niosgcych wektor lub przez kasete ekspresyjng
(np. pJDB219 jest flp-, raf- a pJDB248 FLP+, raf-) (21, 6).

Wewnatrzczasteczkowa rekombinacja endogennego 2p plazmidu jest zda-
rzeniem miejscowo specyficznym, ograniczonym do struktur odwréconych po-
wtorzen, w ktorym posredniczy produkt genu FLP (20). Taka rekombinacja
moze rowniez wystgpiC miedzy wektorem ekspresyjnym a endogennym 2\i
plazmidem powodujgc niekor\ystng restrukturyzacje wektora. Jesli wektor
zawiera miejsca specyficzne dla rekombinacji (target sites], ktérymi sg miejsca
odwrdconych powtorzen IRI i IR2, a szczep biorcy zawiera 2ji DNA, to w re-
zultacie ten ostatni moze zosta¢ wigczony w wektor, w miejscu IR. Mutacja
W miejscu rozpoznawanym przez produkt genu FLP w wektorze pJDB207
catkowicie eliminuje rekombinacje z 2p plazmidem (44).

5. Wektory zawierajqce sekwencje ARS oraz CEN

Do konstrukcji wektoréw ekspresyjnych zastosowano réwniez inne frag-
menty DNA drozdzowego zdolne do autonomicznej replikacji, ktére nazwano
ARS (Autonomously Replicating Sequence). Uwaza sie, Zze sg one miejscami
startu replikacji genomowego DNA (55). Wektory zawierajgce element ARS
réwniez podlegaja replikacji raz w cyklu komérkowym, ale moga gromadzié
sie w komoree na skutek nieréwnocennej segregacji podczas podziatu komorki
(16). Wektory te sg mitotycznie niestabilne i w hodowli prowadzonej bez presji
selekcyjnej komérki gubia je z czestoscig 10-30% na podziat. W typowej
hodowli, w warunkach selekcyjnych, jedynie 20 - 30% komorek zawiera pla-
zmid. Komorki pozbawione plazmidu sg niezdolne do dalszego wzrostu i eks-
presji heterologicznego biatka. Cecha ta jest z oczywistych powoddéw nieko-
rzystna dla wydajnej ekspresji heterologicznych gendéw.

W przypadkach, gdy produkt ekspresji heterologicznego genu jest dla ko-
mérki toksyczny i stabilno$é¢ plazmidu jest niska mozna stosowaé wektoiy
drozdzowe o niskiej liczbie kopii zawierajgce dodatkowy element: centrome-
rowg sekwencje DNA (CEN). Pelni ona role centromeru w czasie podziatu
mitotycznego, co pozwala na zmniejszenie segregacji plazmidu do 1 - 3% na
generacje w warunkach hodowli nieselekcyjnej (11). Wektor zawierajacy CEN
utrzymuje sie stabilnie na poziomie 1 do 2 kopii na haploidalng komérke.
Wiasciwosc ta moze byC korzystna, np. gdy istnieje silna presja przeciw utrzy-
m}rwaniu plazmidu w komérce. W dodatku wydaje sie, ze w niektérych przy-
padkach sekrecja heterologicznego biatka moze by¢ bardziej wydajna, gdy
system ekspresyjny jest stabilnie utrzymywany w niskiej liczbie kopii (52).
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6. Markery selekcyjne

Pierwszymi sklonowanymi genami drozdzowymi byly geny kodujgce en*ymy
zaangazowane w synteze aminokwaséw i one wiasnie postuzyty jako markery
selekcyjne w konstrukcji ekspresyjnych wektorow drozdzowych. Geny TRPI,
LEU2, HIS3, URA3 sg powszechnie uzywane, gdyz istniejg liczne auksotroficz-
ne szczepy drozdzowe niosgce mutacje w odpowiednich genach chromosomal-
nych. Do selekcji komorek niosgcych plazmid stosuje sie podtoza hodowlane
pozbawione tiyptofanu, leucyny, histydyny lub uracylu. Ponadto znaleziono
kilka dominujgcych markeréw selekcyjnych dla drozdzy, takich jak odporno$é
na aminoglikozyd G418 (26) lub metotreksat (35). Ma to istotne znaczenie
gdyz poszerza zasieg stosowanych szczepow biorcow o linie, ktore nie posiadaja
mutacji auksotroficznych. Ponadto zwiekszanie nacisku selekcyjnego umozli-
wia identyfikacje szczepow posiadajacych najwyzszg iloS¢ kopii wektora. Wzrost
drozdzowych komérek transformowanych plazmidem ekspresy]n}mi w podtozu
setekcyjnym zalezy od produktéw wymienionych gendw, a zatem wieksza liczba
kopii plazmidu na komérke moze prowadzi¢ do wiekszej iloSci produktu tych
genow i lepszego wzrostu. Natomiast wysoka ilo$¢ kopii plazmidu moze takze
zwiekszaé wydajnos¢ syntezy produktu obcego genu, co z kolei moze zmniej-
sza¢ tempo wzrostu. Szczegdélny przypadek stanowi allel genu LEU2 czyli leu2-
d sklonowany przez Beggs (3), ktdiy ze wzgledu na uszkodzony promotor ma
wielokrotnie obnizony poziom ekspresji. Zaobserwowano, ze w warunkach se-
lekcji leucynowej komdrki niosgce zmutowany gen leu2-d charakteryzujg sie
stabszym wzrostem oraz zwiekszong liczbg kopii plazmidu, wyzszg nawet niz
poziom endogennego 2m DNA, co rekompensuje stabg ekspresje tego genu
(14). Ceche te wykorzystuje wielu badaczy do podniesienia ekspresji heterolo-
gicznego genu. Przykladem moze by¢ wzrost poziomu, a-glukozydazy Candida
tsukubaensis produkowanej z wietokopijnego ptazmidu zawierajacego gen teu-
2d, w hodowli na podtozu pozbawionym leucyny (30). Powyzsza argumentacja
nie ttumaczy jednak wszystkich cech omawianego systemu. Wykazano (24),
ze w przypadku ekspresji genu himdyny pod kontrolg promotora GAP, pod-
niesienie poziomu ekspresji powoduje wyrazny spadek liczby kopii plazmidu
potaczony z obnizeniem jego stabitnosci. Na podstawie tych i innych obserwacji
whnioskuje sie, ze $rednia liczba kopii wektora na komérke zalezy od réwnowagi
wielu parametréw komérkowych, a jednym z nich jest wydajno$¢ syntezy pro-
duktu genu komplementujagcego mutacje pokarmowa. W komérkach ustala
sie specyficzna rownowaga mied?y liczbg kopii wektora, tempem wzrostu
a syntezg produktu obcego genu.

7. Sekrecja biatek na zewnqtrz komorki
Poczatkowe zainteresowanie sekrecjg heterologicznych biatek z drozdzy by-

to podyktowane spodziewang fatwoscig w ich otrzym}rwaniu i oczyszczaniu.
Pierwsze udane eksperymenty nad sekrecja biatek heterotogicznych w drozdzach
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zostaty U"skane dzieki zastosowaniu wektorow sekrecyjnych zawierajgcych
sekwencje kodujace peptydy sygnatowe z prekursora czynnika ptciowego a (pre-
pro-aF), inwertazy i kwasnej fosfatazy (48). Obecnie zwraca sie uwage na inne
korzystne wihasciwosci produkcji biatek heterotogicznych w systemach sekrecyj-
nych. Zateca sie produkowanie obcego biatka na drodze sekrecji w przypadkach,
gdy moze by¢ ono toksyczne dta komorki drozdzowej tub gdy nie jest stabitne
w komorce. Wektory sekrecyjne stosuje sie rowniez ze wzgtedu na moztiwos¢
otn“ymania biatek o naturalnym sktadzie i konformacji przestrzennej, co stwarza
S™anse ich terapeutycznego zastosowania. Biatka te w naturalnych komoérkach
czesto sg syntetyzowane jako cze$¢ duzego, nieaktywnego prekursora, ktory
przechodzi nastepnie jedng lub kilka potranslacyjnych modyfikacji, takich jak:
glikozylacja, proteoliza, fosforylacja czy acetylacja. Procesy te przebiegajg w roz-
nych przedziatach komoérkowych podczas wewnatrzkomoérkowego transportu.
Drozdze podobnie jak inne eukariotyczne komorki posiadajg kilka oddzielnych,
ograniczonych btong przedziatdw (kompartmentéw), w ktorych przebiegajg spe-
cyficzne reakcje biochemiczne. N- oraz O-glikozylacja rozpoczyna sie podczas
syntezy tancucha potipeptydowego jednoczesnie z transportem nowo powstatego
tancucha przez btone retikutum endoptazmatycznego (32). W retikulum szor-
stkim (ER) sg formowane mostki dwusiarczkowe i biatka ulegajg zwinieciu (17).
Dodanie kolejnych reszt cukrowych odbywa sie w aparacie Golgiego, a specyfi-
czna proteoliza ma miejsce w dystakiych strukturach aparatu Golgiego oraz
w pecherzykach sekrecyjnych (27).

Eukariotyczne biatka o potencjalnym zastosowaniu farmakologicznym majg
z reguty specyficzny aminokwas na koncu aminokwasowym; rzadko jest to me-
tionina. Metionina jako N-koricowy aminokwas moze by¢ usunieta przez ami-
nopeptydaze metioninowg (MAP) tylko wtedy, gdy znajduje sie w odpowiednim
kontekscie aminokwasowym (46). W przypadku biatek produkowanych z duzag
wydajnoscig czes¢ czasteczek moze nie mie¢ usunietej metioniny z powodu ni-
skiej wydajnosci MAP. W tych warunkach produkowane biatko bedgce analogiem
produktu naturalnego, moze mieé zmieniong aktywno$¢ i wiasciwosci. Produ-
kowanie biatek na drodze sekrecji pozwala na zachowanie naturalnego N-korica.

Wiele biatek o istotnym znaczeniu aplikacyjnym zawiera mostki dwusiar-
czkowe. Cytoptazma komorki jest srodowiskiem redukujacym i dlatego nie-
wiele, jesli w ogdle, biatek cytoptazmatycznych zawiera mostki dwusiarczkowe.
Z tego wzgtedu bezposrednia ekspresja niektorych biatek heterotogicznych
powoduje nieprawidtowe suniecie produktu, ktéry moze by¢é ponadto nie-
rozpuszczalny (53). Takie biatka muszg by¢ nastepnie ekstrahowane i pod-
dane procesowi zbijania in vitro. Formowanie struktury czwartorzedowej za-
chodzi z bardzo zmienng wydajnoscia, a nawet w niektoérych przypadkach
moze nie byé zrealizowane. Synteze mostkow dwusiarczkowych w wydziela-
nych biatkach katalizuje prawdopodobnie izomeraza dwusiarczkowa (EC
5.3.4.1) (17), enzym zlokalizowany na wewnetrznej stronie {luminal side] re-
tikutum endoptazmatycznego. W drozdzowym systemie sekrecyjnym heteroto-
giczne biatka uzyskujg prawidtowg strukture przestrzenng. Wykazano, ze in-
terferon a, ludzki czynnik wzrostowy komérek epidermatnych (hEGF) (7),
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a takze inne biatka produkowane w drozdzach majg identycznie uformowane
mostki dwusiarczkowe jak w biatkach naturainych. W pewnych przypadkach
obserwowano prjsypadkowe tworzenie sie mostkéw S-S: np. w nie ulegajacym
sekrecji biatku t-PA (ludzkim tkankowym aktywatorze ptazminogenu), mimo
wysokiego poziomu ekspresji jego genu (29).

S. cerevisiae w czasie wzrostu wydzielajg na zewnatrz btony komorkowej
takie enzymy jak: inwertaza, kwasna fosfataza czy a-galaktozydaza, gtdwnie
zatr/*ymywane w przestrzeni peryplazmatycznej. Inne biatka takie jak toksyna
killerowa czy czynnik ptciowy a (aF) sa eksportowane do podtoza hodowlanego.
Biatka sekrecyjne stanowig okoto 0,5% wszystkich biatek komoérkowych. Wa-
runkiem koniecznym do sekrecji biatek jest dziatanie mechanizmu umozli-
wiajgcego rozpoznanie biatek przeznaczonych do wydzielania i wyprowadzenie
ich na zewnatrz za pomocg peptydu wyprowadzajgcego (nazywanego rowniez
sekwencjg gtdwng tub sygnalng) (8). Zasadnicze cechy tego peptydu sg na-
stepujace: zasadowy charakter regionu N-konca, centralny region hydrofobo-
wy i polarny region C-konhca. Rola peptydu wyprowadzajgcego w sekrecji zo-
stata doktadnie zilustrowana w przypadku drozdzowego genu inwertazy SUC2.
Zaobserwowano, ze w wyniku transkrypcji tego genu powstajg dwa rézne
mRNA: krétki, bez kodonéw peptydu wyprowadzajacego, przeznaczony do syn-
tezy enzymu potrzebnego w komdérce oraz dhuzszy*, kodujacy prekursor enzy-
mu przeznaczonego do sekrecji (9). Pewne aspekty drogi sekrecyjnej dotyczace
zwiaszcza peptydéw wyprowadzajacych i enzymow odcinajacych odpowiednie
sekwencje aminokwasowe sg rozne. Uwolnienie czynnika piciowego a na zew-
natrz komorki wymaga dziatania az trzech enzymoéw: produktu genu KEX2
(kodujacego endopeptydaze, ktora tnie wigzanie peptydowe za sekwencjg
Lys—Arg), produktu genu STE13 (kodujgcego dipeptydoamino-peptydaze) oraz
karboksypeptydazy B. Enzymy zaangazowane w proces dojrzewania innych
biatek sekrecyjnych nie sg tak dobrze scharakteryzowane.

Etapy sekrecyjnej drogi w S. cerevisiae zdefiniowano dzieki izolacji i cha-
rakterystyce temperaturowo wrazliwych mutantéw, w ktorych poszczegélne
etapy transportu biatka sg zablokowane. W restrykcyjnej temperaturze mu-
tanty nazwane sec akumutujg w réznych przedziatach komoérkowych prekur-
sorowe formy wydzielanego biatka (45).

Udowodniono, ze w S. cerevisiae mozna stosowac¢ wektory sekrecyjne za-
wierajace sekwencje kodujace peptydy wyprowadzajace, pochodzgce zaréwno
z drozdzy jak i z innych organizméw, tacznie z ludzkim (47). Swiadczy to ze
mechanizm transportu biatek zostat zachowany w ewolucji. Najczesciej wy-
korzystuje sie peptydy wyprowadzajgce czynnika piciowego a lub inwertazy.
Ostatnio wykorzystano do syntezy hirudyny nowy peptyd wyprowadzajgcy
pochodzacy z (1-glukanazy zlokalizowanej w Scianie komorki drozdzowej (1).
Zastosowanie drozdzowego promotora np. UYPI (47) do ekspresji obcego bial-
ka z jego wlasnym peptydem gtownym nie zawsze umozliwia sekrecje obcego
biatka. W przeciwienstwie do pszenicznej i ludzkiej a-amylazy z odpowiednim
roslinnym i ludzkim peptydem wyprowadzajacym (43) nie obserwowano se-
krecji ludzkiej a antytiypsyny.
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Zjawisko sekrecji heterologicznego biatka za pomocag réznych peptydéw
wyprowadzajacych szczegétowo zanatizowano w przsrpadku atbuminy surowicy
tudzkiej (HSA). Zastosowano 5 réznych peptydéw wyprowadzajacych; homo-
togiczny, tzw prepro-peptyd czynnika ptciowego a (prepro-MFa), heterotogiczny
prepro-peptyd atbuminy (prepro-HSA) oraz dwa warianty peptydéw wyprowa-
dzajacych toksyny kitterowej drozdzy Kluyveromyces lactis i hybrydowy peptyd
kitler toksyny orciz czsninika a. We wszystkich przypadkach uzyskano wydajna
sekrecje ludzkiej atbuminy od 20 do 55 mgl“? Wykazano pr2'y tym, ze obe-
cno$¢ lub brak miejsc glikozytacji nie ma wpkwu na poziom sekrecji HSA
do podtoza hodowlanego, oraz ze produkt jest wtasciwie trawiony przez enzym
(produkt genu KEX2) odeinajacy sekwencje wiodacg podczas drogi sekrecyjnej
w komorce. Nie obserwowano posrednich produktow tej obrébki potransta-
cyjnej. Natomiast istotne r6znice w wydajnosei sekrecji wystagpity pomiedzy
wybranymi do badani szczepami drozdzowymi, tacznie z catkowitym jej bra-
kiem w dwdch przypadkach.

Maksymalne mozliwosci S.cerevisiae wydzielania biatek na zewnatrz ko-
morki sg mate. Aspergillus niger wydziela gramy glukoamylazy w litrze pod-
toza, Bacillus subtilis podobne iloci a-amytazy oraz Yarrowia lypolityca wy-
dziela jeszcze wiecej atkatieznej proteazy pozakomérkowej. Drozdze piekarni-
cze charakteryzuje niska zdolnos$¢ do sekrecji homologicznych biatek. S. ce-
reuLsiae wydziela w sumie mniej niz 100 mgF” inwertazy, czynnika piciowego
a i kwasnej fosfatazy. ROzne biatka ssakéw jak ludzka albumina HSA oraz
niektére hydrotazy grzybdw nitkowatyeh (16) sg wydzielane przez S. cerevisiae
w ilosci 50-200 mgl~". Zwigkszenie liezby kopii genu kodujgcego inwertaze
pozwala na wzrost syntezy tego biatka i jego sekrecji do poziomu 2% rozpu-
szczalnych biatek komdrkowyeh (15), tj. poziomu ktéry odpowiada wydziela-
niu 240 mgr” inwertazy przy tatwej do osiggniecia w fermentorze gestosci
suchej masy drozdzowej 60 gF~ Zdolno$¢ komdrek drozdzowych do sekreeji
homologicznych biatek jest ograniczona jedynie poziomem transkrypeji
i translacji informacji genetycznej.

Istnieje kilka udokumentowanych przypadkéw niewydajnej sekrecji z S.cere-
visiae. Dotyczg one; cielecej prochymozyny (48), ludzkiej a-1 antytiypssoiy (a-I
AT) (37), ludzkiego tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) (33), interferonu
konsensus (57) czy ludzkiego lizozymu (25). Niektore z tych biatek sg zatrzymy-
wane przez ER, w iloSciach znacznie przewyzszajgeych te, ktére w}rowadzane
sg na zewnatrz. Na przykfad a-1 AT syntetyzowana pod kontrolg silnego pro-
motora jako biatko hybrydowe z peptydem wyprowadzajgcym inwertazy, produ-
kowana jest na poziomie nie przekraczajagcym 0,4% ws*ystkich rozpuszczalnych
biatek. Jednak 80% a-1 AT pozostaje w komorce, przypuszezakiie zwigzane z ER
(37). Podobnie w praypadku prochymozyny, ktéra w mniej niz w 10% byta wy-
dzielana do podtoza hodowlanego (42). Zastosowanie wektora z silniejsz}mi pro-
motorem pozwolito na 5-krotny wzrost wydajnosci syntezy tego biatka, natomiast
sekreeja wzrosta tylko o 10% wskazujac na nature ,waskiego gardta” drogi
sekreeyjnej. Przezwyciezenie tej trudnosei stato sie czesciowo mozliwe przez za-
stosowanie supersekrecyjnych mutantéw, ktdre umozliwity zwiekszenie sekrecji
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tego biatka do 30% catkowitej syntezy. Ustatono roéwniez, ze integracja do
chromosomu jednostki transkiypcyjnej prochymozyny w wielu kopiach umozli-
wita bardziej wydajng sekrecje w poréwnaniu z wielokopijnym plazmidem. Pod-
czas gdy integracje przeprowadzono w supersekrecyjnym szczepie poziom sekre-
cji badanego biatka osiggnat ostatecznie 20 mgF\ co oznacza 80-krotne zwie-
kszenie wydajnosci. Wsnik ten roéwniez sugeruje, ze cechy szczepu w ktérsm
odbywa sie produkcija heterologicznego biatka moga mie¢ wieksze znaczenie niz
np. wybor odpowiedniego peptydu wyprowadzajacego.

Mozna stwierdzi¢, ze drozdze S. cereuisiae znalazty swoje state miejsce jako
organizm stuzacy do produkcji i sekrecji niektorych heterologicznych biatek,
poniewaz oferujg unikatowg kombinacje nastepujacych cech:

1) sg stosunkowo tanie i tatwe w hodowli;

2) procesy regulujace ekspresje gendw sg dobrze poznane;

3) stosunkowo dobrze poznany jest mechanizm sekrecji biatek drozdzo-
wych, co umozliwia produkowanie niektorych heterologicznych biatek iden-
tycznych jak te syntetyzowane przez komoérki macierzyste.
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Heterologous Gene Expression in S. cerevisiae

Summary
Yeast S.cerevisiae plays an important role of a host for heterologous gene expression and

protein secretion. High-level expression of foreign genes in S. cerevisiae is the result of a number
of optimized reactions in the cell. In this article I will focus on the vectors designed for efficient
expression and secretion of foreign proteins from yeast cells into the medium.
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