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Nonconventional yeasts in heterologous protein production

Summary

The purpose of the paper was to describe nonconventional yeasts:
Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica, Arxula adeninivorans,
Kluyveromyces lactis and Debaryomyces hansenii as affirmed or potential producers
of heterologous proteins and biopharmaceutics. Cited species were character-
ized by genome size, particular physiological aspects and molecular tools used
for genetic transformation. Advantages and disadvantages of production sys-
tems based on nonconventional yeasts were brievly discussed in comparison to
well known industrial processes involving Saccharomyces cerevisiae, Escherichia
coli or mammalian cells lines.
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1. Wstep

Biatka rekombinowane, zwane takze heterotogicznymi, to biatka
wytwarzane przez bakterie, drozdze oraz zwierzece i roslinne li-
nie komérkowe w wyniku ekspresji obcego gatunkowo genu,
ktory przy uzyciu metod inzynierii genetycznej zostat wprowa-
dzony do genomu gospodarza. Podczas wzrostu biorcy, wpro-
wadzony rekombinowany gen ulega ekspresiji, a otrzymane osta-
tecznie biatko jest biatkiem heterologicznym, obcym dla gatun-
ku biorcy. Pozgdany produkt jest nastepnie oczyszczany. Te in-
nowacyjnie uzyskane biatka sg od dawna cennymi, stosowanymi
biofarmaceutykami oraz preparatami wykorzystywanymi w dia-
gnostyce oraz w przemysle spozywczym, paszowym i chemicz-
nym (1-5).
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Obecnie na rynku biofarmaceutykéw jest ponad 100 preparatéw pozyskanych
z udzialem genetycznie zmodyfikowanych komoérek (http://www.biopharma.com).
Gtéwnie sa to preparaty insuliny, hormony, czynniki krzepliwo$ci krwi, interferony
i poliwalentne szczepionki (2,6,7). Corocznie ich liczba wzrasta o kilka nowych pre-
paratow. W latach 2007-2008 dopuszczono 22 nowe leki, z ktérych jedynie 8 byto
pozyskanych z wykorzystaniem technologii rekombinowanego DNA (http://www.
biopharma.com). Natomiast liczba testowanych biofarmaceutykéw pozyskiwanych
metoda inzynierii genetycznej gwaltownie rosnie (6,8,9). Takim cennym i zarazem
polskim produktem biotechnologicznym jest ,Gensulina”, wprowadzona na rynek
w 2001 r. przez firme Bioton (2,10). Specyfik ten wprowadzono na rynek dwadzie-
cia lat po dopuszczeniu do lecznictwa pierwszego preparatu tego hormonu otrzy-
manego na drodze inzynierii genetycznej, jest to jeden z szesciu dopuszczonych do
obrotu preparatéw rekombinowanej insuliny (11). jeden z nich (Velosulin) w stycz-
niu 2009 r. z przyczyn ekonomicznych wycofano z rynku (http://www.emea.euro-
pa.eii).

Przyktadami rekombinowanych enzymow pozyskanych metoda inzynierii gene-
tycznej i produkowanych przez genetycznie zmodyfikowane drozdze sg; lakaza (12,
13), chymozyna (14), glukoamylaza (15,16), ksylanaza (15,17,18), inwertaza (19,20),
galaktozydaza (15), fitaza (3,21,22) oraz ostatnio pozyskana liaza alginianowa (23).
Heterotogiczne biatka sg tez przedmiotem licznych badan podstawowych i doty-
czacych ich potencjalnego zastosowania w bioremediacji srodowiska (12,13,24).

Planujac produkcje heterologicznego biatka nalezy dokladnie przeanalizowac
kazdy jej etap. Poczawszy od wyboru odpowiedniego systemu ekspresyjnego, po-
przez optymalizacje wszystkich czynnikbéw majacych wptyw na hodowle komérek
w warunkach nadekspresji okreslonego biatka, po dostosowanie sekwencji wektora
oraz genu kodujacego biatko do systemu biosyntezy i sekrecji biatek gospodarza.
Najistotniejszy jest wybOr gospodarza oraz odpowiednich narzedzi molekularnych,
sprawnie ufatwiajgcych pozyskanie genetycznie zmodyfikowanego szczepu.

Pierwszymi organizmami stosowanymi do produkcji obcych biatek byty bakterie
Escherichia coli i drozdze piekarnicze Soccharomyces cerevisiae. Podstawowym powo-
dem, dla ktérego gatunki te zostaty wybrane do produkcji heterologicznych biatek
byly szczegétowe informacje jakie zgromadzono na temat ich proteomu, genomu
oraz cech fizjologicznych i systeméw hodowli. Z dostepnych na rynku rekombino-
wanych biofarmaceutykéw okoto 39% zostalo wyprodukowanych na bazie: E. coli,
\5% drozdzy (gtéwnie 5. cerevisiae) i 35% linii komérkowych pozyskanych w wyniku
genetycznych modyfikacji komoérek jajnika chomika chinskiego (CHO) (7). Ze wzgle-
du jednak na wysokie koszty hodowli tkankowych, matg wydajnos¢ niektérych sys-
teméw lub nieprawidtowos$ci w strukturze uzyskanego biatka, ciggle poszukiwani sg
~Nowi gospodarze”, tak aby produkcja heterologicznych biatek byta wydajna, opta-
calna lub gwarantowata otrzymanie biatka identycznego z ludzkim. Trzeba zatem
dokonac takiego wyboru gospodarza, aby procesy potranslacyjnych modyfikacji bia-
tek (glikozylacja, acetylacja, fosforylacja, ubikwitynacja czy przylaczanie biatek
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SUMO) byly najbardziej zblizone do zachodzacych u cziowieka, dajgc w efekcie
biatko o konformacji i funkcji ludzkiego biatka natywnego (1,6,25,26). Wtedy, wy-
produkowane leki beda nietoksyczne i aktywne biologicznie, a ich zastosowanie
w medycynie nie bedzie stanowito zagrozenia.

jednym z podstawowych narzedzi umozliwiajacym wprowadzenie obcego genu
jest wektor, okreslany takze jako plazmid. Plazmidy (wektory) mozna podzieli¢
wedtug kilku kryteriow. Ze wzgledu na pochodzenie i zawarte sekwencje wyrdznia-
my wektory wirusowe, bakteryjne, drozdzowe, wahadlowe, ekspresyjne czy wpro-
wadzajgce delecje; na podstawie sposobu oddziatlywania z genomem gospodarza:
replikacyjne i integracyjne; na podstawie liczby kopii utrzymujacych sie w komérce:
jednokopijne i wielkokopijne. Wektor musi nies¢ gen reporterowy (marker), tak aby
mozliwa byta selekcja komorek, ktére przyjety konstrukt z genem obcego biatka,
jako markery wykorzystuje sie geny opornosci na antybiotyki, gen GFP (oraz liczne
jego modyfikacje), geny umozliwiajgce wykorzystanie specyficznych substratéw we-
glowych czy uszkodzone geny warunkujace rézne auksotrofie.

Nastepnym, waznym elementem w procesie syntezy heterologicznych biatek jest
jej regulacja. Wydajng i kontrolowang ekspresje gendéw, prowadzacg do ekonomicz-
nie opfacalnej produkcji biatek, zapewnia dobdr sekwencji promotorowej. W celu
wydzielenia wtasciwego biatka poza komérke niezbedny jest fragment DNA ko-
dujacy peptyd sygnalny, ktéry pozwala na transport biatka przez btone komérkowa,
do pozywki hodowlanej. Bardzo czesto sekrecja biatka jest takze uwarunkowana
obecnoscig i typem potranslacyjnych modyfikacji. Brak potranslacyjnych modyfikacji
biatek i systemu sekrecji u E. coli czesto powoduje nagromadzanie produktu w we-
wnatrzkomoérkowych inkluzjach (27).

llo$¢ produkowanego rekombinowanego biatka zalezy takze od warunkéw pro-
wadzenia hodowli, ktére z kolei wplywaja, przynajmniej czesciowo, na sposéb po-
zyskiwania bialka, jego jakos¢ (czystos¢) i wydajnosé. Dlatego bardzo waznym ele-
mentem jest optymalizacja parametrow hodowli (m.in. wybdr bioreaktora, skiad
podtoza, gestos¢ inokulum, kontrola pH, temperatury i natlenienia i in.) zapew-
niajagca zaréwno odpowiedni wzrost gospodarza, wysoka ekspresje obcego genu jak
i wydajng sekrecje produktu. Etap optymalizacji procesu biosyntezy i powiekszenia
skali bardzo czesto jest trudny do ustalenia i z tego powodu wielu ciekawych roz-
wigzan (opisanych dla skali laboratoryjnej) nie mozna byto wprowadzi¢ do praktyki
przemystowej (16,28).

Celem pracy jest prezentacja ,niekonwencjonalnych” drozdzy jako sprawdzonych
lub potencjalych producentéw heterologicznych biatek. Gatunki drozdzy inne niz do-
brze znane drozdze paczkujgce S. cerevisiae oraz rozszczepkowe Schizosaccharomyces
pombe sg umownie nazywane drozdzami niekonwencjonalnymi (29,30). Do tej grupy
zaliczane sg m.in. takie gatunki jak: Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Yarrowia
lipolytica, Arxula acieninivorans, Kluyveromyces lactis oraz Debaryomyces hansenii. W pracy
przedstawiono krétka charakterystyke wymienionych gatunkéw drozdzy oraz narze-
dzi inzynierii genetycznej stuzgcych ekspresji heterologicznych gendéw. Dla poréwna-
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nia przytoczono rowniez informacje dotyczace obu konwencjonalnych gatunkow.
W podsumowaniu opisano zalety i wady systeméw produkcji opartych na niekonwen-
cjonalnych drozdzach w odniesieniu do proceséw stosowanych na skale przemystowa
z udziatem E. coli, S. cerevisaie czy CHO.

2. Saccharomyces cerevisiae

Szerokie zastosowanie drozdzy S. cerevisiae w przemys$le spozywczym, farmaceu-
tycznym, a takze w biotechnologii jest zwigzane z faktem, ze posiadajg one status
GRAS (ang. Generally Recognised As Safe), a stosowane od stuleci, sprawdzity sie jako
niepatogenne dla cztowieka. Drozdze te byly pierwszym organizmem eukariotycz-
nym dla ktérego poznano pelng sekwencja nukleotydéw w genomie (http://
www.yeastgenome.org/). Wielko$¢ genomu jadrowego zorganizowanego w szesna-
stu chromosomach wynosi ponad 12 Mpz, a mitochondrialnego 84 kpz. Obok jadro-
wego i mitochondrialnego materiatu genetycznego wiekszos¢ szczepdéw laborato-
ryjnych zawiera naturalnie wystepujacy kolisty plazmid 2 p, ktéry byt pierwszym
wektorem wykorzystywanym do transformacji drozdzy. Najczesciej do wprowadze-
nia obcego DNA do komoérek S. cerevisiae wykorzystuje sie wektory wahadtowe (bi-
funkcyjne), zawierajgce sekwencje potrzebne do replikacji i selekcji u bakterii oraz
u drozdzy. Czynnikami selekcyjnymi sg gtdwnie uszkodzone geny warunkujgce auk-
sotrofie pokarmowe. Uszkodzony drozdzowy gen URA3 (kodujacy syntaze dekar-
boksylazy 5'-fosfoorotonianu) oraz defektywny gen LEU2 (kodujacy dehydrogenaze
P-izopropylojabtczanu) warunkujg odpowiednio auksotrofie uracylowa i leucynowg
(31). Obecnie w lecznictwie jest dostepnych 7 preparatow insuliny, 14 preparatow
poliwalentnych szczepionek dla dzieci oraz 2 leki wplywajgce na krwiobieg wypro-
dukowane za posrednictwem S. cerevisiae (1,31). Catkowicie bezpieczne preparaty
wprowadzono do lecznictwa gtéwnie w latach 1996-2002. Warto w tym miejscu
przypomnieé, ze pierwszg ,drozdzowg” szczepionke, przeciwko wirusowemu zapa-
leniu watroby, wprowadzita firma Merck juz w 1986 r. W tabeli | zebrano pierwsze
rekombinowane biatka, ktére wyprodukowano z udzialem drozdzy piekarniczych
(14). Nie wszystkie znalazly zastosowanie w lecznictwie.

Tabela 1

Pierwsze heterologiczne biatka wyprodukowane przez drozdze S. cerevisiae

Rok otrzymania Nazwa handlowa,

Produkt Wykorzystany promotor i .
produktu rok zatwierdzenia leku
1 2 3 4
HBsAg A/l 1982 Recombivax, 1986
powierzchniowy antygen wirusa zapalenia dehydrogenazy alkoholowej Etigerix, 1989

watroby typu B
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1 2 i 4

al-Antytrypsyna P.\RG3 1984 brak na rynku
genu szlaku syntezy argininy

h-EGF P\tHal 1984 brak na rynku

epidermalny czynnik wzrostu a-czynnika piciowego

glukoainylaza pHSO 1984 brak na rynku
enolazy

kapsyd wirusa Epstaina - Barra (EBV) PGALUGAUO 1987 brak na rynku

gendw szlaku utylizacji galaktozy

h-SOD PGPDH 1987 brak na rynku
dysmutaza nadtlenkowa dehydrogenazy aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego

USA PPGR 1987 brak na rynku

albumina surowicy ludzkiej kinazy 3-fosfoglicerynianu

h-interferon a PPHO5 1990 brak na rynku
fostatazy V

hirudyna PCIiPI 1994 Refludan, Revasc 1997

metalotioniny

3. Schizosaccharomyces pomhe

Gatunek drozdzy Sch. pomhe obok pospolitych drozdzy piekarniczych, jest w licz-
nych badaniach modelowg komdrka eukariotyczng. Zaliczany do waskiej grupy droz-
dzy rozszczepkowych charakteryzuje sie symetrycznym podzialem komdérkowym
i brakiem zdolnosci do pgczkowania. Nie jest chorobotwérczy dla czlowieka. Szcze-
py tego gatunku sg gtéwnie wykorzystywane w przemysle spirytusowym (32). Genom
Sch. pomhe zostat catkowicie poznany w 2002 r. (http://www.sanger.ac.uk/Pro-
jects/S pombe/genome). jego budowa i organizacja jest prostsza niz u S. cerevisiae,
co przejawia sie brakiem zduplikowanych gendw i mniejsza liczbg rodzin genowych.
Genom, o wielko$ci —12,5 Mpz jest zorganizowany w trzech chromosomach.

Skonstruowano juz narzedzia molekularne wykorzystywane do transformaciji ko-
morek Sch. pomhe w celu produkcji rekombinowanych biatek. Sg to plazmidy pREP42
i pPREP41 zawierajgce jako marker gen GFP oraz plazmidy pJK148 i pJK210, rekomen-
dowane do integracji homologicznej w gen LELI lub URA (33-35). Nieintegracyjne pla-
zmidy stosowane u Sch. pomhe skonstruowano na bazie nietypowych promotoréw:
zalezny od tiaminy Pmnti+ czy od miedzi Patat+ (www-rcf.usc.edu/~forsburg/pla-
smids.html#promoter; (36)). Do innych znacznie stabszych konstytutywnych se-
kwencji promotorowych, takze wykorzystywanych w komoérkach Sch. pomhe nalezy
promotor genu CYCC (cytochrom C) wykorzystany do ekspresji jednego z gendow
HCMV (ludzkiego cytomegalowirusa), genu hCGa, (ludzkiej a podjednostki kosmow-
kowej gonadotropiny), genu szczurzej somatostatyny oraz genu kodujgcego antygen
T SV40 (wirus Simian 40) (36).
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Drozdze rozszczepkowe nie znalazly, jak dotad, zastosowania w masowej pro-
dukcji rekombinowanych biofarmaceutykéw. Jednakze, w ich komérkach uzyskano
ekspresje obcych genéw kodujacych biatka cztowieka (antytrombine, czynnik ko-
agulacji krwi) (37).

4. Hansenula polymorpha

Gatunek H. polymorpha poczgtkowo okreslany jako H. angusta, a obecnie takze
jako Pichia angusta jest zaliczany do drozdzy metylotroficznych. Genom H. polymorpha
jest czesciowo poznany i zorganizowany w postaci szesciu chromosomoéw (38-40).
Szczepami wykorzystywanymi do produkcji heterologicznych biatek sg gtéwnie trans-
formanty trzech szczepdw: H. polymorpha CBS4732, H. polymorpha DL-1, H. polymorpha
CBS1976 (41). Dwa pierwsze wyizolowano z gleby, a trzeci z zepsutego, skoncen-
trowanego soku pomaranczowego (39). Szczepem preferowanym w badaniach nad
ekspresja heterologicznych biatek jest szczep H. polymorpha DL-1, ktdry oprdécz do-
brego wzrostu, szybkiej adaptacji do Srodowiska, charakteryzuje sie wiekszg cze-
stotliwoscia homologicznej rekombinacji niz inne szczepy (38). Do transformacji
szczepow H. polymorpha wykorzystywane sg wektory wahadtowe, zawierajgce se-
kwencje HARSI (ARSI H. polymorpha autonomicznie replikujgce sie sekwencje DNA),
ktore mogg integrowac¢ w wiele miejsc w DNA gospodarza (42).

Promotorami najczesciej wykorzystywanymi do regulacji ekspresji genéw ob-
cych biatek jest konstytutywny promotor genu TPSI (syntaza 6-fosforanu trehalozy)
oraz promotory gendéw kodujacych enzymy metabolizmu metanolu, promotor genu
MOX (oksydaza metanolowa) i genu FMD (dehydrogenaza mrowczanowa) (21). Pro-
motory te nie sg uzaleznione od toksycznego dla cziowieka metanolu, ulegajg in-
dukcji rowniez w obecnosci glicerolu lub przy limitujagcym (gtodowym) stezeniu glu-
kozy. Przyktadem innego, silnego, konstytutywnego promotora jest Pqgap (promotor
dehydrogenazy aldehydu 3'-fosfoglicerynowego) i Ppmai (promotor ATPazy membra-
nowej) (43). Najwazniejsze wykorzystywane promotory zebrano w tabeli 2.

Tabela 2

Najwainiejsie promotory genéw H. polymorpha, P. pastoris i Y. lipolytica wykorzystywane w konstrukcji
heterologicznych genéw (21,44)

Promotor Kodowane biatko Wiasciwosci
| 2 3
Hansenula polymorpha

PAIOX oksydaza metanolu indukcja metanolem, glicerolem, gtodowym stezeniem
glukozy, nie jest Scisle zalezny od metanolu

"HMD dehydrogenaza mréwczanowa indukcja metanolem, glicerolem, gtodowym stezeniem
glukozy, nie jest Scisle zalezny od metanolu
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POAP
PPMA!
PTPSI

PHDI

PYNTI

PYNH

PYNR!

Paoxi

Pgap

PPLDI

PPHX8

PYPTI

PLhV2
PXPK2
PPOX2
PpOTI

PKU

Paip
hpd4
PPOXI
PPOX5
PTKP
PKPS7

Pmtp

)

PRHHAS

2

syntaza dihydroksyacetonu
dehydrogenaza aldehydu -3’-fosfoglicerynowego

ATPaza btonowa
syntaza 6-fosforanii trehalozy

kwasna fosfataza
transporter azotanowy

reduktazy azotynowe

3

wysoka produktywnos$¢, indukowany metanolem
konstytutywny, wysoka produktywnos$¢

w temp. powyzej 42°C

konstytutywny, indukcja metanolem, stabsza indukcja
prostymi aminami

konstytutywny

indukcja azotanami, represja pochodnymi amonu,
rzadko stosowane

indukcja azotanami, represja pochodnymi amonu,
rzadko stosowane

Pichia pastoris

oksydaza alkoholowa

dehydrogenaza 3'-fosforanu aldehydu glicery-
nowego

dehydrogenaza aldehydu mréwkowego

peroksysomalne biatko matri.x

GTPaza

Scisle uzalezniony od metanolu, wysoka wydajno$¢
konstytutywny, indukowany glukoza, nie wymaga meta-
nolu

indukowany metanolem, glukozg, siarczanem amonu.
metyloaming

stabszy promotor, indukowany glukoza, w niewielkim
stopniu represjonowany metanolem

konstytutywny, indukowany glukoza, metanolem, man-
nitolem

Yarrowia lipolytica

dehydrogenaza P-izopropytojablczanu
alkaliczna proteaza

oksydaza 2-acylo-CoA

tiolaza 3-okso-acylo-CoA

liaza izocytrynianowa

dehydrogenaza aldehydu -3’-fosfoglicerynowego
hybrydowy pochodzacy od pi,iix2

oksydaza 1-acylo-CoA

oksydaza 5-acylo-CoA

czynnik EF-1 a elongacji translacji
rybosomalne biatka S7

metalotioniny | i 2

indukcja prekursorem leucyny

indukcja peptonem

indukcja kw. ttuszczowymi, ich pochodnymi i alkanami
indukcja kw. ttuszczowymi, ich pochodnymi i alkanami
indukcja kw. ttuszczowymi, ich pochodnymi, alkanami,
etanolem oraz octanem

indukcja glicerolem

zalezny od fazy wzrostu

staba indukcja alkanami

staba indukcja alkanami

konstytutywny

konstytutywny

staba indukcja alkanami, indukcja solami metali

Drozdze H. polyinorpha sg juz stosowane w przemystowej produkcji rekombino-
wanych biatek (tab. 3). Najwydajniej produkowana jest fitaza wydzielana w ilosSci
13,5 g/L hodowli [http://www.artes-biotechnology.com]. Technologia produkcji re-
kombinowanych enzyméw z udzialem tego gatunku drozdzy w 2002 r. uzyskala sta-
tus GRAS (http://www.biotechresources.com).
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Tabela 3

Wybrane beterologiczne biatka produkowane przez H. polymorpha (44, http://www.artes-biotechno-

logy.com)
Kategoria Produkt Status Nazwa rynkowa

farmaceutyki HBsAg produkcja rozpoczeta Hepa Vax
powierzchniowy antygen wirusa
zapalenia watroby typu B
HbsAg produkcja rozpoczeta AgB
powierzchniowy antygen wirusa
zapalenia watroby typu B
insulina produkcja rozpoczeta Vosulin, obecnie wycofany
IFNa-2a odmowa dopuszczenia*
ludzki interferon alfa 2a
USA produkcja rozpoczeta brak dostepnych danych
albumina surowicy ludzkiej
EOF produkcja na skale laboratoryjng brak dostgpnych danych
naskorkowy czynnik wzrostu zakonczona

dodatki do zywnosci oksydaza heksozy produkcja rozpoczeta Grindamy! Suerebake

dodatki do pasz fitaza produkcja rozpoczeta Quantum Phytase

* preparaty Roferon A i Alferon A/Alpheron A dopuszczone do stosowania u ludzi sg uzyskane w wyniku genetycznej transfor-
macji komoérek E. coli.

5. Pichia pastoris

P. pastoris zaliczane sg do grupy drozdzy metylotroficznych, podobnie jak
H. polymorpha. Genom tego gatunku o wielkosci 9,5-9,8 Mpz Jest zorganizowany
w czterech chromosomach o wielkosci zmiennej w zaleznosci od szczepu (44,45).

W przeciagu ostatnich pietnastu lat za posrednictwem P. pastoris otrzymano po-
nad 400 rekombinowanych biatek, z ktérych kilka Jest Juz na rynku biofarmaceuty-
kéw (45,46). Przyktadem moze byé albumina surowicy ludzkiej produkowana pod
handlowa nazwa ,Albrec®”, ktérego producentem Jest firma Mitsubishi Pharma Cor-
poration z Japonii (21,46). Na etapie badan klinicznych sg inhibitory endostatyn i an-
giostatyn, a powierzchniowy antygen kapsydu wirusa zapalenia watroby typu B Jest
powszechnie stosowany Jako szczepionka przeciwko tej chorobie w Ameryce Po-
tudniowej (21). Wszystkie szczepy stosowane do tego celu pochodzg od szczepu
P. pastoris NRRL-YI 1430 z Northern Regional Research Laboratories, Peoria, II, USA.

Pomimo ze dla tego gatunku opracowano wiele wektoréw i Jest on znany Jako
najbardziej wydajny system ekspresji obcych genéw, liczba danych dotyczacych fi-
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zjologii i genetyki jest skgpa (18,48). W Polsce tez sg prowadzone badania nad pro-
dukcja heterologicznych biatek z udziatem P. pastoris (5,49).

Podstawowg cechg wykorzystywang u tych drozdzy w biotechnologicznej pro-
dukcji heterologicznych biatek jest ich zdolno$¢ do utylizowania metanolu jako
Zzrodfa wegla (46). Gtdwnie wykorzystywany jest promotor genu A0X1, kodujacego
oksydaze alkoholowa, ktéry efektywnie reguluje ekspresje obcych biatek (47). Alter-
natywnymi rozwigzaniami dla PN\ox sg konstytutywne sekwencje promotorowe, nie
wymagajace toksycznego dla cztowieka alkoholu metylowego, takie jak: Pgap, Pfidi
PpEX8> "YTPi kontrolujace odpowiednio ekspresje: dehydrogenazy aldehydu 3’-fosfo-
glicerynowego-CAP; dehydrogenazy aldehydu mréwkowego-F/.D/; peroksysomalne-
go bialka-PFX8; oraz GTPazy-VTP/. Najczesciej wykorzystywane promotory zesta-
wiono w tabeli 2.

Najbardziej popularnym markerem selekcyjnym wykorzystywanym do selekcji
transformowanych drozdzy P. pastoris jest gen opornosci na zeocyne (Zeo”) (21,51).
Najczesciej stosowang u tego gatunku drozdzy sekwencjg sygnalng, umozliwiajgca
sekrecje rekombinowanego biatka poza komorke, jest a-czynnik piciowy z 5. cerevisiae
(MFal) lub sekwencja kodujgca peptyd sygnalny w genie PHOI (gen kwasnej fosfata-
zy) (52,53).

6. Yarrowia lipolytica

Genom drozdzy z gatunku Y. lipolytica }est najwiekszy sposréd wszystkich gatun-
kéw nalezacych do klasy Ascomycetes, wynosi 20-22 Mpz. (http://www.cbi.labri.
fr/Genolevures). Jest zorganizowany w postaci 6 chromosoméw (54). Ponadto wy-
réznia sie sposrod innych genoméw workowcow duzg zawartoscig par GC, wysokag
czestotliwoscig wystepowania intronéw (13% gendéw posiada co najmniej jedng se-
kwencje intronowg), nietypowgq strukturg klastra DNA kodujgcego rybosomalne RNA
oraz matym podobienstwem sekwencji do homologéw u innych drozdzy.

Gatunek Y. lipolytica jest takze potencjalnie dobrym producentem heterologicz-
nych biatek. Posiada wiele pozytywnych cech fizjologicznych, wptywajacych na jego
przemystowe zastosowanie. Przede wszystkim drozdze te nie sg patogenne i posia-
dajg status GRAS (55). Maksymalna temperatura ich wzrostu nie przekracza 32-34°C
i m.in. dlatego sg uznawane za bezpieczne (21). Od dawna odgrywaja znaczaca role
w dojrzewaniu seréw (56), w produkcji drozdzy paszowych i kwasu cytrynowego
(57-60), y-dekalaktonu (61), a takze w biotransformacjach alifatycznych zwigzkéw
(62). Gatunek Y. lipolytica wyréznia sie sposréd innych gatunkéw drozdzy zdolnoscia
sekrecji do pozywki hodowlanej kilku biatek enzymatycznych. Drozdze te wydzie-
lajg proteazy, lipazy, fosfatazy oraz RNaze i esteraze (63-65).

Pierwszym promotorem o historycznym znaczeniu u Y. lipolytica byt Pxpr2, Pro-
motor genu kodujgcego alkaliczng proteaze (63). jest to promotor sprawnie regu-
lujacy ekspresje gendw, jednak jego kontrola jest scisle uzalezniona od warunkéw
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Srodowiska. Jest aktywny tylko w pH powyzej 6, a jego indukcja wymaga stosunko-
wo duzej zawartosci peptonu w pozywce hodowlanej. Dlatego obecnie do badan
nad produkcjg heterologicznych bialek, najczesciej stosuje sie syntetyczny promo-
tor hp4d (19,64). Aktywnos¢ tego promotora jest tak wysoka jak indukowanego
Pxi'R2 » j*st on zdolny do regulowania ekspresji obcych gendéw prawie w kazdym me-
dium hodowlanym. Ekspresja gendw pod jego kontrolg zachodzi gtéwnie na po-
czatku fazy stacjonarnej (65). jest to korzystne zjawisko w procesach produkcyj-
nych, poniewaz umozliwia czesciowe oddzielenie fazy wzrostu od fazy w ktérej na-
stepuje sekrecja biatka. Wykorzystywane sg takze promotory gendéw kodujacych
podstawowe enzymy metabolizmu substratdw hydrofobowych: liazy izocytryniano-
wej (ICLI), oksydaz acylo-CoA (POX1, POX2 i POX5) oraz tiolazy 3-okso-acylo-CoA
(POTI) (19). juretzek i wsp. (66) uzyskat najwyzszg ekspresje obcych genow stosujgc
promotory ICL1, POTI i POX2. Najwazniejsze promotory gendw drozdzy Y. lipolytico
scharakteryzowano w tabeli 2.

Do ekspresji obcych genéw wykorzystuje sie gtéwnie szczepy Y. lipolytica: Pold,
Polf, Polg i Pol h pochodzace od Y. lipolytica W29 (12,64). Szczep ten w celu prowa-
dzenia efektywnej produkcji biatek zostal udoskonalony i poddany modyfikacjom
genetycznym. Do jego genomu wprowadzono markery auksotroficzne (leu2, ura3)
i wyeliminowano geny warunkujace produkcje proteaz, stanowigcych ewentualne
zagrozenie dla sekrecjonowanych heterologicznych biatek. Do genomu niektérych
szczep6bw wprowadzono gen SUC2 z S. cerevisiae, kodujacy inwertaze, enzym umoz-
liwiajacy wykorzystywanie sacharozy jako dogodne, nowe dla tego gatunku zrédto
wegla (64). Obecnie trwaja badania nad pozyskaniem oraz wykorzystaniem transfor-
mantoéw, wyizolowanego w Polsce dzikiego szczepu Y. lipolytica A-101, charaktery-
zyjacego sie szczegolnie cennymi wtasciwosciami biotechnologicznymi (produkcja
kwasu cytrynowego, bioremediacja) (67,68). Ostatnio uzyskano pierwsze, stabilne
transformanty tego szczepu zawierajgce delecje ura3 oraz insercje genu SUC2 pod
kontrola Px>R2 < “xrr2 warunkujaca wzrost na sacharozie (69,70).

Czynnikami selekcyjnymi moga by¢ zwiazki, na ktére drozdze Y. lipolytica sg
wrazliwe (bleomycyna oraz hygromycyna B), ale najlepszym rozwigzaniem jest za-
stosowanie selekcyjnych markeréw auksotroficznych, powodujac delecje genu LEU2
lub genu URA3 (6,65). Od 1998 r. stosuje sie sekwencje wprowadzajgce delecje
okreslonego fragmentu genu URA3, umozliwiajgce selekcje ponownie transformo-
wanych klonéw auksotroficznych (71).

Kolejnym, niezbednym czynnikiem w produkcji rekombinowanych biatek, jest
sekwencja sygnalna (peptyd sygnalny), umozliwiajgca wydzielenie pozgdanych pro-
tein poza komoérke, do pozywki hodowlanej. W pracach z VY. lipolytica najpowszech-
niej stosowanym sygnatem jest proregion genu XPR2, kodujacy krétka sekwencje
stanowigca peptyd sygnalny lub sam preregion tego genu, ktéry takze okazat sie
wystarczajacy dta wydajnej sekrecji heterologicznych biatek (19,62). Stosuje sie tak-
ze preproregion genu LIP2, oraz hybrydowg sekwencje powstatg z potgczenia odpo-
wiednich regionéw genéw XPR2 i LIP2.
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Wektorami umozliwiajacymi wprowadzenie informacji genetycznej do komérek
Y. lipolytica sg najczesciej wektory integracyjne (19,62). W opinii Hamsa i Chattoo
(72) integracyjne wektory odznaczajg sie wysoka stabilnoscig, a przy ich zastosowa-
niu mozliwa jest integracja obcego DNA w wiele miejsc oraz uzyskanie wyzszego
poziomu ekspresji gendw. Czesto zachodzi wtedy rekombinacja homologiczna,
umozliwiajgca wprowadzenie genu w pozadany region genomu.

Za pomocg systemu ekspresyjnego opierajgcego sie na drozdzach Y. lipolytica
jako gospodarzach uzyskano ekspresje 43 bialek. Najwiecej z nich, 19 otrzymano za
pomocg szczepu Y. lipolytica Pold (65). Sze$¢ genéw pochodzito z £. coli, 2 z wiru-
séw, jeden z sinic, 14 z drozdzy i plesni, 3 z roslin, 17 z ssakéw, w tym 12 ludzkich.
Wiekszos¢ protein udato sie uzyskaé w ilosciach kilku miligramoéw na litr (najczesciej
5-20 mg/L), a niektére nawet w ilosci kilkuset mg/L (100 mg/L - p-galaktozydaza,
160 mg/L - prochymozyna, 500 mg/L - biatko CD 14). Najczesciej wykorzystywano
promotor Pxpr2 (22 biatka) oraz promotor hp4d (17 biatek) (64,65). W tabeli 4 zesta-
wiono ludzkie biatka, wydzielane przez transformowane szczepy Y. lipolytica. Na
dzien dzisiejszy zadne z nich nie zostalo dopuszczone do stosowania w lecznictwie.

Tabela 4
Ludzkie biatka wyprodukowane przez transformowane szczepy Y. lipolytica (65)
Biatko Promotor/sygnat sekrecyjny Opisane przez
anafilatoksyna Cba XPR2/ XPR2 prepro Davidow i wsp., (1987)

czynnik krzepliwosci krwi Xtla XPR2/XPR2 prepro, XPR2/XPR2 pre-Fdipept., Tharaud i wsp., (1992)
XPR2/ XPR2 pre

analog proinsuliny XPR2/ XPR2 prepro James i Strick, (1993)
insiilinotropina XPR2/ XPR2 prepro James i Strick, (1993)
epidermalny czynnik wzrostu XPR2/ XPR2 prepro Hamsa i wsp., (1998)
tkankowy aktywator plazminogenu XPR2/ XPR2 prepro Franke, Pfizer, USA

a- fetoproteina hp4d / XPR2 prepro Ucliida, Oriental Yeast, Japonia
B2 mikroglobulina lip4d / XPR2 prepro Uchida, Oriental Yeast, Japonia
rozpuszczalny wariant CDI4 lip4d / hybryda UP2 i XPR2 prepro Gysler i wsp. TYLIM, (2003)
cytochrom P450 IAl POX2! brak Nthangeni i wsp. TYLIM, (2003)
przeciwciato anty-Ras, scFv hpad / XPR2 pre, Swennen i wsp., (2002)

hp4d / XPR2 prepro

przeciwciato anty-estradiol, scFv hp4d / XPR2 pre Chartier, LISM, CNRS, Francja

Niezmiernie istotne jest, aby biatka o przyszlym zastosowaniu leczniczym, byty
identyczne z ludzkimi. Drozdze Y. lipolytica sa w stanie przeprowadzi¢ proces gliko-
lizacji zblizony do tego, jaki przeprowadzajg ssaki. Na przyktad tkankowy aktywator
plazminogenu wyprodukowany przez Y. lipolytica miat 8-10 reszt mannozowych.
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podczas gdy heterologiczne biatka produkowane przez P. pastoris lub H. polymorpha
nawet do 14 reszt (64,65).

W poréwnaniu z innymi drozdzami, gatunek Y. lipolytica okazat sie wydajniej-
szym producentem heterologicznych biatek. Produkcja ludzkiego antygenu a-feto-
proteiny u tego gatunku byla dwa razy wieksza niz zaobserwowana u P. pastoris (64).
Podobnie jak ilos¢ przeciwciata anty-Ras, dwukrotnie przewyzszata ilos¢ wyprodu-
kowang przez Kluyveromyces lactis (64,65).

7. Arxula adeninivorans

Szczep Trichosporon adeninovorans CBS8244T zostat wyizolowany z gleby w 1984 r.
przez Middelhoven i innych. Byt to pierwszy izolat niekonwencjonalnych drozdzy,
znanych dzisiaj pod gatunkowg nazwg A. adeninivorans. Drugi szczep Tr. adeninivorans
LS3 (PAR-4) zostat wyizolowany z hydrolizatow drewna na Syberii przez Kapultsevi-
cha (73). Cztery kolejne szczepy wyizolowano z gleby bogatej w zwigzki humusowe
w Afryce Potudniowej, a nastepne trzy wyizolowano z kiszonych kolb kukurydzy
w Holandii (74,75). Wszystkie wymienione szczepy faczyly ze sobg dwie wspdlne ce-
chy: wykorzystywanie n-alkanéw, amin i adeniny jako zrédta wegla i energii oraz
kserofilno$¢. Podobnie jak H. polymorpha drozdze te sg zdolne do utylizowania azo-
tanéw. Ponadto utylizuja: kwas urynowy, skrobie, melibioze, melozytoze i cukry
proste, alkohole oraz kwasy organiczne, z wyjatkiem L-ramnozy, inuliny, laktozy,
mleczanu i metanolu (73,74). Sa odporne na wysokie temperatury oraz zasolenie.
Szczep A. adeninivorans LS3 wyrasta w medium zawierajgcym 20% NacCl i jest zdolny
do wzrostu w 48°C. Moze przetrwa¢ nawet kilka godzin w 55°C. W zaleznosci od
temperatury, w jakiej prowadzona jest hodowla, drozdze te wykazujg réznice w bu-
dowie morfologicznej. W temperaturze powyzej 42°C wyrastajg w formie grzybni
(mycelium). Dimorfizm ten jest odwracalny. Mozna otrzymac¢ paczkujgce komorki
prowadzgc hodowle w nizszej temperaturze. Nalezy podkresli¢, ze drozdze te
w stadium grzybni wydzielajg wigekszg ilos¢ biatek (glukoamylazy i inwertazy) niz
komorki paczkujace (75). Temperatura moze by¢ zatem czynnikiem regulujacym se-
krecje obcego biatka.

Aktualnie rodzaj Arxula obejmuje dwa gatunki A. terrestre i A. adeninivorans, a do ba-
dan wykorzystywany jest gtdwnie zmutowany szczep A. adeninivorans 153, ktory juz
w temperaturze 30°C wyrasta w postaci grzybni (73). Wielkos¢ genomu A. adeninivorans
jest zblizona do genomu drozdzy S. cerevisiae i innych drozdzy nalezgcych do klasy
Ascomycetes (76). Materiat genetyczny jest zorganizowany w postaci czterech chro-
mosomow.

Wektory wykorzystywane do transformaciji tego gatunku drozdzy, zwykle zawie-
rajg sekwencje 25S rDNA z A. adeninivorans, kasete ekspresyjng z genem hph z E. coli
(warunkujaca opornos¢ na hygromycyne) oraz konstrukt niosacy gen kodujacy hete-
rologiczne biatko wklonowany miedzy promotor genu TEF lub AHSB4 {A. adeninivorans)
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a terminator genu PHO5 (S. cerevisioe). W szczepach A. adeninivorans transformowa-
nych takimi wektorami wykazano wydajng ekspresje genéw LACZ, XYLE, GF i HSA
(77). Wektor pAL-HPH-TEF-GPF byt takze wykorzystywany w komérkach innych nie-
konwencjonalnych drozdzy, takich jak D. honsenii, Debaryomyces polyinorphus,
H. polymorphaa, P. pastoris i piekarniczych S. cerevisiae (77,78).

Opisane cechy fizjologiczne (termoopronosé, zalezny od temperatury dimorfizm,
kserofilnos¢, szerokie spektrum substratéw) oraz niepatogennos¢ sprawiaja, ze gatu-
nek drozdzy A. adeninivorans jest postrzegany jako atrakcyjny, modelowy organizm
w badaniach biotechnologicznych, jednym z pierwszych genéw, ktérego ekspresja
powiodta sie w komoérce A. adeninivorans byt gen XylE Pseudomonas piitida kodujacy
dioksydaze-2,3-katecholu (79,80). Kolejnymi biatkami, wyprodukowanymi przez trans-
formanty A. adeninivorans byly: albumina surowicy ludzkiej, ktérg uzyskano w ilosci
od 10 do 50 mg/L i interleukina IL-6 o prawidtowej strukturze trzeciorzedowej (74,77).
Obecnie z udziatem tego gatunku produkowany jest fragment przeciwciat (scFv), uzy-
skiwany w ilosci 200 mg/L hodowli w kolbach (http://www.artes-biotechnology.com).

8. Kluyveromyces lactis

Drozdze K. lactis sg dos¢ blisko spokrewnione z S. cerevisiae (81). Wielkos¢ catego
genomu K. lactis wynosi 10-12 Mpz i jest on zorganizowany w szesciu chromoso-
mach (82). Takze organizacja, rozmiar i budowa zespotu rDNA tego gatunku droz-
dzy wykazuje duzy stopien podobienstwa do drozdzy piekarniczych (http.7/www.cbi.la-
bri.fr’Genolevures).

Znaczace podobienstwa pomiedzy budowag gendw obydwu gatunkéw drozdzy
utatwigjg prace nad udoskonalaniem szczepow drozdzy K. lactis do wydajnej pro-
dukcji rekombinowanych biatek (17). Drozdze te od dawna stosowane sg do pro-
dukcji obcych biatek, a Federalna Agencja ds. Zywno$ci i Lekarstw uznata je za bez-
pieczne (20). Heterologiczne biatka otrzymane w komorkach tego gatunku drozdzy
to chymozyna, a-galaktozydaza, amylaza, ksylanaza, albumina surowicy ludzkiej (HSA),
ludzka interleukina-1 p, ludzka-interleukina-ly, bydleca-P-laktoglobulina (15).

Gatunek drozdzy K. lactis w przeciwienstwie do S. cereWs/ae jest zdolny do wyko-
rzystywania laktozy i dlatego sekwencje promotorowe genéw kodujacych enzymy
metabolizmu tego zrédta wegla sg wykorzystywane jako niezawodna regulacja eks-
presji heterologicznych genéw (14). Najczesciej wykorzystywany jest promotor
genu MC4 regulujacy ekspresje genu kodujacego p-galaktozydaze. jego aktywnosé
jest regulowana przez galaktoze. Pod jego kontrolg produkowana jest na skale
przemystowa chymozyna oraz inhibitor trypsyny.

Markerami selekcyjnymi transformantéw, z wklonowanym genem okre$lonego
biatka sg delecje standardowych gendéw URA3 oraz LEU2 warunkujgcych auksotrofie
pokarmowe czy genu TRPI - gen metabolizmu tryptofanu, lub bakteryjnego genu
Kam* warunkujgcego opornos¢ na kanamycyne (17).
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Wektory stosowane do transformowania komorek K. lactis to w przewazajgcej
czesci plazmidy strukturalnie podobne do naturalnego plazmidu 2 p z S. cerevisioe.
System ekspresyjny gatunku drozdzy K. lactis opiera sie na 1,6 p kolistym plazmi-
dzie (pKDI) z Kluyvennyces drosophilarum (14). Stosowane sg gtdwnie dwa typy pla-
zmidu pKDI. Pierwszym typem jest wektor zawierajacy kompletng sekwencje pKDI
tzw. kompletny-pKDI, ktéry moze by¢ klonowany tylko w szczepie gospodarza nie
posiadajacym naturalnego plazmidu pKDI (pKDI®). Po transformacji komoérek kom-
pletnym-pKDI w komdrce moze by¢ 20-30 kopii plazmidéw, zapewniajac duzg licz-
be gendéw heterologicznego biatka (83). Nalezy jednak pamieta¢, ze duza liczba ko-
pii niekoniecznie warunkuje wydajng produkcje heterologicznego biatka. Wadg
kompletnego-pKDI jest jego niestabilnos¢. Catkiem odwrotna sytuacja ma miejsce
w przypadku czesciowego plazmidu pKDI. Plazmid posiada stabilizacyjne cis-acting
locus (CSL). Ten typ wektora moze by¢ propagowany tylko w tych szczepach, ktérych
komorki zawierajg juz naturalny plazmid pKDI (pKDI+) (83).

Drozdze K. lactis sg zdolne do sekrecji eukariotycznych bialek znacznie bardziej
efektywnie niz konwencjonalne drozdze S. cerevisiae. Efektywnos$¢ produkcji rekom-
binowanych biatek wigze sie m.in. z szybkim tempem wzrostu mikroorganizmu,
wiekszym spektrum dostepnych substratow jako Zrodto wegla, brakiem hipergliko-
zylacji powstajacych biatek oraz z mniejszym szkodliwym wpltywem ubocznych me-
tabolitow na wzrost kultury lub otrzymywane produkty (http://cbi.labri.fr/Genolevu-
res/elt/ KLLA). Obecnie dostepne sg zestawy do szybkiej transformacji K. lactis
(http://www.neb.com/nebecomm/products/productE 1000.asp).

9. Debaryomyces hansenii

Drozdze D. hansenii sg jednym z najwazniejszych gatunkoéw drozdzy stosowa-
nych w przemys$le spozywczym. Sa one wykorzystywane w produkcji win i jako
szczepionki starterterowe w serowarstwie (84,85). Najlepiej poznanym szczepem
jest szczep D. hansenii CBS767, wyizolowany z wisni, jego genom o wielkosci —12,2 Mpz.
jest zawarty w siedmiu chromosomach (http://cbi.labri.fr/ Genolevures/ elt/DEHA).

Drozdze te sg zdolne do wykorzystywania aromatycznych weglowodoréw (nafta-
len, bifenyl i benzopiren) oraz n-alkanéw, jako jedynego zrédig wegla i energii. Po-
nadto metabolizujg kwas mlekowy i cytrynowy. Posiadajg zdolnos¢ do wzrostu
w $rodowisku o wysokim zasoleniu i w niskich temperaturach (np. w wodzie mor-
skiej) (85-87). Potrafig takze rosng¢ w obecnosc¢i metali ciezkich takich jak kobalt,
miedz, cynk i zelazo. Poniewaz sg powszechnie stosowane w produkcji zywnosci,
przypuszczalnie nie sg patogenne dla cztowieka i moglyby by¢ producentami re-
kombinowanych biatek nawet na skale przemystowa.

W prowadzonych badaniach do transformowania komorek D. hansenii wykorzy-
stywane sg plazmidy pMR95 oraz pMR96 zawierajace gen opornosci na hygromycy-
ne B i uszkodzony gen URA3 z S. cerevis/ae, jako czynniki selekcyjne. Sg to mate wek-
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tory (5,6 i 6,7 kpz), ktére moga by¢ uzywane do klonowania DNA o wielkosci
6-10 kpz. Zawierajg wiele unikatowych miejsc restrykcji (88). Plazmidem do ekspre-
sji genéw u D. hansenii jest takze pRGM, zawierajgcy gen opornosci na ampicyline
Amp", gen URA3 z S. cerevisiae i sekwencje ARSD (ARS z D. Hansenii, wyizolowang
z plazmidu pAB83) (87).

Sekwencje promotorowe wykorzystywane do regulacji ekspresji genéw to prze-
waznie promotory genéw S. cerevisiag, ktore sg akt}*ne w komoérkach D. hansenii
(87). Najczesciej sg to: promotor genu CYCI kodujgcego izocytochrom ¢, promotor
GPDI genu dehydrogenazy 3-fosfoglicerolu, promotor genu SME1 kodujacego kina-
ze biatkowa oraz genu HSP12 kodujacego biatko szoku cieplnego. Sygnatami sekre-
cyjnymi sg sekwencje genu GAA kodujacego a-galaktozydaze oraz a-czynnik picio-
wy, obie z S. cerevisiae. Wykorzystanie tego gatunku w procesach produkcji hetero-
logicznych biatek jest na razie przedmiotem badan taboratoryjnych.

10. Podsumowanie

Pierwszymi organizmami stosowanymi do produkcji heterotogicznychnych bia-
tek byly bakterie £. coli i drozdze piekarnicze S. cerevisiae. Na skale przemystowg
drozdze piekarnicze okazaly sie dobrymi producentami bialek terapeutycznych,
w wielu przypadkach lepszymi niz bakterie, gromadzace obce biatka najczesciej
w postaci wewnatrzkomoérkowych inkluzji. Nieskomplikowana struktura komorki
drozdzy, matla liczba genéw pozwalajgca na dokonywanie tatwych manipulacji gene-
tycznych oraz krotki czas generacji sg kolejnymi zaletami promujacymi szczepy
S. cerevisiae jako producentoéw obcych biatek.

Drozdze piekarnicze majg takze wady, nie pozostajgce bez znaczenia dla pro-
dukcji heterologicznych biatek. lloé¢ produkowanych biatek bywa czesto mata (brak
wydajnych systemow sekrecji biatek), a powstajacy w czasie procesu fermentacji cu-
krow etanol negatywnie wptywa na produkcje biomasy i wydzielanie biatek. Ponad-
to, w wielu przypadkach potranslacyjne modyfikacje biatek zachodzace u S. cerevisiae
prowadza do powstawania biatek o wlasciwos$ciach alergennych dla cztowieka. Dla-
tego zainteresowano sie innymi gatunkami drozdzy, ktére w przysztosci mogg sta-
nowi¢ alternatywe do obecnie stosowanych S. cerevisiae. Niektdore gatunki odzna-
czajg sie lepszg produktywnoscig, mniejszym stopniem hiperglikozylacji biatek i wy-
dajniejsza ich sekrecja, w szczegdlnosci tych o duzej masie czasteczkowej.

W przypadku preparatéw o znaczeniu terapeutycznym, dazy sie obecnie do pro-
dukowania bialek o najwyzszej jakosci, czyli identycznych do naturalnych. Biolo-
giczna aktywnos$¢, rozpuszczalno$¢, biodostepnosé, okres péitrwania, stabilnosc
i immunogennos$é biatek ulegajacych sekrecji jest uzalezniona od potranslacyjnych
modyfikacji przeprowadzanych w komoérkach. Takie potranslacyjne modyfikacje
w komoérkach prokariotycznych zachodza w niewielkim stopniu. Organizmy euka-
riotyczne pod tym wzgledem rdznig sie. Drozdze 5. cerevisiae nie przeprowadzajg
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reakcji amidowania, niektorych rodzajow fosforylacji i hydroksylacji biatek oraz
maja tendencje do nadmiernej hiperglikozylacji, przytaczajagc do wigzania a-lI,3
rdzenia polipeptydéw zbyt wiele reszt mannozy (okoto 50-100). W przypadku droz-
dzy metylotroficznych P. pastoris i H. polymorpha hiperglikozylacja wystepuje
W znacznie mniejszym stopniu. W zaleznosci od zmodyfikowanego biatka przyla-
czajg okoto 8-14 reszt mannozy do wigzania a-1,2 i otrzymane produkty sg mnigj
alergenne dla czlowieka. Drozdze V. lipolytico przylaczajg najkrétszy tancuch reszt
mannozowych (okoto 8-10). Ich aparat sekrecyjny, w ktérym jest przeprowadzana
potranslacyjna glikozylacja rekombinowanych biatek, ze wzgledu na blizsze pokre-
wienstwo tego gatunku do wyzszych Eukaryota jest najbardziej zblizony do aparatu
ssakéw. Waznym aspektem w produkcji heterologicznych biatek z udziatem Y. lipolytica
byto uzyskanie szczepow zdolnych do wykorzystania sacharozy, wydzielania inwer-
tazy oraz biosyntezy cytrynianu. Na podstawie takich szczepéw, po wprowadzeniu
genu kodujgcego pozadane biatko, mozna uzyskac¢ transformanty zdolne do wydzie-
lania obcego biatka podczas hodowli w medium zawierajacym sacharoze, (np. na
melasie, tanim surowcu odpadowym).

W celu poréwnania najwazniejszych cech dotyczacych produkcji heterologicz-
nych biatek, jej bezpieczenstwa, modyfikacji produktow, sekrecji, stanu zaawanso-
wania prac, kosztéw i obecnosci rekombinowanych biatek na rynku w tabeli 5 zesta-
wiono stosowne dane. Wynika z nich, ze tylko kilka systemow jest wykorzystywa-
nych na skale przemystowg. Gtéwnym problemem sa koszty produkciji, ktére w przy-
padku hodowli zwierzecych linii komorkowych sg wysokie. W celu zmniejszenia
kosztéw produkcji biofarmaceutykdw prowadzi sie badania nad wykorzystaniem
transgenicznych zwierzat wydzielajgcych obce biatko w mleku, moczu, nasieniu czy
w jajku. W lutym 2009 r., po ponad 4 lata trwajgcych badaniach, dopuszczono jako
lek pierwszy specyfik pozyskany z transgenicznej kozy - antytrombine (ATryn)
(www.medicalnewstoday.com), a w fazie badan klinicznych sg specyfiki izolowane
z jaj kurzych (28). Pomimo zachecajacych wynikow hodowle transgenicznych
zwierzat tez nie sg ekonomicznie optacalne. Cechuje je niska wydajnos¢ i potrzeba
odnowy stada. Dlatego produkcja rekombinowanych biatek jest przedmiotem licz-
nych i intensywnych badan. Niosg one ze soba wiele korzysci, nie tylko z naukowe-
go punktu widzenia. Warunkuja m.in. rozwéj przemystu biotechnologicznego (tak-
ze w Polsce). Najintensywniej obecnie sg prowadzone badania z udzialem nizszych
eukariotéw. W przeciggu ostatnich 15 lat opisano ponad 500 szczepow niekonwen-
cjonalnych drozdzy skonstruowanych do produkcji heterologicznych biatek. Tylko
dla gatunku P. pastoris opisano ponad 400 przykladdéw. Dla kilkunastu szczepow
opracowano wydajng produkcje na skale przemystowg i biatka te zostaly dopusz-
czone do stosowania jako biofarmaceutyki lub preparaty enzymatyczne.
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Tabela 5

Charakterystyka systeméw ekspresji heterologicznych biatek wykorzystywanych do produkcji lekéw i enzymoéw

Uzyskane biatko Etap
i 3 Produkty
System ekspresyjny Grupa sekrecia. Koszty badan/
typ glikozylacii 1, dukgii na rynku
wydajnosé produkeji
transgeniczne zwierzeta wyzsze typ czlowieka mozliwa, niska wysokie produkcja dopusz-
(komorki gruczotu mleko- Eukaryota pilotowa czono
wego) w 2009 r.
komorki ssacze wyzsze typ cztowieka mozliwa, niska wysokie produkcja -1-
Eukaryota przemystowa
komorki roslinne wyzsze koncowa ograniczona Srednie badania
Eukaryota fruktoza wielkoscig w skali
biatka, niska pilotowej
Sordaria macrospora grzyb nieznana mozliwa niskie badania
strzepkowy Srednia w skali labora-
toryjnej
Aspergillus sojae grzyb nieznana mozliwa, duza niskie badania
strzepkowy w skali
pilotowej
Arxula adeninivorans dimorficzne nieznana mozliwa, duza niskie badania
drozdze w skali
pilotowej
Yarrowia lipolytica dimorficzne nieznana mozliwa, duza niskie badania
drozdze w skali labora-
toryjnej
Pichia pasloris metylo-troficzne  brak koricowej mozliwa, duza niskie produkcja -1-
drozdze a-1,3 mannozy przemystowa
llansenula polymorpha  metylo-troficzne  brak koficowej mozliwa, duza niskie produkcja 1
drozdze a-1,3 mannozy przemystowa
Saccharomyces cerevisiae drozdze nadmierna mozliwa, duza niskie produkcja -f
piekarskie gtikozylacja przemystowa
Hscberkhia coli bakterie brak tylko do niskie* produkcja t-
przestrzeni przemystowa
peryplazma-

tycznej, duza

“konieczno$¢ stosowania antybiotykéw, obecnie postrzegana jest coraz czesciej jako wada.

Nalezy podkresli¢, ze kolejng zaleta preparatow otrzymanych z udzialem droz-
dzy Jest brak zanieczyszczen wirusami, prionami czy onkogenami, ktére moga mieé
miejsce w przypadku biofarmaceutykéw produkowanych przy wykorzystaniu zwie-
rzecych linii komérkowych.
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