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Biatka pozyskiwane na drodze mikrobiologicznej produkcji znajduja szerokie zastosowanie jako leki,
szczepionki, komponenty testow diagnostycznych, w produkcji zywnosci, srodkéw pioracych, czyszczacych,
kosmetykow, a takze w przetworstwie odpadowej biomasy. Podczas procesu produkcji, komorki
mikrobiologicznego producenta sg narazone na rozliczne czynniki stresowe, powodowane zaréwno przez warunki
zewngtrzne, jak 1 wewngtrzne ograniczenia, powstate na skutek wymuszonego przekierowania metabolizmu w
pozadanym przez cztowieka kierunku. Wysoki potencjat do produkcji pozadanego biatka w trakcie bioprocesu jest
wypadkowa wielu czynnikow, a w tym - wydajno$cia komorkowej maszynerii produkcji biatek (translacyjno-
sekrecyjnej) oraz odporno$cia komorek producenta na pojawiajace si¢ stresy srodowiskowe.

Zaroéwno wysoce sprawna maszyneria translacyjno-sekrecyjna, jak i odpornosé¢ na czynniki stresowe to
cechy zlozone, ktore zalezg od prawidtowego i skoordynowanego dziatania wielu procesow w komorce, za ktore
odpowiadaja liczne geny i biatka. Ztozony charakter tych cech powoduje, ze proby ich ulepszania stanowig
powazne wyzwanie, jako ze trudno jest precyzyjnie wskaza¢ warunkujace je elementy (poszczeg6élne geny, ich
kombinacje czy procesy). Modyfikacja jednego czy kilku genéw jest czg¢sto kompensowana przez naturalne
mechanizmy komorkowe dazace do zachowania homeostazy. Z tego wzgledu uwaza si¢, ze w przypadku
modyfikacji cech zlozonych, rozsadnym rozwigzaniem sg jedynie podejscia globalne, pozwalajgce na
wprowadzanie licznych, wielokierunkowych (,,masowych’) zmian. Tradycyjnie takie modyfikacje wprowadzano
losowo, od czego si¢ obecnie odchodzi przez wzglad na brak kontroli nad przebiegiem procesu ulepszania. Jednym
z nowatorskich rozwigzan jest wywotywanie masowych zmian w funkcjonowaniu komorki poprzez kontrolowane
manipulacje czynnikami transkrypcyjnymi. Czynniki transkrypcyjne (TFs) to wewnatrzkomorkowe elementy
biatkowe zawiadujace ekspresja gendw w odpowiedzi na bodzce pochodzace z zewnatrz / wewnatrz komorki,
powodujace masowe zmiany w funkcjonowaniu komorki. Warto podkresli¢, ze odpowiedz komorki wywotana na
skutek dziatania danego TF jest skoordynowana, adekwatna i ukierunkowana, co oznacza, ze modulacji podlegaja
rozliczne i pozornie niepowigzane ze sobg elementy molekularne (przykltadowo: metabolizm energetyczny,
funkcjonowanie bton komoérkowych i metabolizm aminokwasow), ktore w efekcie powoduja kompleksows i
mozliwie najskuteczniejszg odpowiedz na dany bodziec, jakg komorka moze wygenerowac.

W niniejszym projekcie planuje si¢ Wskazaé TFs przyczyniajace si¢ do zwigkszonej odpornosci komorek
mikroorganizméw na czynniki stresowe typowo zaistniate w warunkach procesow biotechnologicznej produkcji,
oraz/lub umozliwiajace zwickszong produkcje wartosciowych biatek, ktére dalej mogg by¢ stosowane w
rozmaitych dziedzinach dziatalno$ci cztowieka. Badania beda prowadzone z wykorzystaniem drozdzy Yarrowia
lipolytica. Y. lipolytica to bezpieczny gatunek drozdzy niekonwencjonalnych (status GRAS wydany przez FDA i
EFSA) obecnie szeroko stosowany w badaniach naukowych i w praktyce przemystowej m.in. do produkcji pasz
(dla koni i bydta), biatek (np. lipaza, proteaza), kwas(k)u cytrynowego, czy naturalnego, bezkalorycznego stodzika
(erytrytolu). Wigkszos¢ TFs w Y. lipolytica zostata zidentyfikowana dopiero niedawno, na podstawie skanowania
catkowitego sekretomu z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych, lecz ich funkcja molekularna pozostaje
nadal nieznana.

Planuje sie przeprowadzi¢ prace eksperymentalne z wykorzystaniem biblioteki 125 rekombinowanych
szczepow Y. lipolytica, w ktorych geny kodujace nowo-zidentyfikowane TFs zostang poddane nadekspresji wraz
z tatwo-wykrywalnymi biatkami reporterowymi. Biblioteka ta zostanie poddana intensywnemu skriningowi w
rozmaitych warunkach (takze stresowych) celem wskazania TFs odpowiadajacych na zadany czynnik
srodowiskowy. Zaprojektowany plan eksperyemtnalny obejmuje 78 r6znych wariantow hodowli. Warunki (w tym
stresowe) zostaly wybrane na podstawie ich znanego wptywu na wzrost i aktywno$¢ metaboliczng Y. lipolytica
oraz innych, spokrewnionych gatunkow, adekwatnosci do procesow produkcyjnych, oraz ich znanej interakcji z
efektywno$cig produkcji biatek. Planuje si¢ badaé, czy manipulacja TFs spowoduje, ze komoérki beda mogty
wzrasta¢ 1 zachowa¢ zywotno$¢ w warunkach niekorzystnych, np. obnizonej dostgpnosci tlenu, nieoptymalnej
dostepnosci sktadnikow pokarmowych, kwasnym pH czy przy zmianie temperatury. Poglebione badania planuje
si¢ przeprowadzi¢ z TFs, ktorych nadekspresja umozliwia komorkom Y. lipolytica produkcje biatek pomimo
zaistnienia niekorzystnych warunkéw srodowiskowych.

W badaniach zostang wykorzystane nowoczesne metody pozwalajace na prowadzenie wielu hodowli i
analiz réwnolegle. Badania zostang przeprowadzone z wykorzystaniem nowatorskich technik i rozwigzan, tj.
klonowanie modularne GoldenGate, edycja genomu CRISPR-Cas9, zminiaturyzowane, wysokoprzepustowe
techniki hodowli, transformacji i oznaczen biochemicznych. Charakterystyka regulomow (genow podlegtych)
wybranych TF zostanie przeprowadzona z wykorzystaniem kompleksowych technik omicznych (RNAseq) i
ciagtych hodowli bioreaktorowych w warunkach stanu-ustalonego.

Wyniki projektu pozwolg na zdobycie wiedzy podstawowej o znacznym potencjale aplikacyjnym.
Przewiduje si¢ zdobycie nowej wiedzy na temat molekularnych podstaw dziatania komorek, tj. niepoznanych TF,
ich funkcji, mechanizméw dziatania i roli w ksztalttowaniu biotechnologicznie istotnych cech; oraz wskazanie
nowych strategii inzynierii genetycznej o istotnym wptywie na badania podstawowe i aplikacyjne. Wedlug
najlepszej wiedzy zespotu badawczego, tak szeroko-zakrojone, kompleksowe badania nad wptywem TF na
produkcje heterologicznych biatek w powigzaniu z dzialaniem czynnikéw stresowych nie zostaty dotychczas
przeprowadzone dla Y. lipolytica, ani innych gatunkéw drozdzy.



