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Biatka pochodzace z produkcji mikrobiologicznej sa powszechnie stosowane w réznych obszarach
dziatalno$ci cztowieka, takich jak medycyna, diagnostyka, produkcja zywno$ci, artykuldéw gospodarstwa
domowego, kosmetykow, czy biopaliw, a takze w przetwarzaniu biomasy odpadowej. Znaczna czg$¢ tych biatek
wytwarzana jest przy uzyciu komorek drozdzy, ktore, cho¢ naleza do bardzo wydajnych producentow bialek,
podlegaja licznym ograniczeniom. Oszacowano, ze dane biatko wydzielane poza komorke (w celu tatwiejszego
oczyszczania) moze by¢ produkowane w nawet 1000-krotnie nizszych iloSciach niz teoretyczne maksimum, jesli
proces produkcji nie zostat zoptymalizowany na poziomie molekularnym i/lub bioprocesowym. Wedtug innych
szacunkow ponad 30% wszystkich biatek (zarowno obcych, jak i natywnych) jest przetwarzanych przez szlaku
sekrecyjnym, ktory kieruje biatka na zewnatrz komorek. Szlak sekrecyjny jest bardzo ztozony - obejmuje wiele
genow/biatek oraz liczne organella komorkowe. Dlatego modyfikacja lub usprawnienie tego szlaku wymaga
doglebnej wiedzy na temat biologii komorki. Biorac pod uwage, ze Swiatowy rynek bialek stanowi jedng
z kluczowych galgzi obecnej biotechnologii przemystowej, przynoszac corocznie miliardy dolaréw (USD)
przychodow, badania nad biologig szlaku sekrecyjnego sa istotne zaréwno dla badan podstawowych, jak i
stosowanych.

Proponowany projekt bedzie przeprowadzony z wykorzystaniem komorek drozdzy niekonwencjonalnych
Yarrowia lipolytica. Y. lipolytica to bezpieczny gatunek drozdzy (status GRAS wydany przez FDA i EFSA)
obecnie szeroko stosowany w badaniach naukowych oraz w praktyce przemystowej m.in. do produkcji pasz (dla
koni i bydta), biatek (np. lipazy, proteazy), kwasu cytrynowego czy naturalnego, bezkalorycznego stodzika
(erytrytolu). Gatunek ten stanowi takze uznang platforme biologiczng do produkcji rekombinowanych (obcych)
biatek sekrecyjnych (wydalanych na zewnatrz komorki) (rs-Prot) ze wzgledu na wiele korzystnych cech jego
szlaku sekrecyjnego.

W moich wczeéniejszych badaniach poréwnatam globalne profile ekspresji genéw w komorkach Y.
lipolytica wytwarzajacych rozne rs-Prots. Dzigki globalnemu podejsciu (analiza ekspresji wszystkich genow
w genomie) i doglebnej analizie otrzymanych danych, badanie umozliwito zdobycie ogromnej iloSci nowej
wiedzy. Udato si¢ zidentyfikowaé geny i procesy biologiczne zaangazowane w syntez¢ i wydzielanie rs-Prots
w Y. lipolytica. Wiele z nich okazato si¢ podobnych do tych, ktdre zaobserwowano w przypadku innych drozdzy,
wigc oczekuje si¢, ze majg podobng funkcje biologiczna. Ale nadal pozostaty takie, ktorych rola jest niepoznana.

W proponowanym projekcie chcialabym kontynuowaé badania nad synteza i sekrecjg rs-Prots u Y.
lipolytica, wykorzystujac zdobyta wczesniej wiedze jako wskazowki dla strategii inzynierii genetycznej.
Gléwnym celem projektu jest: i) zbadanie specyficznej funkcji wybranych genéw o potwierdzonym
zaangazowaniu w synteze rs-Prot u Y. lipolytica, na podstawie wcze$niejszych badan, oraz ii) ocena mozliwosci
wykorzystania tych genéw jako czynnikéw usprawniajacych synteze rs-Prots. Wybrane geny moga potencjalnie
odgrywac rolg w nastepujacych procesach komorkowych: reakcja na stres oksydacyjny, degradacja proteolityczna
i modyfikacje Sciany komorkowej; co zostato wywnioskowane na podstawie ich podobienstwa do genéw z innych
gatunkow drozdzy, ktore sg lepiej opisane niz Y. lipolytica.

Koncepcja polega na okre$leniu funkcji dziesieciu genow zaangazowanych w syntezg rs-Prot w Y.
lipolytica poprzez ich nadekspresje¢ (zwigkszenie ilosci aktywnego produktu biatkowego) i delecje (eliminacje
produktu biatkowego z komorki), a nastepnie ocene wzrostu i fizjologii zmodyfikowanych komoérek w hodowlach
laboratoryjnych. Aby rzetelnie zbada¢ wptyw gendw na synteze rs-Prot, szczepy beda jednocze$nie produkowaé
tzw. biatka reporterowe rs-Prots, o wlasciwosciach umozliwiajacych ich tatwa analizg. Do przetestowania wplywu
gendw na rozne biatka wybrano dwa rozne rs-Prots — jeden to enzym, a drugi — biatko emitujgce fluorescencje.
Nadekspresja i delecja beda prowadzone przy uzyciu nowoczesnych narzedzi inzynierii genetycznej, a powstate
szczepy bedg hodowane w matej skali w zoptymalizowanych warunkach. Aby doktadnie opisa¢, jakie globalne
zmiany spowodowaly przeprowadzone modyfikacje genoéw, wybrane szczepy beda hodowane w Scisle
regulowanych hodowlach bioreaktorowych i przeprowadzona zostanie analiza ekspresji wszystkich genow w
komorce. Aparatura, narzedzia molekularne i umiejetno$ci wymagane do realizacji projektu zostaty opanowane i
sg uzywane w laboratorium.

Oczekuje si¢, ze projekt dostarczy danych eksperymentalnych na temat molekularnych funkcji
niescharakteryzowanych genéw i ich wptywu na produkcje rs-Prots w Y. lipolytica. Ponadto przewiduje sie, ze
w wyniku realizacji projektu zostana wskazane i opisane inne geny powigzane z genami badanymi, w oparciu o
globalne badania ekspresji gendéw. W zwiazku z tym spodziewane jest zaproponowanie nowych strategii
zwigkszania produkcji biatek sekrecyjnych u drozdzy.

Projekt dostarczy nowej, ciekawej wiedzy podstawowej o duzym potencjale aplikacyjnym, a otrzymane
wyniki zostang opublikowane mi¢dzynarodowych czasopismach i zaprezentowane na konferencjach.



