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DROZDZE TRANSGENICZNE W BROWARNICTWIE

Wrowadzenie

Wisréd wielu etapow produkcji piwa, proces pierwotnej i wtornej fermentacji stwarza

ogromne mozliwosci optymalizacji catej technologii. Za oba etapy w duzym stopniu
odpowiedzialne sa drozdze, ktore jak dotad pozostaja pod wpltywem wielu formalnych
ograniczen, a ktérych genetyczne modyfikacje moga uczyni¢ technologi¢ browarnicza jako
jedna z bardziej nowoczesnych w biotechnologii zywnosci.

Kierunki konstrukeji transgenicznych drozdzy dla browarnictwa

W zwiazku z ogromna rola drozdzy w ksztaltowaniu cech organoleptycznych piwa

biotechnologowie probuja korzysta¢ z pewnych technik inzynierii genetycznej w celu
konstrukcji odpowiednich szczepdéw drozdzy transgenicznych:

Produkujacych minimalne ilosci kwasow a-acetohydroksylowych, tj. prekursorow
syntezy waliny, isoleucyny oraz diacetylu;

Do konstrukeji szczepéw zawierajacych wszczepiony gen odpowiedzialny za syntez¢
enzymu dekarboksylazy kwasu a-acetomlekowego (a-ALDC), ktora bezposrednio
rozktada kwas a-acetomlekowy do acetoiny;

Do konstrukcji szczepéw drozdzy browarniczych Saccharomyces sp. zawierajacych
geny amylolityczne STA1/STA2, z Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus lub
plesni Aspergillus niger/awamori, kodujacych zewnatrzkomoérkowa glukoamylaze.
Geny te wchodza w sklad utworzonego wektora: 1). ekspresyjnego-replikatywnego,
pozostajacego pod kontrola promotora ADHI, badz 2). wektora integracyjnego z
markerem miedziowym, CUP1. Ekspresja transformowanego rekombinacyjnego DNA
(rDNA) przejawia si¢ obnizeniem zawartosci we¢glowodanow w piwie, co podwyzsza
tym samym wydajno$¢ fermentacji alkoholowej i obniza kalorycznos$¢ napoju;

Do konstrukeji szczepéw drozdzy browarniczych Saccharomyces cerevisiae z genem
B-glukanazy (pochodzenia plesniowego, np. Trichoderma resei), zawartym w
wektorze replikatywnym pod kontrola promotora PGK (kinazy fosfoglicerynowej);

Do konstrukcji szczepdw drozdzy browarniczych zawierajacych zespot genow (FLOI,
FLOS5, FLOS8, TUPI1), odpowiedzialnych za syntez¢ biatek nielektynowych,
powodujacych super flokulacjg. Jest to szczegdlnie wazne dla drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, ktore jako mikroorganizmy gornej fermentacji moglyby naturalnie
sedymentowa¢ 1 by¢ tatwo uzyte do immobilizacji podczas fermentacji oraz
dojrzewania piwa;

Do czg$ciowej mutacji drozdzy w genach MET10 i MET2, kodujacych, odpowiednio,
reduktazg siarczynowa oraz transferaz¢ acetylohomoseryny, co w konsekwencji
powoduje, np. akumulacje SO, (siarczynow jako antyoksydantow) w piwie (Rys. 1),
stabilizujac tym samym jego zapach w wyniku tworzenia trwatych potaczen z
aldehydami;

Rys. 1. Przemiana siarczanOw w siarczyny.



. Do amplifikacji wielu kopii genéw ILV5 w oryginalnych drozdzach browarniczych,
odpowiedzialnych za syntez¢ enzymu reduktoizomerazy, btyskawicznie rozkladajacej
kwas a-acetomlekowy jako prekursor diacetylu (Rys. 2).

Rys. 2. System przemian enzymatycznych w cyklu ILV.

Podczas fermentacji pierwotnej drozdze browarnicze produkuja w mitochondriach
caly szereg endokomodrkowych kwasow a-acteohydroksylowych, w tym kwas a-
acetomlekowy 1 kwas a-acetohydroksymastowy, ktore sa  prekursorami
wewnatrzmitochondrialnej biosyntezy waliny oraz izoleucyny. Ogromna czg¢$¢ kwaséw o-
acteohydroksylowych jest wykorzystana do syntezy wyzej wspomnianych aminokwasow,
jednakze pewna ich partia, zaleznie od typu drozdzy, po dyfuzji z komorki do cytoplazmy, a
nastgpnie do piwa, podlega spontanicznej, nieenzymatycznej, oksydacyjnej dekarboksylacji
do odpowiednich lotnych ketondw, jak diacetyl oraz 2,3-pentanedion. Diacetyl jest jednym z
najczestszych, niekorzystnych, a stad niepozadanych zwiazkéw zapachowych piwa.

W nastgpnym, wtdrnym etapie fermentacji, piwo podlega dojrzewaniu, tzn.
praktycznie obnizeniu st¢zenia diacetylu, badz jego eliminacji. Podczas procesu dojrzewania
diacetyl dyfunduje z powrotem do cytoplazmy komorki drozdzowej, gdzie podlega redukcji
do acetoiny przy udziale enzymu reduktazy diacetylowej. Technologowie reguluja te
konwersjg poprzez wysoko$¢ temperatury lub dlugos¢ dojrzewania brzeczki, tak by otrzymac
piwo o prawidtowym smaku i zapachu.

Optymalizacja technologii browarnictwa a drozdze transgeniczne

W celu optymalizacji produkcji piwa proponowane sa roézne strategie. Jedna z nich
dotyczy prac genetycznych, zmierzajacych do obnizenia przez drozdze produkcji lotnych
niekorzystnych ketondw. Strategia ta opiera si¢ gtownie na:

. Konstrukeji nowych transgenicznych drozdzy przy udziale réznego typu sztucznych
wektorow  ekspresyjnych, jak  wektorow integracyjnych, replikatywnych,
episomalnych, sztucznych chromosoméw (tzw. YAC-system), ktore stanowia tzw.
kasety ekspresyjne (expression cassettes) transformowane do wngtrza konstruowanej
komorki;

o Amplifikacji wielu kopii genéw ILVS odpowiedzialnych za tworzenie reduktazy
izomerycznej, rozkladajacej kwasy a-acetohydroksylowe w cyklu biosyntezy
izoleucyny-waliny, co zapobiega akumulacji kwaséw acetohydroksylowych o 50-60%
i ewentualnemu ich wyptywowi z komorki.

Techniki konstrukcji drozdzy w procesie rekombinacji DNA in vitro

Proces rekombinacji DNA in vitro obejmuje podstawowe techniki wyodrgbniania i
zmiany czasteczki DNA, tj. taczenia natywnych fragmentow DNA ze skonstruowanymi
sztucznie fragmentami DNA (wektorami, lub z tzw. kasetami ekspresyjnymi), a nast¢pnie
amplifikacji (powielania) pozadanych gendéw w transformowanej komorce. Przenoszenie
wektora (z fragmentem genow) z jednego organizmu do drugiego i jego powielanie w
komorce gospodarza nazwano klonowaniem.

Wektory, zaré6wno naturalne jak i sztuczne, sa to czasteczki DNA mogace by¢
nos$nikiem pozadanych sekwencji genetycznych, ktore posiadaja zdolno$¢ do automatyczne;j
replikacji w danym typie komorek. Wektor zapewnia powielenie wprowadzonego fragmentu
DNA, czyli klonowanie, a czasami takze wydajna syntez¢ kodowanego przez gen bialka



(ekspresje), jak to ma miejsce, np. w sztucznych wektorach ekspresyjnych. Istnieja rozne typy
sztucznych wektoréw, a dobranie odpowiedniego zalezy m.in. od tego w jakich komodrkach
zamierzamy klonowac gen.

Pierwszym etapem w rekombinacji in vitro jest wydzielanie odpowiedniego DNA,
nastgpnie jego oczyszczanie i fragmentowanie do poszczegdlnych gendow przy pomocy
specyficznych enzyméw ,.tnacych”, tzw. restrykcyjnych (Rys. 3).

Rys. 3. Dziatanie enzymow restrykcyjnych i ligacja (sklejanie DNA).

Drugim etapem w rekombinacji in vitro jest taczenie odpowiednich fragmentow DNA
z czasteczkami wektorowymi z udzialem enzymu ligazy DNA (rys. 3), wytwarzajacej
wiazania fosfodiestrowe, przy czym wektory jako niewielkie fragmenty DNA, maja zdolnos¢
do samodzielnej replikacji w komérce. Tak zrekombinowany fragment DNA z wektorem, po
wprowadzeniu do komorki biorcy za pomoca techniki transformacji lub transfekcji podlega
powielaniu, tj. klonowaniu.

Najwazniejszym elementem warunkujacym specyficzno$¢ wektora sa sekwencje
odpowiedzialne za inicjacj¢ replikacji tzw. sekwencje ori. Najprostsze wektory posiadaja
wylacznie jedno, unikalne miejsce restrykcyjne, w ktére mozna wprowadzi¢ obcy DNA.
Obecnie najczgsciej jest to tzw. polilinker, tj. syntetyczny odcinek DNA, w ktoérym znajduje
si¢ zwykle kilkana$cie miejsc rozpoznawanych przez rozne restryktazy (specyficzne enzymy,
przecinajace DNA). Pozwala to na swobodniejszy dobdr odpowiedniego do klonowania
enzymu.

Sztuczne wektory posiadaja zazwyczaj geny markerowe, czyli geny kodujace biatka
odpowiedzialne za tatwo wyrdznialne cechy fenotypowe. Wektor musi by¢ tak
skonstruowany, aby istniata mozliwo$¢ selekcji tych komorek, do ktorych wniknat.
Najczestszymi markerami w ekspresyjnych wektorach sa geny opornosci na antybiotyk
Geneticin (G418), ampiciling (Ap), tetracykling (Tr) czy geny CUP1 odpowiedzialne za
oporno$¢ na miedz (drozdze browarnicze sa wrazliwe na miedz).

Znajomos¢ sekwencji wielu gendow umozliwia przeprowadzanie r6znych manipulacji
genetycznych nie tylko w naturalnych genach, wyizolowanych z mikroorganizmow, lecz
réwniez w DNA, ktoére moze by¢ zsyntetyzowane chemicznie i enzymatycznie w
automatycznie sterowanym procesie (technika PCR, tj. Polymerase Chain Reaction). Istnieja
bowiem urzadzenia do otrzymywania oligonukleotydéw (krotkich odcinkéw DNA) o
okreslonej sekwencji 1 dtugosci (najczgsciej 20-40 nukleotydow), z ktorych za pomoca ligazy
DNA konstruuje si¢ dtuzsze fragmenty DNA lub kompletne geny. Komplementarny DNA
(cDNA) podczas enzymatycznej syntezy zawiera jedynie sekwencje kodujace. Matryce
stanowi najczgsciej mRNA, ktore jest transkrybowane na DNA za pomoca polimeryzy DNA,
zaleznej od RNA, tzw. odwrotnej transkryptazy.

Do najwazniejszych ,,narz¢dzi“ procesu rekombinacji w inzynierii genetycznej naleza:
. Enzymy restrykcyjne (tngce), ktore sa endonukleazami, wyizolowanymi z bakterii 1

sinic, stanowiacymi naturalny czynnik ochronny przed inwazja obcego DNA, np.

fagowego. Znanych jest kilka tysigcy restryktaz, nalezacych do réznych klas, jednakze

najwigksze praktyczne znaczenie maja specyficzne enzymy restrykcyjne klasy II,

rozpoznajace 1 przecinajace S$cisle okreslone sekwencje nukleotydowe (4-8

nukleotydéw) w czasteczce obcego DNA. Nazwy enzymow restrykcyjnych sa

przedstawiane za pomoca symboli, np. EcoRI, co oznacza enzym pochodzacy ze
szczepu R bakterii Escherichia coli. A oto symbole innych enzymow: Pstl, czy,

HindlIll itp.;

o Enzym odwrotna transkryptaza, tj. polimeraza DNA zalezna od RNA, syntetyzujaca
komplementarny DNA (cDNA) na matrycy mRNA (np. z retrowirusow).



1)

2)

Transkryptaza jest wykorzystywana przy sporzadzaniu bankéw cDNA 1 przy
okreslaniu sekwencji nukleotydow w RNA;

Enzymy ligazy, Yaczace tzw. lepkie konce fragmentow DNA 1 rekonstruujace wiazania
(kowalencyjne), ktore ulegly hydrolizie w wyniku trawienia enzymami
restrykcyjnymi. Warunkiem dzialania ligaz DNA jest obecno$¢ grupy fosforanowej na
koncu 5 tancucha DNA;

Enzymy - polimerazy RNA fagdbw T7 1 SP6, stuzace do otrzymywania in vitro
transkryptu RNA zdefiniowanego za pomoca matrycy DNA;

Enzymy — specyficzne metylazy, ktére modyfikuja sekwencje nukleotydow
rozpoznawane przez nukleazy restrykcyjne in vitro; sa one stosowane do blokowania
miejsc restrykcyjnych we fragmentach DNA;

o Wektory jako przenosniki gendw (w tym sztucznie skonstruowane, zwane
kasetami ekspresyjnymi), bedace wigkszymi czasteczkami najcze¢sciej kolistego DNA.
Wektory sa odpowiednio dobrane do gospodarza, tj. zapewniaja integracj¢ z genomem
biorcy oraz mozliwo$¢ powielania si¢ w odpowiedniej liczbie kopii. W rekombinacji
genetycznej in vitro przenoszenie gendéw do wybranej komorki odbywa si¢ za
posrednictwem wektora, ktérym transformuje si¢ komorki biorcy. Najczesciej
stosowanymi wektorami do komoérek eukariotycznych, np. do drozdzy, sa wektory
drozdzowe integracyjne (zawierajace markery selekcyjne, np. LEU2, HIS3, URA3),
badz autonomiczne replikony jako wektory, zawierajace naturalny plazmid drozdzowy
2pn oraz fragment DNA, tzw. ARS (ang. autonomously Yeplicating Sequence).
Wigkszos¢ tych wektorow zawiera sekwencje pochodzace z plazmidow bakteryjnych
(np. pBR322 z E. coli lub pMA3-PGK) oraz sekwencje drozdzowe, jak np. wyzej
wspomniany plazmid drozdzowy 2u. Sa to wektory ,,wahadtowe” (ang. shuttle
vectors), tzn. zrekombinowane geny mozna wprowadzi¢ za posrednictwem tych
wektorow, zarowno do Eucaryota (np. do drozdzy S. cerevisiae lub komorek
zwierzecych (mammalian cells), jak 1 do bakterii (E. coli).

Do praktyki browarniczej, w celu konstrukeji drozdzy transgenicznych

zastosowano nastepujace typy wektorow:

Wektory integracyjne (Rys. 4), ktore zawieraja DNA genow rybosomalnych z drozdzy
jako homologiczne do okreslonego chromosomu, rekombinacyjne sekwencje (EcoRI
fragment z czgs$cia 5.8S 1 25S rDNA gendéw bez sekwencji ARS), wzmacniajace efekt
transformacji. Do tego dotaczona jest sekwencja DNA bakteryjnego (z Enterobacter
aerogenes), kodujaca synteze0 enzymu dekarboksylazy kwasu a-acetomlekowego (o-
ALDC) oraz pewien fragment plazmidu bakteryjnego pBR322 z selekcyjnym
markerem, np. z genami oporno$ci na antybiotyk ampicyling Ap') czy tetracykling
(Tr"), ewentualnie z regionem kodujacym HIS lub URA3, badz z genami czesci
operonu laktozy lacZ z E. coli. Tego typu wektory moga integrowaé si¢ z
homologicznymi do nich odcinkami odpowiednich chromosomow, zapewniajac duza
stabilno$¢ rekombinacji.

Rys. 4. Stabilny wektor integracyjny.

Wektory replikatywne (autonomously replicating plasmids) sa konstruowane z
fragmentu DNA plazmidu bakteryjnego pKB105 lub pKB106 z sekwencja genetyczna
kwasu a-acetomlekowego (a-ALDC z Enterobacter aerogenes lub Klebsiella
terrigena), z sekwencji markerowej, np. odpornosci na miedz lub HIS i URA3, oraz z
partii drozdzowego DNA. Do tego dochodzi chromosomalny region (ori)
odpowiedzialny za  replikacje.  Przykladem  wektorow  replikatywnych,
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skonstruowanych dla drozdzy browarniczych moga by¢ 2 nizej przedstawione wektory
(Rys. 5), jako kasety ekspresyjne (expression cassettes), bedace pod kontrola mocnych
drozdzowych promotoréw, np. ADH (z sekwencja izoenzymu dehydrogenazy
alkoholowej), PGK (z sekwencja kinazy fosfoglicerynowej) oraz PHOS (z sekwencja
represyjnej kwasnej fosfatazy). Np. wektory replikatywne (z genami URA3), ktore
wprowadzano do drozdzy auksotroficznych (ura’) zastosowano do wielokrotnej
amplifikacji genow ILV.

Rys. 5. Dwa wektory replikatywne.

Wektory episomalne (Rys. 6), niosa informacj¢ genetyczna o rozkladzie kwasu o-
acetomlekowego. Sa to wektory skonstruowane na bazie pewnych sekwencji
bakteryjnych 1 drozdzowych. Zawieraja one geny enzymu dekarboksylazy kwasu o-
acetomlekowego izolowane z bakterii Enterobacter aerogenes, geny selektywne (np.
LEU2, lub URA3), jak rowniez plazmid drozdzowy 2 p.

Rys. 6. Wektor plazmidowy episomalny.
Techniki konstrukcji drozdzy transgenicznych browarniczych

Techniki te prezentowane sa przez nastepujace metody z zakresu inzynierii

genetycznej oraz komorkowe;j 1 jak dotad opieraja si¢ gldéwnie na:

Transformacji  (badZz co-transformacji) chemicznej czy elektrotransformacji
odpowiednich wektorow: integracyjnych, replikatywnych i1 episomalnych, bgdacych
tzw. kasetami ekspresyjnymi (expression cassetttes) (Rys. 7).

Rys. 7. Przyktady drozdzy browarniczych Saccharomyces carlsbergensis transformowanych

dsRNA, tzw. VLPs, z cecha killerowa: A — rho" oraz B — rho'.

Fuzji chemicznej lub electrofuzji (Rys. 8-10) kompetentnych protoplastow, badz
sferoplatéw z odpowiednim zestawem cech genetycznych, ktorych ekspresja wyrazaé
si¢ bedzie pozadanymi wiasciwosciami  technologicznymi, np. cechami
amylolitycznymi u drozdzy browarniczych przemystowych (Rys. 11) lub zdolno$cia
do flokulacji.

Rys. 8. Proces dielektroforezy w elektrofuz;ji.

Rys. 9. Proces powstawania “mostkow”.
Rys. 10. Proces “wypelniania” si¢ “fuzanta”.
Rys. 11. Transgeniczne drozdze amylilityczne.

Injekcji  (mikroinjekcji) rekombinacyjnego materialu  genetycznego (rDNA)
bezposrednio do komorki drozdzowej jako protoplastu lub sferoplastu.

Enukleacji a nastepnie elektrofuzji. Technika ta moze by¢ szczegoélnie korzystna do
drozdzy przemystowych (polyploidéw, badz aneuploidéw lub r40°). Po usunigciu jadra
z jednej macierzystej komorki (enukleacji, Rys. 12), zawierajacej w cytoplazmie np.
plazmidy replikatywne Ilub episomalne z genami dekarboksylazy kwasu a-
acetomlekowego, a nastgpnie elektrofuzji tzw. cytoplastu z nast¢pna, pozadana



komorka (jako protoplast/sferoplast), posiadajaca korzystne cechy jadrowe - otrzymuje
si¢ (po regeneracji) nowe transgeniczne drozdze z oczekiwanymi cechami
cytoplazmatycznymi oraz jadrowymi.

Rys. 12. Drozdze browarnicze Saccharomyces carlsbergensis po enukleacji, tzw. cytoplasty.
Konkluzja

Zastosowanie drozdzy transgenicznych z w/w zmianami w cyklu isoleucyny-waliny
(ILV) powoduje szybkie obnizenie poziomu diacetylu w dojrzewajacej brzeczce, pozbawiajac
piwo ujemnych cech smakowych, oczywiscie bez innych niekorzystnych zmian w gotowym
produkcie. Ponadto drozdze transgeniczne z wszczepionym zespotem gendw amylolitycznych
pozwalaja na wydajniejsza fermentacj¢, nizsza kaloryczno$¢ piwa, a czynnik flokulacyjny
powoduje efektywniejsza fermentacjg ze wzgledu na mozliwo$¢ immobilizacji drozdzy.

Do ingerencji w genom drozdzy browarniczych upowazniaja nas pewne ich
predyspozycje i niezaprzeczalne zalety. Drozdze bowiem jako model komorki gospodarzy
posiadaja struktury komorkowe typowe dla Eucaryota, tj. geny w nich klonowane moga
zawiera¢ sekwencje intronowe, a proces obrobki mRNA jest zblizony do tego, ktory
wystepuje u wyzszych eukariontow. Ponadto biatka drozdzy podlegaja modyfikacjom post-
translacyjnym. Wynika z tego, ze klonowanie obcego, zrekombinowanego DNA (rDNA) w
drozdzach browarniczych pozwala na tzw. ekspresj¢ badanych gendéw w komorce pod
postacia odpowiednio zmodyfikowanych biatkowych produktéw. Jest to proces bardzo
zlozony, zwazywszy, ze drozdze przemystowe sa z reguly polyploidami, badz aneuploidami.

Niemniej przedstawione wyzej metody i techniki rekombinacji genetycznej daja w
wielu przypadkach pozytywne rezultaty, a otrzymane drozdze transgeniczne,ktore przeszly
atestacj¢ w skali pilotowej, mozna zastosowa¢ z pelnym sukcesem w technologii
browarniczej. Pozostaje jedynie opracowanie legislacji tak otrzymanych krzyzéwek
genetycznych i aprobacj¢ technologdw browarnictwa oraz konsumentow.
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