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1. Uvod 

Interes za sintezu i primjenu heterolognih proteina raste od početaka razvoja tehnika genetičkog 

inženjerstva pa sve do danas. Osobit značaj pronalaze u medicini, farmaciji i biotehnologiji, ali i 

u industriji (heterologni enzimi). Do danas su proizvedeni brojni terapeutski proteini poput 

enzima, cjepiva i hormona koji se primjenjuju u medicini za liječenje raznih bolesti (dijabetes, 

patuljasti rast, anemija, astma, multipla skleroza itd.). 

Tehnika izlaganja heterolognih proteina na površini stanične stijenke kvasaca je još poznata pod 

nazivom „yeast surface display“. To je relativno nova metoda koja omogućava sekreciju 

heterolognih proteina iz stanice te njihovu imobilizaciju na površini stanice. Pri tome se za 

imobilizaciju mogu koristiti prirodno prisutni proteini stanične stijenke kvasca ili umjetno 

konstruirani celulosomi. Prirodno prisutni proteini stanične stijenke mogu biti za stijenku vezani 

kovalentnim vezama (proteini iz skupina GPI i PIR proteina) ili nekovalentnim vezama (npr. 

proteini Aga1, Aga2 i Flo1). Celulosomi su multienzimski kompleksi za razgradnju celuloze 

prirodno prisutni u nekim bakterijama i kvascima. Umjetni celulosomi prvi put su konstruirani na 

kvascu S. cerevisiae (Tang i sur., 2018), a potom i na P. pastoris (Dong i sur., 2020) u svrhu 

razgradnje celuloze do etanola u jednom koraku. 

Metoda izlaganja heterolognih proteina na površini stanične stijenke se razvila uslijed potrebe za 

dobivanjem proteina izvan stanice nakon njihove sinteze u svrhu jednostavnije izolacije i 

pročišćavanja te zadržavanja biološke aktivnosti. Osim toga, ovom se metodom omogućilo 

korištenje cijelih stanica kao biokatalizatora. Kvasci su pronašli najveću primjenu za ovu metodu 

zbog relativno jednostavnog i jeftinog uzgoja te mogućnosti za provođenje post-translacijskih 

modifikacija vrlo bitnih za proteine viših eukariota. Osobit značaj danas se pridaje metilotrofnim 

kvascima zbog mogućnosti korištenja metanola kao jedinog izvora ugljika i energije, te snažnih 

promotora koji omogućavaju regulaciju sinteze heterolognih proteina. 

Cilj ovog rada je predstaviti metilotrofne kvasce, Pichia pastoris i Hansenula polymorpha, kao 

pogodne domaćine za proizvodnju heterolognih proteina te za primjenu tehnike njihovog izlaganja 

na površini stanične stijenke. Pri tome će biti naglašene prednosti ovih nekonvencionalnih kvasaca 

u odnosu na do sada najviše istraženi i korišteni kvasac, Saccharomyces cerevisiae.  
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2. Teorijski dio 

2.1. Heterologni proteini 

Prema definiciji, heterologni proteini su proteini eksprimirani u organizmu različitom od onoga u 

kojemu su prirodno prisutni. Važno je naglasiti da ti proteini prethodno nisu bili prisutni u 

organizmu domaćinu. Proizvodnja heterolognih proteina započinje razvojem tehnika genetičkog 

inženjerstva 80-ih godina prošlog stoljeća (Gomes i sur., 2018). Prvi tako proizvedeni protein bio 

je humani hormon inzulin, a za njegovu proizvodnju je korišten ekspresijski sustav bakterije E. 

coli (Goeddel i sur., 1979). Posljednjih nekoliko desetljeća potreba za heterolognim proteinima 

sve više raste, kako u znanstvenim područjima tako i u industriji. Na primjer, farmaceutski 

proizvedeni proteini su danas najbrže rastuća skupina molekularnih lijekova koja pronalazi sve 

veću primjenu u liječenju mnogih bolesti (Kim i sur., 2015). Do danas su proizvedeni brojni enzimi, 

antitijela, terapeutski proteini i hormoni koji se u medicini koriste za liječenje različitih bolesti 

poput dijabetesa, patuljastog rasta, anemije, astme, multiple skleroze, te kod liječenja bolesti 

srca i terapija za liječenje karcinoma (Pham, 2018). Osim kao terapeutici, heterologni proteini se 

koriste u prehrambenoj industriji te u biotehnologiji u svrhu poboljšanja proizvodnih procesa i 

kvalitete konačnih proizvoda. 

Za proizvodnju heterolognih proteina koriste se stanice bakterija i kvasaca te animalne stanice. 

Osnovni razlozi primjene bakterija za proizvodnju heterolognih proteina su mogućnost brzog rasta 

na jednostavnom i jeftinom mediju kao i mogućnost proizvodnje eukariotskih proteina. No, 

postoje brojni nedostaci koji ograničavaju njihovu primjenu. To su nemogućnost provođenja post-

translacijskih modifikacija te nepostojanje sekretornog puta i zadržavanje proteina u obliku 

inkluzijskih tjelešaca (Kim i sur., 2015). Suprotno tomu, animalne stanice mogu provoditi post-

translacijske modifikacije, poput glikozilacije (Demain i Vaishnav, 2009; Walsh 2010; Berlec i 

Strukelj, 2013), ali kultura animalnih stanica vrlo sporo raste i potreban je složeni medij za njezin 

uzgoj te je uz to podložna i virusnim kontaminacijama. Kvasci obuhvaćaju prednosti bakterija i 

animalnih stanica, odnosno karakterizira ih brzi rast stanica na relativno jednostavnom mediju, 

mogućnost provođenja post-translacijskih modifikacija te mogućnost jednostavnih genetičkih 

manipulacija (Mattanovich i sur., 2012). Zato se oni danas pretežito koriste za proizvodnju 

heterolognih proteina. 
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Cilj proizvodnje heterolognih proteina je njihova što jednostavnija izolacija i pročišćavanje te 

zadržavanje aktivnosti nakon proizvodnje. Iz tog razloga se danas nastoje pronaći optimalni 

proizvodni organizmi i metode koje će omogućiti njihovo dobivanje izvan stanice. Jedna od takvih 

metoda je „surface display“, odnosno metoda izlaganja proteina na površini stanica. Prethodno 

je uspješno primijenjena na fagima (Scott i Smith, 1990) i bakterijama (Georgiou i sur., 1996), a 

danas se pretežno koristi na kvascima zbog već navedenih prednosti. 

 

2.2. Izlaganje proteina na površini stanične stijenke kvasca 

Tehnika poznatija pod nazivom „yeast surface display“ (YSD) zadnjih nekoliko desetljeća postaje 

značajan predmet istraživanja u područjima biotehnologije, prehrambene tehnologije, farmacije i 

medicine. Prva istraživanja su započela devedesetih godina prošlog stoljeća, kada su Wittrup i 

suradnici 1997. godine uspješno primijenili ovu tehniku koristeći kvasac Saccharomyces cerevisiae 

za optimizaciju antitijela (a – aglutininski sustav). Pri tome je fuzionirani protein (scFv – single-

chain variable fragment) uspješno vezan na Aga2 protein koji je disulfidnim mostom povezan na 

Aga1 protein stanične stijenke (Boder and Wittrup, 1997). Danas ova tehnika ima veliko značenje 

i u proteinskom inženjerstvu gdje se prvenstveno koristi u svrhu poboljšanja svojstava proteina, 

odnosno za povećanje stabilnosti proteina, termostabilnosti te afiniteta za specifično vezanje s 

drugim molekulama (npr. protein – antitijelo interakcije). Osim toga, tehnika izlaganja proteina 

na površini stanica kvasca se koristi u proizvodnji cjepiva i antitijela, te pri mapiranju proteina, 

biosorpciji i biokonverziji (Pepper i sur., 2008), a cijele stanice kvasca koje sadrže enzime izložene 

na površini stanične stijenke imaju veliki potencijal za primjenu u industriji kao sorbenti i 

biosenzori (Shibasaki i Ueda, 2014). 

Metoda se temelji na fuzioniranju gena za heterologne proteine sa cijelim genima ili fragmentima 

gena koji kodiraju za proteine stanične stijenke (Abe i sur., 2004; Matsumoto i sur., 2002; 

Nakamura i sur., 2001; van der Vaart i sur., 1997). Na taj način se dobiva željeni heterologni 

protein vezan sa prirodno prisutnim proteinima stanične stijenke. Pri tome, kvasci služe i kao 

proizvođači i kao nositelji heterolognih proteina. Dobar sustav za provođenje YSD trebao bi 

osigurati učinkovit transport heterolognih proteina na površinu stanice kvasce, stabilnost proteina 

te formiranje pravilne strukture fuzioniranog proteina i njegovo čvrsto vezanje na stijenku 

posredstvom proteina stanične stijenke (tzv. sidro; „anchor protein“). Ti se proteini mogu vezati 
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u vanjski sloj stanične stijenke na više načina, kovalentno ili nekovalentno. Vanjski sloj stanične 

stijenke građen je od manoproteina (proteina na koje su vezani razgranati polimeri manoze - 

mananski lanci) koji su vezani s -1,3-glukanom u unutrašnjem sloju stanične stijenke. Neki od 

proteina mogu biti jednostavno nespecifično adsorbirani na -1,3-glukan („soluble cell wall 

proteins“ – Aga1, Aga2, Flo1), dok su drugi kovalentno vezani bilo putem ostatka GPI – sidra 

(glikozil – fosfatidil inozitol sidro) i -1,6-glukana, ili preko esterske veze između specifičnog 

ostatka glutamata unutar samog proteina i -1,3-glukana (PIR proteini). Ovisno o 

karakteristikama proteina koji će se imobilizirati, fuzija se može provesti ili na C- ili na N- 

terminalnom kraju proteina, ili protein može biti ugrađen unutar sekvence proteina nosača 

(Teparić i Mrša, 2016). Prethodno opisane sustave za izlaganje proteina na površini stanične 

stijenke kvasca ukratko prikazuje Slika 1. 

 

 

 

Slika 1. Sustavi za izlaganje proteina na površini stanične stijenke kvasca  

GPI – protein stanične stijenke GPI skupine; PIR – protein stanične stijenke PIR porodice; RP – 

rekombinantni proteini koji će se vezati; Aga1, Aga2, Flo1 – pojedinačni proteini stanične stijenke 

(„SCW proteins“) (https://www.researchgate.net/figure/Cell-surface-anchoring-systems-in-

yeast-GPI-cell-wall-protein-of-GPI-group-PIR-cell_fig1_335457949; prema radu: Lozančić i sur., 

2019)  
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Generalno gledajući, najčešće korišteni proteini stanične stijenke kvasca za „surface display“ su a 

– aglutinin, α – aglutinin i Flo1, a najviše korišteni kvasac za „surface display“ je Saccharomyces 

cerevisiae. Flo1 je protein nalik na lektin koji sadrži flokulacijsku funkcionalnu domenu u blizini N 

– terminanlog kraja i koji se nekovalentno veže u staničnu stijenku (Watari i sur., 1994). Sustav 

Flo1 je kod S. cerevisiae korišten za izlaganje α – amilaze (Shigechi i sur., 2004), glukoamilaze 

(Sato i sur. 2002), karboksilesteraze EstA (Breinig i sur., 2006) i lipaze (Nakamura i sur., 2006; 

Tanino i sur., 2007; Jiang i sur., 2008) na površini stanične stijenke. Nadalje, osim sustava Flo1, 

za izlaganje heterolognih proteina često se koriste i kovalentno vezani tzv. GPI-proteini stanične 

stijenke. Od toga se najčešće primjenjuju a – aglutinin, α – aglutinin te Sed1 proteini. Kao što je 

već prije navedeno, prvi uspješno upotrebljeni sustav je vezanje putem a – aglutinina. a – 

aglutinin kvasca se sastoji od dvije podjedinice, kao što se može vidjeti na Slici 1. Pri tome je 

podjedinica Aga1 preko GPI – sidra vezana za staničnu stijenku, a Aga2 podjedinica je preko 

disulfidnih mostova vezana na Aga1. Vezanje heterolognog proteina na Aga2 rezultira njegovom 

imobilizacijom na površini stanice. Jedan od novijih primjera uspješne primjene ovog sustav je 

onaj kada su Liu i suradnici (2010) po prvi put uspjeli uspješno imobilizirati lipazu porijeklom iz 

Aspergillus niger  (ANL – „Aspergillus niger lipase“) na površini stanice S. cerevisiae. Sljedeća 

skupina proteina koja se u ovu svrhu relativno često primjenjuje su PIR – proteini koji heterologne 

proteine vežu preko N – terminalnog kraja. Za uspješno izlaganje heterolognih proteina na 

površini stanice kvasca moraju se konstruirati himerni proteini koji sadrže cijeli Pir protein te 

željeni protein (Abe i sur., 2003; Sumita i sur., 2005).  

Kao što je već navedeno, najčešće korišteni kvasac za provođenje ove metode je S. cerevisiae. 

No, postoje određeni nedostaci u njegovoj primjeni poput hiperglikozilacije heterolognih proteina, 

slabe sekrecije, proizvodnje etanola toksičnog za stanice te osjetljivosti na temperaturu i osmotski 

stres, što dovodi do potrebe za pronalaskom boljeg domaćina ili modifikacije S. cerevisiae u svrhu 

uklanjanja navedenih nedostataka i poboljšanja proizvodnje heterolognih proteina. U nastavku 

ovog rada biti će predstavljeno nekoliko vrsta nekonvencionalnih kvasaca koji su pokazali dobra 

svojstva kao modelni mikroorganizmi te uz S. cerevisiae pronalaze sve veću primjenu kod 

korištenja ove metode. 
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2.3. Metilotrofni kvasci 

Metilotrofni kvasci su eukariotski metilotrofi sposobni koristiti metanol kao jedini izvor ugljika i 

energije, pri čemu je broj takvih kvasaca ograničen na tek nekoliko vrsta (Yurimoto i sur., 2011). 

Prvenstveno se misli na rodove Candida i Pichia te nekoliko rodova odvojenih od roda Pichia – 

Ogataea, Kuraishia i Komagataella (Limtong i sur., 2008). Uz Saccharomyces cerevisiae, najčešće 

korišteni modelni mikroorganizam, ovi nekonvencionalni kvasci pronalaze sve veću primjenu u 

područjima biokemije, biotehnologije, farmacije i biomedicine. Zanimanje proizlazi iz činjenice da 

metilotrofni kvasci posjeduju jake metanol-inducibilne promotore koji su otkriveni u nekoliko 

sojeva, uključujući Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Pichia methanolica i Candida boidinii 

(Gellissen, 2000). Ti su promotori zaduženi za regulaciju sustava za ekspresiju heterolognih gena. 

Korištenje ovih ekspresijskih sustava u znanstvenim istraživanjima i industriji je dovelo do 

proizvodnje velikog broja heterolognih proteina u koje se u ubrajaju enzimi, antitijela, citokini, 

proteini u plazmi te hormoni (Yurimoto i sur., 2011).  

Prednosti korištenja ovih kvasaca uključuju ekonomsku isplativost zbog korištenja metanola kao 

jeftine proizvodne sirovine, snažno reguliranih promotora induciranih prisutnošću metanola u 

podlozi i reprimiranih prisutnošću glukoze ili etanola, te činjenice da ovi kvasci imaju mogućnost 

post-translacijske modifikacije proteina, a samo smatanje proteina i njihova sekrecija su vrlo slični 

onima viših eukariota.  

Kada se uzgoj provodi isključivo na metanolu, dolazi do snažne indukcije gena koji kodiraju za 

enzime za metabolizam metanola (AOX1 – alkohol oksidaza) kao i do masivnog umnažanja 

peroksisoma – organela vezanih na membranu koji sadrže enzime za metaboliziranje metanola. 

Slika 2. ukratko prikazuje metabolizam metanola i enzime koji u njemu sudjeluju. Važnost 

provođenja uzgoja na metanolu je u tome što se geni koji kodiraju za heterologne proteine 

stavljaju pod regulaciju AOX1 promotora, a njegovom indukcijom s metanolom se potiče 

proizvodnja heterolognih proteina. Osim toga, heterologni proteini se nakupljaju u peroksisomima 

čiji volumen može dostići i do 90% ukupnog volumena stanice za vrijeme rasta na metanolu 

(Zepeda i sur., 2018). Sumarno gledano, ovime se omogućava regulacija proizvodnje heterolognih 

proteina te njihovo dobivanje u visokim koncentracijama.   
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Slika 2. Prikaz metabolizma metanola kod metilotrofnih kvasaca 

1-alkohol oksidaza, 2-katalaza, 3-dihidroksiaceton sintaza, 4-formaldehid dehidrogenaza, 5-

format dehidrogenaza, 6-dihidroksiaceton kinaza, GSH-glutation, Xu5P-ksiluloza-5- fosfat, FBP-

fruktoza-1,6-bisfosfat 

(https://www.researchgate.net/figure/Methanol-metabolism-pathway-in-methylotrophic-yeasts-

1-alcohol-oxidase-2-catalase_fig1_266016918)  

 

2.3.1. Pichia pastoris 

Pichia pastoris (Komagataella pastoris) je aerobni, askomicetni metilotrofni kvasac iz porodice 

Saccharomycetaceae. Njezina industrijska primjena započela je 70-ih godina prošlog stoljeća kada 

se koristila za proizvodnju pojedinačnih staničnih proteina (SCP; „single cell protein“). Deset 

godina kasnije počinje se koristiti za proizvodnju heterolognih proteina (Cregg i sur., 1985) što 

joj je i danas glavna uloga u znanstvenim istraživanjima i industriji. 

Kao proizvodni mikroorganizam, P. pastoris je danas najčešće korišteni nekonvencionalni kvasac 

za proizvodnju heterolognih proteina te primjenu metode izlaganja proteina na površini stanične 

stijenke. Veliki interes za primjenu ovog kvasca proizlazi iz činjenice da je vrlo sličan do sada 

najbolje istraženom kvascu S. cerevisiae. Oba kvasca mogu proizvoditi proteine viših eukariota te 

obavljati post-translacijske modifikacije, odnosno mogu formirati disulfidne mostove i provoditi 

glikozilaciju ključnu za normalnu funkciju većine heterolognih proteina (Darby i sur., 2012). Novija 
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istraživanja su pokazala određene prednosti korištenja P. pastoris u odnosu na S. cerevisiae 

(Gomes i sur., 2018). Te prednosti uključuju mogućnost rasta na metanolu kao jeftinoj 

proizvodnoj sirovini te rast do visokih staničnih gustoća, čime se ostvaruje znatno veća 

proizvodnja željenog heterolognog proteina (Ahmad i sur., 2014). Osnovni razlog koji omogućava 

rast do visokih gustoća stanica P. pastoris je nepostojanje Crabtree-efekta, tj. ne dolazi do 

trošenja ugljika na proizvodnju etanola pa se time postiže značajniji rast biomase i proizvodnja 

veće količine heterolognih proteina (Mattanovich i sur., 2012).  

Osim do sada navedenih prednosti, P. pastoris je u usporedbi sa S. cerevisiae bolji domaćin za 

proizvodnju glikoziliranih proteina. Razlog tomu je što je S. cerevisiae podložan provođenju 

hiperglikozilacije koja može ometati dostupnost proteina izloženih na površini stanice. Suprotno 

tomu, P. pastoris ima manje izraženu gikozilaciju, a sojevi P. pastoris podvrgnuti glikoinženjerstvu 

osiguravaju glikozilaciju sličniju onoj kod ljudi (Lozančić i sur., 2019). Uz to, Golgijev aparat 

(zadužen za sintezu, pohranu i transport sekrecijskih produkata – proteina, enzima, hormona) 

kod P. pastoris je više nalik ljudskom (Mogelsvang i sur., 2003), što bi potencijalno moglo utjecati 

na sekreciju i glikozilaciju proteina. 

Koristeći P. pastoris proizvedeni su mnogi rekombinantni terapeutici kao što su: humani inzulin, 

humani serum albumin, cjepivo protiv hepatitisa B, interferon-alfa 2b, tripsin i kolagen1. Osim 

toga, neki od heterolognih proteina proizvedenih koristeći P. pastoris navedeni su u Tablici 1. 

  

 
1 http://www.pichia.com/science-center/commercializedproducts/ 
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Tablica 1. Heterologni proteini proizvedeni pomoću P. pastoris 

 Heterologni protein Reference 

1. Neuroglobin Bracke i sur. (2018) 

2. Endoglukanaza Chahed i sur. (2018) 

3. Inzulinaza Chesini i sur. (2018) 

4. Protein inhibitor -laktamaze Law i sur. (2018) 

5. Biotin ligaza BirA Li i sur. (2018) 

6. Aspartat proteaza (PepA MK82) Takenaka i sur. (2017) 

7. Humana antitrombocitna scFv antitijela Vallet-Courbin i sur. (2017) 

8. Humani interferon- (hIFN-) Prabhu i sur. (2016) 

9. Proteaza Ma i sur. (2016) 

10. Lipaza MAS1 Lan i sur. (2016) 

11. α-amilaza Wang i sur. (2015) 

12. Površinski antigen hepatitisa B Gurramkonda i sur. (2013) 

13. Humana jednolančana Fv antitijela Wang i sur. (2012) 

14. Glukoza oksidaza Guo i sur. (2010) 

15. Endo-β-1,4-glukanaza Zhao i sur. (2010) 
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2.3.2. Hansenula polymorpha 

H. polymorpha poznata je još pod nazivima Pichia angusta ili Ogatea polymorpha. To je 

askosporogeni metilotrofni kvasac koji pripada u porodicu Saccharomycetaceae. Nakon P. pastoris 

je drugi najčešće korišteni metilotrofni kvasac za proizvodnju heterolognih proteina i primjenu 

metode njihovog izlaganja na površini stanice. Zadnjih nekoliko desetljeća se koristi za 

proizvodnju heterolognih proteina, uključujući enzime, cjepiva i biofarmaceutike (Manfrão-Neto i 

sur., 2019). Danas su komercijalno dostupna tri cjepiva protiv hepatitisa B proizvedena 

korištenjem antigena dobivenih fermentacijskim postupcima s H. polymorpha2. 

Osobito je zanimljiva zbog svojih specifičnih karakteristika koje ju izdvajaju od ostalih kvasaca. 

Za razliku od P. pastoris, H. polymorpha je termotolerantni kvasac sposoban rasti u rasponu 

temperatura od 30°C do 50°C. Ta sposobnost je osobito povoljna kod proizvodnje proteina 

sisavaca kojima je potrebna temperatura od 37°C kako bi zadržali biološku aktivnost (Van Dijk i 

sur., 2000). Akbarzadeh i suradnici (2013) su proveli eksperiment u kojemu su uspješno proizveli 

endoglukanazu II porijeklom iz Trichoderma reesei, koristeći P. pastoris i H. polymorpha. Enzim 

je u oba slučaja pokazivao optimalnu aktivnost pri 75°C, no onaj proizveden pomoću H. 

polymorpha se pokazao termostabilnijim za vrijeme inkubacije pri visokim temperaturama (60–

80°C).  

Kao i ostali kvasci H. polymorpha ima mogućnost provođenja post-translacijskih modifikacija 

(glikozilacija proteina) te je kao takva pogodna za proizvodnju eukariotskih proteina. Osim toga, 

kao i P. pastoris nije sklona hiperglikozilaciji, Crabtree je negativna, može rasti do visokih gustoća 

stanica te može koristiti metanol kao jedini izvor ugljika. Uz metanol, može se uzgajati i na 

glicerolu, glukozi, ksilozi ili celobiozi (Ryabova i sur., 2003).  

Navedene prednosti H. polymorpha dovele su do njezine sve veće primjene za proizvodnju 

heterolognih proteina, osobito biofarmaceutika i cjepiva. Neke od heterolognih proteina dobivenih 

korištenjem ovog kvasca sumarno prikazuje Tablica 2.  

  

 
2 https://www.dynavax.com/about/Dynavax_europe/ 
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Tablica 2.  Heterologni proteini proizvedeni u zadnjem desetljeću korištenjem H. polymorpha 

kao domaćina 

 Heterologni protein Reference 

1. HPV tip 16 L1-L2 himerni protein (SAF) Bredell i sur. (2018) 

2. Hepatitis E virusu slični dijelovi (HEV VLPs) Su i sur. (2017) 

3. Rotavirus VP6 protein (RV VP6) Bredell i sur. (2016) 

4. Stimulirajući faktor kolonije granulocita (GCSF) Talebkhan i sur. (2016) 

5. Streptavidin (SAV) Wetzel i sur. (2016) 

6. Humani papiloma virus tip 52 L1 protein (HPV 52 L1) Liu i sur. (2015) 

7. Lipaza iz Yarrowia lipolytica Kumari i sur. (2015) 

8. preS2-S antigen virusa hepatitisa B Xu i sur. (2014) 

9. PTH fragment 1-34 Mueller i sur. (2013) 

10. Glikoprotein virusa bjesnoće (RVG) Qian i sur. (2013) 

11. Feritin (FTH1) Eilert i sur. (2012) 

12. Bakteriocin enterocin A (EntA) Borrero i sur. (2012) 

13. Stafilokinaza (SAK) Moussa i sur. (2012) 

14. Protein toplinskog šoka gp96 Li i sur. (2011) 

15. T4 lizozim Wang i sur. (2011) 
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2.4. Izlaganje heterolognih proteina na površini stanica Pichia pastoris 

2.4.1. Tehnike s primjenom proteina stanične stijenke za vezanje heterolognih 

proteina na površinu stanice 

Najčešće korišteni proteini stanične stijenke („anchor proteins“) za izlaganje heterolognih proteina 

na površini stanica P. pastoris su Agaα1, Aga1, Aga2, Tip1, Sed1, Flo1 i Pir1 koji potječu iz S. 

cerevisiae  te Pir1 i Pir2 porijeklom iz P. pastoris  (Wang i sur., 2007; Su i sur., 2010; Khasa i sur., 

2011; Li i sur., 2015). Wang i suradnici (2007) su konstruirali sustav za izlaganje proteina na 

površini stanica P. pastoris koristeći Pir1 protein iz S. cerevisiae i sekrecijsku signalnu sekvencu 

alfa faktora. Pri tome je EGFP („enhanced green fluorescence protein“) fuzioniran s Pir1 i izložen 

na površini stanica P. pastoris. Rezultati su pokazali kako su ponavljajuće sekvence Pir1 nužne za 

pravilno formiranje stanične stijenke, a C – terminalna sekvenca Pir1 za raspodjelu heterolognih 

proteina po cijeloj površini stijenke u P. pastoris. Nekoliko godina kasnije, Khasa i suradnici (2011) 

su izolirali PpPir1 i PpPir2 proteine te ih uspješno primijenili za izlaganje EGFP i humanog AAT 

proteina („Human alpha-1 antitrypsin“). U konačnici, došli su do zaključka da se PIR – protein 

sustav može uspješno koristiti za izlaganje heterolognih proteina u ovom kvascu. 

Nadalje, kontinuiranim istraživanjima sustava za izlaganje proteina u P. pastoris, uspješno su 

proizvedeni brojni heterologni proteini. Primjerice, korištena su tri različita pristupa za izlaganje 

lipaze B (CALB) porijeklom iz kvasca Cadnida antarctica na površini stanice P. pastoris. Moura i 

suradnici (2015) su testirali dva proteina stanične stijenke – Flo9 i Pir1. Pri tome, lipaza B je 

fuzionirana s Flo9 (FLOLIPB) ili Pir1 (PIRLIPB) i eksprimirana u P. pastoris. U oba slučaja je 

pokazana hidrolitička aktivnost prema tributiranu, optimalna hidrolitička aktivnost pri 45°C i pH 

7,0, te viša termostabilnost i stabilnost u organskim otapalima u odnosu na slobodnu lipazu. Uz 

to, ovo je prvi uspješan primjer korištenja Flo9 proteina, inače vrlo sličnog Flo1 proteinu iz S. 

cerevisiae.  

Sun i suradnici (2012) su otkrili vrlo efikasan sustav za izlaganje CALB na površini stanice P. 

pastoris uključujući dva gena za proteine stanične stijenke (3' – kraj Agaα1 i Sed1) fuzionirana sa 

dva gena koja kodiraju za CALB, a odvojena sa 2A peptidom FMDV („foot-and-mouth disease 

virus“) u jednom otvorenom okviru čitanja. Ovako fuzionirani geni povezani preko 2A peptida su 

translatirani u dva zasebna proteina s vrlo visokom aktivnošću i efikasnim izlaganjem. Posljednji 

primjer izlaganja CALB je onaj kada su Su i suradnici (2010) primijenili dva sustava – α – aglutinin 

i Flo1 (FS). Pri tome je nešto veća aktivnost zabilježena kod FS sustava za izlaganje, a oba sustava 
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su pokazala bolje rezultate u P. pastoris nego kod CALB/α – aglutinin fuzije u S. cerevisiae. 

Lipaza (ROL) porijeklom iz Rhizopus oryzae uspješno je izložena na površini stanice P. pastoris 

koristeći Sed1 sustav za izlaganje (Li i sur., 2015). ROL je fuzionirana sa Sed1 proteinom stanične 

stijenke i eksprimirana pod kontrolom AOX1 promotora. U konačnici, pokazivala je aktivnost u 

širokom rasponu temperature i pH, sa optimumom pri pH 7,5 i 40°C. Osim toga, Sed1 sustav S. 

cerevisiae je korišten za izlaganje Fab („Fragment of antigen - bindinig“) u P. pastoris podvrgnutoj 

glikoinženjerstvu koja proizvodi N – glikane nalik ljudskima (Lin i sur., 2012) te za izlaganje 

monoklonskih antitijela. Shaheen i suradnici (2013) su opisali metodu koja omogućava 

kontinuiranu sekreciju i izlaganje na površini mAb („full-length monoclonal antibody“) također u 

mutiranoj P. pastoris koja proizvodi N – glikane nalik ljudskima. 

Primjenom α – aglutininskog sustava iz S. cerevisiae, Wasilenko i suradnici (2010) su uspjeli dobiti 

protein hemaglutinin iz HPAI virusa („high pathogenic aviam influenza“) na površini stanice P. 

pastoris. Pri tome je fuzijski protein zadržao aktivnost hemaglutinina, a oralno cijepljenje kvascima 

rezultiralo je stvaranjem antitijela za neutralizaciju virusa. Ryckaert i suradnici (2009) su uspjeli 

izložiti nanotijela na površini stanica P. pastoris na način da su ih fuzionirali sa C – terminalnim 

krajem Agaα1 porijeklom iz S. cerevisiae. Koristeći a – aglutininski sustav, Jacob i suradnici (2008) 

su na površini stanice P. pastoris uspjeli imobilizirati: hEPO („human erythropoietin“), mIFN-b 

(„mouse interferon beta“), mIFN-c („mouse interferon gamma“) i hGAL-1 („human galectin-1“). 

Jo i suradnici (2011) su uspjeli proizvesti humani laktoferin (hLf) koristeći ekspresijski sustav P. 

pastoris SMD 1168. TIP1 gen i fragmente TIP1 gena iz S. cerevisiae fuzionirali su sa cDNA 

humanog laktoferina te su oba konstrukta eksprimirana u P. pastoris. Stanice koje su sadržavale 

heterologni protein su pokazivale antibakterijsko djelovanje, čime je potvrđeno da je 

ekspresionirani hLf biološki aktivan. U jednom od novijih istraživanja, korištenjem ove metode 

proizvedena je trehaloza sintaza (TreS). Gen koji kodira za TreS iz Pseudomonas putida ATCC 

47,054 je fuzioniran sa genom PIR1 iz S. cerevisiae te prenesen u P. pastoris (Yang i sur., 2017). 

Fuzionirani Pir1 – TreS heterologni enzim je bio stabilan u širokom rasponu pH (6,0 – 8,5) i 

temperature (10 – 45°C). U konačnici, autori su potvrdili kako je TreS imobilizirana na staničnoj 

stijenci P. pastoris sposobna sintetizirati trehalozu iz maltoznog sirupa pri 15°C i pH 8,0. Uz to, 

stanice s imobiliziranom TreS mogu se reciklirati do tri puta uz zadržavanje biološke aktivnosti.  

U nedavnom istraživanju otkrivena je indirektna metoda za izlaganje proteina na površini stanice 

P. pastoris kojom se jednostavno mogu proizvesti različiti enzimi sa prosječnom efikasnošću deset 

puta većom od one uobičajene kod kvasca S. cerevisiae (Li i sur., 2019). Za provođenje metode 
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iskorišten je visoki afinitet za vezanje IM7 proteina („Immunity protein 7“) sa CL7 - tag proteinom. 

Tako konstruiran IM7 – SED1 fuzijski protein je uspješno eksprimiran na površini stanice P. 

pastoris. Efikasnost metode je potvrđena izlaganjem humane arginaze na površini stanica pri 

čemu je enzim zadržao aktivnost. Smatra se da bi se ova metoda u budućnosti mogla koristiti za 

proizvodnju cjepiva, biosenzora, elektrokemijskih uređaja te biokatalizatora. Osim navedenog, 

prednosti korištenja P. pastoris za provođenje ove metode, u usporedbi sa S. cerevisiae, je što P. 

pastoris može rasti do mnogo većih gustoća stanica (Sarsaiya i sur., 2019) i pogodniji je 

mikroorganizam za kataliziranje reakcija u većoj viskoznosti medija; kao na primjer, konverziji 

vrlo viskozne karboksimetil celuloze (CMC) u etanol.  

Svi do sada navedeni heterologni proteini koji su proizvedeni tehnikom izlaganje proteina na 

površini stanica kvasca, koristeći P. pastoris kao domaćina, sumarno su prikazani u Tablici 3. 
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Tablica 3. Heterologni proteini dobiveni korištenjem P. pastoris kao domaćina za tehniku 

izlaganja proteina na površini stanica kvasca  

 Heterologni protein Protein stanične stijenke Reference 

1. TreS Pir1 Yang i sur. (2017) 

2. CALB Flo9, Pir1 Moura i sur. (2015) 

3. ROL Sed1p Li i sur. (2015) 

4. mAb Sed1p Shaheen i sur. (2013) 

5. CALB Agaα1, Sed1 Sun i sur. (2012) 

6. Fab Sed1 Lin i sur. (2012) 

7. Humani laktoferin Tip1 Jo i sur. (2011) 

8. CALB α – aglutinin, Flo1 Su i sur. (2010) 

9. Hemaglutinin α – aglutinin Wasilenko i sur. (2010) 

10. Nanotijela Agaα1 Ryckaert i sur. (2009) 

11. 
hEPO, mIFN-b, mIFN-c, 

hGAL-1 
Aga1 Jacobs i sur. (2008) 
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2.4.2. Tehnika sinteze umjetnih celulosoma 

Tehnika sinteze umjetnih celulosoma je relativno nova i komplicirana tehnika koja se za sada 

primjenjuje na kvascima prvenstveno u svrhu proizvodnje bioetanola iz celuloze. Sama tehnika 

se sastoji u tome da se određeni kvasac modificira tako da se omogući konstrukcija umjetnog 

celulosoma na površini stanice. Celulosom je multienzimski kompleks prirodno prisutan u 

anaerobnim bakterijama i ponekim kvascima. Prirodni celulosomi anaerobnih bakterija sadrže 

nekatalitičke skafoldine koji se sastoje od jedne ili više domena koje vežu celulozu (CBD) te 

ponovljenih kohezinskih domena koje mogu vezati različite celulaze u prisutnosti Ca2+ iona 

(Demain i sur., 2005). Pri tome se dokerinske domene celulaza i kohezinske domene skafoldina 

povezuju pomoću hidrofobnih interakcija i vodikovih veza (Adams i sur., 2006). Danas se 

imitacijom prirodnih celulosoma nastoje konstruirati umjetni celulosomi na površini stanica 

kvasaca, čime bi se omogućila njihova primjena za razgradnju celuloze. Primjerice, heterologni 

kohezin – dokerin parovi iz anaerobnih bakterija su korišteni za konstrukciju celulosoma na 

površini stanica kvasaca (Tsai i sur., 2009; Wen i sur., 2010). Općenito, za konstrukciju umjetnih 

celulosoma na kvascima, koristi se neki od prirodno prisutnih proteina stanične stijenke koji ima 

ulogu „sidra“ te višebrojni kohezin – dokerin parovi koji sadrže domene za vezanje celuloze (CBD). 

Potom se na CBD vežu različite celulaze i u konačnici se formira funkcionalni celulosom sa 

enzimima čija je aktivnost općentio veća u odnosu na slobodne enzime. 

Proizvodnja bioetanola zadnjih desetak godina postaje zanimljiva u industriji zbog ekonomske 

isplativosti i ekološke osviještenosti te zbog toga dolazi do sve većeg interesa za primjenom ove 

metode. Osim toga modifikacijama kvasca i konstrukcijom celulosoma omogućava se istovremeno 

provođenje hidrolize i fermentacije (Lozančić i sur., 2019). Tehnika je prvi put uspješno korištena 

na kvascu S. cerevisiae, ali se nije pokazala osobito učinkovitom sa industrijskog stajališta. 

Primjena ove inženjerske tehnike bila je ograničena zbog vrlo slabe učinkovitosti izlaganja celulaze 

na površini stanica te velikog opterećenja metabolizma domaćina (Dong i sur., 2020). U svrhu 

povećanja efikasnosti konstrukcije celulosoma kod kvasaca te povećanja proizvodnje etanola, 

skupine znanstvenika nastojale su modificirati ovu metodu. Primjerice, Tang i suradnici (2018) su 

koristili Aga1 i Aga2 parove proteina stanične stijenke kao sustav za konstrukciju umjetnih 

celulosoma. Ostali pokušaji uključuju primjenu dva proteina skafoldina umjesto jednog (Fan i sur., 

2013), prilagođavanje vrsta celulaza i njihovih omjera (Goyal i sur., 2011), te korištenje različitih 

dokerin – kohezin parova proteina (Tsai i sur., 2013). Međutim, u ovim su radovim komponente 
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minicelulosoma povezane putem hidrofobnih interakcija, vodikovih veza ili disulfidnih mostova što 

je rezultiralo slabom efikasnošću izlaganja na površini stanica i niskom stabilnošću. Uz to, S. 

cerevisiae je proizvodio manje od 2 gL¯¹ etanola i mogao je razgrađivati samo PASC (celuloza 

obrađena fosfornom kiselinom) i Avicel (mikrokristalinična celuloza), ali ne i CMC (karboksimetil 

celuloza). 

Do sada najnovije istraživanje vezano za ovu temu je ono u kojemu su Dong i suradnici (2020) 

uspješno konstruirali mini-celulosome na površini stanice P. pastoris te u konačnici tako 

modificiranim kvascem proizveli bioetanol iz celuloze. Način na koji je sastavljen umjetni mini-

celulosom prikazuje Slika 3. Kao prvo, za konstrukciju umjetnih celulosoma koristili su IM7/CL7 

par proteina koji imaju iznimno visok afinitet za međusobno vezanje. U tom sustavu, fragment 

CL7 („CL7-tag“) dobiven iz bakterije E. coli zadržava vrlo visoki afinitet za vezanje sa svojim 

inhibitorom IM7 („Immunity protein 7“). Prema Slici 3. IM7 proteini koji imaju ulogu skafoldina 

su izloženi u dvije ili tri kopije pomoću Sed1 proteina stanične stijenke P. pastoris, čime su 

formirani Y – IM2 i Y – IM3 kvasci. Potom su različite celulaze fuzionirane s N – terminalnim 

krajem CL7-tag proteina i heterologno eksprimirane u E. coli. Korištene celulaze su 

celobiohidrolaza (CBH) iz kvasca Yarrowia lypolitica (Wei i sur., 2014), endoglukanaza (EG) iz 

Clostridium thermocellum DSM1237 (Leis i sur., 2017), glukoza-tolerantna  - glukozidaza (BGL) 

iz Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum DSM 571 (Zhao i sur., 2013) i CBD („cellulose-

binding domains“) iz Thermobifida fusca (Forsberg i sur., 2014). Nakon toga su in vitro inkubirali 

modificiranu P. pastoris sa lizatima E. coli koji su sadržavali celulaze i CBD te je to dovelo do 

konstruiranja mini – celulosoma na površini stanice kvasca. Analiza aktivnosti celulaze pokazala 

je da su Y – IM2 i Y – IM3 sposobni hidrolizirati Avicel, PASC ili CMC do reducirajućih šećera sa 

enzimskom aktivnošću većom od one slobodnih celulaza. Konačno, iskoristili su modificirane 

kvasce za direktnu razgradnju i fermentaciju Avicel, PASC i CMC, proizvodeći etanol u koncentraciji 

od 1,2 gL¯¹ za PASC i 2,5 gL¯¹ za Avicel. Uz to, otkrili su da je karboksimetil celuloza najpogodniji 

supstrat za proizvodnju bioetanola jer je postignuta koncentracija od čak 5,1 gL¯¹ etanola, a to je 

do sada najviše ikad postignuto direktnom fermentacijom pomoću modificiranog kvasca. Štoviše, 

pokazali su da P. pastoris s mini – celulosomima može biti liofilizirana bez gubitaka enzimske 

aktivnosti, a to pokazuje veliki potencijal za primjenu ovako modificiranog kvasca u industriji. 
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Slika 3. In vitro sastavljanje minicelulosoma na površini stanice P. pastoris 

BGL – -glukozidaza; EG – endoglukanaza; CBH – celobiohidrolaza (egzoglukanaza); CBD – 

domene koje vežu celulozu; CL7 – „tag“ protein; IM7 – imuno-protein 7; SED1 – „sidro“ protein 

(https://biotechnologyforbiofuels.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13068-020-01749-

1/figures/1; prema radu: Dong i sur., 2020) 

Kao što je prethodno navedeno, tehnika izlaganja heterolognih proteina na površini stanice 

kvasaca primjenom umjetnih celulosoma prvo je provedena na S. cerevisiae. No, pokazalo se 

kako je P. pastoris bolji domaćin za ovu metodu – postignuta je veća stabilnost celulosoma, 

proizvedena je veća količina etanola te je moguća razgradnja karboksimetil celuloze (CMC).  
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2.5. Izlaganje heterolognih proteina na površini stanica Hansenula polymorpha 

Zadnjih nekoliko desetljeća, ovaj se termotolernatni metilotrofni kvasac sve više koristi kao 

domaćin za proizvodnju heterolognih proteina; od industrijskih enzima pa do terapeutskih 

proteina i cjepiva (Yoo i sur., 2019). Unatoč dobrim karakteristikama, nešto je slabije korišteni 

kvasac za primjenu metode izlaganja proteina na površini stanice nego što su S. cerevisiae i P. 

pastoris.  

Kim i suradnici (2002) su konstruirali sustav za izlaganje proteina na površini stanica kvasca H. 

polymorpha (soj DL1). U tom radu su koristili četiri GPI-proteina stanične stijenke kako bi utvrdili 

njihov potencijal za izlaganje proteina u H. polymorpha. Potom su fuzionirali enzime karboksimetil 

celulazu (CMCaze) i glukoza oksidazu (GOD) sa GPI proteinima. U oba slučaja se pokazalo kako 

su enzimi CMCaza i GOD efikasno izloženi na površini stanica. Ovim istraživanjem se omogućilo 

da tehnika prethodno ograničena samo na S. cerevisiae, pronađe primjenu na H. polymorpha i 

drugim nekonvencionalnim kvascima. Uz to, kvasac H. polymorpha tada postaje zanimljiv u 

industriji kao biokatalizator sposoban prilagodbi visokim temperaturama (do 50°C). Slika 4. 

ukratko prikazuje konstruirani GPI sustav za izlaganje heterolognih proteina na površini stanice 

kvasaca.  

 

Slika 4. GPI sustav za izlaganje heterolognih proteina na površini stanice i dva načina fuzioniranja 

proteina 

Target protein – protein od interesa; Anchor protein – „sidro“ protein za vezanje proteina od 

interesa na staničnu stijenku; HA – hemaglutininska oznaka (dodana radi lakšeg pročišćavanja 

proteina) 
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(https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1381117714001222#fig0015; prema 

radu: Liu i sur., 2014) 

Nekoliko godina kasnije, Kim i suradnici (2007) su primjenom metode izlaganja proteina na 

površini stanica uspjeli dobiti lipazu B (CALB) porijeklom iz kvasca Candida antarctica na površini 

stanica H. polymorpha. CALB su fuzionirali sa CwpF proteinom stanične stijenke („cell – wall 

anchor motif“) i eksprimirali u H. polmorpha. Nekoliko mutanata je pokazivalo povećanu CALB 

aktivnost cijelih stanica; uključujući dva nezavisna mutanta CALB10 i CALB14 koji su pokazivali 

oko pet puta veću aktivnost u odnosu na nativnu CALB. Potom su oba mutirana proteina 

prevedena u nevezani oblik. CALB10 je pokazivala šest puta veću aktivnost od CALB14 i jedanaest 

puta veću aktivnost nego CALB bez mutacija. Ovim radom je prikazan veliki potencijal za primjenu 

H. polymorpha sa imobiliziranom CALB u industriji, kao staničnog biokatalizatora. 

U novijem istraživanju, Cheon i suradnici (2014) su fuzionirali deset GPI proteina iz H. polymorpha 

sa enzimom msdS (α – 1,2 - manozidaza) porijeklom iz Aspergillus saitoi. Analiza je pokazala da 

se devet od deset msdS – GPI fuzioniranih proteina pretežno nalazi na staničnoj stijenci. Izlaganje 

enzima msdS na površini potvrđeno je in vitro analizom enzimske aktivnosti te analizom šećernog 

dijela manoproteina stanične stijenke. U konačnici su zaključili kako H. polymorpha s izloženim 

msdS ima velik potencijal za proizvodnju glikoproteina sa smanjenom razinom glikozilacije 

proteina stijenke.  

Sumarno gledano, ovaj kvasac ima veliki potencijal za primjenu u vrlo širokom području; od 

farmacije i medicine pa do industrije. Već desetljećima se koristi kao glavni kvasac za proizvodnju 

cjepiva, farmaceutika i terapeutskih proteina (Irzykowska i Waśkiewicz, 2014; Tablica 2). Uz to, 

zbog brojnih pogodnih karakteristika poput termotolerantnosti, rasta do velikih gustoća stanica i 

korištenja različitih supstrata, postaje zanimljiv i u industriji kao stanični biokatalizator. Unatoč 

već navedenim karakteristikama, tehnika izlaganja proteina na površini stanične stijenke nije 

toliko dobro istražena kao u S. cerevisiae i P. pastoris. Usprkos tomu, u navedenim radovima 

prikazani su uspješni primjeri ove tehnike te potencijal ovog kvasca za njezinu primjenu. 
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3. Zaključak  

Tehnika izlaganja heterolognih proteina na površini stanične stijenke kvasaca posljednja dva 

desetljeća postaje sve veći predmet istraživanja. Važnost ove metode proizlazi iz činjenice da se 

njezinom primjenom omogućava istovremena proizvodnja i sekrecija heterolognih proteina te 

njihova imobilizacija na površini stanica. Osim toga, omogućava brzu, jednostavnu i jeftinu 

proizvodnju velikog broja proteina što joj daje prednost pred klasičnim tehnikama imobilizacije. 

Njezinom primjenom do danas su proizvedeni brojni heterologni proteini uključujući enzime, 

hormone, terapeutske proteine, antitijela te cjepiva koji se danas koriste u medicini za liječenje 

brojnih bolesti. 

Najveći nedostatak ove metode je relativno niska koncentracija imobiliziranih proteina na površini 

stanice. Iz tog razloga, danas se provode brojna istraživanja kojima se nastoji ukloniti navedeni 

nedostatak i poboljšati ova metoda. Istraživanja uključuju optimalizaciju sustava za izlaganje 

heterolognih proteina, modifikacije gradivnih elemenata stanične stijenke – ugljikohidratnih i 

proteinskih, modifikacije u sekretornom sustavu domaćina te modifikacije samog domaćina. Osim 

navedenih modifikacija, danas se provode i brojini eksperimenti u kojima se uspoređujući različite 

kvasce, nastoji pronaći najbolji domaćin za izlaganje određenog heterolognog proteina na površini 

stanice.  

Metilotrofni kvasci, P. pastoris i H. polymorpha, pokazali su se kao dobri domaćini za proizvodnju 

heterolognih proteina, terapeutskih proteina i cjepiva te industrijskih enzima. Općenito ovi kvasci 

za rast mogu koristiti metanol kao jeftinu proizvodnu sirovinu i imaju sposobnost rasta do velikih 

staničnih gustoća. Dodatna prednost ovih kvasaca kao domaćina je posjedovanje snažnih 

promotora kojima se može regulirati sinteza proteina od interesa.  

Jedan od novijih pristupa je konstrukcija umjetnih celulosoma, prvotno primijenjena na S. 

cerevisiae (Tang i sur., 2018), a potom na P. pastoris (Dong i sur., 2020). Tehnika je omogućila 

proizvodnju etanola iz celuloze u jednom koraku – kvasci provode i hidrolizu i fermentaciju. U 

usporedbi sa S. cerevisiae, primjenom umjetnih celulosoma u P. pastoris, proizvedeno je 

dvostruko više etanola. Time je još jednom pokazano kako ovaj kvasac ima veliki potencijal za 

primjenu i u industriju i u znanstvenim istraživanjima. 
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