Piscia pastoris GMO
A Piscia pastoris előnyei
A Piscia pastoris egy élesztő gomba faj. Metilotrof, azaz metilalkoholt mint egyedüli szénforrást hasznosítani tudja. Az 1980-nas évek közepén világossá vált, hogy  a P.pastorisból rendkívül hatékony GMO rendszer fejleszthető, amely különösen alkalmas nagy mennyiségű fehérje termelésére, beleértve a transzgéneken kódolt fehérjéket is. A P. pastoris GMO gén expresszós rendszer előnyei: (i) azt a rendkívül kidolgozott géntechnológiai arzenált, amelyet  a Saccharomyces cerevisiae élesztő (eukariota) genetikai alap modellrendszerre kifejlesztettek adaptálni lehetett a P. pastoris élesztőre is, (ii) a P. pastoris GMO expressziós rendszerben nagy mennyiségben termelhetők extra és intracelluláris  idegen fehérjék, (iii) a P. pastoris GMO rendszerben megvalósulnak az eukariota poszt transzlációs fehérje módositások (glűkozilálás, diszulfid hidak képzése, proteolitikus processzálás), (iv) a P.pastoris GMO rendszerekhez kereskedelemben kapható „kitek” kaphatók.
A P. pastoris rendkívüli sejtsűrűségig szaporítható fermentorban :130 g per liter száraz sejttömeg érhető el.

Az AOX gének és az AOX1 metanollal indukálható  promóter
A P. pastoris a metanolt egy sajátos metabolikus útvonalon hasznosítja, amelynek első lépését az alkohol oxidáz (AOX) katalizálja: a metanolt formaldehiddé és hidrogén peroxiddá oxidálja. A metabolikus útvonal egy másik fontos enzime a dihidroxyaceton szintáz (DHAS).

Ha bőségesen áll rendelkezésre metanol mindkét enzimből sok termelődik, ha azonban a metanol a növekedést limitáló szinten van az AOX enzim  rendkívűl magas szinten indukálódik, mennyisége meghaladhatja az összes oldható fehérje 30%-át.

 Az AOX enzimet két (paralog) gén kódolja: AOX1 és AOX2.  Az AOX1 a fő gén, amely a transzkripció szintjén szabályozódik. Promotere  metanollal indukálódik és ha metanol a szénforrás, a sejtben található mRNS-ek 5%-káért felelős.
Az AOX1 promoter a katabolit represszió által is szabályozódik, glükóz jelenlétében nem kikapcsol.

Az AOX1 promóter tehát két környezeti szignált integrál: katabolit represszió/derepresszió szerintit (ha nem metanol a szénforrás, hanem más pl. glükóz) és az indukció szerintit (amikor metanol az egyedüli szénforrás). Az AOX1 promoter metanollal indukálható promoter. 
P pastoris genetika
A P. pastoris géntechnológiai arzenálja fejlett : (i) DNS bejuttatásra több eljárás is alkalmas ( eletroporáció, litiumklorid kezelés, sferoplaszt készítés/regenerálás, PEG közvetítette), (ii) a homológ rekombináción alapuló irányított génbeépítés („targeted rekombináció”) a genom adott helyére (a vektor plazmid a P. pastoris kromoszóma egy részét tartalmazza), (iii) ha kétfonalas töréssel („ds break”) viszik be a beépítendő DNS szakaszt a integráló homológ rekombináció gyakorisága nagyságrendekkel megnő, (iv) a P.pastoris homotallikus élesztő és mindazon klasszikus genetikai módszer, amelyet a homotallikus S.cerevisiae modell rendszerben kidolgoztak itt is alkalmazható (mutagenezis, komplementácós elemzés, rekombináció/géntérképezés, haploid és diploid fázisok kihasználása, tetrád elemzés, törzs konstruálás).
Expresszós vektorok
A P. pastoris GMO-vá alakítható pl. expressziós vektorok segítségével. Ezek a vektorok E.coliban működő replikációs origót, E.coliban működő direkt szelekciós marker gént (rendszerint valamilyen antibiotikum rezisztencia gént, pl TcR, AmpR),  a P.pastoris rendszerre specifikus  marker gént (pl. ADE1, ARG4, G418, HIS4, URA3, ZeoR..), P.pastoris expressziós kazettát ( promotereket esetenként nem traszlálódó 5’ régióval : pl AOX1, GAP, FLD1, PEX8, YPT1..stb - klónozó helyet/helyeket /„multicloning site”/ – AOX1 3’ régió) és gyakran P.astoris szekréciós szignálokat kódoló DNS szakaszokat (pl. PHO1, alfaMF, SUC2, PHA-E ..stb). A vektorok tehát E.coli/P.pastoris shuttle vektorok. A vektorokat kereskedelmi forgalomban árusítják (pl. invitrogen). 

Az idegen gént/fehérjét expresszáló vektort az E.coli géntechnológiai rendszerben építik fel, majd P. pastorisba viszik át. A P. pastoris recipiens törzsek aminosav bioszintetikus útvonalak génjeinek működés képtelen alléljeit hordozzák, auxotrof mutansok (pl HIS4-, ARG4- ), ill. zeocin antibiotikumra szenzitívek. Az expresszós vektor az expresszálandó idegen gén mellett az auxotróf mutációt komplementáló vad típusú allélt (pl HIS4+, ARG4+), a zeocin rezisztencia gént ( Streptoallelicus hindustanus Sh ble gén) viszi be a recipiens P. pastorisba, ami ezáltal pl. HIS+, zeoR (zeocin rezisztens) fenotipusú lesz és szelektiv táptalajon (direkt) szelektálható a GMO P.pastoris klón.
Expressziós törzsek

A P. pastoris expressziós törzseket az NRRL-Y 11430 törzsből fejlesztették ki. Az expressziós törzsek egy, vagy több auxotrófia  mutációt hordoz, amely lehetővé teszi  az alkalmasan kiválasztott expressziós vektorok  transzformálását és a transzformánsok szelekcióját. Az auxotrófia következménye, hogy a befogadó törzseket vagy komplett, vagy a hiányzó tápanyag szupplementálásával lehet növeszteni.
A P. pastoris befogadó törzs metanol szénforráson vad-típusú rátával szaporodik (Mut+ , „metanol utilization plusz” fenotípus).  További befogadó törzsek is vannak, amelyekben vagy az egyik, vagy a másik AOX gént deletálták. Egyes AOX deléciós GMO törzsek hatékonyabban termelik az idegen gén/transzgén kódolta fehérjét, mint a vad-tipusú törzsek. Közöttük vannak olyanok, amelyek még lassan hasznosítani tudják a metanolt (Muts, „metanol utilization slow” fenotípus), lassan szaporodnak. Más deléciós törzsek egyáltalán nem képesek a metanolt haszosítani (Mut- fenotípus).  A deléciós törzsekben ugyanakkor ép maradt az AOX1 gén promótere, amely megőrizte metanollal indukálható képességet. Ez utóbbi rendkívül előnyös tulajdosága a GMO expressziós törzseknek, ui metanollal indukálható az AOX1 promoter mögé beépitett transzgén expressziója.
Proteáz aktivitás csökkentése
A hatékony fehérje termelés érdekében a P. pastoris GMO expressziós törzsekbe olyan mutációkat is indukáltak, amelyek megakadályozzák a fehérjék  bontását (proteáz deficiens mutáns törzsek: pl SMD1163, SMD1165, SMD1168 , a pep4, prb1 mutációkat hordozzák). Ez rendkívül előnyös tulajdosága egy fermentorban hasznosított kulturának, ahol nagyon nagy

sejtsűrűség érhető el, ugyanakkor a sejtek egy kis része ohatatlanul lizál és a közegbe proteolitikus enzimek ürülnének, ha nem lennének ezek a mutációk. Ujabb törzsekben a karboxy-peptidáz aktivitást is csökkentették (kex1 gén deléciós mutációjával). A proteolízisben deficiens törzsek lassan szaporodnak, nehezen transzformálhatók ezért csak akkor használják ezeket, ha nincs más hatékony mod a proteolízis visszaszoritására.

 Az expressziós vektor integrálása a P. pastoris genomba
Az expresszós vektor elhasitásával (linearizálás, kétfonalas töréssel/ds break) pl. a marker génben (pl. HIS4) rendkvül hatékonnyá válik a homológ rekombinácó, amely beépíti a plazmidot a P. pastoris recipiens genomjába, pl. a HIS+ transzformánsok 50-80%-kában beépül a plazmid a kromoszómába ( esetünkben a rezidens kromoszómális his4 allélbe, ami által tamdem duplikációban helyezkedik el a rezidens recesszív his4 null allél és a vektor által hozott HIS4 vad típusú allél).  Más esetekben a vektorból csak a marker gént (pl HIS4) és az AOX1 gén részei közé épitett transzgént emelik ki, mint egy kontinuus lineáris DNS szakaszt („kazettát”). Ez a „kazetta” is rendkívül hatékonyan rekombinál a recipiens P. pastoris genomiális AOX1 génjével és 10-20 % gyakorisággal teljes allélcsere történik, azaz a kazetta foglalja el a rezidens AOX1 rezidens gén helyét, a kromoszómális AOX1 elvész/deletálódik. 
„Multikopy” törzsek
Az expressziós vektorok egymásba építhetők géntechnológiai módon, ill. rekombinálnak egymással természetes úton is. Ezáltal növelhető a beépítendő transzgének száma és következményeként a transzgén által kodolt fehérje termelése. Elérhető, hogy a transzgénikus P. pastoris törzs mintegy 30 tandem ismétlődő kópiában hordozza az expressziós kazettát. Multicopy törzs állítható elő pl a zeocin koncentráció növelésével: a nagyobb zeocin koncentrációt túlélő zeoR tözsek ezt az által érik el, hogy a zeoR szelekciós marker gént tartalmazó expressziós kazettát több kópiában építik be tandem elrendezésben.
Fermentor és P. pastoris 
A P.pastoris fermentorban rendkivüli sejt sűrűségig szaporitható.  Az AOX1 promoter pedig 3-5-szörös intenzitással működik limitált etanol adagolás és jó oxigén ellátás mellett. A promoter indukálhatósága lehetővé teszi, hogy a pl. glicerol szénforráson felnövesztett élesztő tömegben a transzgén által irányított termelést kevés etanol adagolásával egyszerre indítsák el. Ezért és a jól definiálható tápközeg használata következtében a P. pastoris GMO rendszer igen kedvező a transzgén által kódolt fehérje nagytömegű előállítására.

Post transzlációs modifikálások, szekréciós szignálok

A P. pastoris GMO intra és extracelluláris fehérje termelésre egyaránt alkalmas. Szükség esetén az extracelluláris termeléshez a transzgént felszerelik szekréciós szignálokat kódoló DNS szakasszal is (pl. PHO1, alpha-factor peptid..). A kereskedelemben kiteket árulnak ilyen célra. A P. pastoris  rendelkezik az alacsonyabb rendű eukarióta sejt poszt traszlációs aktivitásával: mind az Oxigén, mind a Nitrogén atomnál glükozilálni képes (a szerin és a threonin  hidroxil csoportján). 
A P. pastoris genomja (GS115 törzs) szekvenciáját meghatározták.
A P. pastoris GMO rendszerben már számos fehérjét állítottak elő humán gyógyászati célra.
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