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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуалініст проблеми. Дріжджі - промислові мікроорга­

нізм, які широко використовуються в багатьох біотзхнологіч- 

них процесе. Зовсім недавно вони привернули увагу дослідни­

ків як перспективні продуценти гетерологічних білків. Нало- 

чатку системи експресії гетеролсгічнкх генів створювали для 

добре вивчених пекарських дріжджів Saecharomynes cerevislaa. 

Однак, використання сахароміцетів як продуцентів гетероло- 

гічних білків пов'язане г рядом проблем [Romanos et al,19923.

З розвитком технології трансформації чужорідної ДНК 

вростає число нетрадиційних видів, придатних для продукції 

гетерологічних біаків. Серед них особливе місце займають ме- 

тилотрофні дріжджі, що мають ряд переваг над сахароміцетами. 

Основною характеристикою метилотрофів е наявність унікальних 

Ферментів метаболізму метанолу, гени яких містяті сильні  ре­

гульовані промотори. Так, гек алкогольоксидази (АСХ) в умо­

вах індукції забезпечує синтез ферменту, який складає ЗО-іОХ 

від гзгальної кількості біжу клітини [Van Dijken et al., 

16763. Метилстрофні дріжджі досить добре вивчені з точки го­

ру фізіології та біохімії, але в молекулярно-генетичному ас­

пекті наші гнання про ці мікроорганізми галииаитьс;! далеко 

неповними. Клоновано незначну кількість генів цих мікроорга­

нізмів. Дуже мало відомо про регуляція.експресії Генів, щр 

кодують ферменти метаболізму метанолу, не розкриті її моле­

кулярні механізми. Останнім часом металографи! дріжджі 

Hansenula polymorpha тз Piohia pastoris інтенсивно викорис­

товують як об'єкт дослідження експресії гетерслогічних генів 

CCregff et al., іеа̂і Sreskrisnna et al., l£89; Claro et 

al.,1991; Janowicz et al., 1991; Fellir.yer et al., 1991;
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Hodgkins et ai., 1993]. Продуктивність синтезу чужорідних 

білків у клітгазх метилотрофнкх дріжджів значно віщз, ніж  в 

S. oerevisiae CPuckholz & Gleeson, 19Э1Ь

Мэта т завдання досліджень. З метою створення системи 

експресії гетерологічних генів на багі метилотрофних дріжд­

жів Н. polymorpha у роботі ставилися такі основні завдання:

1. Селекція мутантів з пошкодженим геном алкогольоксидази як 

реципієнтів для клонування гену АОХ і- його промотора;

2. Вивчення трансформації Н. polymorpha реплікатизними та 

інтегративними векторами;

3. Струкі/рно-Функціональний аналіз промотора гену АОХ;

л. Конструкт зння векторів для експресії гетерологічних генів 

під контролем промотора АОХ в клітинах Н. polymorpha, 

Наукова новизна робот. В роботі розроблено метод пози­

тивної селекції мутантів метилотрофних дріжджів а пошкодже­

ним синтезом ферментів метаболізм'/ метанолу, зокрема алко- 

гольоюсидази. Вперше отримано мутант Н. polymorpha з дефект­

ним генсм алкогольоксидази і використано його як рецкпієнт- 

ний отач! при клонуванні гену АОХ.

На основі т»ну АОХ створено ряд йекторів для інтеграції 

в геном Н. polymorpha і показано, щр найчастіше така інтег­

рація відбувається в хромосомний локуо АОХ за рахунок гомо­

логічної рекомбінації.

Показано, щр XhoI~Sal/-фрагмент плазміди УЕрІЗ з геном 

LEU2 S. cerevisiae містить послідовності, що забезпечують 

автономну реплікацій плазміди з  клітинах Н. polymorpha.

Сконструйовано човниковий вектор для експресії гену 

ІзсІ Escherichia со)і під контролем промотора АОХ Н. polymo­

rphs. Енязлгвс відмінності а регуляції експресії цього гану



(ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. Дріжджі - промислові мікроорга­

нізми, які широко використовуються в багатьох біотехнологіч- 

них процесах. Зовсім недавно вони привернули увагу дослідни­

ків як перспективні продуценти гетерологічних білків. Напо- 

чатку системи експресії гетерологічних генів створювали для 

добре вивчених пекарськії;-; дріжджів Saccharomyces cerevisias, 

Однак, використання сахароміцетів як продуцентів гетероло- 

гічних білків пов'язане з рядом проблем [Romanos et al,19923.

З розвитком технології трансформації чужорідної ДНК 

зростає число нетрадиційних видів, придатних для продукції 

гетерологічних білків. Серед них особливе місце займали ме- 

тилотрофні дріжджі, що мають ряд переваг над сахароміцетами. 

Основною характеристикою иетилотрофів є наявність унікальних 

ферментів метаболізму метанолу, гени яких містять сильні ре­

гульовані промотори. Так, ген алкогольоксидази (АОХ) в умо­

вах індукції забезпечує синтез ферменту, який складає 30-40? 

від загальної кількості білку клітини [van Dijken et al., 

10763. Метилстрофні дріжджі досить добре вивчені з точки ЗО­

РУ фізіології та біохімії, але в молекулярно-генетичному ас­

пекті наші знання про ці мікроорганізми залишаються далеке 

неповними. Клоновано незначну кількість геніЕ цих мікроорга­

нізмів. Дуже мата відомо про регуляцію експресії генів, ср 

кодують ферменти метаболізму метанолу, не розкриті її моле­

кулярні механізми. Останнім часом метааотрофкі дрігдасі 

Hansenula polymorpha та Pichia pastoris інтенсивно викорис­

товують як об’єкт дослідження експресії гетерологічних генІз 

CCregsr et al., 183?) Sreekrishna et ai.. 19S9; Clare et 

al. ,1081 і Janowicz et al., 1901*, Fellinier et al., 1091}



Hodgkins et ai., 1993], Продуктивність синтезу чужорідних 

білків у клітинах метилстрофнкх дріжджів значно вщз, ніж в 

S. cerevisiao [Puckholz & Gleeson, 10913,

Mena ms завдання досліджень. З метою створення системи 

експресії гетерологічких генів на базі метилотрофних дріжд­

жів Н. polymorpha у роботі ставилися такі основні завдання:

1. Селекція мутантів з пошкодженим геном алкогольоксидази як 

реципієнтів ДЛЯ КЯОНУЕЗННЯ гену АОХ і його промотора;

2. Виечєння трансформації Н. polymorphs реплікатизними та 

інтегративними векторами;

3. Струкї/рно-функціональний аналіз промотора гену АОХ;

і. Конструювання векторів для експресії гетерологічних генів 

під контролем промотора АОХ в клітинах Н. polymorpha. 

Наукова иогианз роботи. В роботі розроблено метод пози­

тивно; селекції мутантів метилотрофних дріжджів з пошкодже­

нім синтезом ферментів метаболізм'/ метанолу, зокрема алко­

голь оксидази. Вперше отримано мутант Н. polymorpha з дефект­

ним геном алкогольоксидази і використано його як реципієнт- 

ний штам при клонуванні гену ДОХ.

На основі геду АОХ створено ряд йекторів для інтеграції 

в гєном Н. polymorpha і показано, що найчастіше така інтег­

рація відбувається в хромосомний локуа АОХ за рахунок гомо­

логічної рекомбінації.

Показано, що Xhol-SalІ-Фрагмент плазміди ЇЕрІЗ з геном 

LEU2 S. cerevisiae містить послідовності, щр забезпечують 

автономну реплікацію плезм іди  в клітинах Н. polymorpha:

Сконструйовано човниковий вектор для експресії гену 

lacZ Escherichia сої і під контролем промотора АОХ Н. polymo- 

ГріЗ» РіілдлоНС ВІДМІННОСТІ 5 ргГуЛЯЦІ 1 5КСПрсОІЇ ЦЬОГО Г&КУ
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в дріжджах Н. polymorpha та S. cerevisiae.

Методом делеційного картування встановлено область про­

мотора АОХ, необхідну для ефективної експресії зчепленого 

ген-/ та її регуляції, а також виявлено послідовності промо­

тора, які, очевидно, виконують роль UAS-ів (upstream 

activating1 sequence).

Отримано мутанти Н? polymorpha з порушеною глюкозною 

репресією синтезу в-галактозидази Е.соїі, ген якої знахо­

диться під контролем промотора АОХ, у яких, очевидно, пошко­

джено регуляторні ділянки промотора.

Використовуючи промоторну та гермінаторку послідовності 

гену АОХ, сконструйовано касету з унікальним сайтом рестрик­

ції ВапНІ для експресії гетерологічних генів в клітинах

Н. polymorpha.

Науково-практичне значення робот. Дослідження процесу 

трансформації метилотрофних дріжджів реплікативними та ін­

тегративними векторами, вивчення структури промотора гену 

АОХ та механізмів регуляції експресії зчеплених е ним генів 

доповнює наші знання в області молекулярної генетики і може 

послужили основою для розробки нозих генно-інженерних підхо­

дів до вивчення метилотрофних дріжджів.

Створення касети для експресії гетерологічних генів під 

контролем сильного регульованого промотора АОХ, яка інтегрує 

в геном Н. polymorpha, відкриває перспективи отримання на 

базі цього виду метилотрофних дріжддів штам і в-продуцент і а 

промислово важливих білків.

Апробація роботи та публікації. Матеріалі: дисертації 

доповідалися чи були представлені на V Міжнародному симпозі­

умі з мікробного рост/ на Сі-сполуках (Харен, 1986), XII
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Міжнародному Симпозіумі з дріжджів (Веймзр, 1987), V Всесо­

юзному з'їзді ВТГіС ім. Н.І.Вавілова (Москва, 1937), IV Між­

народному конгресі з клітинної біології (Монреаль, 1088), 

XVI Міжнародній конференції з генетики та молекулярної біо­

логії дріжджів (Відень, 1092), VIII Міжнародному симпозіумі 

э дріжджів (Атланта, 1992), Міжнародному семінарі з мети- 

лотрофних дріжджів (Львів, 1992), VI Українському з'їзді ге­

нетиків і селекціонерів (Київ, 1992), І Міжнародному семіна­

рі з ядерного матриксу (Вроцлав, 1994),

За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 3 стат­

ті і 7 Tet.'

Структура па об’єм роботи. Дисертація складається зі 

вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, 

викладення отриманих результатів та їх обговорення, виснов­

ків і списку літератури ( джерел). Робота викладена на 

сторінках друкованого тексту', ілюстрована 13 таблицями і 13 

малюнками.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ

В роботі використовували дріжджі: Hansenula polymorpha 

штам DL-1 356 (1еи2); штам CBS-4732 (Російська колекція мік­

роорганізмів, м. Пущі-шо) і його ауксотрофи! мутанти 8v

(Ieu2), Вб (ade2), ВІЗ (чгаЗ), 48v (игаЗ 1єи2), НРВ1 (ado2 

1еи2) (НВО "Біотехнологія", м.Москва)і Saccharomyces 

cerevisiae 145« (игаЗ his3 trp2 1еи2) (Російська колекція 

мікроорганізмів, м. Пупяно); бактерії Escherichia coli C600 

(F* thi-1 tfr-1 ІеиВб ІЗСУ1 tonA21 SupE44 Г) І JM103

(D/lac pro/ thi strA supE endA яЬсВ hsdR“ F' traD36 proAB

lacJcj 2Ш15) (НВО "Біотехнологія", м. Москва).



Мікроорганізми кульийувади г стандартних середовищах 

YEPD, YNB, LB CManiatis et a h , 1982] та модифікованому се­

редовищі Беркгольдера [Sibimy et al., 1S873 на чатах Петрі 

чи в колбах (пробірках) на иейкері (200 об/хв). Середовища 

для гібридизації та спорулювання описані CGleeson & Sndbery, 

10881. Мутагенез проводили эа допомогою У®-опромінення або 

N-метил-N'-нітро-N-яітрозогуанідину,

Плазмідну ДНК э бактерій виділяли за методом CIsh-Horor 

wicz et 41., 1981], ДНК дріжджів виділяли згідно методу 

(Sherman et al., 1983]. Гібридизацію за Сзуеерном* а також 

всі. маніпуляції з ДНК in vitro проводили стандартними мето­

дами, описаним;* CManiatis et al,, 1982].

Бактерії трансформували за методикою з СаОІа CManiatis 

et al., 1982]; трансформацію дріжджів здійснювали в присут­

ності іонів LiT CIto et al., 1983].

Активності ферментів тестували in situ в пермеабілізо- 

ваних дигітоніном клітинах ССибирный и Шавловсіяй, 19813 або 

в бегкіітиняих екстрактах ССибирнкй к др., 1987]. Означали

активності наступних ферментів! в-гадактоэидаэи якісно CRose, 

Botstein, 19783 і кількісно СМяллер, 1976]; алкогбдьоксидаги 

якісно ССибирный и Титоренко, 19863 І кількісно (Sibimy et 

al,, 1987]і каталаэи (Rotfgenkarcp et al., 1974]; формальде­

гід- і форміатдегідрогеназя [Shutte et al,, 1976]; дигідрок- 

сиацетонкінази [van Dijken et al., 10783j фруктого-1,6-ди- 

фосфатаэи [van Dijken & Quyale, 1977]; адкогольдегідрогенази 

CHou et al., 19823. Питомі активності ферментів виражали в 

нмоль продукту (субстрату), утвореного (використаного) і мг 

білку (клітин) за 1 хв.

Концентрацію білку в безклітинних екстрактах визначали

- 5 -



га методом [Lowry st al.f 1051]. Концентрацію клітин виена- 

чвди їурбідиметричним методом при 540 нм.

Білки бееклітинних екстрактів дріжджів розділяли гз до­

помогою електрофорезу в поліакридамідкому гелі (12,5 %) в 

тріс-гліцгаюясму буфері, pH 8,0 в присутності 0.1 ’ додецил- 

сульфату натрію. Для фарбування білків гель обробляли 0,25"- 

аим розчином Кумассі G-25, виготовленим ка суміші метанол- 

оцтова кислота-вода.(5:1:5).

РЕЗУЛЬТАТИ Д0ЄЛІДШ& ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

1.Отримання мутантів Н. polymorpha з пошкодженим геном 

алкогольоксидази та використання їх для планування гену АОХ.

Ген АОХ дріжджів Н. polymorpha був вибраний як джерело 

надзвичайно сильного промотора, під контролем якого експре­

сія гену регулюється шляхом катаболітної репресії/дерепресії 

та індукції СКогеепкапр et зі., 1984]. З метою клонування 

цього гену шляхом комплементації відповідної мутації ми роз­

робили метод селекції реципієнткого штаму а пошкодженим 

структурним геном АОХ. В основі методу лежить здатність ас- 

когольоксвдааи окислювати аліловий спирт до високо токсично­

го акролеїну. Передбачаюся, щр клітини а високою активністю 

цього ферменту при інкубації в середовищі s аліловим опиртом 

заткнут», а мутанти з пошкодженою алкоголіоксид агою - вижи­

вуть. Оскільки метилотрофні дріжджі містять, окрім алкоголь- 

оксэдаэи, декілька ізоформ аякогольдегідрогенази (ADH), кот­

рі тем окислюють аліловий спирт ЕХейнару и Кангур, 19833, 

спочатку отримали мутанти з пошкодженою ADH. Після двох ета­

пів селекції серед резистентних до алілового спирту клонів 

агаму DL~1(35S) було вибрано мутант А1-2, який слабо ріс- в
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середовищі а етанолом, а ріст на метанолі не був порушений. 

На третьому етапі селекції з цього штаму нз середовищі, яке 

містило аліловий спирт (бОмМ),форміат (50мМ) і гліцерин (IX), 

були відібрані мутанти, нездатні утилізувати метанол. Зі 100 

перевірених клонів виділено 4 штами, у яких з проаналізова­

них ферментів метаболізму метанолу була відсутньою лише ак­

тивність алкогольоксидази (Табл, 1). Електрофоретичне розді­

лення безклітинних екстрактів цих штамів виявило відсутність 

білкової фракції, що відповідав алкоголь оксид аз і. ...

Т А Б ЛИ Ц Я і

Активність ферментів метаболізму метанолу у висхідного 

штамму А1-2 і аох мутантів.

Дріжджі вирощували в середовищі з глюкозою (IX) та інкубу- 

вали в оередовиці з метанолом (IX) протягом 16 гою. АОХ - 

алкоголь оксидаза, CAT - каталаза, FMD - формальдегіддегідро- 

геказа, FTD - форміатдегідрогеназа, DAK - дигідроксиацетон- 

кіназа, FBF - фруктозо-1,6-дифосфатаза.

- 7 -

Штам

АКТИВНІСТЬ, НМСЛЬ/ХЕ/МГ білку

АОХ CAT* FMD FTD DAK FBF

А1-2 1230 2460 160 57 54 110

МІ 5 0 1300 130 53 40 72

М18 0 2300 145 47 50 3S

М44 0 1020 160 304 18 100

М96 0 2000 177 35 50 64

* Активність виражали в ьидрль/хв/мг Сілку.



З мутанта М18 були ізольовані температурочутливі ревер- 

танти (ts), які росли на метанолі при 25°, але не при 43°. В 

клітинах ts-ревертантів, вирощених при пермісивній темпера­

турі, активність АОХ була на порядок нижчою, ніж у штаму 

А1-2, тоді як активності інших ферментів метаболізму метано­

лу залишалися без суттєвих змін. Виявилося, що алкогольокси- 

даза ts-ревертантів характеризувалася підвищеною термола- 

більністю в порівнянні з білком штаму Аі-2 (Рис. 1). Отрима­

ні результати свідчили про пошкодження первинної структури 

алкогольоксидази ts-ревертантів. Логічно було допустити, що 

у них, а стже і мутанта МІ8,пошкоджено структурний ген алко­

гольоксидази. Можливо, нонсено->!утадія в кодуючій частині 

гену АОХ мутанта М18 блокувала транскрипцію на ранній ста­

дії, в результаті чого не синтезувався білок.
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Рио. 1. Вшшь попередньої інкубації на активність АОХ штаму 

А1-2 (1,2) і ts-ревертантів (3,4) при 45°С (1,3) і 53°С (2,4)



Мутант М18 використали як реципівнтний штам для клону- 

вання гену АОХ. Попередньо з геномної бібліотеки Н. роїуїтог- 

pha було виділено фрагмэнт ДНК, який гібридизував а оліго- 

нуклеотидом, комплементарним послідовності структурного гену 

АОХ, яка на той час вже була відомз CLedeboer et al., 19853. 

В результаті трансформації штаму М18 (1еи2 аох) плаамідои, 

що містила фрагмент генрму довжиною 11 т.п.о, і ген LEU2 

S. cerevisise, отримали клони, адатні рости б середовищі а 

метанолом, а активною алкогольоксидазою. Це остаточно дока­

зало клояування гену АОХ Н, polymorpha,

2. Трансформація Н. polymorpha рсплікативними та інтег­

ративними векторами.

Раніше було показано, що деякі сахароміцетзі вектори 

здатні, трансформувати Н. polymorpha [Тихомирова и Бельков, 

1985; Gleeson et al., 1986j Rore&nkamp et al., 19861, Ми ви­

користовували плазміди, у яких в ролі послідовностей, що за­

безпечують автономну реплікацію (ARS)4 виступала 2 мкм ДНК. 

Виявилося, йр тільки ті а них, яві окрім 2 мкм ДНК містили 

Xhol-Sall-ірзгивнч (2,3 т.п.о.) геному S. cerevisiaa з геном 

LEXI2 були здатні автономно реплікуватися в клітинах Н. po­

lymorpha. Частота трансформації штаму 48v кільцевім вектором 

УЕріЗ становила 10-20 клонів на 1 мкг ДНК. Стабільність та­

ких траяефсрмантів дорівнювала в середньому 80S після виро­

щування протягом' 10 генерацій в багатому середовищі YEPD, 

Трансформація лінійним Xhol-Sall- фрагментом (2,3 т.п.о.) 

цього вектора супроводжувалася зростанням частоти трансфор­

мації на порядок, 1-5Z трансформалтів утворювали великі ко­

лонії, стабільність яких становила 100% після вирощування
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протягом iJ генерацій в середовищі YEPD, а решта колоній бу­

ли дрібни).® з дуже низькою стабільністю (<0,12). Xhoi-Sall- 

фрагмент, замкнутий в кільце, теж трансформував клітини

Н.polymorpha э утворенням нестабільних Leur колоній. Ці дані 

свідчили про те, що, 'очевидно, при трансформації лінійним 

фрагментом плазміди УЕрІЗ в ряді випадків (стабіліні клони) 

відбувається інтеграція його в геном Н. polymorpha га раху­

нок негомологічної рекомбінації. Негомологічну рекомбінацію 

екзогенної ДНК в дріжджах Н, polymorpha спостерігали також 

CRog^enkamp et al., 1986; Tikhomirova et al., 1086; Faber et 

al., 1992],. Появз нестабільних Leu1- колоній у випадку транс­

формації кільцевим фрагментом УЕрІЗ свідчила про його авто­

номну реплікацію. Це дозволило нам припустити, щр в межах 

Xhol-Sall фрагменту геному S, cerevisiae з геном LEU2 знахо­

дяться послідовності, здатні функціонувати в ролі ARS-ів в 

клітині Н. polymorpha.

Ефективна експресія гєтерологічного гену вимагає ста­

більно: реплікації чужерідної ДНК в клітині. Найбільш надій­

ним способом стабілізації s інтеграція її в геном. Для ін­

теграції ДНК у.визначене місце геному використовують методи 

розщеплення та заміщення гену, в-основі якій лежить гомоло­

гічна рекомбінація. Конструюючи інтегративні вектори, ми ви­

користали НіпЬШ-5асІ-фрагтнт клонованого гену АОХ Н. po­

lymorpha (Рис. 2).

Вектор рМОХІ було отримано в регулітаті включення в 

Sail сайт кодуючої послідовності гену АОХ гену LEU2 S, ce­

revisiae. Вектор рЮХЗ отримали заміною EcoRV-фрагменту 

гену АОХ на ген LEU2 S. cerevisiae. Штам НРВ1 трансформували 

лінійними фрагментами ДНК 1 відбирали LeuT клони. Після
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Рио.2. А. Фізична карта фрагменту ДНК з геном АОХ, клонова- 

ного Ledeboer et al. (1885).

В. Інтегративні вектори, сконструйовані на основі ге­

ну АОХ.

H-HindUI; P-PstI; St-StuI; Sp-SphI; E-Eco473; 

RV-EcoRVi B-Bffill; S-Sacl.



трансформації спостерігали появу стабільних (1-5Х) і неста­

більних (<0,17.) клонів. Стабільні трансформанта мали Аох'фе- 

нотип, що свідчило про інтеграцію сахароміцетного гену LEU2 

в хромосомний локус АОХ Н. polymorpha. У випадку вектора 

рМОХЗ всі аох трансформанти були дефектними по утилізації 

триптофану (Тгр"), що підтвердило передбачення Reid C1Q883 

про розміщення на 3’-кінці гену АОХ відкритої рамки зчиту­

вання, гомологічної гену TRP2 S. cerevisiae. Поява трансфор­

мантів а фенотипом Аох“Тгр' була незаперечним доказом гомо­

логічної заміни A0X-TRP2 хромосомного локусу Н. polymorpha 

на (aox~trp2)::LEU2 фрагмент вектора. Трансформант 

ade2(aox-trp2):: LEU2 схрестили зі штамом игаЗ his3::LEU2 і

отримали сегрегант HPBU (ad°2 his3::LEU2(aox-trp2);:LEU2), 

який послужив рецинієнтом при трансформації вектором рНРМІ. 

Цей вектор містив три зчеплені гени Н. polymorpha 

HIS3-A0X-TRP2, що знаходилися в межах Ніndl1/-Sac/-фрагменту 

(Рис. 2). Ген HIS3 {Семенова и др., 1991] був вбудований в 

StuI сайт промотора гену АОХ. Особливість даної конструкції 

полягала з тому, що відновлення активності гену TRP2 у 

трансформантів ' могло відбутися лише у випадку заміни 

(aox-trp2)::LEU2 хромосомного локуса на A0X-TRP2 послідов­

ність векторз. Результати трансформації приведені, в табл, 2. 

Дійсно, клони, відібрані аа ознакою Тгрг, містили активну 

АОХ. До того ж, переважна більшість а них набули фенотипу 

Нізг. Це вказувало на інтеграцію гену HIS3 у складі вектора 

рКРМі в геном.Гібридизація за Саузерном хромосмної ДНК таких 

трансформантів показала, що у них відбулася заміна шляхом 

подвійного кросинговеру aox-trp2 локусу реципієнтного штаму 

на послідовність вектора рНРМІ. У трансформантів з фенотипом
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Т А Б Л И Ц Я  2 

Трансформація Н. polymorpha НРВ11 вектором рНРМІ.
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Селек- Число Фенотип трансформантів

ТИВНИІІпроансзл і -

маркерговаыих His'1' ТгртHis' ТгртHis1- Тгр“Н1зг Тгр"

клонів Аохт Аохт Аохт Аох"

Тгр 22 21 1 0 0

His 103 38. 0. 63 2

His“Trp1'Aox1‘ рекомбінація відбулася між генами АОХ і TRP2, 

не зачепивши гену HISS, який, очевидно, згодом елімінувався,
*

Серед трансформантів, відібраних за ознакою His1-, картина 

рекомбінантних фенотипів була більш різноманітною, але у пе­

реважаючої більшості випадків (95Х) інтеграція відбувалася в 

локус АОХ, Ці дані свідчили про високу частоту гомологічної 

рекомбінації у Н. polymorpha,

Метод заміщення гену ми використали для зведення деле- 

цій та інсерцій в промотор АОХ геному Н, polymorpha.

3. Вивчення експресії гетарологїчного гену під контро­

лем промотора АОХ на моделі AOX-lacZ у дріжджах.

Човниковий вектор pMG, що включаз ген з-галактозидази 

(lacZ) Е. ооіі під контролем промотора гену АОХ Н, polymor­

pha, отримали в результаті включення в поліліккер плазміди 

YEp356R [Meyer? et al., 1986] Hindi I I-EcoRI-̂згыовт/ 5'- 

некодуючої області, гену АОХ (1,6 т.п.о.) і Хло/-5й1/-фраг­

менту з геном LEU2 геному S. cerevisiae (Рис, 3), Частота
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трансформації плазмідое pMG 

дріжджів Н* polymorpha і S, се- 

revisiae становила 50-100 LeuT 

колоній на 1 мкг ДНК. До того ж, 

всі трансформанта містіш: 3-SAL. 

Стабільність трансформант і в пі­

сля вирощування протягом 10 ге­

нерацій В НесеЛеКТИБНКХ' умовах 

в середньому дорівнивала 80 7. 

для Н. polymorpha і 70 % для 

S. oerevisiae.

Т-АБЛИЦЯ З 

* Активність а-галаіггозидааи в дріжддах Н. polymorpha і 

S. cerevisiae на різних джерелах вуглецю.

Дріжджі вирощували в середовищі з гликозою, а потім ін- 

куйували в середовищі вказаного складу протягом 16 год.

Джерело

зуглещі

Активність в-галактозидам!, 

нмоль/хв/мг Сілку

Н. polymorpha S. cerevisiae

Глвкоза 2 7. 0 310

Боа вуглецю 2500 1060

Гліцерин 2 7. 050 3080

Метанол 1 Я 13000 1050

Етанол 1 X 0 3100

Ркс.З. Схема вектора pMG 

э геном lacZ Е. соїі під 

контролем промотора АОХ.
*
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В клітинах метилотрофних дріжджів експресія гену lacZ 

під контролем промотора АОХ регулювалася таким же чином, як 

і екзпресія власного гену АОХ,тобто шляхом глюкозної репре­

сії /дерепресії та метанольної індукції (ТаСл. 3), Але на 

відміну від Н. polymorpha, у S. cerevisiae метанол не інду­

кував ойнтегу S-GAL. а гліцерин та етанол не виступали в ро­

лі репресорів. В той же ̂іас репресія синтезу в-GAL в присут­

ності глюкози з обох видів свідчила про подібність механіз­

мів глюкозної репресії у дріжджів. Отримані дані підтвердили 

попередні повідомлення [Gleescn & Sudbery, 1083; Сибирный и 

др., 1986) про те, що етанольна та глюкозна репресії синтезу 

ферментів метаболізму метанолу відбуваються різними шляхами.

4, Струнтурно-фуїікціональний аналіз промотора гену АОХ.

З метою встановлення послідовностей, суттєвих для ефек­

тивної експресії гену та її регуляції, проведено делеційне 

картування промотора АОХ. Делеції ділянок промотора в складі 

плазміди pMG та інтегративних векторів отримували шляхом ви­

різання певних рестрикційних фрагментів або обробкою нуклеа 

зою Ваі',31, Еплив делецій на експресію гену вивчали на моделі 

AOX-lacZ (див. розділ 3) або заміною інтактного промотора 

АОХ геному Н. polymorpha на дел&ційні похідні методом замі­

щення гену (див. розділ 2). З таблиці 4 видно, що д&леція 

другого PstІ-фрагменту промотора, розміщеного між -1000 1 

*565 п.о., знижувала активність 3-GAL на метанолі в 1,6 ра­

зи, тоді як вирізання двох Pst І- фрагментів між -1000 і - .і03 

п.о. привело до зменшення активності в 3 рззи. Ми допустили, 

.що з межах цих фрагментів знаходяться послідовності, що 

активують експресію (UAS), Делеції в промоторі справа від



ТАБЛИЦЯ 4

Вплив делацій в прокоторі АОХ на експресію гену ladZ Н.ссіі

Дріжджі вирощували в середовищі а глюкозою (2 7.) ,а потім ін- 

кубували 15 год беэ вуглецо (-С) або а Метанолом (1 X).
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Схема промотора АОХ і його Активність 0--GAL

Вектор нмоль/хв /мг білку

делеційних похідних

глккоэа -0 метзлол

Р Р Р Е

рШ ї ї ! 1 2500 13000

Р Р Р Е

рмаДі .і 1 1 і 3000 0500

Р -665 Р Е

рмоДз j і і п 700 3500

-1000 -403 Е

рьб&з і п 100

-350 Е

рМО&і і п 92

-310 Е

p.\f(il5 і 53

-280 Е

pMGi6 і п ЗО

-270 Е

pMSi7 і п 20

-260 Е

<17R

-98

0 “ 10



-403 п-о., отримані за допомогою куклеази ВаІЗІ, супроводжу­

валися різким падінням активності 3-GAL. Це свідчило про 

суттєву роль цієї ділянки промотора в експресії зчепленого 

гену.

Наші дані узгоджуються з результатами, отриманими Lede- 

boer et al,[1985], які вказують на розміщення точки ініціа­

ції транскрипції на 105-115 п,о. вліво зід кодону ATS, а на 

роль ТАТА-боксу пропонують ТАААТТ-послідовність в позиції 

-171 замість ТАТАААТА-послідовності,розміщеної в позиції -56.

Введення делецій та інсерцій в промотор АОХ на хромосо­

мі дозволило виключити вплив фактору копійності на рівень 

експресії гену (Табл. 5). Так, було встановлено, що делеція 

окремих Pstl-фрагментів промотора (вектори рМДі і рмД2) чи 

пошкодження їх структури шляхом інсерції гену HIS3 (в StuI 

сайт - вектор рНРМі і в SphI сайт - вектор рНРМ2), незначно 

знижує активність АОХ. Але одночасне видалення обох 

Pstl-фрагментів приводить до падіння активності АОХ майже в 

20 разів. Отримані дані підтвердили наше припущення про іс­

нування в промоторі АОХ UAS-послідовностей. Ми передбачаємо, 

що UAS1 розміщений між -665 і -403 п.о., a UAS2 знаходиться 

в межах -1000 і -848 п.о. Подібне твердження про існування 

в межах Pstl-фрагментів промотора АОХ двох UAS-ів висловили 

Godecke & НоІІепЬегг [1990].

Делеційним картуванням нам не вдалося встановити послі­

довностей промотора АОХ, які би приймали участі в глюкозній 

чи етаноліній репресії. З цією метою ми селекціонували му­

танти з пошкодженою глюкозною репресією синтезу 8-GAL, ген 

якої знаходився під контролем промотора АОХ на плазміді рЬ53. 

На середовищі, яке містило лактозу (10Х) - джерело вуглецю,

- 17 -



ТАБЛИЦЯ 5

Вплив інсордій і дэлоцій в промоторі ДОХ на експресію 
гену алкогольаксидазй

Дріжджі вирощували в середовищі зі сумішшю гліцерину (2 7.) і 

метанолу (1 7.). P-Fstli Sp-SphI; St-Stulj Е-Есо473.

- 18 -

Вектор

Схема промотора АОХ 

інтегративного вектору'

Активність АОХ

нмоль/хв/мг білку

гдвкога метанол

wt(8v) Sp Sp 0 453

Р p P E

pHPMl і ! і і n 457

Р Sp P E

1 і і О 440

Р StF P E

p№M2 і і л 405. .

P P P E

pM і і_____ I______1--- 0 280

• P P E

pMil < і і .. О 273

P P P E

р).Й2 L _ _ J ______1_____ О 149

P P E

рїЛДЗ I______1_____ О 27



і форміат - індуктор синтезу 3-GAL, відібрали мутанти, ре­

зистентні до 2-дезокситлюкози (175 мг/л). У більшості з них 

було пошкоджено глюкозну репресію синтезу як в-SAL, так 1 

АОХ* Мутації такого типу мали рецесивний характер, і, очевид­

но, відбулися в транс-діючих генах, які приймають участь з 

глюкозній репресії синтезу ферментів метаболізму метанол1/. 

Лише у 2-х штамів (15-2 і 15-9) на глюкозі спостерігалася 

часткова дерепресія синтезу 3-GAL, але не АОХ (Табл.б). Було 

встановлено, що ці мутації домінантні і знаходяться в цио-

ТАБЛИЦЯ Т 

Активність в-галактозидази і алкогольогождази у 

вихідного штаму HPS і мутантів з пошкоджено» 

глюкозноге репресіє»

Дріжджі вирощували 'в середовищі з глюкозсно (IX), а потім 

інкубу̂али 16 год в середовищі без джерела вуглецю (-С) чи 

в метанолом (ЇХ). Активність виражали в нколь/хв/мг білку.

- 19 -

Штам

Глюкоза -с Метанол

8-GAL АОХ 3-BAL АОХ 3-GAL АОХ

нра 1,3 0 241 65 4780 1070

15-2 7,7 , 0 1820 58 15400 950

15-9 14,0 0 3170 64 21300 520

1L 8,0 0 871 175 ”780 800

5L 4,4 0 1350 68 14060 430

7L * 15,0 0 284 116 29"'С 240

16L 2,1 0' 254 81 4450 200

L  j
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положенні по відношенню до гену lacZ. Крім мутантів, резис­

тентних до 2-дезонсигдюкози, ми відібрали шташ, здатні рос­

та в середовищі з лактозою без індуктора (L-мутанти), у яких 

рівень ачткзносгі з-SAL на глюкозі від 3 до 15 раз перевищу­

вав рівень вихідного шт5му,Ми передбачаємо, що у виділених 

нами мутантів пошноде.ено ділянки промотора АОХ, які прийма­

ють участь з глюкозній репресії, Остаточним доказом цього 

буде сіквенуваянг таких промоторів,

Б, Коиструнзакня касэти для експресії гетерологічник 

генів під контролем прсмотора АОХ в клітинах И. polymorpha.

Як приклад гетерологічної експресії продемонстровано 

експресію гену поверхневого антигену вірусз гепатиту В 

(HBsAg) б клітинах Н. polymorpha. Для цього створено вектор, 

щр місти ген НВзАр під контролем промотора АОХ (Рис. і). Ген 

KB/ayw субтипу було клоновано в лабораторії Гібадуліна Р.А, 

Інституту вірусології ім. Д.І.Івановського РАМН. Нраі-фрат- 

мент вірусної ДНК (1084 п,о.>, що відповідав кодуючій послі­

довності S-антигену без про-частин, включали в ВгтНІ сзйт 

вектора рВІ, який містив промотор довжиною 540 п,о. 1 

З'-нетранслюючу область гену АОХ (ген TRP2) н. polymorpha 

(вектор pHBSS). Далі Ваг7йІ-£за/-фрагмент цього вектора замі­

нили на Bg-lll-SacI-фрагмент гену АОХ з термінатором транс­

крипції (вектор pHBSl). Після цього в EcoRI сайт гену TRP2 

ввели селективний маркер - ген L.EU2 S. cerevisiae. Отримали 

Е5;стор pHES5. Звсвґ-фрагментом цього вектора трансформували 

штам Н. polymorpha 8v і відбирали Leu+ клони, які тестували 

на присутність HBsAg імунологічно. При періодичному культи­

вуванні яз суміші гліцерину (2*) і метанолі' (0,5,1) 51 лі-
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Рис. 4. Конструювання вектора э геном HBsAe під контролем 

промотора АОХ.

шість клонів продукувала БО-100 мкг антигену на 1 г клітин­

ного білку, і тільки 1-2 7. клонів синтезувало 10-20 № прог 

дукту на 1 г білку. Гібридизацією за Саузерном ДНК, виділе­

ної з найбільш активних трансформантів, було показано, що у 

них ген HBsAf інтегрував в геном в числі 2-3-х копій. Для 

порівняння, Janowicz et al. [19913 2 клітинах К. polymorpha 

отримали 1,5-2,0 мг, a Стек et зі. С1Э873 в P. pastoris от­

римали 23 мг HBsAg: на 1 г білку при інтеграції вірусної ДКК
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в геном рецилієнтного штаму, тоді як клітини S. cerevisiae 

синтезували близько 10 мг HBsAff, ген якого знаходився в чис­

лі більше 50 копій на плазміді [Valenzuela et al,, 1S82; 

Hitzeman et al., 1953]. Вирізавши йаяй/-фрагмент плззміди

pHBSS e геном HBsAg;, отримали касету', що містила промоторну 

та термінаторну послідовності гену АОХ, селективний маркер 

LEU2 і унікальний сайт рестрикції Взяй/. За допомогою цієї 

касети можна отримати експресію будь-якого гетеродогічного 

гену в клітинах Н. polymorpha. Штами метилотрофних дріжджів, 

ар синтезують чужорідні білки, можуть представляти інтерес 

для промислового виробництва.

ВИСНОВКИ

1. З використанням иромоторної та термінзторної послідовнос­

тей гену алкоголь оксидаз и (АОХ) дріжджів Н. polymorpha 

сконструйовано касету для експресії гетерологічних генів

■ у клітинах цих дріжджів,

2. Отримано експресію генів ц-галактозидази (lacZ) Е. соїі і 

поверхневого антигену віруса гепатиту В (HBsAe), що зна­

ходяться під ксвторолем промотора АОХ, в клітинах Н. ро- 

iynorpha.

3. Делеційним картуванням промотора гену АОХ встановлено, що 

послідовність промотора між -403 і -88 п.о. необхідна для 

ефективної експресії 2 умовах дерепресії/індукції, а тз- 

кок достатня для глюкозної та етанольної репресії в клі­

тинах Н. polymorpha. Області промотора між -1000 і -848 

п.о* і -493 і -403 п.о., очевидне, містять послідовності, 

ар активують експресію (UAS).

і. Виявлено відмінності в регуляції експресії гену lacZ під
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контролем промотора АОХ у метилотрофних і пекарських 

дріжджах.

. 5. Показано, що Xhol-Sall- фрагмент з геном LEU2 геному

S. cerevisiae, здатний забезпечити автономну реплікацій 

плазмід в клітинах Н. polymorpha.

Є, Розроблено метод позитивної селекції мутантів Н. polymor­

pha, неутилізуючих метанол, за допомогою якого ізольовано 

мутант з пошкодженим геном алкогольоксидаги.

7. Отримано мутанти Н. polymorpha, у яких передбачається 

пошкодження ділянок промотора АОХ, що приймають участь в 

глюкозній репресії.
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Витвицкая О.П. Хсшстгуированиэ системы геторолагкшюЯ 

экспрессии с нспаль зстаядам проксторл гана алкоголь оксмдазы 

на базе иетюютрсфних дрожжей Hansenula polymorpha.
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Исследована возможность применения метилотрофных дрож­

жей Н. polymorpha в качестве продуцентов гетерологичных бел­

ков. Кспольгуя промоторную и термкнаторную последовательнос­

ти гена алкоголь оксидasu (АОХ) Н. polymorpha, сконструїфован 

зектор, содержащий уникальный сайт рестрикции, для экспресии 

гетерологичных генов в клетках метилотрофнь® дрожжей. Иссле­

дована трансформацій Н, polymorpha репликативными и создан­

ными на баае гена АОХ интегративнши векторами. Проведен 

структурно-функциональный анализ промотора гена АОХ и уста- 

В5Влены области, активируете экспрессию.Получена экспрессия 

геноз laoZ Escherichia соїі и HBaAj в метилотрофных дрожжах.

Ключевые слова: дріжджі, промотор, гетерологічна експресія.
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контролем промотора АОХ у метилотрофних і пекарських 

дріжджах,

. 5. По:%азано, що Xhol-Sall- фрагмент з геном LEU2 геному

S. cerevisiae, здатній забезпечити автономну реплікацію 

плазмід в хітинах Н. polymorpha.

6- Розроблено метод позитивної селекції мутантів Н. polymor­

pha, неутилізупчих метанол, зз допомогою якого ізольовано 

мутант з пошкодженим геном алкогольоксидаза,

7. Отримано мутанти Н, polymorpha, у яких передбачається 

пошкодження ділянок промотора АОХ, що приймають участь в 

глюкозній репресії.
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ков. Используя прдаоторную и термйнаторную последовательнос­

ти гена аляогольонсадаБЫ (АОХ) Н. polymorpha, сконструирован 

вектор, содержащий уникальный сайт рестрикции, для экспресии 

г&терологичных генов в клетках метилотрофных дрожжей. Иссле­

дована трансформация Н. polymorpha репликативными и создан­

ными на базе гена АОХ интегративными векторами. Проведен 

структурно-функциональный анализ промотора гена АОХ и уста­

новлень области, активирующие экспрессии.Получена экспрессия 

генов IscZ Escherichia coli и KBsAg: в метилотрофных дрожжах.
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Vytvytska O.P. Creation of the heterologous expression 

system using the alcohol oxidase gone promoter on the base 

of the methylotrophio yeast Hansenula polymorpha.

Thesis to obtain the candidate of biological sciences in the 

speciality 03.00.23. - biotechnology, Zabolotny Institute of 

microbiology and virology, Ukrainian National Academy of 
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The possibility of the use cf the methylotrophic yeast

H. polymorpha as the producer of heterologous proteins has 

been investigated. Uring promoting and terminating sequences 

of the alcohol oxidase gene (A0X),the vector with the unique 

restriction site for the heterologous gene expression in the 

methylotrophic yeast oells has been constructed. The trans­

formation of the H.polymorpha by replicative and integrative 

vectors has been researched. The structural and functions1 

analysis of the AQX gene promoter has been done and the up­

stream activating sequences have -been established. The ex­

pression of the lacZ Escherichia col і and tr.e HBsAg genes 

in the methylotrophic yeast has been recieved.
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