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Розглянуто особливості конструювання систем генетичної трансформації дріжджів. Описано 
розвиток таких систем для окремих видів неконвенційних дріжджів. Показано фундаментальне та 
прикладне значення розроблених дріжджових систем вектор — господар. 

Компоненти, необхідні для конструювання систе-
ми вектор — господар у дріжджів» Використання 
методів роботи з рекомбінантною ДНК розгортає 
широкі можливості дослідження різноманітних 
функцій об'єкта на молекулярно-генетичному рів-
ні, Створення ефективних трансформаційних сис-
тем для клонування та експресії генів є обов'язко-
вою складовою таких методів. Система генетичної 
трансформації (або трансформаційна система век-
тор — господар) передбачає наявність «господа-
ря» — реципієнтного штама мікроорганізму і «век-
тора» — засобу введення та вираження певного 
спадкового матеріалу. При конструюванні системи 
генетичної трансформації дріжджів першим і часто 
найважчим кроком є ідентифікація стійкого селек-
тивного маркера, тобто такого гена, що надає 
певну фенотипічну ознаку клітині. Така ознака дає 
можливість забезпечити цій клітині селективний 
ріст і таким чином ідентифікувати її серед великої 
кількості непротрансформованих клітин. Для 
трансформації дріжджів описано два типи селек-
тивних маркерів. Перший — комплементаційний 
маркер. Це біосинтетичний ген, що комплементує 
дефект рецесивного ауксотрофного мутанта-госпо-
даря. Другий — позитивний, або домінантний мар-
кер. Це ген, когрий несе резистентність до певної 
токсичної речовини. 

Найпоширенішою для дріжджів системою 
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трансформації є система із застосуванням комплє-
ментаційного маркера. Її конструювання склада-
ється з двох окремих стадій. Перша — ідентифі-
кація ауксотрофного мутанта зі специфічним ензи-
матичним дефектом. Для розв 'язання цієї 
проблеми можна скористатися одним з методів 
селекції мутантів, напрацьованих для Saccharo-
myces cerevisiae. Друга стадія — одержання комп-
лементаційного біосинтетичного гена. 

Для виділення специфічних типів ауксотроф-
них мутантів S. cerevisiae описано низку методів 
позитивної селекції та схем збагачення [1—3]. 
Іноді такі методи придатні для одержання бажаних 
мутантів-господарів у неконвенційних дріжджів. 
Перш за все це стосується дріжджів, споріднених з 
S. cerevisiae. Однак для дріжджів, неспоріднених з 
S. cerevisiae, багато з цих способів є непридатними. 
Наприклад, Pichia pastoris є нечутливими до уре-
їдосукцинату — речовини, що використовується 
для селекції піримідинових ауксотрофів S. cerevi 
siae [1 ]. Водночас цей вид дріжджів є дуже чутли-
вим до α-аміноадипінової кислоти, котра застосо-
вується для одержання Iys мутантів S. cerevisiae 
[1 ]. Отже, для неконвенційних дріжджів може 
виникнути необхідність одержання та ідентифікації 
ауксотрофів за допомогою інших, ніж уже відомі, 
методів позитивної селекції. 

У тому випадку, коли мутантний штам з 
певним біосинтетичним дефектом ізольовано і оха-
рактеризовано, наступним кроком у розробц' 
трансформаційної системи комплементаційного Ή-

122 



пу є одержання гена, що комплементує цей де-
фект. Існує велика кількість повідомлень про те, 
що гетерологічні біосинтетичні гени комплементу-
ють відповідний дефект чужорідних дріжджових 
господарів Така міжвидова комплементація має 
дві практичні переваги, що стосуються одержання 
того чи іншого біосинтетичного гена. Перша — це 
те, що відповідний наявний (а тому легкодоступ-
ний) ген S. cerevisiae, як правило, здатний компле-
ментувати дефект у більшості чужорідних дріжд-
жових господарів. Є багато прикладів міжвидової 
комплементації, у якій беруть участь гени S. cerevi-
siae і гетерологічні дріжджі-господарі [4—9 ]. Друга 
перевага полягає в тому, що, коли відповідний ген 
S. cerevisiae неклонований, то потрібний біосин-
тетичний ген можна виділяти з геному гетеро-
логічного господаря шляхом комплементації наяв-
ної мутації S. cerevisiae. Наприклад, гени ARG4 і 
HIS4 P. pastoris Jl, 7], URA3 Candida albicans 
[10], URA3 і URA5 Dictyostelium discoidium [11] 
були ізольовані з бібліотек ДНК внаслідок транс-
формації відповідних мутантів S. cerevisiae. Відомі 
також приклади успішного застосування ауксот-
рофів Escherichia coli для виділення дріжджових 
біосинтетичних генів [12, 13]. 

Дріжджовий штам-господар з певним біосин-
тетичним дефектом і ген, що комплементує цей 
дефект, — це мінімум, необхідний для створення 
трансформаційної системи комплементаційного ти-
пу. Рекомбінантна плазміда, що містить лише дрі-
жджовий біосинтетичний ген, але не має послі-
довності, що забезпечує реплікацію у клітинах 
дріжджів, здатна комплементувати дефект штама-
господаря тільки за рахунок інтеграції в геном. 
Така плазміда, як і трансформаційна система, на-
зивається інтегративною [ 1 ]. Інтегративні плаз-
міди, як правило, забезпечують низьку частоту 
трансформації. Досягти підвищення частоти транс-
формації можна шляхом лінеаризації інтегративної 
плазміди л межах нуклеотидної послідовності, го-
мологічної до геному штама-господаря [1 ,9] . 

Для суттєвого підвищення частоти трансфор-
мації (що є дуже важливим у випадку створення 
трансформаційної системи для клонування унікаль-
них генів) необхідно сконструювати реплікативну 
плазміду. Обов'язковим елементом такої плазміди 
є наявність у її складі ARS послідовності (Auto-
nomous Replicating Sequence). Окрім здатності за-
безпечувати автономну реплікацію, ARS послідов-
ність має ще одну важливу характеристику — 
значно підвищувати частоту трансформації [9, 14, 
15]. Вперше ARS послідовності було клоновано з 
геному S. cerevisiae як такі, що забезпечують 
автономну реплікацію плазмідної ДНК в ядрах 
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клітин цього виду дріжджів [16]. Не всі ARS 
елементи, що підтримують реплікацію плазм ід в S. 
cerevisiae, ф у н к ц і о н у ю т ь як реплікатори у своїй 
нативній локаїізації на хромосомі [16 ]. На сьогодні 
відомо багато ARS послідовностей S. cerevisiae та 
інших видів дріжджів ([17], а також див. нижче). 
ARS елементи є, як правило, видоспецифічними і 
не функціонують в гетерологічних умовах. 

Система господар — домінантний маркер, як 
згадувалося вище, передбачає використання речо-
вини, до якої дріжджі є чутливими, і гена, що 
забезпечує резистентність до цієї речовини. Для 
трансформації S. cerevisiae та споріднених з цим 
видом дріжджів описано успішне застосування низ-
ки домінантних маркерів. Це такі гени Е. coli: ген 
аміноглікозидфосфотрансферази транспозонового 
елемента ТпбОІ (Тп903), що несе резистентність до 
антибіотика G418 (інша назва — генетицин) H8]; 
ген фосфотрансферази гігроміцину В, котрий забез-
печує резистентність до цього антибіотика 119]; 
ген хлорамфеніколацетилтрансферази, що несе ре-
зистентність до хлорамфеніколу [20]; ген дигідро-
фолатредуктази, котрий забезпечує резистентність 
до сульфоніламіду і метотрексату [21 ]. Крім того, 
успішно застосовано як домінантні маркери певні 
гени S. cerevisiae, а саме: гени UDP- N-ацетилглю-
козамін-1-Р-трансферази і З-гідрокси-З-метилглю-
таніл-СоА-редуктази, котрі у складі мультикопій-
них плазмід забезпечують резистентність до туні-
каміцину і компактину відповідно [22 |; ген 
ацетолактатсинтази (ILV2), що несе резистентність 
до сульфонілк.арбамїдних гербіцидів [23 ]. Є також 
повідомлення про застосування домінантних мар-
керів для трансформації неконвенпДйних дріжджів 
(див. нижче). 

Система з домінантним маркером має. певні 
переваги перед системою господар — комплемен-
таційний маркер. По-перше, не є проблемою плоїд-
ність реципієнтного штама на відміну від компле-
ментаційних систем, де використовуються реце-
сивні мутації. По-друге, розробка системи з 
домінантним маркером не потребує виділення і 
характеристики ауксотрофних мутантів і біосин-
тетичних генів. Однак неконвенційні дріжджі не 
завжди чутливі до тих речовин, до яких є чутливи-
ми S. cerevisiae. Зокрема, 16 видів нетрадиційних 
дріжджів нечутливі до генетицину (G418), що уне-
можливлює використання цього антибіотика і від-
повідного гена резистентності при розробці систем 
генетичної трансформації [24 ]. Резистентність до 
тієї чи іншої токсичної речовини вимагає ефектив-
ної експресії відповідного гена та мультикопійності 
плазміди, на якій знаходиться цей ген. Наявні 
вектори S. cerevisiae з домінантними маркерами, як 
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правило, не забепечують вищезгаданих характери-
стик у системах таксономічно віддалених дріжджів. 
Тому безпосереднє використання таких векторів 
для трансформації неспоріднених видів не призво-
дить до позитивного результату [1 ]. Ефективне 
застосування домінантних маркерів у системі яко-
го-небудь виду неконвенційних дріжджів вимагає 
наявності мультикопійної плазміди та ефективного 
промотора, одержання яких, зі свого боку, потре-
бує попереднього конструювання системи , госпо-
дар — комплементаційний маркер. 

Трансформаційні системи для окремих видів 
неконвенційних дріжджів. Фундаментальне та 
прикладне значення цих систем. Kluyveromyces 
Iactis є біотехнологічно важливим організмом, що 
може рости на лактозі [24 ]. Перша успішна систе-
ма трансформації для цього виду базувалася на 
сконструйованих рекомбінантних плазмідах, що мі-
стили селективні маркери комплементаційного ти-
пу — гени LAC4 К. Iaetis і TRPl S. cerevisiae [4 ]. 
Виявилося, що ARSl S. cerevisiae зовсім не функ-
ціонує у клітинах К. Iactis — плазміда pL4, що 
містила вищезгаданий реплікатор, поводилася як 
інтегративна. Реплікатор 2 μτα плазміди в К. Iactis 
експресувався неефективно — плазміда ΡΤΥ75-
LAC4 трансформувала клітини нього виду дріжджів 
з низькою частотою і підтримувалася в кількості 
однієї—двох копій. Водночас плазміди з серії 
pKARS, що містили у своєму складі клоновані ARS 
елементи К. Iactis, трансформували ці дріжджі з 
високою частотою — (1—3) · 10 /мкг плазміди і під-
тримувалися автономно у кількості приблизно п'я-
ти копій на клітину. Отже, AR S послідовності S. 
cerevisiae або не функціонують взагалі, або ж 
функціонують неефективно в клітинах К. Iactis, що 
свідчить про відмінності механізмі» реплікації між 
цими двома видами дріжджів. 

Автори роботи [25] описали ефективну систе-
му трансформації для К. Iactis з використанням 
векторів — похідних 1,6 ,um кільцевої плазміди 
pKDl. Цю криптичну плазміду виділено як натив-
ну з К. drosofUlarum [25 ]. Функціональна ор-
ганізація pKDl є дуже подібною до 2 μτα плазміди 
S. cere\dsiae, хоча їхні нуклеотидні послідовності 
мають низький ступінь гомології. Виявилося, що 
pKDl (4,76 тис. п. н.) здатна ефективно експресу-
ватися у К. Iactis — стабільно передаватися при 
мітотичному поділі і підтримуватися в мульти-
колійному стані в кількості приблизно 70 копій на 
клітину. Використовуючи цілісну плазміду pKDl 
або її фрагменти з реплік атором і маркерний ген 
URA3 S. cerevisiae, було сконструйовано низку 
векторів, що трансформували игаЗ мутант К. Iactis 
з високою ефективністю— (0,3—5)·104/ΜΚΓ плаз-
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міди. Вектор pCXJ-Kanl, окрім цілісної плазміди 
pKDl і маркера URA3, ніс ще й ген резистентності 
до канаміцину з транспозонового елемента Тп903. 
Такий вектор ефективно трансформував клітини К. 
Iactis і надавав їм резистентність до генетицину 
(G418). Отже, Біанчі з співавт. сконструювали 
високоефективні трансформаційні системи для К. 
Iactis, застосувавши як комплементаційний, так і 
домінантний маркери [25]. 

Успішне використання домінантного марке-
ра — гена резистентності до G418 — описується й 
іншими авторами [24]. Ген резистентності до ка-
наміцину з бактерійного транспозона Тп903 може 
експресуватися у К. Iactis зі свого власного промо-
тора. Для селекції трансформантів К. Iactis, рези-
стентних до генетицину, використовується концен-
трація 200 мкг антибіотика на 1 мл середовиша. 
Ген Kmr, введений до К. Iactis у складі мульти-
копійного вектора, забезпечує резистентність до 
G418 на рівні понад 2 мг/мл. G418 не може 
використовуватися у середовищах з високим 
вмістом солей (таких, наприклад, як стандартне 
YNB), оскільки К. Iactis (так само, як S. cerevisiae) 
стають нечутливими до генетицину. Для відбору 
генетицин-резистентних дріжджових трансформан-
тів використовується повне середовище — YPD 
(1 %-й дріжджовий екстракт, 1 %-й пептон, 2 %-
ва глюкоза) [24]. 

Інтерес до трансформаційних систем К. Iactis 
зумовлений, зокрема, здатністю цього виду дріжд-
жів секретувати високомолекулярні білки. Той 
факт, що кілерний токсин К. Iactis, ген якого 
знаходиться на лінійній плазміді pGKLl [24], сек-
ретується в культуральне середовище, засвідчив, 
що К. Iactis можуть секретувати дуже великі білки. 
Оскільки на сьогодні задля підвищення рівнів про-
дукування гетерологічних білків промисловими ви-
робниками робляться спроби використання дріжд-
жів замість бактерій, К. Iactis стали одним з 
об'єктів досліджень у вищезгаданому контексті. 
Встановлено, що у К. Iactis секреція чужорідних 
білків може визначатися не тільки сигнальним 
пептидом кілерного токсину, а й низкою сигналь-
них пептидів з гетерологічних джерел, у тому числі 
фактора спарювання a (MFa) 5. cerevisiae та пре-
пропослідовності альбуміну сироватки людини. 
Слід також зауважити, що в культуральних супер-
натантах К. Iactis не виявлено протеаз, які б могли 
заважати продукуванню секретованих білків [24 ]. 

Для високоефективного продукування гетеро-
логічних білків використовутєься стратегія двох 
типів: перший базується на експресії генів, що 
кодують чужорідний білок, інтегрованих у хромо-
сому (такі гени виявляють високу мітотичну 



стабільність); другий полягає > застосуванні муль-
тикопійних плазмідних векторів, що несуть чу-
жорідний ген (таким чином забезпечується висока 
доза гена). Обидва підходи щодо К. Iactis дали 
успішні результати. Використовуючи інтегратив-
ний вектор, до хромосомного геному цього виду 
дріжджів введено спадкову інформацію, що забез 
печила експресію та секрецію прохимозину [26 ]. 
При цьому для забезпечення секреції застосовано 
сигнальний пептид фактора спарювання S. cere-
visiae MFrc. В іншому прикладі для експресії та 
секреції сироваткового альбуміну людини у К. 
Iactis використано мультикопійний вектор — похід-
ний pKDl [27]. В останньому випадку секреція 
забезпечувалася нативним сигнальним пептидом 
сироваткового альбуміну людини. В обох вшцена-
ведених прикладах вихід білка становив до кількох 
грамів на літр [26, 27 ]. 

Pichia pastoris. Метилотрофні дріжджі Р. 
pastoris здатні використовувати метанол як єдине 
джерело вуглецю та енергії завдяки індукції низки 
ферментів, що беруть участь у метаболізмі цього 
спирту. Найбільше зростання активності спо-
стерігається у випадку алкогольоксидази AOX 
(інша назва — метанолоксидаза, МОХ), кількості 
якої сягають понад ЗО % загального клітинного 
білка в клітинах, що ростуть на метанолі. Завдяки 
цим особливостям P. pastoris (разом з іншими 
метилотрофними дріжджами) привертають до себе 
велику увагу спеціалістів у галузі біохімії, молеку-
лярної біології та біотехнології [28 ]. 

Ефективну трансформаційну систему для Р. 
pastoris було розроблено із застосуванням компле-
ментаційних маркерів HIS4 P. pastoris або S. cere-
visiae і відповідного ауксотрофного мутанта-госпо-
даря P. pastoris з пошкодженою гістидинолдегід-
рогеназою [7 ]. 

Виявлено, що ARSl послідовність S. cerevisiae 
не забезпечувала автономного статусу плазміди в 
клітинах P. pastoris. Водночас фрагмент ДНК S. 
cerevisiae величиною 3,8 тис. п. н. з геном HIS4, 
який не має ARS активності в S. cerevisiae, здатний 
підтримувати автономну реплікацію плазмід у клі-
тинах P. pastoris [7 ]. 

Для одержання висококопійних плазмід було 
клоновано фрагменти ДНК P. pastoris із ARS ак-
тивністю. Ці послідовності (PARS1 і PARS2) забез-
печували автономний статус плазміди, високу час-
тоту трансформації OO5/мкг; метод — сферопла-
стування) і копійність — приблизно 13 копій на 
клітину. PARSl і PARS2 мали деякі спільні риси з 
ARS елементами S. cerevisiae, але при цьому були 
видоспецифічними і не функціонували в клітинах 
сахароміцетів [7 ]. Ці факти разом із вищевикладе-
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ними свідчать про відмінність механізмів реплікації 
у S. cerevisiae і P. pastoris. 

Перші спроби застосування домінантних мар-
керів для P. pastoris не мали успіху [1 ]„ Трансфор-
мація цього виду дріжджів векторами, що містили 
один з генів аміноглікозидфосфотрансферази (або з 
Тп5, або з Тп903) і реплікатор 2 μτα плазміди S. 
ceerevisiae, не дала трансформантів, резистентних 
до G418. Спроби трансформувати P. pastoris плаз-
мідою, що містила ген фосфотрансферази гігромі-
цину В, теж не мали успіху. Застосована плазміда 
pLG89 містила ген резистентності до гігромі цину В 
під транскрипційним контролем промотора і -гер-
мінатора гена CYCl S. cerevisiae [1 ]. Ця плазміда 
також містила реплікатор 2 μτα плазміди. Причи-
ною відсутності трансформантів, резистентних до 
генетицину чи гігроміцину В, на думку авторів [1 ], 
могла бути нездатність реплікатора 2 μνα плазміди 
ефективно функціонувати в системі P. pastoris, а 
також (у випадку зі гігроміцином В) слабе вира-
ження промотора гена CYCl S. cerevisiae в клі-
тинах цього виду метилотрофних дріжджів. По-
дальші дослідження показали, що для P. pastoris 
система «ген фосфотрансферази — резистентність 
до G418» є придатною тільки тоді, коли згаданий 
ген знаходиться в складі мультикопійної плазміди 
або коли має місце множинна інтеграція вектора, 
що несе ген аміноглікозидфосфотрансферази, в ге-
ном: цього виду дріжджів [28 ]. 

На сьогодні, окрім вищезгаданого гена гістиди-
нолдегідрогенази (HIS4), є повідомлення про кло-
нування та секвенування й інших генів P. pastoris, 
а саме: алкогольоксидази AOXl і АОХ2, діїгідро-
ксиацетонсинтази DASl та DAS2, гліцеральдегід-
фосфатдегідрогенази GAP [28, 29]. Нещодавно бу-
ло клоновано ген формальдегіддегідрогенази FLDl, 
промотор якого індукується на рівні промотора 
AOXl — одного з найпотужніших для дріжджів 
[ З О ] . 

Від 1988 іюку кілька фармацевтичних та біо-
технологічних компаній запатентували технологію 
експресії генів у P. pastoris. Ця технологія ба-
зується на використанні промотора AOXl та індук-
ції його метанолом. Щонайменше гри продукти 
виробляються у значних кількостях із застосуван-
ням технології експресії генів у P. pastoris — повер-
хневий антиген гепатиту В, сироватковий альбумін 
людини та іисуліноподібний ростовий фактор-1 
[28 ]. 

Hansenula polymorpha. Трансформацію цього 
виду метилотрофних дріжджів було здійснено із 
застосуванням стратегії, подібної до раніше розроб-
леної для S. cerevisiae [31—33]. Авторами [31] 
було ізольовано мутанти з пошкодженою оротидин-
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5'-фосфатдекарбоксилазою (названі odd). Ця му-
тація може комплементуватися геном URA3 S. 
cerevisiae. В інших випадках використовувалися 
мутанти Н. polymorpha з дефектною /Мзопропіл-
малатдегідрогеназою і рекомбінантні плазміди, що 
містили ген LEU2 S. cerevisiae (32, 33]. Для вве-
дення ДНК до клітин було розроблено різні проце-
дури: сферопластування; «літієвий» метод; елект-
ропорація [31, 34, 35]. Найвища частота трансфор-
мації (2-Ю4—1,7-10") спостерігалася при 
застосуванні методу електропорації [35]. ARSl 
елемент S. cerevisiae в клітинах Н. polymorpha 
функціонує неефективно [31 ]. Те саме стосується 
реплікатор-подібної послідовності маркера LEU2 S. 
cerevisiae [36]. Реплікатор 2 μτα. ДНК S. cerevisiae 
не має реплікативної функції в Н. polymorpha. 
Було клоновано два ARS елементи з хромосомної 
ДНК Η. polymorpha (HARS1 і HARS2), що забез-
печували високу копійність плазмід у клітинах 
цього виду дріжджів (30—40 на клітину) [31 ]. 
Тихомирова із співавт. ізолювали ARS елементи Я. 
polymorpha з мітохондріальної ДНК [32 ]. Визначе-
не» нуклеотидну послідовність НіШ:!>1 [31 ]. З'ясова-
но, що це AT-багатий фрагмент величиною 0,5 тис. 
п. н. HARSl не містить ACS (ARS Consensus 
Sequence) —послідовності, що є обов'язковою для 
ARS елементів S. cerevisiae. HARSl і HAR S2 не 
функціонують у S. cerevisiae. Богданова із співавт., 
використовуючи інтегративні плазміди, одержали 
ще кілька нових HARS елементів з геному Я. 
polymorpha [37]. 

Як і у випадку з ARS-вмісними плазмідами S. 
cerevisiae, всі реплікативні вектори Я. polymorpha в 
клітинах розподіляються дуже неоднорідно. Вна-
слідок цього трансформации є дуже нестабільними 
в неселективних умовах [31, 32], Однак під час 
росту в селективних умовах протягом певного часу 
(30—40 генерацій) плазміди, якими здійснювалася 
трансформація, формують спонтанні тандемні бага-
токопійні полімери (приблизно 100 копій на клі-
тину), шс» забезпечують високу мітотичну ста-
більність [31, 32]. Така особливість є дуже корис-
ною для забезпечення значних рівнів експресії 
чужорідних білків, Ймовірно, ці плазмідні мульти-
мери інтегрують до хромосом [38]. 

Для Я. polymorpha. характерним є високий 
відсоток негомологічної рекомбінації, тому досягти 
цільової інтеграції того чи іншого вектора в певне 
місце геному важко [38 ]. Однак, якщо взяти плаз-
міду з геном м етанолоксида з и (HpMOX), лінеа-
ризованим у межах гомологічної області, то частота 
цільової інтеграції може становити, від 1 до 22 % 
[38]. 

Промотор HpMOXГ, відомий як один з най-

сильніших промоторів у дріжджів, на сьогодні ви-
користовується для експресії гетерологічних генів у 
Н. polymorpha [38, 39]. Для забезпечення опти-
мальної експресії гетерологічних білків необхідною 
є промоторна область довжиною 1,5 тис. п. н., що 
знаходиться у 5'-регіоні від ATG відкритої рамки 
трансляції НрМОХ. Окрім гена метанолоксидази, 
ще два інші гени Я. polymorpha — дигідроксиаце-
тонсинтази та форміатдегідрогенази — індукуються 
метанолом на порівняно високому рівні. Обидва ці 
гени клоновано [38 ], але поки що лишень промо-
тор форміатдегідрогенази використано для експресі; 
гетерологічних білків. Одержані результати свід-
чать, що при застосуванні промотора форміат 
дегідрогенази можна досягти навіть вищого рівня 
експресії гетерологічних білків, ані^ч при викори-
станні промотора НрМОХ [39 ]. 

Candida maltosa. Науковий та комерційний 
інтерес до дріжджів С. maltosa зумовлений, зокре-
ма, їхньою здатністю рости на широкому спектрі 
субстратів включно з n-алканами і жирними кисло-
тами. На сьогодні є пройденими всі необхідні етапи 
генно-інженерної роботи щодо конструювання сис-
теми вектор — господар для цього виду. З геному 
С. maltosa були виділені ARS та центромерна 
(CEN) послідовності і використані для конструю-
вання реплікативних векторів [40—43 ]. Ізольовано 
низку ауксотрофних мутантів і відповідних генів, 
що комплементують ці мутації (ADEl, ADE2, 
ARG4, LEU2, HIS5, URA3, CYS2), та застосовано 
їх як маркери для трансформації С. maltosa [44 ]. 

Найкраще охарактеризованим є ARS елемент, 
ізольований з штама С. maltosa ІАМ12247. Його 
було клоновано у складі фрагмента TRA (Trans-
formation Ability) величиною 3,8 тис. п. н. Власне 
елемент ARS в регіоні TRA знаходився на фраг-
менті величиною 0,2 тис. п. н. Він функціонував і 
в С. maltosa, і в 5. cerevisiae [41]. Регіон TRA 
містить також і центромеру (CEN) С. maltosa [43 ]. 
При використанні регіону TRA величиною 3,8 тис. 
п. н. стабільність плазміди в неселективних умовах 
є дуже високою (біля 80 % після 10 генерацій), а 
її копійність — низькою (одна—дві копії на геном). 
Такі характеристики притаманні реплікативним 
векторам S. cerevisiae, котрі містять у своєму складі 
центромеру. 

При використанні ж тільки регіону ARS вели-
чиною 0,2 тис. п. н. стабільність плазміди суттєво 
знижується (менше 10 % після 10 генерацій), а 
копійність — підвищується (понад 20 копій на ге-
ном), що є характерним для векторів S. cerevisiae, 
які містять лише ARS. Регіон CEN С. maltosa було 
субклоновано на фрагменті величиною 0,3 тис. п. 
н. Цей регіон є гомологічним до центромерної 
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області S. cerevisiae [43 ]. Загалом ARS елементи С. 
maltosa спричиняють значне підвищення частоти 
трансформації і утворення мітотично нестабільних 
трансформантів, що є типовим для автономних 
реплікативних плазмід [40—42 ]. 

Перші системи трансформації для С. maltosa 
розроблено із використанням генів S. cerevisiae 
ARG4 [6 ], LEU2 [401 та LYS2 [45 ], котрі компле-
ментували відповідні мутації С. maltosa. Низка 
маркерних генів S. cerevisiae, таких як HIS5, 
URA3, TRPl, не функціонують у С. maltosa [44]. 

На сьогодні немає таких домінантних маркер-
них генів, які можна було б використати для 
трансформації С. maltosa [44]. Водночас з С. mal-
tosa виділено кілька домінантних маркерних генів, 
котрі придатні для трансформації штамів дикого 
типу S. cerevisiae і рослин. Зокрема, ізольовано ген 
FDH1, що забезпечує резистентність до формаль-
дегіду у S. cerevisiae [46]. Клонований ген CYHr 

забезпечує резистентність до циклогексиміду як у 
S. cerevisiae, так і у клітин рослини Nicotiana 
tabacum [47 ]. 

Для дріжджів С. maltosa застосовують три 
основні методи трансформації: 1) сферопластуван-
ня; 2) літієвий метод; 3) електропорація. Найефек-
тивнішим з вищезгаданих є метод електропорацїї, 
при якому частота трансформації становить 7 · IO4 

трансформантів/мкг ДНК [44 ]. 
Наявність низки систем генетичної трансфор-

мації для С. maltosa дала можливість розгорнути 
широхий спектр експериментів, що стосуються екс-
пресії як гомологічних, так і гетерологічних генів у 
клітинах цього виду п-алканзасвоюючих дріжджів. 
Зокрема, використовуючи промоторну та термі-
наторну області регульованого гена PGKl С. mal-
tosa (кодує фосфогліцераткіназу; індукується глю-
козою та репресується алканами чи жирними кис-
лотами) , продемонстровано функціональну 
експресію ендогенного гена CYP52A3 (ген біосин-
тезу цитохрому Р450) і гетерологічного гена LAC4-
Kl, що кодує /і-галактозидазу К. Iactis [48 ]. Пе-
ревірено можливість експресії в системі С. maltosa 
кількох гетерологічних генів — IacZ і gysA Е. co-
li — кодують β - гала ктоз ид а з у та /б-глюкуронідазу 
відповідно; ген 2,3-дигідроксибіфенілдиоксигенази 
Pseudomonas sp.; ген катехол-2,3-диоксигенази Р. 
putida і ген ссавців Р450С21 [49]. Всі перелічені 
гени не експресувалися у С. maltosa, хоча в деяких 
випадках було показано синтез відповідних транс-
криптів. Останнє свідчить про труднощі в експресії 
гетерологічних генів на посттранскрипційному рів-
ні, що може бути пов'язане зі зміною в генетично-
му коді цього виду дріжджів. Відомо, що у С. 
maltosa є відхилення від універсального генетично-
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го коду: триплет CTG кодує серин, а не лейцин 
[49]. 

Те, що змістова зміна, кодону CTG може бути 
головною причиною тих труднощів, котрі зуст-
річаються при вираженні гетерологічного гена у С. 
maltosa, було продемонстровано для URA3 S. cere-
visiae. Один CTG кодон гена Sc-URAJ, який не міг 
комплементувати игаЗ мутацію С. maltosa, було 
замінено на лейциновий триплет СТС. Після такої 
заміни модифікований ген Sc-URA3 функціонально 
виражався у С. maltosa [49 ]. Такий результат є 
першим успішним прикладом функціонального ви-
раження гетерологічного гена у Candida, що має 
змістову зміну триплета за допомогою заміни в гені 
кодону CTG на інший. Водночас відомо, що гени 
LEU2 S. cerevisiae і LAC4 К. Iactis функціонально 
експресуються у С. maltosa, хоча мають один або 
два CTG кодони відповідно. Таке явище є резуль-
татом того, що позиція CTG кодону в цих генах не 
впливає на функцію закодованих білків [44 ]. 

Отже, застосування розроблених систем век-
тор — господар для С. maltosa на сьогодні лімі-
тується щодо гетерологічної експресії різних генів, 
якщо наявні в цих генах кодони CTG спричиняють 
серйозні наслідки для функціонування відповідних 
продуктів. З іншого боку, системи генетичної 
трансформації С. maltosa можуть бути дуже корис-
ними для експресії генів, ізольованих із спорід-
нених дріжджів Candida, таких як С. albicans, С. 
cylindracea, С. melibiosa, С. rugosa, С. zeylanoides та 
С. parapsilosis, у яких так само, як і в С. maltosa, 
спостерігається змістова заміна кодону CTG [44]. 

Schwanniomyces occidentalis. Особливістю цього 
виду дріжджів, що зумовлює інтерес до них, є, 
зокрема, здатність ефективно розщеплювати крох-
маль за допомогою спільної дії α-амілази та глгоко-
амілази [50 ]., Перша система трансформації Schw. 
occidentalis базувалася на гомологічному маркері 
ADE2 [51, 52]. Мутант Schw. occidentalis ade2 
використовували як реципієнтний штам. У клі-
тинах трансформантів ген ADE2 або інтегрував у 
геном, або ж підтримувався як екстрахромосомний 
елемент. Останній факт свідчить про те, що фраг-
мент ДНК Schw. occidentalis, котрий несе ген 
ADE2, містить також і послідовність автономної 
реплікації. ADE2-вмісні плазміди в клітинах транс-
формантів утворювали високомолекулярні рекомбі-
нанти. Трансформаити з такими рекомбінантними 
плазмідами були мітотично стабільними [52 ]. 

Іншу серію векторів для Schw. occidentalis було 
розроблено з застосуванням гена TRP5 S. cerevisiae 
як селективного маркера і SwARS елементів — 
SwARSl і SwARS2 [53, 54]. SwARSl ідентифі-
ковано на фрагменті ДНК величиною 1,5 тис. п. н., 
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що містить ген HIS4 Schw. occidentalis [53 ]. 
SViARS2 ідентифіковано в 3'-фланкуючій області 
гена глюкоамілази (GAMl ) , котрий на сьогодні є 
клонований і секвенований [54]. Плазміди, що 
містять SwARS і сахароміцетний ген TRP5 як 
селективний маркер, реплікуються автономно і в S. 
cerevisiae, і в Schw. occidentalis [53, 54 ]. SwARS 
плазміди є мітотично нестабільними, їхня копій-
ність становить 5—10 копій на клітину [53, 54]. На 
відміну від SwARS-векторів (котрі реплікуються 
однаково ефективно і в S. cerevisiae, і в Schw. 
occidentalis). плазміди, що несуть ./UiS S. cerevisiae, 
є вкрай нестабільними та низькокопійними (в се-
редньому 1 копія на клітину) » Schw. occidentalis 
[53]. На сьогодні ще немає плазмід з центромер-
нсю областю (CEN) Schw. occidentalis [50]. 

Векторні системи, про які йшлося вище, забез-
печують основу для використанні) Schw. occiden-
talis як господаря для експресії гетерологічних ге-
нів. Клоновані на сьогодні різноманітні гени Schw. 
occidentalis — всього їх 14 [50 ] — є джерелом про-
моторів, термінаторів та сигнальних послідовно-
стей, що обумовлюють секрецію білків у Schw. 
occidentalis. Особливо цікавими є промотори таких 
регульованих генів, як INVl (ген інвертази) [55], 
AMYl (ген α-амілази) [56], SW А2 (ген ще однієї 
α-амілази) [57] і GAMl [54]. За допомогою генів 
Schw. occidentalis, що кодують α-амілазу і глюко-
амілазу та векторних систем S. cerevisiae, було 
сконструйовано штами S. cerevisiae, в яких вище-
названі гени експресують. Такі штами здатні пов-
ністю розщеплювати крохмаль. Досліджується 
можливість застосування цих штамів S. cerevisiae в 
промислових процесах [50]. 

Yamadazyma (Pichia) ohrneri. Цей вид гете-
ролітичних аспорогенних дріжджів має біотехноло-
гічне значення; штами Y. ohmeri застосовуються 
для виробництва лимонної кислоти, D-арабітолу, а 
також гамма-лактонів, котрі використовуються як 
ароматизатори в харчовій промисловості [58]. 

У розробленій системі генетичної трансфор-
мації для цього виду дріжджів були використані 
біосинтетичні гени, що кодують відомі біохімічні 
функції — YoLEU2 (ген β-ізопропілмалатдегідроге-
нази) і YoURA3 (ген оротидин-5' -монофосфатде-
карбоксилази) [58 ]. 

Плазміди poLEU02, poLEU04 і poLEU08 — по-
хідні бактерійної pBSSK — трансформували мутант 
Yoleu2 з високою частотою (приблизно 10 /мкг 
ДНК; метод — електропорація) і автономно 
реплік увалися у клітинах трансформантів. Отже, 

> вищезгадані плазміди містили в своєму складі 
послідовності, котрі функціонували в клітинах Y. 
ohmeri як ARS. Показано, що ці послідовності 

знаходяться поза фрагментом ДНК Y. ohmeri, що 
несе ген YoLEUl Однак всі ці плазміди були дуже 
нестабільними: рівень їхньої втрати становив понад 
30 % на генерацію. Тому з банку генів У. ohmeri 
було клоновано шість послідовностей (величиною 
від 1 до 4 тис. п. н.), кожна з яких забезпечувала 
високу частоту трансформації для даного виду 
дріжджів (від 200 до 1000 трансформантів на 1 мкг) 
і автономну реплікацію. Копійність реплікативних 
плазмід, що містили послідовності YoARS, станови-
ла в середньому 40 копій на клітину ]58 ]. 

Лінеаризація реплікативних плазмід (poLEU08 
і poARS) перед трансформацією підвищувала ефек-
тивність щонайменше у 2—5 разів. Місце «розрізу» 
(у векторній послідовності чи у дріжджовій вставці, 
що фланкує селективний маркер) не мало значен-
ня. Трансформанти, одержані за допомогою лінеа-
ризованих реплікативних плазмід, були мітотично 
нестабільними і містили незмінені або з дуже 
незначними змінами плазміди. У жодному випадку 
не спостерігалося інтеграції. 

Трансформація (методом електропорації) плаз-
мідою poLEU09, котра не містить реплікатора для 
Y. ohmeri, давала позитивний результат лише у 
випадку лінеаризації цієї плазміди в межах об-
ласті, гомологічної до дріжджового геному (10—50 
Leu колоній на 1 мкг ДНК). Трансформанти, 
одержані за допомогою лінеаризованої poLEU09, 
утворювалися в результаті гомологічної інтеграції 
однієї копії вектора в геном [58 ]. 

Отже, для дріжджів Y. ohmeri розроблено сис-
тему трансформації, в якій використані реципі-
єнтні штами-господарі Іеи2, або Іеи2 игаЗ і вектори 
(інтегративні та реплікативні) з маркерами 
YoLEU2 і YoURA3. 

Yarrowia lipolytica. Цей вид як джерело вугле-
цю ефективніше використовує різні поліалкоголі, 
органічні кислоти чи n-иарафіни, аніж цукри. Дрі-
жджам У. lipolytica притаманна висока екстрацелю-
лярна протеазна та ліпазна активності. Штами 
цього виду використовуються для промислового 
виробництва лимонної кислоти та білково-вітамін-
ного концентрату на парафінах нафти [59]. 

Для У. lipolytica розроблені трансформаційні 
системи як інтегративного, так і реплікативного 
типу. Як маркери використовуються біосинтетичні 
гени YILEU2 (ген /3-ізопропілмалатдегідрогенази) 
та YIURA3 (ген оротидин-5'-монофосфатдекарбок-
силази). 

Інтегративна трансформація відбувається май-
же виключно шляхом гомологічної рекомбінації і 
стимулюється лінеаризацією вектора в межах го-
мологічного регіону (частота зростає в 100—1000 
разів порівняно з кільцевим вектором). Це призво-
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дить до дуже високої частоти трансформації (10" 
трансформантів на 1 мкг ДНК) [60 ]. 

Реплікативні вектори для У. lipolytica несуть 
одночасно і реплікатор (ORI), і центромерну об-
ласть. Виявляється, що у Y. lipolytica послідовність 
ORI сама по собі не здатна підтримувати плазміду 
екстрахромосомно. Для забезпечення автономної 
реплікації плазміда обов'язково повинна містити, 
окрім ORI, ще й центромерну послідовність [61 ]. 
На сьогодні ізольовано три різні ARS послідовності; 
кожна містить центромеру (CEN) та розміщену 
поряд хромосомну послідовність ORI [59 [. Послі-
довності ORI та CEN Y. lipolytica не виявляюсь 
гомології до відповідних послідовностей S. cere-
visiae, К. Iactis чи S. pombe [59 ]. 

Через те, що реплікативні вектори Y. lipolytica 
несуть і ORI, і CEN послідовності, вони є, як 
правило, відносно стабільними в неселективних 
умовах і низькокопійними (1—3 копії на клітину) 
[591. Трансформація реплікативними векторами 
дріжджів Y. lipolytica (літієвим методом або елект-
ропорацією) забезпечує частоту на рівні IO3—IO4 

трансформантів на 1 мкг ДНК. Це значно менше, 
ніж у випадку інтегративної гомологічної транс-
формації (до 106/мкг ДНК; див. вище). Останній 
факт є видовою особливістю дріжджів Υ. lipolytica, 
оскільки, як правило, реплікативні плазміди забез-
печують значно вищу частоту трансформації по-
рівняно з інтегративними. 

У системі Y. lipolytica показано експресію низ-
ки гетерологічних маркерів. Зокрема, продемонст-
ровано вираження гена резистентності до фле-
оміцину (ген бактерійного транспозону Тп5) під 
контролем YILEU2 промотора [62 ]. Ген Strepto-
myces hygroscopus, що забезпечує резистентність до 
гігроміцину, було приєднано до промотора XPR2 
(ген лужної позаклітинної протеази AEP — Alkali-
ne Extracellular Protease) У. lipolytica. В результаті 
трансформації інтегративною або реплікативною 
плазмідою резистентні до гігроміцину колонії з'яв-
лялися з частотою (50—100)/мкг ДНК {59 [. Як 
селективний маркер було використано також ген, 
що кодує інвертазу S. cerevisiae — SUC2 [63 [. Всі 
перевірені на сьогодні дикі штами У. lipolytica 
мають фенотип Suc', тобто не спроможні рости на 
сахарозі [59]. Ген SUC2 було поставлено під конт-
роль промотора XPR2. Введення такої рекомбі-
нантної конструкції у складі інтегративної плаз-
міди до клітин У. lipolytica призводить до здатності 
трансформантів рости на сахарозі [63 ]. 

Для дріжджів У. lipolytica розроблено вектори 
експресії та вектори секреції з використанням еле-
ментів гена XPR2 [59]. У випадку векторів екс-
пресії з гена XPR2 делетовано кодуючу послідов-

ність; між промотором цього гена та 3'-областю, що 
несе сигнали термінації транскрипції, введено сайт 
рестриктази BatnHl, Це дає змогу вводити гетеро-
логічні гени (фланковані сайтами BamHD під про-
мотор та термінатор XPR2. Таким чином, у клі-
тинах У. lipolytica було успішно експресовано гени 
Е. coli хуІЕ (ген /ї -г л ю к у ро ні д а з и) та IaeZ (ген 
(5-галактозидази), а також ген S. hygroscopus hph 
(гігроміцинфосфотрансферази). При розробці век-
торів секреції використано сигнальну послідовність 
гена XPR2. Для забезпечення секреції чужорідних 
білків було сконструйовано вектори, що несуть 
зручні сайти рестрикції відразу по закінченні сиг-
нальної послідовності гена XPR2. Частину кодую-
чої послідовності XPR2 було делетовано і залишено 
лише її невеликий фрагмент, що кодує С-кінцеві 
амінокислоти. Мінімальну термінаторну послідов-
ність було синтезовано за допомогою полімеразної 
ланцюгової реакції з З'-фланкуючої області гена 
XPR2. Такі секреторні вектори були успішно вико-
ристані для досягнення секреції а-інтерферону сви-
ні, прохимозину великої рогатої худоби та плаз-
міногенного активатора тканинної культури люди-
ни [64]. 

Pichia guilliermondii. Флавіногенні дріжджі Р. 
guilliermondii можуть утилізувати вуглеводні як 
єдине джерело вуглецю та енергії [65]. Здатність 
цього виду синтезувати великі кількості рибо-
флавіну в умовах дефіциту заліза [65 ] дає підстави 
розглядати його як потенційний промисловий над-
продуцент вітаміну B2. 

Система трансформації для P. guilliermondii 
базується на використанні генів RIBl (кодує GTP-
циклогідролазу) та RIB7 (кодує рибофлавінсин-
тазу) як маркерів і відповідно мутантів ribl та гіЬ7 
як штамів-господарів [66 ]. Гени RIBl та RIB7 Р. 
guilliermondii було клоновано з бібліотеки цього 
виду дріжджів шляхом трансформації мутантів Е. 
coli ribA (з блокованою GTP-циклогідролазою) та 
гіЬВ (з пошкодженою рибофлавінсинтазою) 112, 
13]. Здійснено рестрикційний аналіз фрагментів, 
котрі містять ген RIBl та RIB7 [12, 13]; визначено 
нуклеотидну послідовність гена RIBl [67 ]. Сконст-
руйовано низку рекомбінантних плазмід, що мі-
стять ген GTP-циклогідролази або рибофлавінсин-
тази P. guilliermondii [12, 13, 66]. Двома метода-
ми — літієвим та сферопластуванням — успішно 
трансформовано мутанти ribl та гіЬ7 цих флавіно-
генних дріжджів одержаними рекомбінантнмми 
плазмідами [66 ]. Виявилося, що плазміди, котрі 
містять фрагмент ДНК з геном RIB1, трансформу-
ють дріжджі P. guilliermondii в 100—1000 разів 
ефективніше, ніж плазміди з геном RIB7 [661 Як 
відомо, висока частота трансформації тією чи 

129 



ВС'РОНОВСЬКИЙ А. Я., СИБІРНИЙ А. А. 

іншою плазмідою може бути результатом наявності 
в її складі ARS послідовності [9, 14, 15]. За 
допомогою функціонального аналізу та аналізу 
нуклеотидної послідовності геномного фрагмента, 
що містить ген RIBl, було локалізовано ARS еле-
мент P. guilliermondii — PgARS [66 ]. Він має до-
вжину приблизно 130 п. н. і частково перекри-
вається з З'-кінцем гена GTP-циклогідролази. 
PgARS характеризується підвищеним вмістом А+Т 
пар і має в своєму складі дві послідовності з 
високою гомологією (9 з 11 нуклеотидів збіга-
ються) до ACS (ARS Consensus Sequence) S. cerevi-
siae [66 ]. Наявність PgARS у складі рекомбінантної 
конструкції забезпечує високу частоту трансфор-
мації реципієнтних штамів P. guilliermondii (IO4— 
105/мкг; метод сферопластування) та автономний 
статус плазміди в клітинах [66]. Копійність 
плазмід, що несуть PgARS, становить 10—12 на 
клітину. Дріжджові трансформанти, котрі містять 
плазміди з PgARS послідовністю, є мітотично не-
стабільними; плазмідна ДНК з таких трансфор-
мантів легко виділяється через ретрансформацію Е. 
coli [66 [. 

На основі бактерійного вектора pUC19 та ге-
номних фрагментів P. guilliermondii, що містять ген 
RIBl або RIB7 і PgARS, було сконструйовано 
нмзку човникових для Е. coli та P. guilliermondii 
плазмід. Розроблена система генетичної трансфор-
мації для P. guilliermondii із застосуванням вище-
названих човникових плазмід і мутантів ribl та 
гіЬ7 як штаміів-господарів [66 | є основою для по-
дальшого вивчення регуляторних механізмів флаві-
ногенезу на молекулярному рівні та одержання за 
допомогою генно-інженерних методів нових шта-
МІІЗ — надсинтетиків вітаміну B2. 

Таким чином, за минулі два десятиліття досяг-
нуто значних успіхів у розвитку трансформаційних 
систем вектор — господар для клонування та екс-
пресії генетичного матеріалу у неконвенційних 
дріжджів. Для багатьох видів розроблено системи 
генетичної трансформації ііз застосуванням як ком-
плементаційних, так і домінантних маркерів. Кло-
новано велику кількість різноманітних генів, виз-
начено їхні нуклеотидні послідовності, досліджено 1 
порівняно структурні, промоторні та термінаторні 
області. Створено велику кількість рекомбінантних 
конструкцій, у тому числі з використанням силь-
них дріжджових промоторів [28, 30, 38, 39], що 
забезпечують ефективну експресію гетерологічних 
білків. Одержані на основі цього знання мають 
велике фундаментальне значення. Деякі з розроб-
лених систем експресії вже застосовуються для 
промислового виробництва певних речовин [26— 
28. 38, 64]. Сьогодні процес молекулярно-біологіч-

ного вивчення різних видів неконвенційних дріжд-
жів перебуває на стадії активного розвитку, по-
глиблюються знання про ці мікроорганізми, щораз 
зростає кількість високоефективних систем екс-
пресії, котрі можуть застосовуватися або вже впро-
ваджуються у виробництво. 

Водночас слід зазначити, що трансформаційні 
системи вектор — господар для неконвенційних 
дріжджів потребують подальшого вдосконалення 
для підвищення ефективності трансформації та ста-
більного успадкування трансформованих маркерів. 

Проблема молекулярно-генетичного дослід-
ження неконвенційних дріжджів знаходиться лише 
на початку інтенсивного розвитку. Для багатьох 
видів, дослідження яких мають фундаментальне та 
прикладне значення, систем трансформації не ство-
рено взагалі. Це стосується, зокрема, багатьох 
видів роду Candida, серед яких відомі продуценти 
ферментів та біологічно активних сполук, а також 
збудники захворювань людини, сільськогосподар-
ських тварин і рослин. 

А. Я. Вороновский, А. А. Сибирный 

Развитие трансформационных систем вектор — хозяин для 
клонирования и экспрессии генетического материала у 
неконвенционных дрожжей 

Резюме 

Рассмотрены особенности конструирования систем генетиче-
ской трансформации дрожжей. Описано развитие таких сис-
тем для отдельных видов неконвенционных дрожжей. Показано 
фундаментальное и прикладное значение разработанных дрож-
жевых систем вектор — хозяин. 

A. Voronovsky, A. A. Sybirny 

Development of cloning and expression transformation systems for 
nonconventional yeasts 

Summary 

Some features of the construction of yeast transformation systems 
are considered. Development of such systems for some non-
conventional yeast species is reviewed. The fundamental and applied 
significance of developed yeast host-vector systems is shown. 
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