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²äåíòèô³êîâàíî, êëîíîâàíî ³ äåëåòîâàíî ãåíè Meyero-
zyma (Candida, Pichia) guilliermondii, ÿê³ êîäóþòü ãîìî-
ëîãè òðàíñêðèïö³éíîãî ôàêòîðà Sef1p Candida famata 
³ Tup1p Candida albicans, â³äïîâ³äíî. Äåëåö³ÿ ãîìîëîãà 
òðàíñêðèïö³éíîãî ôàêòîðà Sef1p ó M.(P.) guilliermon-
dii ïîâí³ñòþ áëîêóº íàäñèíòåç ðèáîôëàâ³íó çà óìîâ 
äåô³öèòó çàë³çà. Ðåçóëüòàòè êîìïëåìåíòàö³éíîãî àíà-
ë³çó  âêàçóþòü íà òå, ùî ðàí³øå îïèñàí³ ìóòàíòè 
M.(P.) guilliermondii rib83 ³ ñêîíñòðóéîâàí³ äåëåö³éí³ 
øòàìè íàëåæàòü äî îäí³º¿ êîìïëåìåíòàö³éíî¿ ãðóïè 
³ ìàþòü äåôåêò ó òîìó æ ãåí³ SEF1. ²íàêòèâàö³ÿ 
³äåíòèô³êîâàíîãî ãîìîëîãà ãåíà TUP1 ó øòàìó äèêîãî
òèïó M.(P.) guilliermondii ïðèâîäèòü äî çðîñòàííÿ 
âì³ñòó çàë³çà â êë³òèíàõ â 1,5 ðàçà òà ï³äâèùåííÿ 
ïðîäóêö³¿ ðèáîôëàâ³íó â 1,6–1,7 ðàçà. Ââåäåííÿ ïëàçì³äè, 
ùî íåñå êîï³þ ãåíà TUP1, íå â³äíîâëþº  ìåòàáîë³÷í³ 
äåôåêòè ó ìóòàíòà, çäàòíîãî äî íàäïðîäóêö³¿ ðèáî-
ôëàâ³íó ³ àêóìóëÿö³¿ çàë³çà â êë³òèíàõ ìóòàíòà M.(P.) 
guilliermondii m3, ùî íåñå ìóòàö³þ hit1. Îòðèìàí³ ðå-
çóëüòàòè äîçâîëÿþòü ââàæàòè, ùî ó äð³æäæ³â, ÿê³ 
íàëåæàòü äî êëàäè CUG, ³ òðàíñêðèïö³éíèé ôàêòîð 
Sef1ð, ³ Tup1p çàëó÷åí³ â ðåãóëÿö³þ îáîõ ïðîöåñ³â: 
çàáåçïå÷åííÿ çàë³çîì ³ ñèíòåç ðèáîôëàâ³íó. Ìîëåêóëÿðí³ 
ìåõàí³çìè ä³¿ Tup1p íà á³îñèíòåç ðèáîôëàâ³íó ó M.(P.) 
guilliermondii ïîòðåáóþòü ïîäàëüøîãî äîñë³äæåííÿ.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: äð³æäæ³, ðèáîôëàâ³í, àñèì³ëÿö³ÿ çà-
ë³çà, òðàíñêðèïö³éíà ðåãóëÿö³ÿ.

Âñòóï. Candida guilliermondii (òåëåîìîðô Pichia
guilliermondii, ç 2010 ð. Meyerozyma guilliermon-
dii), º àñêîì³öåòíèìè äð³æäæàìè øèðîêî ðîç-
ïîâñþäæåíèìè ó íàâêîëèøíüîìó ñåðåäîâèù³, 
à òàêîæ º ÷àñòèíîþ ñàïðîô³òíî¿ ì³êðîôëîðè 
ëþäèíè [1]. M.(P.) guilliermondii íàëåæèòü äî
Êðåáòð³-íåãàòèâíèõ äð³æäæ³â, ÿê³ íå ìîæóòü
ðîñòè ó ñòðîãî àíàåðîáíèõ óìîâàõ, ìàº âñ³ òðè
òî÷êè ôîñôîðèëþâàííÿ ó äèõàëüíîìó ëàíöþç³ 

[2]. M.(P.) guilliermondii, Candida albicans, ÿê ³
á³ëüø³ñòü ïðåäñòàâíèê³â òàê çâàíî¿ CUG êëà-
äè, çäàòí³ äî íàäñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó (â³òàì³í 
Â2) çà óìîâ íåäîñòàòíüîãî çàáåçïå÷åííÿ çà-
ë³çîì [1, 3]. Ñåëåêö³îíîâàíî ìóòàíòè M.(P.) 
guilliermondii ç ïîøêîäæåíîþ ðåãóëÿö³ºþ á³î-
ñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó ³ ïîêàçàíî, ùî âîíè íà
äîäàòîê ìàþòü ïîðóøåííÿ ðåãóëÿö³¿ çàáåçïå-
÷åííÿ çàë³çîì òà çì³íè ó â³äïîâ³ä³ íà îêñè-
äàòèâíèé ñòðåñ [4]. Íàïðèêëàä, ìóòàíò, M.(P.)
guilliermondii hit1-1 (high iron transport), ÿêèé
êîíñòèòóòèâíî íàäñèíòåçóº ðèáîôëàâ³í, õàðàê-
òåðèçóºòüñÿ ï³äâèùåíîþ ðåäóêòàçíîþ àêòèâ-
í³ñòþ êë³òèí, âèñîêèì âì³ñòîì çàë³çà, ã³ïåð-
÷óòëèâ³ñòþ äî ³îí³â ì³ä³ òà äåÿêèìè äåôåêòàìè
ó â³äïîâ³ä³ íà îêñèäàòèâíèé ñòðåñ [5]. Íà â³ä-
ì³íó â³ä öüîãî ìóòàíòà, øòàì rib83-13, íåçäàò-
íèé äî íàäïðîäóêö³¿ ðèáîôëàâ³íó çà óìîâ äå-
ô³öèòó çàë³çà, ìàº ïîøêîäæåíó âèñîêîàô³ííó 
ñèñòåìó ïîãëèíàííÿ çàë³çà [6]. Îäíàê, çãàäàí³ 
ãåíè íå áóëè ³äåíòèô³êîâàí³ ÷åðåç â³äñóòí³ñòü 
â³äïî-â³äíèõ ôåíîòèïîâèõ îçíàê ìóòàíò³â 
ïðèäàòíèõ äëÿ êëîíóâàííÿ ãåí³â äèêîãî òèïó.

Éìîâ³ðíî, ùî M.(P.) guilliermondii òà ³íø³ 
äð³æäæ³, çäàòí³ äî íàäñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó ó 
â³äïîâ³äü íà íåñòà÷ó çàë³çà, ìàþòü äóæå ñõîæ³ 
çàë³çîçàëåæí³ ðåãóëÿòîðí³ ìåõàí³çìè, ÿê³ çíà÷-
íî â³äð³çíÿþòüñÿ â³ä Saccharomyces cerevisiae
[3, 7]. Ðàí³øå ïîâ³äîìëÿëîñü, ùî ãîëîâíèì ðå-
ãóëÿòîðîì á³îñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó ó ³íøîãî 
âèäó ôëàâ³íîãåííèõ äð³æäæ³â – Candida fama-
ta, º àêòèâàòîð òðàíñêðèïö¿ Sef1p [8]. Ï³çí³øå
Sef1p C. albicans (ÿê ³ á³ëêè Hap43p ³ Sfu1p) 
áóâ ³äåíòèô³êîâàíèé ÿê ãîëîâíèé ðåãóëÿòîð
ìåòàáîë³çìó çàë³çà (àëå íå á³îñèíòåçó ðèáî-
ôëàâ³íó) [9–11].

Íà äîäàòîê, ó ðåãóëÿö³þ îáèäâîõ öèõ ìåòà-
áîë³÷íèõ ïðîöåñ³â ó C. albicans çàëó÷åíèé êîí-
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Ä. Ôåäîðîâè÷, Â. Áîðåöüêèé, Þ. Ïèíÿãà òà ³í.

ñåðâàòèâíèé òðàíñêðèïö³éíèé ôàêòîð Tup1p 
[12, 13]. Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî ãëîáàëüíèé ðå-
ïðåñîð Tup1p óòâîðþº êîìïëåêñè ç Cyc8p òà 
³íøèìè ñïåöèô³÷íèìè á³ëêàìè òà ðåãóëþº íèç-
êó ³íøèõ ãåí³â, çàëó÷åíèõ  ó òàê³ ïðîöåñè ÿê 
ìåéîç, ñïîðóëÿö³ÿ, ôëîêóëÿö³ÿ, âèêîðèñòàííÿ 
ð³çíèõ äæåðåë âóãëåöþ, à òàêîæ çàõèñò â³ä îñ-
ìîòè÷íîãî ñòðåñó [14, 15]. 

Ó äàí³é ðîáîò³ ìè îïèñóºìî ³äåíòèô³êàö³þ 
òðàíñêðèïö³éíèõ ôàêòîð³â Sef1p ³ Tup1p ó äð³æ-
äæ³â M.(P.) guilliermondii ³ äåìîíñòðóºìî, ùî ö³ 
á³ëêè çàëó÷åí³ â ðåãóëÿö³þ îáèäâîõ ïðîöåñ³â: 
ïîñòà÷àííÿ çàë³çà òà á³îñèíòåç ðèáîôëàâ³íó. 

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Øòàìè, óìîâè âèðî-
ùóâàííÿ ³ ñåðåäîâèùà. Øòàìè M.(P.) guillier-
mondii, âèêîðèñòàí³ ó äàí³é ðîáîò³, ïåðåë³÷åí³ 
â òàáë. 1 

Äëÿ êîíñòðóþâàííÿ ³ àìïë³ô³êàö³¿ ïëàçì³ä 
âèêîðèñòàíî øòàì Escherichia coli DH5� (lac-
ZÄM15 recA1 endA1 gyrA96 thi-1hsdR17(rK�

mK+)supE44 relA1 deoR �(lacZYA-argF)U169). 
Øòàìè E. coli âèðîùóâàëè â ñåðåäîâèù³ Ëóð³à-
Áåðòàí³ (LB) ïðè 37 °C, ÿêå ì³ñòèëî, ó ðàç³ ïî-
òðåáè, àìï³öèë³í (100 ìêã ìë�1).

Äð³æäæ³ âèðîùóâàëè ó áàãàòîìó ñåðåäîâèù³ 
YPD (10 ã äð³æäæîâîãî åêñòðàêòó, 20 ã ïåïòîíó, 
20 ã ñàõàðîçè, 20 ã àãàðó)/ë ïðè 30 °C àáî â 

ñèíòåòè÷íîìó ñåðåäîâèù³ Áåðêãîëüäåðà ç äî-
äàíèìè, ó ðàç³ íåîáõ³äíîñò³, àì³íîêèñëîòàìè 
(40 ìã/ë) ³ óðèäèíîì (400 ìã/ë). Äð³æäæ³ âè-
ðîùóâàëè ó êîëáàõ Åðëåíìåéºðà íà øåéêåð³ 
(200 îá/õâ) ïðè 30 °C. Ã³áðèäèçàö³þ äð³æäæî-
âèõ øòàì³â ³ ñåãðåãàö³éíèé àíàë³ç ïðîâîäèëè 
ÿê îïèñàíî [1]. 

Êîíñòðóþâàííÿ ïëàçì³äè ³ äåëåö³¿ ãåíó. Ìà-
í³ïóëÿö³¿ ç ÄÍÊ ³ òðàíñôîðìàö³þ E. coli ïðî-
âîäèëè çã³äíî ç ïîïåðåíüî îïóáë³êîâàíèìè 
ïðîòîêîëàìè [18]. 

Õðîìîñîìíèé ôðàãìåíò ÄÍÊ M.(P.) guillier-
mondii ðîçì³ðîì 4.7 ò.ï.í., ùî ì³ñòèòü ãåí
PGUG_03868.1 (êîäóº îðòîëîã Sef1p) ðàçîì ³ç
ôëàíêóþ÷èìè ä³ëÿíêàìè (1 ò.ï.í.) àìïë³ô³êó-
âàëè çà äîïîìîãîþ ÏËÐ, âèêîðèñòîâóþ÷è õðî-
ìîñîìíó ÄÍÊ M.(P.) guilliermondii ATCC6260
ÿê ìàòðèöþ ³ ïðàéìåðè SEFd1 TGAATTCAT-
ATAGCTTAACTACTTC ³ SEF2rGAATTCGTT-
GATTTGTGTGACCAC, ÿê³ íåñóòü ââåäåí³ EcoRI
ñàéòè. Ïðîäóêò ÏËÐ áóâ î÷èùåíèé, îáðîáëå-
íèé åíäîíóêëåàçîþ ðåñòðèêö³¿ EcoRI ³ êëîíî-
âàíèé â ñàéò EcoRI ïëàçì³äè pUC57. Ñêîí-
ñòðóéîâàíà ïëàçì³äà pSEF1 áóëà âèêîðèñòàíà 
äëÿ çàì³ùåííÿ ñòðóêòóðíîãî ãåíà SEF1 ìîäè-
ô³êîâàíèì ãåíîì URA3 S. cerevisiae ï³ä ïðî-
ìîòîðîì ãåíà ôîñôîãë³öåðàò ê³íàçè [19]. Ìàé-

Òàáëèöÿ 1. Øòàìè, âèêîðèñòàí³ â ðîáîò³

Øòàì, àóêñîòðîôíèé ìàðêåð Ãåíîòèï ** Äæåðåëî

R-66, ura3 hisX 
L2, hisX
m3, ura3 hisX , 
sef1-1, hisX 
sef2-2, hisX 
rib83-13, argX 
rib81-131, hisX
sef1-1, hisX × L1 adeX 
sef1-2, adeX × rib81-131, hisX 
S181 
DS1-83-LV251 
S1  
S2  
S3  
�tup38-2, hisX
�tup53-h1, hisX
m3-R-pT1-11, hisX
TUP1

WT
WT
hit1
sef1�
sef1� hit1
rib83
rib81
sef1�/SEF1 (diploid)
sef1�RIB81/SEF1 rib81 (diploid)
sef1� rib81
sef1-1� × rib83 (diploid)
sef1�
sef1�
sef1�
tup1�
tup1� hit1 
hit1 
TUP1 hit1

[16] 
[1]
[17]

äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà

[6]
[4]

äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà
äàíà ðîáîòà

Ïðèì³òêà. ** – íàâåäåíî ìóòàö³¿, ïîâ’ÿçàí³ ëèøå ç ìåòàáîë³çìîì ðèáîôëàâ³íó ³ çàë³çà.
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Êëîíóâàííÿ ãåí³â Sef1 ³ Tup1, ÿê³ êîäóþòü òðàíñêðèïö³éíèé àêòèâàòîð ³ ãëîáàëüíèé ðåïðåñîð 

æå ïîâíó ïîñë³äîâí³ñòü ïëàçì³äè pSEF1, çà
âèíÿòêîì ñòðóêòóðíîãî ãåíà SEF1, áóëî àìïë³-
ô³êîâàíî, âèêîðèñòîâóþ÷è ïðàéìåðè Bse1 AG-
ATCTTTTTAGGGTGAATTAGTG ³ RBS2 AG-
ATCTAGTGATGACTTTTTGGGG, ùî ì³ñòèëè
ñàéòè BglII. Ïðîäóêò ÏËÐ áóëî î÷èùåíî, îáðî-
áëåíî åíäîíóêëåàçîþ ðåñòðèêö³¿ BglII ³ ë³ãî-
âàíî ç ôðàãìåíòîì BamHI ðîçì³ðîì 1,5 ò.ï.í.
ïëàçì³äè pPGKURA3, ùî ì³ñòèòü ìîäèô³êîâà-
íèé ãåí URA3 S. cerevisiae. Îòðèìàíà ïëàçì³äà 
pSEF1dURA3 ì³ñòèëà ìîäèô³êîâàíèé ãåí URA3
S. cerevisiae, êëîíîâàíèé ì³æ 1,0 ò.ï.í. ïðîìî-
òîðíî¿ ³ 1,0 ï.í. òåðì³íàòîðíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ 
ãåíà SEF1 C.(P.) guilliermondii. Äàë³ ïëàçì³äó 
pSEF1dURA3 áóëî îáðîáëåíî åíäîíóêëåàçîþ 
ðåñòðèêö³¿ EcoRI. Îòðèìàíó äåëåö³éíó êàñåòó 
sef1::URA3 âèêîðèñòàíî äëÿ òðàíñôîðìàö³¿ øòà-
ìó R-66 M.(P.) guilliermondii [16].

Ôðàãìåíò õðîìîñîìíî¿ ÄÍÊ ðîçì³ðîì
3,3 ò.ï.í., ùî ì³ñòèâ ö³ëüîâèé ãåí (êîäóº îð-
òîëîã Tup1p) ðàçîì ç ôëàíêóþ÷èìè ä³ëÿíêàìè 
áóëî àìïë³ô³êîâàíî çà äîïîìîãîþ ÏËÐ, âèêî-
ðèñòîâóþ÷è ïðàéìåðè Pg�Tup1F ATCTAGATT-
CTGTGCTCGAATAAG ³ Pg�Tup1R TATCTA-
GATACTTTTCATCGTAACG òà õðîìîñîìíó 
ÄÍÊ M.(P.) guilliermondii ATCC6260 ÿê ìàòðè-
öþ. Àìïë³ô³êîâàíèé ôðàãìåíò ÄÍÊ. áóëî îá-
ðîáëåíî åíäîíóêëåàçîþ XbaI ³ êëîíîâàíî ó ò³ 
ñàì³ ñàéòè âåêòîð³â pUC57(-BamHI) ³ pUC-
ARS-URA3. Îòðèìàí³ ïëàçì³äè pUC57TUP1 ³
pUC-ARS-URA3-TUP1, áóëî âèêîðèñòàíî äëÿ
êîíñòðóþâàííÿ äåëåö³éíî¿ êàñåòè ³ êîìïëåìå-
òàö³éíîãî àíàë³çó, â³äïîâ³äíî. Ïëàçì³äó pUC-
57TUP1 áóëî îáðîáëåíî åíäîíóêëåàçîþ Bam-
HI äëÿ âèäàëåííÿ ôðàãìåíòà ÄÍÊ ðîçì³ðîì
1,0 ò.ï.í., ùî ì³ñòèòü öåíòðàëüíó ÷àñòèíó â³ä-
êðèòî¿ ðàìêè ç÷èòóâàííÿ PgTUP1. ¯¿ á³ëüøèé 
ôðàãìåíò (5,1 ò.ï.í.), ùî ì³ñòèòü ðåøòó â³äêðè-
òî¿ ðàìêè ç÷èòóâàííÿ ðàçîì ç 5� ³ 3� ôëàíêóþ÷è-
ìè ä³ëÿíêàìè ãåíà, áóëî î÷èùåíî ³ âèêîðèñòà-
íî äëÿ êëîíóâàííÿ ìîäèô³êîâàíîãî ãåíà URA3 
S.cerevisiae [19]. Îòðèìàíó ïëàçì³äó pdTU5 áó-
ëî îáðîáëåíî åíäîíóêëåàçîþ ðåñòðèêö³¿ XbaI ³ 
îòðèìàíó äåëåö³éíó êàñåòó tup1::URA3-5 áóëî 
âèêîðèñòàíî äëÿ òðàíñôîðìàö³¿ ðåöèï³ºíòíîãî 
øòàìó R-66 M.(P.) guilliermondii [16]. 

Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ äåëåö³éíèõ øòàì³â áóëî 
ïðîâåäåíî ÏËÐ-àíàë³ç ç âèêîðèñòàííÿì ñóìàð-
íî¿ ÄÍÊ, î÷èùåíî¿ ç ñåëåêö³îíîâàíèõ òðàíñ-

ôîðìàíò³â ÿê ìàòðèö³ ³ ïðàéìåð³â, ëîêàë³çîâà-
íèõ áëèçüêî â³äïîâ³äíèõ ëîêóñ³â, àëå ïîçà ïî-
ñë³äîâíîñòÿìè, âèêîðèñòàíèìè ó äåëåö³éí³é êà-
ñåò³. Òðàíñôîðìàö³þ äð³æäæ³â ³ ÏËÐ-àíàë³ç òðàíñ-
ôîðìàíò³â ïðîâîäèëè ÿê îïèñàíî ðàí³øå [16]. 

Ïîøóê ãîìîëîã³¿ ³ ïîñë³äîâíîñòåé ïðîâî-
äèëè çà äîïîìîãîþ ïðîãðàì BLAST, ³ ClustalW 
1.8, âèêîðèñòîâóþ÷è äàí³ ñåêâåíóâàííÿ, íàäàí³ 
Broad Institute (äîñòóïí³ íà http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi, http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalw2/³ http://www.broadinstitute.org/annotation/
genome/candida_group/MultiHome.html, 
â³äïîâ³äíî).

²íø³ ïðîöåäóðè. Ðèáîôëàâ³í âèçíà÷àëè ôëþî-
ðèìåòðè÷íî, âèêîðèñòîâóþ÷è ñèíòåòè÷íèé ðè-
áîôëàâ³í ÿê ñòàíäàðò, íà ôëþîðèìåòð³ FM 
109510-33, ìàêñèìóì çáóäæåííÿ 440 íì, ìàê-
ñèìóì åì³ñ³¿ 535 íì). Êë³òèíè ðóéíóâàëè ç 
ñêëÿíèìè êóëüêàìè ðîçì³ðîì 0,4–0,5 ìì. Á³-
ëîê âèçíà÷àëè ï³ñëÿ ä³àë³çó çà ìåòîäîì Ëîóð³. 
Àêòèâí³ñòü ÃÒÔ-öèêëîã³äðîëàçè II – ïåðøîãî 
ôåðìåíòà øëÿõó á³îñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó, âè-
çíà÷àëè ó áåçêë³òèííèõ åêñòðàêòàõ ôëþîðè-
ìåòðè÷íèì ìåòîäîì [20]. ²íêóáàö³éíà ñóì³ø 
äëÿ âèçíà÷åííÿ ÃÒÔ-öèêëîã³äðîëàçè II ì³ñòèëà
20 ìÌ Òð³ñ-HCl áóôåð (pH 8,2), 2 ìM MgCl2, 
0,5 ìM ÃÒÔ ³ 2 ìÌ ä³ò³îòðåéòîë. Ðåàêö³þ ðîç-
ïî÷èíàëè äîäàâàííÿì áåçêë³òèííîãî åêñòðàêòó 
(0,5 ìã á³ëêà). Âì³ñò çàë³çà â êë³òèíàõ ³ ôå-
ðèðåäóêòàçíó àêòèâí³ñòü âèçíà÷àëè ç 2,2�-äè-
ï³ðèäèëîì ÿê îïèñàíî ðàí³øå [5]. 

Ðåçóëüòàòè ³ îáãîâîðåííÿ. Ðîëü ãîìîëîãà Sef1p
ó á³îñèíòåç³ ðèáîôëàâ³íó ³ ðåãóëÿö³¿ çàñâîºííÿ çà-
ë³çà ó M.(P.) guilliermondii. Ðàí³øå ó C. famata
áóëî ³äåíòèô³êîâàíî ³íñåðö³éíèé ìóòàíò, íå-
çäàòíèé äî íàäñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó, ³ ïîêàçàíî, 
ùî â³í ìàº äåôåêò ó ãåí³, ïîçíà÷åíîìó ÿê 
SEF1 [8]. Öåé ãåí êîäóº ïîòåíö³éíèé Zn2-
Cys6 òðàíñêðèïö³éíèé ôàêòîð, ãîìîëîã ÿêîãî 
çàëó÷åíèé ó ðåãóëÿö³þ ïîñòà÷àííÿ çàë³çà ó C. 
albicans. Îäíàê éîãî ðîëü ó ðåãóëÿö³¿ á³îñèíòåçó 
ðèáîôëàâ³íó ó öüîãî âèäó äð³æäæ³â íå áóëà 
äîñë³äæåíà [10, 11]. Ëîã³÷íî áóëî ïðèïóñòèòè, 
ùî òðàíñêðèïö³éíèé ôàêòîð Sef1p, çàëó÷åíèé 
ó ðåãóëÿö³þ îáîõ öèõ ëàíîê ìåòàáîë³çìó ó 
ïðåäñòàâíèê³â òàê çâàíèõ «ôëàâ³íîãåííèõ» äð³æ-
äæ³â, ÿê³ íàëåæàòü äî CUG-êëàäè. Ãåí 
PGUG_03868.1, ÿêèé ïîòåíö³éíî êîäóº Sef1p, 
áóâ ³äåíòèô³êîâàíèé ó ãåíîì³ M.(P.) guillier-
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mondii, âèêîðèñòîâóþ÷è ïîøóê ãîìîëîã³é äî 
ïîñë³äîâíîñò³ öüîãî òðàíñêðèïö³éíîãî ôàêòî-
ðà C. famata. Öåé ãåí ðîçì³ùåíèé ó ïîñë³äîâ-
íîñò³ 115630-1118095 ï.í. 4-îãî ñóïåðêîíò³ãó 
ãåíîìó Ì.(P.) guilliermondii. Â³í êîäóº á³ëîê 
ìîëåêóëÿðíîþ ìàñîþ 92.528 êÄà, ùî ñêëàäà-
ºòüñÿ ç 821 àì³íîêèñëîòíîãî çàëèøêó, ÿêèé 
ì³ñòèòü õàðàêòåðíó ïîñë³äîâí³ñòü, ùî çäàòíà 
ôîðìóâàòè äâîÿäåðíèé Zn(2)-Cys(6) êëàñòåð-
íèé äîìåí, ³ âèÿâëÿº 64 % ïîä³áíîñò³ äî â³ä-
ïîâ³äíèõ àíàëîã³â C. famata ³ C. albicans. ²í-
øèõ ïîòåíö³éíèõ ãîìîëîã³â Sef1p C. famata ó
M.(P.) guilliermondii íå çíàéäåíî. Äåëåö³éíà êà-
ñåòà sef1::URA3, êîíñòðóþâàííÿ ÿêî¿ îïèñà-
íî âèùå, áóëà âèêîðèñòàíà äëÿ òðàíñôîðìà-
ö³¿ äâîõ ðåöèï³ºíòíèõ øòàì³â: äèêîãî òèïó 
M.(P.) guilliermondii R-66 ³ ³ øòàìó m3, çäàòíîãî 
äî íàäñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó. Â îáîõ âèïàäêàõ 
áóëî ñåëåêö³îíîâàíî äåê³ëüêà ðåêîìá³íàíòíèõ 
êëîí³â, ùî ì³ñòèëè äåëåö³éí³ êàñåòè sef1::
URA3, ³íòåãðîâàí³ â ãåíîì øëÿõîì ãîìîëî-
ã³÷íî¿ ðåêîìá³íàö³¿, ùî ïðèçâåëî äî äåëåö³¿ 
ñòðóêòóðíîãî ãåíà SEF1, ùî áóëî ï³äòâåðäæå-
íî ÏËÐ-àíàë³çîì. Ñåëåêö³îíîâàí³ øòàìè sef1�, 
ÿê³ áóëè ïîõ³äíèìè â³ä R-66 (äèêèé òèï) ³ m3 

(ïðîäóêóº ðèáîôëàâ³í) ìàëè äóæå ïîä³áíèé ôå-
íîòèï, íåçâàæàþ÷è íà çíà÷í³ â³äì³ííîñò³ ì³æ 
áàòüê³âñüêèìè øòàìàìè (òàáë. 2).

Ïðîäóêö³ÿ ðèáîôëàâ³íó ³ àêòèâí³ñòü ÃÒÔ-
öèêëîã³äðîëàçè II ñêîíñòðóéîâàíèõ sef1� øòà-
ì³â, îòðèìàíèõ ç øòàìó äèêîãî òèïó ³ çäàòíîãî 
äî íàäñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó ìóòàíòà m3, âèðî-
ùåíèõ ïðè âèñîêîìó âì³ñò³ çàë³çà, áóëè íèçü-
êèìè, òàêèìè æ ÿê ó øòàìó äèêîãî òèïó R66 
(òàáë. 2). Öå ãîâîðèòü ïðî òå, ùî ³íàêòèâàö³ÿ 
Sef1p ñóïðåñóº êîíñòèòóòèâíó íàäðîäóêö³þ ðè-
áîôëàâ³íó ó øòàìó m3, ÿêèé íåñå ìóòàö³þ hit1.
Íà â³äì³íó â³ä â³äïîâ³äíèõ áàòüê³âñüêèõ øòàì³â,
îáèäâà Sef1p-äåô³öèòí³ ìóòàíòè âîëîä³ëè íèçü-
êîþ ÃÒÔ-öèêëîã³äðîëàçíîþ àêòèâí³ñòþ II ³ íå
ìàëè ï³äâèùåíîãî ñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó çà óìîâ
äåô³öèòó çàë³çà. Çà óìîâ äîñòàòíüîãî çàáåçïå-
÷åííÿ çàë³çîì âì³ñò çàë³çà â êë³òèíàõ ³ ôåðè-
ðåäóêòàçíà àêòèâí³ñòü sef1� ìóòàíò³â M.(P). guil-
liermondii áóëè òàêèìè æ ÿê ó ðåöèï³ºíòíèõ 
øòàì³â. Çà óìîâ äåô³öèòó çàë³çà âíóòð³øíüî-
êë³òèííèé âì³ñò çàë³çà ³ ôåðèðåäóêòàçíà àêòèâ-
í³ñòü îáèäâîõ ñêîíñòðóéîâàíèõ ìóòàíò³â áóëà
íèæ÷îþ ÿê ó ðåöèï³ºíòíèõ øòàì³â (äàí³ íå
íàâåäåíî). Òàêèé ôåíîòèï íàãàäóº êëþ÷îâ³ îç-

Òàáëèöÿ 2. Ïðîäóêö³ÿ ðèáîôëàâ³íó ³ àêòèâí³ñòü ÃÒÔ-öèêëîã³äðîëàçè II øòàì³â Ì.(P.) guilliermondii
ç äåëåòîâàíèì ãåíîì PGUG_03868.1 ³ øòàì³â äèêîãî òèïó 

Øòàìè Ãåíîòèï

Ïðîäóêö³ÿ ðèáîôëàâ³íó,
ìêã/ìã ñóõèõ êë³òèí

Àêòèâí³ñòü ÃÒÔ-
öèêëîã³äðîëàçè II,

Å/õâ × ìã á³ëêà

3,6 ìêM
çàë³çà *

0,18 ìêM
çàë³çà *

3,6 ìêM
çàë³çà *

0,18 ìêM
çàë³çà *

R-66
L2
m3 
sef1-1 
sef1-2 
rib83-13, 
rib81-131
sef1-1 × L1 
sef1-1 × rib81-131 
S181 
DS1-83-1 
S1 
S2 
S3

WT
WT
hit1
sef1�
sef1� hit1
rib83
rib81
sef1�/WT
sef1�RIB81/SEF1 rib81 (äèïëî¿ä)
sef1� rib81
sef1�-1 × rib83 (äèïëî¿ä)
ñåãðåãàíò ç DS1-83-1
ñåãðåãàíò ç DS1-83-1
ñåãðåãàíò ç DS1-83-1

0,20 ± 0,03
0,25 ± 0,04
1,40 ± 0,30
0,31 ± 0,04
0,26 ± 0,03
0,30 ± 0,04
5,50 ± 0,60 
0,28 ± 0,04
0,50 ± 0.05
0,21 ± 0,03
0,09 ± 0.02
0,24 ± 0.03
0,22 ± 0,03
0,25 ± 0,04

7,2 ± 0,7
8,2 ± 0,7
7,0 ± 0,7

0,37 ± 0,04
0,35 ± 0,04
0,50 ± 0,05
8,00 ± 0,70 
3,20 ± 0,30
3,30 ± 0,50
0,23 ± 0,03
0,24 ± 0.03
0,30 ± 0,04
0,29 ± 0,04
0,31 ± 0,04

0,60 ± 0,05
0,72 ± 0,04
2,20 ± 0,05
0,66 ± 0,03
0,70 ± 0,06
0,35 ± 0,04
6,19 ± 0,60
0,70 ± 0,05
0,40 ± 0,06

í/â
í/â
í/â
í/â
í/â

8,20 ± 0,90 
8,00 ± 0,81
7,85 ± 0,65
0,78 ± 0,05
0,81 ± 0,04
0,46 ± 0,06
10,19 ± 1,11
3,85 ± 0,08
1,70 ± 0,07

í/â
í/â
í/â
í/â
í/â

Ïðèì³òêà. * Êë³òèíè âèðîùóâàëè ó ñåðåäîâèù³ ç âèñîêèì âì³ñòîì çàë³çà 3,6 ìêM, (óìîâè äîñòàòíüîãî 
çàáåçïå÷åííÿ çàë³çîì) àáî ç âì³ñòîì çàë³çà 0,18 ìêM (çàë³çîäåô³öèòí³ óìîâè), í/â – íå âèçíà÷àëè. 
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Êëîíóâàííÿ ãåí³â Sef1 ³ Tup1, ÿê³ êîäóþòü òðàíñêðèïö³éíèé àêòèâàòîð ³ ãëîáàëüíèé ðåïðåñîð 

íàêè îïèñàíîãî ðàí³øå ìóòàíòà rib83-13, ÿêèé
ìàâ îäíî÷àñíî ïîøêîäæåíó ðåãóëÿö³þ á³îñèí-
òåçó ðèáîôëàâ³íó ³ âèñîêîàô³ííî¿ ñèñòåìè ïî-
ãëèíàííÿ çàë³çà (òàáëèöÿ) [6]. Ìîæíà ïðèïóñ-
òèòè, ùî ìóòàö³¿ sef1� ³ rib83 íàëåæàòü äî îä-
í³º¿ êîìïëåìåíòàö³éíî¿ ãðóïè òà ³íàêòèâóþòü 
òîé ñàìèé ãåí. Ó öüîìó âèïàäêó äèïëî¿äíèé 
øòàì, ÿêèé áè ì³ñòèâ îáèäâ³ ìóòàö³¿ íå ïî-
âèíåí ïðîäóêóâàòè ðèáîôëàâ³íó çà óìîâ äåô³-
öèòó çàë³çà. Ìîæíà ïðèïóñòèòè òàêîæ, ùî ìó-
òàö³ÿ sef1� ìîæå ñóïðåñóâàòè êîíñòèòóòèâíó 
íàäïðîäóêö³þ ðèáîôëàâ³íó øòàìîì M.(P.) guil-
liermondii, ÿêèé ì³ñòèòü ìóòàö³þ rib81, ÿê ðàí³-
øå ïîâ³äîìëÿëîñü äëÿ ìóòàö³¿ rib83 [6]. Ùîá 
ï³äâåðäèòè ö³ ã³ïîòåçè áóëî ñåëåêö³îíîâàíî â³ä-
ïîâ³äí³ äèïëî¿äí³ øòàìè òà ¿õ ìåéîòè÷í³ ñå-
ãðåãàíòè ³ äîñë³äæåíî ¿õ ôåíîòèï. 

Ãåòåðîçèãîòí³ äèïëî¿äí³ øòàìè, ÿê³ ì³ñòèëè 
rib83 àáî �sef1, íå âòðà÷àëè çäàòíîñò³ äî ïðî-
äóêö³¿ ðèáîôëàâ³íó ó â³äïîâ³äü íà ë³ì³òóâàí-
íÿ çà çàë³çîì. Ó òîé æå ÷àñ äèïëî¿äíèé øòàì 
�sef1-1 X rib83-LV251, òàê ñàìî ÿê ³ âñ³ éîãî 
ìåéîòè÷í³ ñåãðåãàíòè (íàïðèêëàä S1, S2, S3), 
áóëè íåçäàòíèìè äî íàäïðîäóêö³¿ ðèáîôëàâ³íó 
çà óìîâ íåäîñòàòíüîãî çàáåçïå÷åííÿ çàë³çîì 
(òàáë. 2).

Êð³ì öüîãî, ³íàêòèâàö³ÿ Sef1p ñóïðåñóâàëà 
íàäïðîäóêö³þ ðèáîôëàâ³íó â ãàïëî¿äíèõ øòàì³â, 
ùî ì³ñòÿòü ìóòàö³¿ hit1 àáî rib81 (øòàì sef�1-2 ³ 
ìåéîòè÷íèé ñåãðåãàíò S181, â³äïîâ³äíî). Îòæå, 
ìîæíà ñòâåðäæóâàòè, ùî îáèäâ³ ìóòàö³¿ sef1� ³ 
rib83 ³íàêòèâóþòü òîé ñàìèé ãåí PGUG_03868.1, 
ÿêèé êîäóº òðàíñêðèïö³éíèé àêòèâàòîð, ãî-
ìîëîã³÷íèé äî Sef1p, ùî çàëó÷åíèé ó ðåãóëÿ-
ö³þ á³îñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó â C. famata [8]. 
Îñê³ëüêè ìóòàö³ÿ rib83, ÿê áóëî ïîêàçàíî ðà-
í³øå, áëîêóº ³ íàäïðîäóêö³þ ðèáîôëàâ³íó, ³ 

àêòèâàö³þ âèñîêîàô³ííî¿ ñèñòåìè ïîãëèíàííÿ 
çàë³çà â M.(P.) guilliermondii, ³äåíòèô³êîâàíèé 
òðàíñêðèïö³éíèé àêòèâàòîð Sef1p, ìàº â³äíî-
øåííÿ äî ðåãóëÿö³¿ ïîñòà÷àííÿ çàë³çîì ó öüîãî 
âèäó äð³æäæ³â, ïîä³áíî äî òîãî ÿê îïèñàíî â 
C. albicans [11]. Çàãàëîì, ìîæíà ïðèïóñòèòè, 
ùî ó äð³æäæ³â, ÿê³ íàëåæàòü äî CUG-êëàäè ³ 
íàäñèíòåçóþòü ðèáîôëàâ³í çà óìîâ äåô³öèòó 
çàë³çà, ãîìîëîãè Sef1p º çàëó÷åí³ â ðåãóëÿö³þ
îáîõ ëàíîê ìåòàáîë³çìó – ³ á³îñèíòåçó ðèáî-
ôëàâ³íó, ³ òðàíñïîðòó çàë³çà.  

Ïîòåíö³éíà ðîëü çàãàëüíîãî ðåïðåñîðà òðàíñ-
êðèïö³¿ Tup1p ó ðåãóëÿö³¿ á³îñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó
³ çàñâîºííÿ çàë³çà ó M.(P.) guilliermondii. Ãåí 
PGUG_01096.1, ÿêèé êîäóº ïîòåíö³éíèé ãî-
ìîëîã çàãàëüíîãî òðàíñêðèïö³éíîãî ðåïðåñîðà 
áóëî ³äåíòèô³êîâàíî ó ãåíîì³ M.(P.) guilliermon-
dii øëÿõîì ïîøóêó ãîìîëîã³é äî àì³íîêèñëîò-
íèõ ïîñë³äîâíîñòåé Tup1p C. albicans ³ S. cere-

Ðèñ. 1. Çàáàðâëåííÿ M.(P.) guilliermondii äèêîãî òèïó ³ ðåêîìá³íàíòíèõ øòàì³â íà ñåðåäîâèù³, ùî ì³ñòèòü 
ÒÒÕ. Óñ³ òåñòîâàí³ øòàìè ðîñëè àåðîáíî íà òâåðäîìó ñåðåäîâèù³ YPD ïðîòÿãîì 48 ã. Ïîò³ì êë³òèíè 
ïåðåíîñèëè íà òå ñàìå ñåðåäîâèùå, ùî ì³ñòèëî 40 ìã/ë ÒÒÕ. ×àøêè ³íêóáóâàëè ïðè 30 °C âïðîäîâæ 3–4 
äí³â. Íàâåäåíî ðåçóëüòàòè òèïîâîãî åêñïåðèìåíòó 

Ðèñ. 2. Ïðîäóêö³ÿ ðèáîôëàâ³íó ðåêîìá³íàíòíèìè øòà-
ìàìè, ùî ì³ñòÿòü äîäàòêîâó êîï³þ ãåíà PgTUP1 ³ 
êîíòðîëüíèõ øòàì³â M.(P.) guilliermondii (1–5), 6 – 
m3, 7 – R-66, 8 – ATCC
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visiae (äàí³ íå íàâåäåíî). Öåé ãåí M.(P.) guil-
liermondii, ïîçíà÷åíèé ÿê PgTUP1, êîäóº á³-
ëîê, ùî ìàº 569 àì³íîêèñëîòíèõ çàëèøê³â ç 
ìîëåêóëÿðíîþ ìàñîþ 63.113 êÄà. Íåçâàæàþ-
÷è íà ð³çíèöþ â äîâæèí³ ïîë³ïåïòèä³â (Tup1p 
C. albicans ³ S. cerevisiae ì³ñòÿòü – 512 ³ 713 
àì³íîêèñëîòíèõ çàëèøê³â, â³äïîâ³äíî), àì³íî-
êèëîòíà ïîñë³äîâí³ñòü Ì.(P.) guilliermondii ìàº 
85 % ïîä³áíîñò³ äî Tup1p C. albicans ³ ì³ñòèòü 
õàðàêòåðíèé äîìåí WD40.  

Äëÿ ç’ÿñóâàííÿ ðîë³ Tup1p ó ðåãóëÿö³¿ á³î-
ñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó ³ ïîñòà÷àííÿ çàë³çîì ó
Ì.(P.) guilliermondii, ãåí PgTUP1 áóëî êëîíîâàíî
ðàçîì ç ôëàíêóþ÷èìè ä³ëÿíêàìè ³ âèêîðèñòà-
íî äëÿ êîíñòðóþâàííÿ äåëåö³éíî¿ êàñåòè (äèâ.
âèùå). Ñêîíñòðóéîâàíó äåëåö³éíó êàñåòó tup1::
URA3-5 áóëî ââåäåíî â îáèäâà ðåöèï³ºíòí³ øòà-
ìè (WT) ³ m3 (êîíñòèòóòèâíèé íàäñèíòåòèê 
ðèáîôëàâ³íó). Äåëåö³þ PgTUP1 áóëî ï³äòâåðä-
æåíî ÏËÐ-àíàë³çîì. 

Ñêîíñòðóéîâàí³ íîêàóíòí³ ìóòàíòè tup1�-38 
³ tup1�-53-h1 ïðîÿâëÿëè íåçíà÷íî ï³äâèùåíó 
(ïðèáëèçíî â 2 ðàçè) ïðîäóêö³þ ðèáîôëàâ³íó 
ó ïîð³âíÿíí³ ç áàòüê³âñüêèìè øòàìàìè R-66 ³ 
m3, â³äïîâ³äíî (òàáë. 3). Öÿ ð³çíèöÿ áóëà á³ëüø 
ñóòòºâîþ â ñåðåäîâèù³, ùî ì³ñòèëî 0.9 ìÌ 
õëîðèäó êîáàëüòó – óìîâè, ÿê³ ³ì³òóþòü äåô³öèò 
çàë³çà [21]. Tup1p-äåô³öèòí³ ìóòàíòè ì³ñòèëè 
òàêîæ ïðèáëèçíî â 1,5–1,7 ðàçà á³ëüøå çàë³çà 
â êë³òèíàõ, í³æ â³äïîâ³äí³ áàòüê³âñüê³ øòàìè, 
ïðè âèðîùóâàíí³ â çàë³çîâì³ñíîìó ñåðåäîâè-
ù³. Áàòüê³âñüêèé (ïðîäóêóþ÷èé ðèáîôëàâ³í) 
øòàì m3 ³ éîãî ïîõ³äíèé �tup1-53-h1 âîëîä³ëè 
âèñîêîþ íåñïåöèô³÷íîþ ðåäóêòàçíîþ àêòèâ-
í³ñòþ êë³òèí: ¿õ êîëîí³¿ çàáàðâëþâàëèñü ó òåìíî-
÷åðâîíèé êîë³ð íà ñåðåäîâèù³, ùî ì³ñòèëî 2,

3,5-òðèôåí³ë-2H-òåòðàçîë³é õëîðèä (ÒÒÕ), âíàñ-
ë³äîê â³äíîâëåííÿ ö³º¿ ñïîëóêè äî ³íòåíñèâíî 
çàáàðâëåíîãî ôîðìàçàíó (ðèñ. 1).

Òðàíñôîðìàíòè áàòüê³âñüêîãî øòàìó m3, ÿê³
ì³ñòèëè äîäàòêîâó êîï³þ ãåíà PgTUP1, (îòðè-
ìàí³ ç ïëàçì³äîþ pUC-ARS-URA3-TUP1) õà-
ðàêòåðèçóâàëèñü çíà÷íî íèæ÷îþ ïðîäóêö³ºþ 
ðèáîôëàâ³íó, í³æ îïèñàíî äëÿ òèïîâîãî øòàìó 
M.(P.) guilliermondii m3-R-pT1-11(ðèñ. 2). Êð³ì 
òîãî, âîíè âèÿâëÿëè çíà÷íî ñëàáøå çàáàðâëåííÿ 
íà ñåðåäîâèù³, ùî ì³ñòèëî ÒÒÕ (ðèñ. 1). 

Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè âêàçóþòü íà òå, ùî ãëî-
áàëüíèé ðåïðåñîð Tup1p ìîæå áóòè çàëó÷åíèé
â ðåãóëÿö³þ á³îñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó ³ àñèì³ëÿ-
ö³þ çàë³çà â (P.) guilliermondii, îäíàê â³í â³ä³-
ãðàº äðóãîðÿäíó, äîäàòêîâó ðîëü ó ïîð³âíÿíí³ 
ç òðàíñêðèïö³éíèì àêòèâàòîðîì Sef1p. Ó÷àñòü 
Tup1ð â ðåãóëÿö³¿ á³îñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó, éìî-
â³ðíî, íå º ïðÿìîþ. TUP1 º ãëîáàëüíèì ðåãó-
ëÿòîðîì ìîðôîëîã³¿ ³ ìåòàáîë³çìó. Â³äîìî, ùî 
â S.cerevisiae êîìïëåêñ Cyc8-Tup1 ïîòð³áíèé 
äëÿ ðåïðåñ³¿ òðàíñêðèïö³¿ áàãàòüîõ ðîäèí ãå-
í³â. Á³ëÿ 3 % äð³æäæîâèõ ãåí³â º äåðåïðåñîâà-
íèìè ó ìóòàíò³â tup1. Ö³ëüîâ³ ãåíè âêëþ÷àþòü 
ãåíè, ÿê³ ï³äëÿãàþòü ãëþêîçí³é ðåïðåñ³¿, ãåíè, 
ÿê³ ³íäóêóþòüñÿ ïðè îñìîòè÷íîìó ñòðåñ³, ãå-
íè, ùî êîäóþòü ôåðìåíòè ìåòàáîë³çìó æèð-
íèõ êèñëîò, à òàêîæ ãåíè, ïîâ’ÿçàí³ ç ôëîêó-
ëÿö³ºþ, ñïîðóëÿö³ºþ ³ ìåéîçîì [13, 14, 22].
TUP1ð â³ä³ãðàº òàêîæ âàæëèâó ðîëü ó çàë³çî-
çàëåæí³é ðåãóëÿö³¿ ãåí³â [12]. Äåëåö³ÿ öüîãî 
ðåãóëÿòîðà âïëèâàº íà ãîìåîñòàòè÷íèé êîíò-
ðîëü â³äíîâíîãî ïîãëèíàííÿ çàë³çà. Ì³æ ³íøèì,
ÿê çàçíà÷àëîñü, ãîëîäóâàííÿ çà çàë³çîì ³íäóêóº 
ïðîäóêö³þ ôëàâ³í³â ³ öÿ ðåãóëÿö³ÿ ìîæå áóòè 
çì³íåíîþ çà â³äñóòíîñò³ TUP1-êîíòðîëþ. Ó 

Òàáëèöÿ 3. Ïðîäóêö³ÿ ðèáîôëàâ³íó ³ âì³ñò çàë³çà â êë³òèíàõ øòàì³â M.(P.) guilliermondii, 
äåô³öèòíèõ çà ãåíîì PGUG_01096.1 (PgTUP1)

Øòàìè
Ïðîäóêö³ÿ ðèáîôëàâ³íó, ìêã/ìã ñóõèõ êë³òèí Âì³ñò çàë³çà, ìêã/ã ñóõèõ êë³òèí

3,6 ìêM çàë³çî * 0,18 ìêM çàë³çî * 0,9 ìM CoCl2 * 3,6 ìêM çàë³çî

R-66 
m3 
�tup1-38-2 
�tup1-53-h1 

0,20 ± 0,03
1,40 ± 0,31
0,46 ± 0,05
2,40 ± 0,32

6,10 ± 0,70 
7,00 ± 0,72
10,32 ± 1,16
12,80 ± 0,86  

8,32 ± 0,82
í/â  

17,75 ± 1,90
í/â  

78,37 ± 3,46
166,08 ± 7,64
117,55 ± 5,64
282,31 ± 13,55

Ïðèì³òêà.* Êë³òèíè ðîñëè â ñåðåäîâèùàõ ç âì³ñòîì çàë³çà 3,6 ìêM; 0,18 ìêM, à òàêîæ ç 0,9 ìM CoCl2 – 
óìîâè, ÿê³ ³ì³òóþòü äåô³öèò çàë³çà. 



51ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2020. Ò. 54. ¹ 5

Êëîíóâàííÿ ãåí³â Sef1 ³ Tup1, ÿê³ êîäóþòü òðàíñêðèïö³éíèé àêòèâàòîð ³ ãëîáàëüíèé ðåïðåñîð 

P. guilliermondii äåô³öèò çàë³çà ïðèâîäèòü äî 
äåðåïðåñ³¿ ìàéæå âñ³õ ôåðìåíò³â, çàëó÷åíèõ ó 
á³îñèíòåç ðèáîôëàâ³íó [3, 4]. Ñåëåêö³îíîâàíî 
íèçêó ìóòàíò³â ç ïîøêîäæåíîþ çàë³çîçàëåæíîþ 
ðåïðåñ³ºþ ñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó. Á³ëüø³ñòü ç öèõ
íàäïðîäóêóþ÷èõ ðèáîôëàâ³í ìóòàíò³â ìàþòü 
òàêîæ äåðåïðåñîâàíèé òðàíñïîðò çàë³çà ³ ï³ä-
âèùåíèé âì³ñò íåãåìîâîãî çàë³çà â êë³òèíàõ [3, 
4]. Ö³ äàí³ âêàçóþòü íà êîîðäèíîâàíó ðåãóëÿ-
ö³þ á³îñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó ³ ïîñòà÷àííÿ çàë³-
çà ó P. guilliermondii. Áóëî ïîêàçàíî, ùî çàë³çî
ðåãóëþº á³îñèíòåç ðèáîôëàâ³íó íà òðàíñêðèï-
ö³éíîìó ð³âí³, ðåïðåñóþ÷è óòâîðåííÿ RIB1 ³
RIB7 ìÐÍÊ, ³ ùî òàêà òðàíñêðèïö³éíà ðå-
ïðåñ³ÿ ïîøêîäæåíà ó ìóòàíò³â-íàäñèíòåòèê³â 
ðèáîôëàâ³íó rib81 ³ red6 [23]. Êð³ì òîãî, íàä-
ñèíòåç ðèáîôëàâ³íó â P. guilliermondii ìîæå
áóòè âèêëèêàíèé ³îíàìè Co2+[24] òà îêñèäà-
òèâíèì ñòðåñîì [17]. Ï³çí³øå áóëî ïîêàçàíî, 
ùî ³îíè Co2+, äåô³öèò çàë³çà ³ ìóòàö³¿ rib80,
rib81 òà hit1 âèêëèêàþòü îêñèäàòèâíèé ñòðåñ
[25]. Éìîâ³ðíî, ùî êîìïëåêñ Cyc8-Tup1 ó S. ce-
revisiae, ðåãóëþº åêñïðåñ³þ ³íøèõ ãåí³â íå ïðÿ-
ìî, à êîíòðîëþþ÷è ð³âåíü òðàíñêðèïö³¿ àêòè-
âàòîð³â àáî ðåïðåñîð³â, ùî ñïåöèô³÷íî ä³þòü 
íà ö³ ³íø³ ãåíè [26]. Ó òîé æå ÷àñ, ó C. al-
bicans Ssn6 ð íå º âàæëèâèì äëÿ îïîñåðåäêî-
âàíî¿ Tup1ð ðåïðåñ³¿ áàãàòüîõ ãåí³â [14]. Ìî-
ëåêóëÿðíèé ìåõàí³çì ä³¿ Tup1ð íà á³îñèíòåç 
ðèáîôëàâ³íó ó M.(P.) guilliermondii çàëèøàº-
òüñÿ íå ðîçøèôðîâàíèì.

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ñòàòòÿ íå
ì³ñòèòü æîäíèõ äîñë³äæåíü, ïðîâåäåíèõ íà òâà-
ðèíàõ ÷è ëþäÿõ áóäü-êèì ³ç àâòîð³â. 
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè äåêëàðóþòü â³äñóò-
í³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
Ô³íàíñóâàííÿ. Öå äîñë³äæåííÿ áóëî ï³äòðèìàíå 
Íàö³îíàëüíîþ Àêàäåì³ºþ íàóê Óêðà¿íè (Ãðàíò 
¹ 36, 2015–2019) ³ Ïîëüñüêèì íàö³îíàëüíèì 
íàóêîâèì öåíòðîì, ãðàíò Opus UMO-2018/29/B/
NZ1/01-497.

CLONING OF GENES SEF1 AND TUP1 
ENCODING TRANSCRIPTIONAL ACTIVATOR
AND GLOBAL REPRESSOR
IN THE FLAVINOGENIC YEAST MEYEROZYMA 
(CANDIDA, PICHIA) GUILLIERMONDII

D. Fedorovych, V. Boretsky, Y. Pynyaha,
I. Bohovych, Y. Boretsky, A. Sibirny 

Institute of Cell Biology NAS of Ukraine,
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Rzeszow University, Zelverowicz St., 4,
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Two Meyerozyma (Candida, Pichia) guilliermondii genes
coding for homologs of transcriptional factor Sef1p Can-
dida famata and Tup1p Candida albicans were identified, 
cloned and deleted. Deletion of a homologue of Sef1p 
transcriptional factor in M.(P.) guilliermondii completely 
blocked over-synthesis of riboflavin under iron-deficient 
conditions.  Results of genetic complementation analysis 
suggest that previously reported rib83 mutants and 
newly constructed knock-out strains belong to the same 
complementation group and are defective in the same 
SEF1 gene. Inactivation of identified homolog of TUP1 
gene in M.(P.) guilliermondii wild-type strain led to 1,5 
folds increase of cellular iron content and 1,5 – 1,7 
folds increase of riboflavin production. Introduction 
of a plasmid-borne copy of TUP1 gene did not restore 
metabolic defects of the riboflavin overproducing, iron 
accumulating mutant strain M.(P.) guilliermondii m3 
that bears mutation hit1. Obtained results can suggest 
that both transcription factors Sef1ð and Tup1p are 
involved in regulation both of iron acquisition and 
riboflavin biosynthesis by yeast belonging to CUG-cla-
de. The molecular mechanism of action Tup1ð on ri-
boflavin biosynthesis in M.(P.) guilliermondii  remains to 
be deciphered.

ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÈÅ ÃÅÍÎÂ SEF1 È TUP1, 
ÊÎÄÈÐÊÞÙÈÕ ÒÐÀÍÑÊÐÈÏÖÈÎÍÍÛÉ 
ÀÊÒÈÂÀÒÎÐ È ÃËÎÁÀËÜÍÛÉ ÐÅÏÐÅÑÑÎÐ
Ó ÔËÀÂÈÍÎÃÅÍÍÛÕ ÄÐÎÆÆÅÉ 
MEYEROZYMA (CANDIDA, PICHIA) 
GUILLIERMONDII

Ä. Ôåäîðîâè÷, Â. Áîðåöêèé, Þ. Ïèíÿãà,
È. Áîãîâè÷, Þ. Áîðåöêèé, A. Ñèáèðíûé

Èäåíòèôèöèðîâàíû, êëîíèðîâàíû è äåëåòèðîâàíû 
ãåíû Meyerozyma (Candida, Pichia) guilliermondii, êî-
äèðóþùèå ãîìîëîãè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
Sef1p Candida famata è Tup1p Candida albicans, ñî-
îòâåòñòâåííî. Äåëåöèÿ ãîìîëîãà òðàíñêðèïöèîííî-
ãî ôàêòîðà Sef1p ó M.(P.) guilliermondii ïîëíîñòüþ
áëîêèðóåò ñâåðõñèíòåç ðèáîôëàâèíà â óñëîâèÿõ äå-
ôèöèòà æåëåçà. Ðåçóëüòàòû êîìïëåìåíòàöèîííîãî 
àíàëèçà óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ðàíåå îïèñàííûå ìó-
òàíòû M.(P.) guilliermondii rib83 è ñêîíñòðóèðîâàí-
íûå äåëåöèîííûå øòàììû îòíîñÿòñÿ ê îäíîé êîì-
ïëåìåíòàöèîííîé ãðóïïå è äåôåêòíû â îäíîì è òîì 
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æå ãåíå SEF1. Èíàêòèâàöèÿ èäåíòèôèöèðîâàííîãî 
ãîìîëîãà ãåíà TUP1 ó øòàììà äèêîãî òèïà M.(P.) 
guilliermondii ïðèâîäèò ê âîçðàñòàíèþ ñîäåðæàíèÿ 
æåëåçà â êëåòêàõ â 1,5 ðàçà è ïîâûøåíèþ ïðîäóêöèè 
ðèáîôëàâèíà â 1,6–1,7 ðàçà. Ââåäåíèå ïëàçìèäû, 
íåñóùåé êîïèþ ãåíà TUP1, íå âîññòàíàâëèâàåò ìå-
òàáîëè÷åñêèå äåôåêòû ó ìóòàíòà, îáëàäàþùåãî ñïî-
ñîáíîñòüþ ê ñâåðõñèíòåçó ðèáîôëàâèíà è àêêóìó-
ëÿöèè æåëåçà â êëåòêàõ ìóòàíòà M.(P.) guilliermondii 
m3, íåñóùåãî ìóòàöèþ hit1. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû 
ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü, ÷òî ó äðîææåé, îòíîñÿùèõñÿ ê
êëàäå CUG, è òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð Sef1ð, è
Tup1p âîâëå÷åíû â ðåãóëÿöèþ îáîèõ ïðîöåññîâ: 
îáåñïå÷åíèå æåëåçîì è ñèíòåç ðèáîôëàâèíà. Ìî-
ëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ Tup1p íà áèîñèí-
òåç ðèáîôëàâèíà ó M.(P.) guilliermondii òðåáóþò äàëü-
íåéøåãî èçó÷åíèÿ.
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