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Ген R1B~ hebte guiUiermondii, кодирующий pußo-
фжітнаттту. ияониртш m тетере рВЮ22 « составе 
НШШ и Loi НІ фрагментов хртштшт .ДНК реамероеи 
А 7 « 12 т.п.». стжешсттмт. Структурный «« 
тяшщннж в центральной части Ю'мшротшшго fxoM 
фрагмента. Введение ттструирашнтих *штш!вщштжі 

С &ЖШіф<Ж(ШШШрибоф4ШШСШШіТЖ)й ч&жыжн 
тирует аукатрофтсть m рибофлавину, но полное 
еасстйтмяетї феттияа ікшш> mima m&t&Atem&i 
виътко при иттнша/ши шнеиных фрагментов ЛИК, 
несущих гея ШВ7. Овсуждштся особенности реш&шю-
шш ,гибридных шатав в к мшах f guiUwrmmln 

|П? bOi'taKiiii. А.1) ППРИШМН.К М'Ш \ р 
Г РИХТЕР, Д.В. ФЕДОРОВИЧ, X. RAXF.P, >ііІ0 

Введение. Почти все штаммы Pichut guitli-
I ermmdiiобяшіают способностью к синтезу боль-

ших количеств рибофлавина (РФ) при выраши-
j ванни в средах с ни зким содержанием железа 

[lj. В этих условиях происходит лерепрессия 
большинства ферментов фланииотеиеза, кроме 
редукгазы. I теисни дереирссеии отдельных 
ферментов различны [2j. Показано, что у P.gu-
iUkrmmdii is регу шини биоеитеїа РФ прини-
мают участие, как минимум, три регуляторних 
ієна негативного тина действия (R/BW, RIB8I, 
tfITf} и два і R1BH3, RIBS4) - позитивного типа 
действия [3-5]. Однако продукты них генов не 
идентифицированы, механизм их влияния на 
зкепреешю струшуряых генов фшнногенеза не 
известен. 

Изучение промоторных и ретулшорнш обла-
стей структурных генов, кояируккних ферменты 
биосинтеза РФ. яагшется необходимым этаном в 
исследовании метекрярных механизме» регу-
ляции флавинотенеза. Ген ГГФ-ииклопщродазы 
P. guiUimmmdi! клонирован « составе- $апЗА 
фрагмента хромосомно» ДНК размером 9тл,н, 
Щ. С іруктурньій ген і|>ермента представляет собой 
открытую рамку трансляции, кодируютіук> пептид 
массой 38,7 кДа. Регуляторная область гена 
содержи і две ТАТАГ-последовал тьности на рас-
стоянии 237 и 216 нуклсошлон os стартового 
колона, которые, очевидно, йатяются составными 
промотора этого гена |7|, В положении ot 
Сіаргоюготоші^шатизошиARE мсмрнтСсайї 
связывания белка - активаторатранскрипции) |8|. 

Ген РФ»емнтазы P. guMliermmdii был также 
: клонирован в составе Sau ЗА фрагмента хромо-

сомной ДНК размером 4.0 і.и.н. [9|, Подученная 
плазмида комплемента ро вала а\ ксотрофность 
по РФ штаммов Escherichia coli и P. gwlhemwndii 
с блокированной РФ-синтвзой, В отличие от 
штаммов дикого типа дрожжевые трансфор-
манты накапливали в культурадьной среде смесь 
РФ и его предшественника 6,7-днметмл-
8-рибшшиїомазина (ДМ РЛ). Данные рестрик-
ционного картирования позволяют предпо-
ложить, что клонированный фрагмент содержит 
либо неполный структурный ген РФ-синтазы. 
либо структурный ген без промотора. 

В настоящей работе описано клонирование 
гена РФ-синтазы P. guiliiemumdii в составе радтич-
ных по размеру фрагментов хромосомной ДНК 
Исследованы закономерное і и флавиноїенезд 
рекомбинантными клонами, полученными при 
введении линейных и шльдавых (.1>{.трм сконстру-
ированных плаз мил в клетки штамма P. guiltier-
mondiic блокированной РФ-симтааой. 
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Материалы и метода. В работе использовали 
дрожжи Pichiaguilliermondii генетической линии 
L2 (АТСС 201911) и полученный из этого 
штамма с помощью УФ-мутагенеза РФ-зави-
симый мутант IT-162 с блокированной РФ-
еинтазой (тип муташш не определяли) flO]. 
Дрожжи выращивали к синтетической среде 
Беркгшьдера и YEPD, а бактерии в L-бульоне 
( [ В>. Состав сред и условия культивирования 
описаны ранее [I, 10, l l j . 

Общую дрожжевую ДНК выделяли из 200 мл 
ночной культуры P. g,uitUermondiі L2. как описано 
Закальским идр, 16]. Выделение, расщепление, 
лигирование и электрофорез ДНК в атарозном 
геле проводили по Маниагису и др III], В 
качестве векторов использовали плазм ил ы 
pBR322 и р Ь С 19, 

Трансформацию клеток бактерий асу meet 
вляли при помощи злектропорации |12|. Дія 
анализа банка генов ислолыювали луксотроф-
ный по РФ штамм t.coli rit>45 F е14 (McrA ) lacY! 
шрП44galK2galT22 rfbDl metBI mcrBI hsdSJ(i; 
mk

4) rib-с блокированной РФ-еинтазой J13]. 
Биомассу дрожжей опреледяди турбидимсіри-

чески на фотоздектроколори метре ФЭК-56М 
(светофильтр 6, кювета I см). Активность фат-
виногенеза у рекомбинантных штаммов оцени-
вали по интенсивности флюоресценции куль-
туральнон жидкости, которую определяли на 
фл кюри метре ЭФ-ЗМ, применяй наборы свето-
фильтров тля витамина В г В качестве стандарта 
использовали РФ. Активность РФ-синташ и ме-
ряли в бесклеточных экстрактах, как описано 
ранее [9{. ИдешификаииЮ флюоресцирующих 
веществ проводити при помощи восходящей 
хроматографии на бумаге в системе 2.5 е?' 
Ка :НР04 или 0.5 % Nil CL 

Результаты исследовании и их обсуждение. Дія 
создания библиотеки генов хромо-
сомную ДНК обрабатывали зндонукзеаюй EcoRl 
либо НіпііШ в условиях пшною гидролиза, После 
препаративною электрофореза из агарознога геля 
экстрагировали фрагменты ДНК размером 2 15 
т.п.н. Дія клонирования иепшьзошли вектор 
pBR.122. Векторную ДНК гидролизировагш по 
PcoRI либо Hindlll сайту, обрабатывали щелочной 
фоефатаэой, зкстрагирощіи фенолом н после 
электрофореза элюировлли из агарозною геля. 
Полученные препараты векторной ДНК смеши-
вали аютвегственио с EcoRl или Hindlll фраг-
ментами хромосомной ДНК в соотношении 1 : 3 
и лигировали в течение 14 ч при +4 С . .Цитиро-

ванные смеси ДНК использовали для трансфор-
мации кісток мутанта £ аШпЬ45с блокированной 
РФ-еинта іой, Трансформацию проводили при 
помощи электропорании. Трансформаиглы отби-
рали по способности расти без РФ на згари-
зованном 1.В. содержащем 100 мг/л ампициллина. 
В обоих случаях было получено более 50 транс 
формантов. Выделенные гибридные плазмиды с 
высокой эффективностью (-МО7шлоний/мкг 
ДНК) трансформировали исходный штамм-реци-
пиент к протшрофности по РФ. 

Результаты рестрикционного анализа шиз-
милной ДНК, полученной из них ірансфор 
мантов, свидетельствузот. что ген РФ-синтазы 
находится в составе hcoRl фрагмента хромо-
сомной ДІIK размером 12 т.п.н. (ша »шла рГ:К 7 • 
1), В случае клонирования по Hindlll сайту было 
получено два типа рекомбинантных і ш ш и д , 
которые несут фрагменты хромосомной ДНК 
размерами -1,7 и - т ilh, (нлазмиды pHR" 1 
и pHR7-9 соответственно). Рестрикшюшшй 
анализ плазм ил показал, что ген РФ-синтазы 
находится в составе Hindlll фрагмента хромо-
сомной ДНК размером -1.7 і л н , а фрагмент 
размером -3,7 т.п.н, имеет внутренний Hindlll 
сайт. Клонированный Hindlll фрагмент чромо 
сомной ДИК размером -1.7 т.п.н. локализован в 
центральной части клонированного EcoRl фраї 
мента хромосомной ДНК. В отличие от плазмид, 
сконструированных ранее Щ, полученные нами 
рекомбинантные шшмняы несут структурный ген 
РФ-синтазы Р guiilicrmmctii л его н о т у ю регу-
ляторную область в составе различных по размеру 
фрагментов хромосомной ДНК (ряс 1 > 

С использованием хлорида лития проведена 
трансформация описанными выше рекомби-
нантными шшмидами РФ шиснмого штамма 
P. guiltiemomiii {rih л РГ-162 с блокированной РФ-
синтазой. Эффективность трансформации коле-
балась в пределах 5 10трансформантов на I мкг 
ДНК, что свидетельствует об отсутствии авгоном 
но реплицирующихся последовательностей 
(ARS-злементов) в составе ктонироваяных фраг-
ментов, Для всех использованных п. шмид было 
получено два типа трансформантов: быстро 
растущие и медленно растущие. Накопление 
биомассы рекомбинантнымн клонами было в 3 -
10 раз ниже по сравнению со штаммами дикого 
типа. Медленно растущие трансформанты после 
нескольких пересевов либо ИГ'. ПОЛЛИ, либо 
вышепляли быстро растущие клоны. В куль 
туральной жидкенли всех проанализированных 
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клонирование и ш пресам <'єна рнбофлавинсннпииы дрожжей Piehiu guiUkrmondii 

трансформантов накапливались флюоресци-
рующие вешес і на, основную часть которых 
составляли РФ и преліисспкліпик рибофлавина — 
ДМРЛ. Некоторые ре комби нанткые штаммы 
лкскрегировали также небольшие количества 
флюоресцирующих в ультрафиолете неиден-
тифинированных продуктов. Активиосль фла 
виногене.зз у рекомбинантных штаммов была в 
7—15 рал выше, чем у штамма Р. %ціШегтогиіи 
.тикого типа 1.2 (табл. I). 

Активность РФ-ситлзы у рекомбинантных 
клонов, подученных при трансформации идаз-
мншіми р19И7, рЕіи-1. рНіи-9. рН 117-3 (0.69 
0,85 ел/мі белка х 10 Л, была несущественно 
снижена по сравнению со штаммом дикого типа 
О (1,0 сл/мг белка х 10 ••) (данные не приведены). 
Таким обра юм, введение сконструированных 
илазмид в клетки дрожжей с блокированной 
РФ-си нгазой коми іементирует ауксотрофносгь 
по РФ, но не обеспечивает полного воссганов-
ієиия фенотип» дикого липа, 

Подученные результаты можно объяснить 
исходя из следующих фактов. Все известные 
РФ-синтазы являются гомотримерами 114- |6 | . 
При введении в кістки Р. '{шШетюпсШ коль-
цевых плазм ид. по-видимому, возможно нес-
колько йшов рекомбинации, в резу шште кою 
рой плазм ила интегрирует в хромосому (рис. 2). 
В некоторых случаях в результате рекомбинации 
структурный ген РФ-синтазы дуплшдируется, 
что может принести к лкснрссеии и мутиро-
ванного. и немути рован ного і клонированного) 
генов (рис, 2, /, 2, 4), Вероятно, что в этих 
случаях уровни экспрессии мутированною и 
немутированного генов будут различными. 
Вследствие лтош РФ-синтаза рекомбинантных 
клонов может в ключам:, в себя как активные, 
так и неактивные субъединицы. Вопрос о том. 
в какой степени сохранится активность и ста-
бильность бедка, содержащего одну или две 
мутированные еубьелшины. остается откры-
тым. Но не вызывает сомнения, что экспрессия 
мутантного адлеля гена РФ-синтазы может 
привести к снижению РФ-синтазной актив-
ности в б е с ю е г о ч н щ экстрактах рекомби-
нантных клонов. Кроме того, нел ьзя исключить 
возможность у Р. фвШетткШ нсепеиифической 
рекомбинации, характерной для некоторых 
дрожжей и грибов. Например, у $еип«рога стаж 
описана «рекомбинация по флангам», при 
которой происходит интеграция участка ДНК 
из плазм ИДЫ не в мутированный локус, а рядом 

шв ? 

н Bg н 

н 

1 : n I! 

Be н н 

. pKRT* 
і J1S9R7* 

В« IPBR7-3 
Bg і р "BR7 

н в«, н н 
, |іН '< Ч 

Н 11 і pHR~-3 

Рис. 1. Взаиморасположение клонированных фраг-
vieiEToaхромосомной ..IHK С. guiUkmumdii. несущих ген 
РФ-синтазы. * Плазчилы pFR? it pl9R7 подучены и 
описаны ранее [9]. "Плазцила pl9BR7 получена при 
субклонировании геи,» РФ син газы. С а й т v ««аха-
ния реетриктазами: Т - fccoR!, Н - HindlH: Bg — Belli. 

положение струкг\-ржт> гена РФ-синтазы, Gen-
Bank АГ 459790 

П Т П И 

V V 

Рис, 2. Схема возможных типов иптегракнк клониро 
ванного гена в хромосомную Д Н К Р, итШепщнп^! 
г — I — векторная ДНК; - хромосомная ДНК. 

клонированный ген РФ-еинтазы. * мути-
ронаннный ген РФ-син .мы н соетяле хромосомы. 
| мутация, ииактмвирующая Р Ф - с ш т и у , А, Б —зоны 
рекомбинации 

с ним, в результате чего в хромосоме оказывается 
несколько копий клонированного гена 

С цедыо исключения возможноста интеграции 
плвзмид в результате рекомбинации по еди-
ничному сайту (рис. 2) была проведена транс-
формация rib? штамма P. guiiliermondii линеари-
зованными формами плалмид, П.:ачмту pl9R7 
гидролизовали по сайтам HindiII и EcoRl. а 
плазмиду pHR7-3 по HindiII сайгам. Полученные 
фрагменты ДНК размером 1А и 1Д i.п.н. соответ-
ственно элкжровали из геля и использовали лтя 
трансформации штамма Р! -162 (rib?) Р gtaili-
ennondiL В обоих случаях были получены два типа 
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Т а б л и ц а 1 
Активность флавиногенс « у ргкомйшшнныч і игам мои 

Р. guiUkrmmäii. полученных при трансформации 
кольцевыми формами шшміїл. которые несут 

ген РФ-СИН ІИШ 

N) .11 лмм і Плазммаа 
Актвиосп» 

фямюшженит, 
сд/мг клеток 

и 0,32 
2 pi 9R7 9.62 
6 8,86 
7 7,06 

[$ pERM 7,45 
20 6,06 
31 pHR7-9 3,92 
32 3S8 
62 pHR7-3 7,61 
65 8,48 
68 8,24 

П р к м е ч л и ' и е . С - аби «> ьмыс т рансформанты rib 7 
штамма P. guitliermofidii выращивали в течение 5 дней 
при 30 "С » сингеїической среде Бсрктольдера на 
круговой качаіке, Клетки осажлаж иекірифу« ированнсм 
(4000 g к Шмии) и определяли интенсивность флюо-
ресценция культуралькой жидкости на флюориметре 
ЭФ-ЗМ. используя светофильтру для витамина В,. 
Акгинмоси» ф ивмногенем выражали как. отношение 
ннтенсианости флюорссцекшш к сухому нссу клеток. 

Т а б л и ц а 2 
Активность флдиинЕОгент у рекомбинингкых штаммов 

Р. guitliermondu. полученных при трансформации 
линейными фрагментами ДНК. 
которые несут геи РФ-сшпазы 

№ шпшш Пяаэмада 
ЛктМШбсть 

ф.ім.иногснгїа. 
еа/мг кзепж 

L2 0,55 
4 pi 9R7 0,93 
5 2,45 
6 2,55 

11 0,69 
18 0,44 
21 1,04 
31 ?HR?-3 2,48 
32 0,8? 
34 0,6 t 
41 0,58 

П р и м с п а н н е . Измерение активности фдавииогенсза 
Проводили, как описано в примечании к raö.s. I 

транеформаигов; быстро растущие и чеалоіно 
растущие (соотношение 4 : I), как и при транс-
формации кольцевыми пдазмидами (соотношение 
2 : 1). Проанализированные трансформатт»! ха-
рактери ювались скоростью роста и активностью 
флавиногснеза, близкой к штамму дикого типа, 
за исключением только небольшого количества 
(около 15 %), которые синтезировали о 4 - 6 раз 
больше флюоресцируюишх веществ, чем штамм 
дикою тина (табл. 2). Как и и случае транс-
формации кольцевыми пдазмидами. основную 
часть фтюорссцируюши.х веществ у этих транс-
формантов составлял предшественник РФ -
ДМРЛ, Полученные результаты свялетельствуют 

: в пользу предпатожения о возможности рахіич-
ных типов рекомбинации в клетках Р. guiliiermondü. 
По-видимому, линейные фрагменты ДНК а боль-
шинстве случаев интегрируют в хромосому Р giätil-
ennrndü. замещая мутированный ген РФ-сшлазы 
< рис. 2,J), что приводит к восстаноазению фено-
типа дикого типа у большинства траїісформантов 
(85 %). Получение рекомбинантных клонов, 
накш ьтивающих ДМ РЛ, возможно, является слсд-
стнием негомояогичной рекомбинации (рис. 2, 4). 
что приводит к появлению дополнительно) і копии 
гена РФ-синтазы, а также жспрессии и мутиро-
ванного, И НСМуТИроваиНОГО генов. 

Однако предположение о дупликации гена в 
ходе рекомбинации не позволяет объяснить 
повышенный синтез ДМРЛ решмбинантными 
клонами и снижение скорости их роста, поскольку 
акт ивность РФ синтазы в экстрактах ре ком 
бинантных клонов была снижена незначительно 
і ю сравнению со штаммом Р guittiermondu ли кого 
типа. В то же время РФ был обнаружен а куль-
туральной жидкости всех проанализированных 
трзнеформантов. Очевидно, что гтя решений этот 
вопроса необходимо провести анализ нукле-
огиднойпосііедовашміости клонированного гена 
и более детально изучить рекомбинационные 
Процессы У ЭТОГО вида Дрожжей, СрлННИТСДЬНЫИ 
анапиз промогорных областей гена РФ-синтазы 
и клонированного ранее ієна ГТФ-циклогидро-
лазы поможет создать базу, необходимую дли 
понимания молекул яри ыч механиков регуляции 
фтаоиногенеза у Р ßiilliermondii и конструирования 
продуцентов этого витамина. 

Конструирование и анализ библиотек были 
проведены на базе Отделении органической 
химии и биохимии Мюнхенского Технического 
Университета (Garching, Germany) при поддер 
жке Deutsche Fom;]Tuiigsgemesiischaft (SFB 369)-
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hiumupttemue u жспресеия sem ришфланшништш іїрожжец Рккш gmilkmrnmlU 9; • 

Si • MM AH h I lie шм; ycne encoding ііЬогІачп \\ wihwi. 
of Иа% скнкчі im їж н а Ніг pBIU22 
as ike kbp Hwdlll аш Ші Щ> ІччЖІ Iragmerib оГіін* 
difomc&omril І)\Л. 1 hc structural gene was loeab/.ee in | 
сспіглі гс&кт of the cloned EcoRl fragment* The constructed j 
Plasmids сшфІспі£іН£хІ nbatlavm üdiä^scy in a uust *uuiani ; 

strain ildVctivr ш nbufkixin ->viі?,Ьач\ hui complete reo wry і 
иГ rhe wild щж рііспотуї** т ) \ мЬча̂ еЛ ииієп Іж*щ 
DNA ^пшп-̂ п:* сдпуміа the Я/Й? £сяе were used for 
mm^osmatiun Піе peejli&imes гссї)гііЬісшнхі ul'bvbrid і 
рііупкк ut уічьі R ^^M'ifwiwrf// an* (beaded, 

Pi3fQ\!L fen RIB? Рккш тштттЛІ то колус і 
ришфга^ікшші <д кнлажано нек.орі pBR322 н і 
еоа а HmdlH її F*eoR) ордзіепгж \ротко\пю: ДНк 
рипирті V І &;vniOKUHH% Гїрумчрний ІЄН 
лок '̂іі юіілю ;іентрильні:і часі пні КАЧіонапоіи IxoRI 
фраімсіту Вікмснн-ї еконсфуиоканих і:;ш\:и п кл> 
ПШІ: і »UiKOKiHOfO [ІиГчїф Г.іНЇЇК'ИНі:! «Жі 
гмлііе^енги a) ̂ yvpoOnxiь шч> ;чіС*>фдаі)йіу. <ас поьде 
ч-̂ НЖУСКНЯ *\*СЯО »HIV UiKHi;> lit 14 csliĴ UipiivH 
тільки при внк'.>р;*скінн! .ьі;іиии\«:*рагмснтігі ЛНК. то і 
fXtyih ICH /ШП ІАЧМХіІПКЧі: рект*-
Сшшш; І\Щул;П*\*\ к::апил » к;ітіп;і\ ft хшШї'титііїі. 
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