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Ðèáîôëàâ³í (â³òàì³í Â2) – âàæëèâèé êîìïîíåíò ðà-
ö³îíó æèâèõ îðãàí³çì³â àäæå º ïîïåðåäíèêîì ôëàâ³íî-
âèõ êîôåðìåíò³â ÔÌÍ (ôëàâ³íìîíîíóêëåîòèä) òà 
ÔÀÄ (ôëàâ³íàäåí³íäèíóêëåîòèä), ÿê³, ó ñâîþ ÷åð-
ãó, çàëó÷åí³ ó áàãàòüîõ âàæëèâèõ ôåðìåíòàòèâ-
íèõ ðåàêö³ÿõ. Â³äîìî, ùî çà óìîâ íåñòà÷³ çàë³çà ó 
ñåðåäîâèù³, ôëàâ³íîãåíí³ äð³æäæ³ Candida famata 
íàäïðîäóêóþòü ðèáîôëàâ³í, àëå äîñ³ íå äîñë³äæåíî ðå-
ãóëÿö³þ öüîãî ïðîöåñó. Âñòàíîâëåíî, ùî äåëåö³ÿ ãåíà 
SEF1, ùî êîäóº òðàíñêðèïö³éíèé àêòèâàòîð, áëîêóº 
çäàòí³ñòü äð³æäæ³â äî íàäïðîäóêö³¿ ðèáîôëàâ³íó çà 
óìîâ äåô³öèòó çàë³çà. Âèÿâëåíî, ùî SEF1 ïðîìîòî-
ðè ç ³íøèõ ôëàâ³íîãåííèõ äð³æäæ³â (Candida albicans 
³ Candida tropicalis), ïîºäíàí³ ç ÂÐÇ SEF1 ãåíà ç C. 
famata çäàòí³ â³äíîâëþâàòè íàäñèíòåç ðèáîôëàâ³íó â 
ìóòàíòà sef1�. Âñòàíîâëåíî, ùî ïîøêîäæåííÿ ãåíà 
VMA1 (êîäóº ñóáîäèíèöþ À âàêóîëÿðíî¿ ÀÒÔ-àçè) âå-
äå äî íàäñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó ó C. famata çà óìîâ 
íîðìàëüíîãî çáàãà÷åííÿ ñåðåäîâèùà çàë³çîì.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ðèáîôëàâ³í, Candida famata, VMA1, 
SEF1, äð³æäæ³.

Âñòóï. Â³òàì³í Â2 (ðèáîôëàâ³í, àáî ëàêòîôëà-
â³í) â³ä³ãðàº âàæëèâó ðîëü â îðãàí³çì³ ëþäèíè 
òà òâàðèí. Ðèáîôëàâ³í º ïîïåðåäíèêîì ÔÌÍ 
òà ÔÀÄ, ùî çàëó÷åí³ â ÷èñëåíí³ ôåðìåíòàòèâí³ 
ðåàêö³¿. Òâàðèíè, íà â³äì³íó â³ä ðîñëèí, ãðèá³â 
òà á³ëüøîñò³ ïðîêàð³îò³â, íå çäàòí³ ñèíòåçóâàòè 
öþ ñïîëóêó [1, 2]. Çâàæàþ÷è íà öå, âèâ÷åííÿ òà 
âäîñêîíàëåííÿ ïðîöåñ³â ïðîäóêö³¿ ðèáîôëàâ³íó 
ó ïðîìèñëîâîìó ìàñøòàá³ º àêòóàëüíèì çàâ-

äàííÿì. Ðèáîôëàâ³í ìîæíà îòðèìóâàòè ÿê õ³-
ì³÷íèì òàê ³ ì³êðîáíèì ñèíòåçîì. Îñòàíí³é 
ñïîñ³á ìàº ïåâí³ ïåðåâàãè, çîêðåìà, çìåíøåí-
íÿ ê³ëüêîñò³ â³äõîä³â, åíåðãîçàòðàò òà âèêîðèñ-
òàííÿ â³äíîâëþâàíèõ ðåñóðñ³â, òàêèõ ÿê öóêðè
÷è ðîñëèííà îë³ÿ [2–4]. Ðèáîôëàâ³í âèðîáëÿ-
ºòüñÿ â çíà÷íèõ ê³ëüêîñòÿõ. Ó 2012 ð. ê³ëü-
ê³ñòü ñèíòåçîâàíîãî ðèáîôëàâ³íó ñÿãàëà 9000 ò. 
Îñíîâíèì âèðîáíèêîì ðèáîôëàâ³íó º êèòàé-
ñüêà êîìïàí³ÿ Hubei Guangji Pharmaceutical. 
Â³òàì³í Â2 òàêîæ âèðîáëÿºòüñÿ ó ³íøèõ êðà¿íàõ 
Àç³¿ òà ªâðîïè ô³ðìàìè BASF, Aventis, Daicel, 
DSM, Kyowa, Mitsui, Roche òà Takeda. Áëèçüêî 
70 % ðèáîôëàâ³íó âèêîðèñòîâóºòüñÿ ó òâàðèí-
íèöòâ³ ÿê äîäàòîê äî êîðì³â ñ³ëüñüêîãîñïîäàð-
ñüêèõ òâàðèí (ñâèí³ òà äîìàøíÿ ïòèöÿ). Ðåøòà 
30 % ðèáîôëàâ³íó âèêîðèñòîâóºòüñÿ ó õàð÷îâ³é 
ïðîìèñëîâîñò³ ÿê áàðâíèê, à òàêîæ ó ìåäèöèí³ 
ó ñêëàä³ ïîë³â³òàì³ííèõ ñóì³øåé òà ïðåïàðàò³â 
äëÿ ë³êóâàííÿ ì³ãðåí³, ìàëÿð³¿, çàõâîðþâàííÿ
î÷åé òà øê³ðè, à òàêîæ íåðâîâèõ ðîçëàä³â. 
Ñâ³òîâèé ðèíîê ðèáîôëàâ³íó ñòàíîâèòü 200–
230 ìëí äîëàð³â íà ð³ê â çàëåæíîñò³ â³ä ö³íè 
ð³çíèõ ïðåïàðàò³â öüîãî â³òàì³íó (âàðò³ñòü êîð-
ìîâîãî ðèáîôëàâ³íó ñòàíîâèòü áëèçüêî 15–
20 äîëàð³â/êã, õàð÷îâîãî – 35–50 äîëàð³â/êã) 
[5]. Íà ñüîãîäí³, õ³ì³÷íèé ñèíòåç â³òàì³íó Â2 
ïîâí³ñòþ çàì³ùåíî ì³êðîáíèì ñèíòåçîì [6]. Ó 
ïðîìèñëîâîìó âèðîáíèöòâ³ ðèáîôëàâ³íó âè-
êîðèñòîâóþòü ðåêîìá³íàíòí³ øòàìè ãðàì-ïî-
çèòèâíèõ áàêòåð³é Bacillus subtilis òà ì³öåë³àëü-
íèõ ãðèá³â Ashbya gossypii [1, 7]. Ñåðåä àêòèâíèõ 
ïðîäóöåíò³â ðèáîôëàâ³íó âèð³çíÿþòüñÿ òàêîæ
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ôëàâ³íîãåíí³ äð³æäæ³ C. famata, ùî íàêîïè-
÷óþòü áëèçüêî 21 ã/ë öüîãî â³òàì³íó [1, 3].
Ïðîòå, ïðîìèñëîâå âèðîáíèöòâî ðèáîôëàâ³íó 
ìóòàíòíèìè øòàìàìè C. famata áóëî ïðèçóïè-
íåíå ÷åðåç íèçüêó ãåíåòè÷íó ñòàá³ëüí³ñòü ïðî-
äóöåíò³â [1]. Âò³ì, äð³æäæ³ õàðàêòåðèçóþòüñÿ 
íèçêîþ ïåðåâàã ïåðåä ³íøèìè ôëàâ³íîãåííè-ìè 
îðãàí³çìàìè, çîêðåìà, âèêîðèñòàííÿ äåøåâèõ 
ñåðåäîâèù äëÿ êóëüòèâóâàííÿ, çäàòí³ñòü íàêî-
ïè÷óâàòè âåëèêó á³îìàñó, ñò³éê³ñòü äî ôàãîâî¿ 
³íôåêö³¿, ïðîäóêö³ÿ ðèáîôëàâ³íó ó ñòàä³¿ ðîñòó. 
Âèêîðèñòîâóþ÷è ïîºäíàííÿ ìåòîä³â êëàñè÷íî¿ 
ñåëåêö³¿ òà ìåòàáîë³÷íî¿ ³íæåíåð³¿, íà îñíî-
â³ C. famata áóëî ñêîíñòðó-éîâàíî ñòàá³ëüíèé 
íàäïðîäóöåíò ðèáîôëàâ³íó C. famata AF-4. 

Â³äîìî, ùî ó ôëàâ³íîãåííèõ äð³æäæ³â Can-
dida albicans ³ñíóº ñèñòåìà òðàíñêðèïö³éíèõ 
ôàêòîð³â, ùî ðåãóëþº ãîìåîñòàç çàë³çà òà âêëþ-
÷àº â ñåáå Sef1 (Zn2Cys6 ÄÍÊ-çâ’ÿçóþ÷èé á³-
ëîê), Sfu1 (GATA ôàêòîð), òà Hap43 (CCAAT-
çâ’ÿçóþ÷èé êîìïëåêñ). Â óìîâàõ íîðìàëüíîãî 
çáàãà÷åííÿ ñåðåäîâèùà çàë³çîì Sef1 òà Hap43 
³íã³áóþòüñÿ Sfu1. Îòæå, îñòàíí³é çàõèùàº ïà-
òîãåíí³ êë³òèíè â³ä òîêñè÷íîãî ð³âíÿ ³îí³â Ôå-
ðóìó ó êðîâ³, ðåïðåñóþ÷è ãåíè, çàëó÷åí³ ó ïðî-
öåñè ïîãëèíàííÿ çàë³çà [8]. Äëÿ ï³äâèùåííÿ 
ïðîäóêö³¿ ðèáîôëàâ³íó øòàì AF-4 áóëî âèêî-
ðèñòàíî ÿê âèõ³äíèé äëÿ êëîíóâàííÿ äîäàòêî-
âî¿ êîï³¿ ãåíà SEF1 (òðàíñêðèïö³éíèé ôàêòîð 
òà ïîçèòèâíèé ðåãóëÿòîð ñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó) 
³ç ôëàâ³íîãåííèõ äð³æäæ³â Debaryomyces han-
senii CBS767 [9–11]. Îäíàê öåé øòàì ïîñòóïà-
ºòüñÿ ïðîìèñëîâèì øòàìàì B. subtilis òà A. gos-
sypii. Ïåðåäáà÷àºòüñÿ, ùî âèâ÷åííÿ ïðîöåñ³â 
ðåãóëÿö³¿ á³îñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó äîïîìîæå 
âäîñêîíàëèòè ³ñíóþ÷èé ïðîäóöåíò C. famata. 

Ñåðåä ðåãóëÿòîðíèõ ãåí³â çíà÷íó óâàãó ïðè-
âåðòàº òàêîæ VMA1, ùî êîäóº ñóáîäèíèöþ À 
âàêóîëÿðíî¿ ÀÒÔ-àçè ó ôëàâ³íîãåííèõ äð³æ-
äæ³â P. guilliermondii [12] òà ì³öåë³àëüíèõ ãðèá³â 
Ashbya gossypii [13]. Íà æàëü, ðîëü Vma1 ó ñèí-
òåç³ ðèáîôëàâ³íó äîñ³ íå äîñë³äæåíà [1]. 

Ó äàí³é ðîáîò³ îïèñàíî êîíñòðóþâàííÿ øòà-
ì³â C. famata, ùî ì³ñòÿòü ÂÐÇ SEF1 C. famata 
ï³ä êîíòðîëåì ïðîìîòîð³â öüîãî ãåíà ð³çíèõ 
ôëàâ³íîãåííèõ (C. famata, C. albicans, Candida 
tropicalis) òà íåôëàâ³íîãåííèõ (Pichia stipitis, 
Saccharomyces cerevisiae) âèä³â äð³æäæ³â. Åêñ-
ïåðèìåíòàëüíî äîâåäåíî, ùî ïðîìîòîðè ãåíà 
SEF1 C. albicans òà C. tropicalis, â³äíîâëþþòü 

íàäñèíòåç ðèáîôëàâ³íó ó ìóòàíòà sef1� Ñ. fa-
mata, òîä³ ÿê ïðîìîòîðè ãåíà SEF1 P. stipitis òà 
S. cerevisiae äî â³äíîâëåííÿ íàäñèíòåçó â³òàì³íó 
Â2 íåçäàòí³. Äî òîãî æ, íàìè îòðèìàíî øòàì 
C. famata ç äåëåö³ºþ ãåíà VMA1, ùî âèÿâëÿº 
ï³äâèùåíó ïðîäóêö³þ ðèáîôëàâ³íó çà óìîâ íîð-
ìàëüíîãî çáàãà÷åííÿ çàë³çîì â ñåðåäîâèù³.

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè. Øòàìè, ñåðåäîâèùà òà 
óìîâè êóëüòèâóâàííÿ. Øòàìè C. famata VKMY-
9 (ç³ Âñåðîñ³éñüêî¿ êîëåêö³¿ ì³êðîîðãàí³çì³â,  
Ïóùèíî, Ðîñ³ÿ) òà L20105 (leu2) [14] áóëè 
âèêîðèñòàí³ ó ö³é ðîáîò³ òà âèðîùóâàëèñÿ 
ïðè 30 °C íà áàãàòîìó (YPD) ñåðåäîâèù³, ùî 
ì³ñòèòü ïåïòîí (1 %), äð³æäæîâèé åêñòðàêò 
(1 %) òà ãëþêîçó (2 %) àáî ì³íåðàëüíå (YNB) 
ñåðåäîâèùå, ùî ì³ñòèòü ñòàíäàðòíå ì³í³ìàëüíå 
ñåðåäîâèùå (1,7 ã/ë), àìîí³é ñóëüôàò (0,5 %), 
ãëþêîçó (2 %). Ê³íöåâà êîíöåíòðàö³ÿ ëåéöèíó â 
YNB ñòàíîâèëà 40 ìã/ë. Äëÿ ñåëåêö³¿ äð³æäæî-
âèõ òðàíñôîðìàíò³â âèêîðèñòîâóâàëè ñåðåäî-
âèùå YPD ³ç àíòèá³îòèêàìè ó êîíöåíòðàö³ÿõ: 
4 ìã/ë íîðçåîòðèöèíó òà 3 ìã/ë ôëåîì³öèíó. 
Äð³æäæ³ C. albicans SC5314, C. tropicalis MYA-
3404, P. stipitis CBS6054, S. cerevisiae S288C òà-
êîæ êóëüòèâóâàëè íà YPD äëÿ âèä³ëåííÿ ãå-
íîìíî¿ ÄÍÊ. 

Øòàì Escherichia coli DH5� [Ô80dlacZ�M15, 
recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(r–

K m+
K), 

supE44, relA1, deoR, �(lacZYA-argF)U169] âèêî-
ðèñòîâóâàëè äëÿ êîíñòðóþâàííÿ ïëàçì³ä. DH5�
âèðîùóâàëè ïðè 37 °C íà ñåðåäîâèù³ LB [15].
Äëÿ ñåëåêö³¿ ïëàçì³äîâì³ñíèõ áàêòåð³é âèêî-
ðèñòîâóâàëè àìï³öèë³í ó êîíöåíòðàö³¿ 100 ìã/ë.

Ìîëåêóëÿðíî-á³îëîã³÷í³ ìåòîäèêè. Ó ðîáîò³ 
âèêîðèñòàíî áàçîâ³ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷í³ ìå-
òîäè [15]. Ãåíîìíó ÄÍÊ C. famata, C. albicans, 
C. tropicalis, P. stipitis òà S. ñerevisiae áóëî âèä³-
ëåíî, âèêîðèñòîâóþ÷è Wizards Genomic DNA 
Puri�cation Kit (Promega, Madison, WI, USA). 
Åíäîíóêëåàçè ðåñòðèêö³¿ òà ÄÍÊ-ë³ãàçà áóëè 
âèêîðèñòàí³ â³äïîâ³äíî äî ðåêîìåíäàö³é âèðîá-
íèêà. Âèä³ëåííÿ ÄÍÊ ç E. ñoli çä³éñíþâàëè çà
äîïîìîãîþ Wizards Plus SV Minipreps DNA 
Puriàfication System (Promega, Madison, WI, 
USA). ÏËÐ-àìïë³ô³êàö³þ ôðàãìåíò³â çä³éñíå-
íî, âèêîðèñòîâóþ÷è Platinum Taq DNA Poly-
merase High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA) â³äïîâ³äíî äî ðåêîìåíäàö³é âèðîáíèêà. 
ÏËÐ ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàííÿì òåðìîöèêëå-
ðó GeneAmps PCR System 9700 (Applied Biosys-
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tems, Foster City, CA, USA). Òðàíñôîðìàö³þ
C. famata ïðîâîäèëè ìåòîäîì åëåêòðîïîðàö³¿
ÿê îïèñàíî ðàí³øå [14].

Êîíñòðóþâàííÿ ïëàçì³ä. Äëÿ ³íàêòèâàö³¿ ãåíà 
SEF1 ñòâîðåíî äåëåö³éíó êàñåòó. Êàñåòó áóëî 
ñêîíñòðóéîâàíî íà îñíîâ³ ïëàçì³äè p19L2 [14]. 
ÄÍÊ-ôðàãìåíò, ùî ì³ñòèâ 5�-÷àñòèíó ãåíà SEF1
C. famata, áóëî ÏËÐ-àìïë³ô³êîâàíî, âèêîðèñ-
òîâóþ÷è ïàðó ïðàéìåð³â Ko478/Ko479 (ïîñë³-
äîâíîñò³ óñ³õ ïðàéìåð³â âêàçàí³ ó òàáë. 1) òà 
õðîìîñîìíó ÄÍÊ øòàìà C. famata L20105 ÿê
ìàòðèöþ. Öåé ôðàãìåíò áóëî îáðîáëåíî åíäî-
íóêëåàçîþ ðåñòðèêö³¿ PstI òà êëîíîâàíî ó PstI-
ë³íåàðèçîâàíó ïëàçì³äó p19L2. 3�-÷àñòèíó SEF1 
ãåíà àìïë³ô³êóâàëè, âèêîðèñòîâóþ÷è ïðàéìå-
ðè Ko480/Ko481 òà êëîíóâàëè ó ñêëàä ïëàç-

ì³äè p19L2, ùî ì³ñòèòü 5�-÷àñòèíó ãåíà SEF1,
âèêîðèñòîâóþ÷è ñàéòè ðåñòðèêö³¿ äëÿ åíäîíóê-
ëåàç SalI òà BamHI. Ñêîíñòðóéîâàíà ïëàçì³äà 
òàêîæ ì³ñòèëà ãåí LEU2 ÿê ñåëåêòèâíèé ìàðêåð 
òà îòðèìàëà íàçâó pSEF1�_LEU2 (ðèñ. 1, à).

Äëÿ äîñë³äæåííÿ âèäî-ñïåöèô³÷íî¿ ðåãóëÿö³¿ 
òðàíñêðèïö³¿ ãåíà SEF1, áóëî ñêîíñòðóéîâàíî 
íèçêó êàñåò äëÿ åêñïðåñ³¿ öüîãî ãåíà. Äëÿ öüîãî 
ãåí SAT1, ùî çàáåçïå÷óº ðåçèñòåíòí³ñòü äî íîð-
çåîòðèöèíó, áóëî àìïë³ô³êîâàíî ç ïëàçì³äè 
pG-SAT-1 [16] ç âèêîðèñòàííÿì ïðàéìåð³â 
OL86/OL87. Îòðèìàíèé ôðàãìåíò áóëî îáðîá-
ëåíî åíäîíóêëåàçîþ NdeI òà êëîíîâàíî â NdeI-
ë³íåàðèçîâàíó ïëàçì³äó pUC57. Â³äêðèòó ðàì-
êó ç÷èòóâàííÿ ãåíà SEF1 C. famata ³ç âëàñíèì 
òåðì³íàòîðîì áóëî àìïë³ô³êîâàíî ç ãåíîìíî¿ 

Òàáëèöÿ 1. Ïîñë³äîâíîñò³ ïðàéìåð³â, âèêîðèñòàíèõ ó ðîáîò³

Íàçâà ïðàéìåðà Ïîñë³äîâí³ñòü ïðàéìåðà 5�-3�

OL20
OL23
OL35
OL36
OL37
OL38
OL40
OL41
OL86
OL87
OL143
OL144
OL145
OL146
OL147
OL148
OL149
OL152
OL153
OL154
OL155
Ko392
Ko394
Ko478
Ko479
Ko480
Ko481
Ko482
Ko483
Ko873
Ko874

CGGGATCCATGGAGAAGTCTAGAATAAAATCAATACTT
AGGTTGAAGTGGGAATTGCATC
CCCGAGCTCTCAATACGACTTCACTCCTGG
CAGATTTTGAGTCTGTAAAGCCATATGGAAATAGTGCTTGCAAATTCC
GGAATTTGCAAGCACTATTTCCATATGGCTTTACAGACTCAAAATCTG
CCCC GTCGAC AAAATGAAGCTAACTTGGCACCTA
CCCTATTTACTGTTACCATCC
GTTGCCGCATTGAAGTAGA
AAAGCGGCCGCATATGAGTCTTATATATATC
AAGCGGCCGCATATGTCACATAACCACAAG
AAAGAGCTCGAGCGTAATAATTGTCTACTGAACATC
AAAGGGCCCTTGTAGATTCTATCATGTCGCTTTACAGAAC
AAAGGATCCTTGAAAGATAACTTTTGCAACTAACTTTCCTATC
AAAGGGCCCAAACTAAAATTAGTGACTCATTTACTTGTTTTTG
AAAGGATCCTTTTCTATAGAAACAAATGTTGAGGTTCTATG
AAAGGGCCCAGAAACCAATTGGTGGGAATATTATTG
AAAGGATCCTTGGTCAATAGTTAGGATGTACAAATAAAAC
AAGGGCCCATGGAAATAAAATTATAAAAGCGACTTCG
AAAGGATCCGTTGTAACAGTGTGGAAGTGGAG
AAAGGGCCCATGGACCCTTCCTAAGCAGGC
AAAGGATCCGACGAGAATGCGTATACGCAGAG
CGCGAGCTCATGGAGAAGTCAAGAATAAAATC
CGCGGATCCTTAGTTTTCAGGAATCATGTTTG
AAACTGCAGGTTCAACAAATGGAGGAAACAAG
AAACTGCAGTGCGTTCTCCAATAAATAATCCG
CGCGTCGACCTTACCTACAAATTTCCGTTGTC
CGCGGATCCTCGAACCAACCTAAGAAATCATC
TGATGTAATTGTTGGGATTCC
CAATACCTTCTTGAACCATTTC
GGTATTGATGCCCCAGCATTATC
CAGGATCAGAGAAATCACCACC
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ÄÍÊ C. famata VKMY-9 çà äîïîìîãîþ ïàðè 
ïðàéìåð³â OL20/OL143. Àìïë³ô³êîâàíèé ôðàã-
ìåíò áóëî îáðîáëåíî åíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèê-
ö³¿ BamHI/SacI òà êëîíîâàíî äî â³äïîâ³äíèõ 
ñàéò³â ïëàçì³äè. Ïðîìîòîðè ãåíà SEF1 àìï-

ë³ô³êîâàíî ç ãåíîìíî¿ ÄÍÊ C. famata, âèêî-
ðèñòîâóþ÷è ïðàéìåðè OL144/OL145, C. albicans 
(OL146/OL147), C. tropicalis (OL148/OL149), 
P. stipitis (OL152/OL153), S. cerevisiae (OL154/
OL155). Êîæåí ³ç ïðîìîòîð³â áóëî êëîíîâàíî 

Ðèñ. 1. Ê³ëüöåâà ñõåìà ïëàçì³äè pSEF1�_LEU2. Ãåí LEU2 S. cerevisiae ïîçíà÷åíî á³ëèì 
ïðÿìîêóòíèêîì, 5� òà 3� ÷àñòèíè ãåíà SEF1 ïîçíà÷åí³ ÷îðíèì ïðÿìîêóòíèêîì (à). 
Ñõåìà äåëåö³éíî¿ êàñåòè ãåíà SEF1 ³íòåãðîâàíî¿ ó ãåíîì C. famata, ïðàéìåðè äëÿ ÏËÐ 
ï³äòâåðäæåííÿ êîðåêòíî¿ ³íòåãðàö³¿ êàñåòè âêàçàí³ ñòð³ëêàìè (á). Åëåêòðîôîðåãðàìà ÏËÐ-
ïðîäóêò³â ç âèêîðèñòàííÿì ïàð ïðàéìåð³â Ko392/Ko482 (1,2) òà Ko483/Ko394 (3,4) ç 
ãåíîìíîþ ÄÍÊ øòàìà sef1� ó ÿêîñò³ ìàòðèö³, ùî ï³äòâåðäæóº êîðåêòí³ñòü äåëåö³¿ ãåíà 
SEF1; L – 1 ò.ï.í. ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ âàãè (â). Ê³ëüöåâà ñõåìà ïëàçì³äè pNTC/SEF1pr_
Cf/Ca/Ct/Ps/Sc. NTC – ãåí, ùî çàáåçïå÷óº ðåçèñòåíòí³ñòü äî íîðçåîòðèöèíó, ïîçíà÷åíî 
ñâ³òëî-ñ³ðèì ïðÿìîêóòíèêîì, ÂÐÇ ãåíà SEF1 C. famata ï³ä êîíòðîëåì ïðîìîòîð³â (SEF1 

pr) ç ð³çíèõ äð³æäæ³â ïîçíà÷åí³ äîâãèì ïîñìóãîâàíèì ïðÿìîêóòíèêîì òà ïðÿìîêóòíèêîì ³ç ïóíêòèðíèì 
êîíòóðîì, â³äïîâ³äíî (ã). Ê³ëüöåâà ñõåìà ïëàçì³äè pVMA1�_ble, ãåí ble ï³ä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà 
TEF1 ç C. famata, ùî çàáåçïå÷óº ðåçèñòåíòí³ñòü äî ôëåîì³öèíó (ïîçíà÷åíî òåìíî-ñ³ðèì ïðÿìîêóòíèêîì, 
5� òà 3� ÷àñòèíè ãåíà VMA1 ïîçíà÷åí³ ïðÿìîêóòíèêàìè ó êë³òèíêó (ä). Ñõåìà äåëåö³éíî¿ êàñåòè ãåíà VMA1 
³íòåãðîâàíî¿ ó ãåíîì C. famata, ïðàéìåðè äëÿ ÏËÐ ï³äòâåðäæåííÿ êîðåêòíî¿ ³íòåãðàö³¿ êàñåòè âêàçàí³ 
ñòð³ëêàìè (å). Åëåêòðîôîðåãðàìà ÏËÐ-ïðîäóêò³â ç âèêîðèñòàííÿì ïàð ïðàéìåð³â Ko873/OL40 (1) òà OL41/
Ko874 (2) ç ãåíîìíîþ ÄÍÊ øòàìó vma1� ó ÿêîñò³ ìàòðèö³, ùî ï³äòâåðäæóº êîðåêòí³ñòü äåëåö³¿ ãåíà VMA1; 
L – 1 kb ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ âàãè (º)
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Ãåíè SEF1 òà VMA1 ðåãóëþþòü á³îñèíòåç ðèáîôëàâ³íó 

ïåðåä SEF1 ãåíîì Ñ. famata ó ñàéòè ApaI òà 
BamHI. Ó ðåçóëüòàò³, ðåêîìá³íàíòí³ ïëàçì³äè 
îòðèìàëè íàçâè pNTC/SEF1pr_Cf, pNTC/SE-
F1pr_Ca, pNTC/SEF1pr_Ct, pNTC/SEF1pr_Ps 
òà pNTC/SEF1pr_Sc (ðèñ. 1, ã).

Íàÿâí³ñòü ö³ëüîâèõ êîíñòðóêö³é ó ãåíîì³ 
îòðèìàíèõ òðàíñôîðìàíò³â ï³äòâåðäæóâàëè çà 
äîïîìîãîþ ÏËÐ ç âèêîðèñòàííÿì ïðàéìåð³â 
OL23/OL144 äëÿ âèçíà÷åííÿ ïðîìîòîðà ç 
C. famata, OL23/OL146, OL23/OL148, OL23/
OL152, OL23/OL154 äëÿ C. albicans, C. tropicalis, 
P. stipitis ³ S. cerevisiae, â³äïîâ³äíî.

Äëÿ êîíñòðóþâàííÿ êàñåòè äëÿ äåëåö³¿ ãåíà 
VMA1, 5�-÷àñòèíó ãåíà VMA1 àìïë³ô³êóâàëè 
çà äîïîìîãîþ ÏËÐ ³ç ãåíîìíî¿ ÄÍÊ C. fa-
mata, âèêîðèñòîâóþ÷è ïðàéìåðè OL35/OL36, 
òîä³ ÿê 3�-÷àñòèíó – çà äîïîìîãîþ ïðàéìåð³â 
OL37/OL38. 5�- òà 3�-íåêîäóþ÷³ ä³ëÿíêè ãåíà 
VMA1 áóëî îá’ºäíàíî çà äîïîìîãîþ ÏËÐ, ùî 
ïåðåêðèâàºòüñÿ. Îòðèìàíèé ôðàãìåíò êëîíó-
âàëè ó ñàéòè SacI òà SalI ïëàçì³äè pBluescript 
II KS (–). Ãåí ble Staphylococcus aureus ï³ä 
êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà TEF1, ùî çàáåçïå÷óº 
ðåçèñòåíòí³ñòü äî ôëåîì³öèíó, âèùåïëåíî ç 
ïëàçì³äè pTb [17] çà äîïîìîãîþ åíäîíóêëåàç 
EcoRI/KpnI òà êëîíîâàíî äî ñêëàäó ïîïåðåä-
íüî ñêîíñòðóéîâàíî¿ ïëàçì³äè, ë³íåàðèçîâàíî¿ 
ðåñòðèêòàçîþ NdeI. Çàòóïëåííÿ ëèïêèõ ê³íö³â 
ïåðåä ë³ãóâàííÿì ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ Ò4 
ÄÍÊ-ïîë³ìåðàçè. Ñêîíñòðóéîâàíà ïëàçì³äà 
îòðèìàëà íàçâó pVMA1�_ble (ðèñ. 1, ä).

Á³îõ³ì³÷íèé àíàë³ç. Á³îìàñó äð³æäæ³â 
âèçíà÷àëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷íèì ìåòîäîì 
íà ñïåêòðîôîòîìåòð³ Helios ãàììà (� = 546 
íì, êþâåòà 1 cì), ðîçðàõîâóþ÷è ñóõó âàãó çà 
êàë³áðóâàëü-íîþ êðèâîþ. Êîíöåíòðàö³þ ðè-
áîôëàâ³íó â çðàçêàõ âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ 
ôëóîðèìåò-ðà Turner Quantech Digital Filter 
Fluorometer FM109510-33, âèêîðèñòîâóþ÷è 
ô³ëüòðè çáóäæåííÿ NB440 òà åì³ñ³¿ SC535 çã³ä-
íî ç ³íñòðóêö³ÿìè âèðîáíèêà.

Ðåçóëüòàòè. Äëÿ âèâ÷åííÿ ðîë³ ãåíà SEF1 ó 
íàäñèíòåç³ ðèáîôëàâ³íó áóëî ñêîíñòðóéîâàíî 
øòàì C. famata ç äåëåö³ºþ öüîãî ãåíà. Äëÿ
öüîãî øòàì äèêîãî òèïó L20105 áóëî ïðî-
òðàíñôîðìîâàíî äåëåö³éíîþ êàñåòîþ, ë³íåà-
ðèçîâàíîþ åíäîíóêëåàçîþ ðåñòðèêö³¿ SalI, âè-
êîðèñòîâóþ÷è ìåòîä åëåêòðîïîðàö³¿. Ñåëåêö³þ 
òðàíñôîðìàíò³â ïðîâîäèëè íà àãàðèçîâàíîìó 
ì³íåðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ áåç äîäàâàííÿ ëåé-

öèíó. Â³ä³áðàí³ øòàìè áóëè ïðîàíàë³çîâàí³ íà
çäàòí³ñòü äî ñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó çà óìîâ äå-
ô³öèòó çàë³çà. Øòàìè ï³äðîùóâàëè íà ì³íå-
ðàëüíîìó ñåðåäîâèù³, ÿêå ì³ñòèëî 1 ìÌ 3-
(2-ï³ðèäèë)-5,6-äèôåí³ë-1,2,4-òðèàçèí-4�,4��-
äèñóëüôàò (Ôåðîçèí), ùî º õåëàòóþ÷èì àãåí-
òîì, çäàòíèì äî çâ’ÿçóâàííÿ ³îí³â çàë³çà. Øòà-
ìè, íåçäàòí³ äî íàäñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó çà óìîâ 
äåô³öèòó çàë³çà, áóëè â³ä³áðàí³ äëÿ ïîäàëüøî-
ãî àíàë³çó. Êîðåêòí³ñòü çàì³ùåííÿ ãåíà SEF1 
ñåëåêòèâíèì ìàðêåðîì LEU2 áóëî ï³äòâåðäæå-
íî çà äîïîìîãîþ ÏËÐ ç âèêîðèñòàííÿì ïðàé-

Ðèñ. 2. Ê³íåòèêà íàêîïè÷åííÿ á³îìàñè (à) òà ñèí-
òåçó ðèáîôëàâ³íó (á) ðåêîìá³íàíòíèìè øòàìàìè 
òà øòàìîì äèêîãî òèïó L20105 íà ì³íåðàëüíîìó 
ñåðåäîâèù³ YNB ³ç äîäàâàííÿì ëåéöèíó â êîëáàõ
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ìåð³â, ãîìîëîã³÷íèõ ä³ëÿíêàì ÄÍÊ, ïîçà ìå-
æàìè 5�- òà 3�-êîäóþ÷èõ ôðàãìåíò³â ãåíà SEF1 
òà ïðàéìåð³â, êîìïëåìåíòàðíèõ ïîñë³äîâíîñ-
ò³ ãåíà LEU2 (Ko392/Ko482 òà Ko394/Ko483) 
(ðèñ. 1, á, â). Øòàì sef1� âòðàòèâ çäàòí³ñòü äî 
íàäñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó çà óìîâ äåô³öèòó çàë³çà 
â ñåðåäîâèù³, ïîä³áíî äî ³íñåðö³éíîãî øòàìó ç 
ïîøêîäæåíèì ãåíîì SEF1 [17].

Äëÿ àíàë³çó âïëèâó ïðîìîòîð³â ãåíà SEF1 ç
ð³çíèõ ôëàâ³íîãåííèõ òà íåôëàâ³íîãåííèõ âè-
ä³â äð³æäæ³â íà åêñïðåñ³þ SEF1, øòàì sef1�
òðàíñôîðìóâàëè ïëàçì³äàìè pNTC/SEF1pr_Cf,
pNTC/SEF1pr_Ca, pNTC/SEF1pr_Ct, pNTC/
SEF1pr_Ps, pNTC/SEF1pr_Sc. Ñåëåêö³þ òðàíñ-
ôîðìàíò³â ïðîâîäèëè íà áàãàòîìó ñåðåäîâèù³ 
YPD ³ç äîäàâàííÿì íîðçåîòðèöèíó. Òðàíñôîð-
ìàíòè ñòàá³ë³çóâàëè øëÿõîì êóëüòèâóâàííÿ â 
íåñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³ óïðîäîâæ 15–17 
ãåíåðàö³é ç íàñòóïíèì ïåðåíåñåííÿì íà ñå-
ëåêòèâíå ñåðåäîâèùå ç íîðçåîòðèöèíîì. Íà-
ÿâí³ñòü ö³ëüîâèõ ïëàçì³ä â ãåíîì³ òðàíñôîð-
ìàíò³â áóëî ï³äòâåðäæåíî çà äîïîìîãîþ ÏËÐ 
(äàí³ íå íàâåäåíî). Ïðîìîòîðè ãåíà SEF1 ôëà-
â³íîãåííèõ äð³æäæ³â C. albicans i C. tropicalis,
ïîºäíàí³ ³ç ÂÐÇ SEF1 ãåíà C. famata â³äíîâëþ-
âàëè íàäñèíòåç ðèáîôëàâ³íó ó sef1� (ðèñ. 2, á).

Äëÿ äåëåö³¿ ãåíà VMA1, C. famata L20105 áó-
ëî ïðîòðàíñôîðìîâàíî AhdI-ë³íåàðèçîâàíîþ 
ïëàçì³äîþ pVMA1�_ble. Òðàíñôîðìàíòè êóëü-
òèâóâàëè íà áàãàòîìó ñåðåäîâèù³ YPD ³ç äî-
äàâàííÿì àíòèá³îòèêà ôëåîì³öèíó. Ñåðåä 46 
ïðîàíàë³çîâàíèõ òðàíñôîðìàíò³â áóëî â³ä³áðàíî 
îäèí ç äåëåö³ºþ ãåíà VMA1. Äåëåö³þ ö³ëüîâîãî 
ãåíà áóëî ï³äòâåðäæåíî çà äîïîìîãîþ ÏËÐ, 
âèêîðèñòîâóþ÷è ïðàéìåðè, ãîìîëîã³÷í³ ä³ëÿí-

êàì ÄÍÊ, ïîçà ìåæàìè 5�- òà 3�-íåêîäóþ÷èõ 
ôðàãìåíò³â ãåíà VMA1 òà ïðàéìåð³â, êîìïëå-
ìåíòàðíèõ ïîñë³äîâíîñò³ ãåíà ble (OL41/Ko874 
òà OL40/Ko873) (ðèñ. 1, å, º). Øòàì vma1� 
íàêîïè÷óâàâ ó 1,4 ðàçà ìåíøå á³îìàñè, ïðè 
ïîð³âíÿíí³ ç âèõ³äíèì øòàìîì L20105 (ðèñ. 2. 
à, òàáë. 2). Ïðîäóêö³ÿ ðèáîôëàâ³íó ìóòàíòîì 
vma1� ñÿãàëà 20,5 ìã/ë, ùî ó 9 ðàç³â ïåðåâèùóº 
ïðîäóêö³þ ðèáîôëàâ³íó øòàìîì äèêîãî òèïó 
L20105 (ðèñ. 2, á, òàáë. 2). Âèõ³ä ðèáîôëàâ³-
íó (ó ïåðåðàõóíêó ê³ëüêîñò³ ñèíòåçîâàíîãî 
ðèáîôëàâ³íó íà ãðàì ñóõî¿ ìàñè êë³òèí) áóâ ó 
12 ðàç³â âèùèì ó äåëåö³éíîãî øòàìó, ïîð³âíÿ-
íî ³ç áàòüê³âñüêèì (òàáë. 2).

Îáãîâîðåííÿ. Çà äîïîìîãîþ ìåòîä³â êëàñè÷-
íî¿ ãåíåòèêè áóëî ñåëåêö³îíîâàíî øòàìè C. 
famata, ÿê³ óïðîäîâæ áàãàòüîõ ðîê³â óñï³øíî 
âèêîðèñòîâóâàëèñÿ äëÿ ïðîìèñëîâî¿ ïðîäóêö³¿ 
ðèáîôëàâ³íó [1]. Îäíàê îñíîâíèì íåäîë³êîì 
îòðèìàíîãî øòàìó-ñóïåðïðîäóöåíòà dep8 º 
éîãî ãåíåòè÷íà íåñòàá³ëüí³ñòü. Ç âèñîêîþ ÷àñ-
òîòîþ ç’ÿâëÿþòüñÿ íåôëàâ³íîãåíí³ ðåâåðòàíòè, 
ùî çíèæóþòü âèõ³ä ö³ëüîâîãî ïðîäóêòó.

Çàâäÿêè ñó÷àñíèì ìåòîäàì ìåòàáîë³÷íî¿ ³í-
æåíåð³¿ òà ðîçóì³ííþ ðåãóëÿòîðíèõ ïðîöåñ³â 
ñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó ìîæíà îòðèìàòè êîíêó-
ðåíòí³ ïðîäóöåíòè â³òàì³íó Â2 íà îñíîâ³ öüîãî
âèäó äð³æäæ³â. Ó íàø³é ïîïåðåäí³é ðîáîò³ çà
äîïîìîãîþ ìåòîä³â êëàñè÷íî¿ ñåëåêö³¿ áóëî
îòðèìàíî ñòàá³ëüíèé ïðîäóöåíò ðèáîôëàâ³íó
AF-4 [9]. Ï³çí³øå öåé øòàì áóëî âäîñêîíà-
ëåíî çà äîïîìîãîþ ï³äõîä³â ìåòàáîë³÷íî¿ ³í-
æåíåð³¿ øëÿõîì íàäåêñïðåñ³¿ ñòðóêòóðíèõ ãå-
í³â ñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó RIB1, RIB7 òà ðåãó-
ëÿòîðíîãî ãåíà SEF1 [9, 10]. Äëÿ ïîäàëüøîãî 

Òàáëèöÿ 2. Á³îìàñà êë³òèí, ñèíòåç ðèáîôëàâ³íó òà âèõ³ä ðèáîôëàâ³íó ó ðåêîìá³íàíòíèõ øòàì³â C. famata
òà øòàìó äèêîãî òèïó L20105 íà ï’ÿòèé äåíü êóëüòèâóâàííÿ íà ì³íåðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ YNB ³ç äîäàâàííÿì 
ëåéöèíó

Øòàì Á³îìàñà, ã/ë Ðèáîôëàâ³í, ìã/ë Âèõ³ä ðèáîôëàâ³íó, ìã/ã

sef1�/pNTC/SEF1pr_Cf
sef1�/pNTC/SEF1pr_Ca
sef1�/pNTC/SEF1pr_Ct
sef1�/pNTC/SEF1pr_Ps
sef1�/pNTC/SEF1pr_Sc
sef1�
vma1�
L20105

2,88 ± 0,18
3,35 ± 0,19
3,72 ± 0,18
3,89 ± 0,20
3,63 ± 0,21
3,53 ± 0,15
1,84 ± 0,06
2,52 ± 0,17

54,00 ± 1,95
52,85 ± 2,11
53,69 ± 1,55
3,23 ± 0,04
0,62 ± 0,03
0,60 ± 0,05

20,50 ± 0,95
2,28 ± 0,07

18,75 ± 0,61
15,78 ± 0,71
14,43 ± 0,39
0,83 ± 0,01
0,17 ± 0,01
0,17 ± 0,02

11,14 ± 0,81
0,90 ± 0,02
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ïîë³ïøåííÿ ïðîäóêö³¿ ðèáîôëàâ³íó áóëî ï³ä-
âèùåíî ïîñòà÷àííÿ ïóðèíîâèì ïîïåðåäíèêîì
á³îñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó. Çà äîïîìîãîþ ñàéò-
ñïåöèô³÷íîãî ìóòàãåíåçó áóëî óñóíåíî ðåòðî-
³íã³áóâàííÿ ôîñôîðèáîçèëï³ðîôîñôàòñèíòåòàçè 
(ÔÐÏÑ) ³ ôîñôîðèáîçèëï³ðîôîñôàòàì³äîòðàíñ-
ôåðàçè (ÔÐÏÀÒ), ÿê³ â³äïîâ³äíî êàòàë³çóþòü 
óòâîðåííÿ ôîñôîðèáîçèëï³ðîôîñôàòó ³ ôîñ-
ôîðèáîçèëàì³íó (ïî÷àòêîâèõ êîìïîíåíò³â á³î-
ñèíòåçó ïóðèí³â de novo) òà ïîñèëåíî åêñïðåñ³þ 
â³äïîâ³äíèõ ìîäèô³êîâàíèõ ãåí³â, ùî êîäóþòü 
ÔÐÏÑ ³ ÔÐÏÀÒ. Ñêîíñòðóéîâàí³ øòàìè õà-
ðàêòåðèçóâàëèñÿ çðîñòàííÿì ïðîäóêö³¿ ðèáî-
ôëàâ³íó, ùî ñÿãàëî 2,85 ã/ë ïðè êóëüòèâóâàíí³
â êîëáàõ [18]. Òðàíñêðèïö³éíèé ôàêòîð Sef1 º
ïîçèòèâíèì ðåãóëÿòîðîì á³îñèíòåçó ðèáîôëà-
â³íó òà â³ä³ãðàº âàæëèâó ðîëü ó ìåòàáîë³çì³ ³îí³â 
çàë³çà ó ôëàâ³íîãåííèõ äð³æäæ³â C. famata òà
C. albicans [1]. Îäíàê ìåõàí³çìè ðåãóëÿö³¿ ñèí-
òåçó ðèáîôëàâ³íó çà ó÷àñò³ Sef1 äî ê³íöÿ íå
ç’ÿñîâàíî. Ó äàí³é ðîáîò³ âñòàíîâëåíî, ùî åêñ-
ïðåñ³ÿ ãåíà SEF1 Ñ. famata ï³ä êîíòðîëåì 
ãåòåðîëîã³÷íèõ ïðîìîòîð³â SEF1 ³ç ôëàâ³íî-
ãåííèõ äð³æäæ³â C. albicans òà C. tropicalis â³ä-
íîâëþþòü íàäñèíòåç ðèáîôëàâ³íó ó ìóòàíòà
sef1�, òîä³ ÿê ïðîìîòîðè ãåíà SEF1 ç íåôëà-
â³íîãåííèõ äð³æäæ³â P. stipitis òà S. cerevisiae äî 
â³äíîâëåííÿ íàäñèíòåçó â³òàì³íó Â2 íåçäàòí³. 
Ö³êàâî â³äçíà÷èòè, ùî ñåðåä C. tropicalis º øòà-
ìè çäàòí³ äî íàäïðîäóêö³¿ â³òàì³íó Â2 à òàêîæ 
òàê³, ùî íå âèÿâëÿþòü çäàòíîñò³ äî íàäñèíòåçó 
ðèáîôëàâ³íó [19]. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè âêàçó-
þòü íà ñï³ëüí³ ìåõàí³çìè ðåãóëÿö³¿ åêñïðåñ³¿ 
SEF1 ó ð³çíèõ âèä³â ôëàâ³íîãåííèõ äð³æäæ³â. 

Ïîøêîäæåííÿ ãåíà VMA1, ùî êîäóº âàêóî-
ëÿðíó ÀÒÔàçó, ÿêà çàáåçïå÷óº àêòèâíèé òðàí-
ñïîðò ðèáîôëàâ³íó ç öèòîïëàçìè ó âàêóîë³, 
ïðèâîäèëî äî ïîâíî¿ åêñêðåö³¿ ñèíòåçîâàíîãî 
ðèáîôëàâ³íó â ñåðåäîâèùå, ï³äâèùóþ÷è çà-
ãàëüíó ïðîäóêö³þ öüîãî â³òàì³íó ì³öåë³àëüíèì 
ãðèáîì A. gossypii [20]. Âò³ì, ðèáîôëàâ³í íå 
íàãðîìàäæóºòüñÿ ó çíà÷íèõ ê³ëüêîñòÿõ ó âàêó-
îëÿõ C. famata. Òîìó ìåõàí³çì çðîñòàííÿ ïðî-
äóêö³¿ â³òàì³íó Â2 ó vma1� C. famata ïîêè ùî 
çàëèøàºòüñÿ íåç’ÿñîâàíèì. Îäíàê öåé ôåíî-
ìåí ìîæå áóòè âèêîðèñòàíèé äëÿ êîíñòðóþâàí-
íÿ á³ëüø åôåêòèâíèõ ïðîäóöåíò³â ðèáîôëàâ³íó. 

Âèñíîâêè. Ãåòåðîëîã³÷í³ ïðîìîòîðè SEF1 
ôëàâ³íîãåííèõ äð³æäæ³â C. albicans òà C. tropi-
calis â³äíîâëþþòü íàäñèíòåç ðèáîôëàâ³íó ó 

ìóòàíòà sef1�, òîä³ ÿê ïðîìîòîðè ãåíà SEF1 
íåôëàâ³íîãåííèõ äð³æäæ³â P. stipitis òà S. cere-
visiae äî â³äíîâëåííÿ íàäñèíòåçó â³òàì³íó Â2 
íåçäàòí³. Äåëåö³ÿ ãåíà VMA1 C. famata ï³äâèùóº 
ïðîäóêö³þ ðèáîôëàâ³íó çà óìîâ íîðìàëüíîãî 
çáàãà÷åííÿ ñåðåäîâèùà ³îíàìè çàë³çà. 

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ðîáîòà âè-
êîíàíà ç äîòðèìàííÿì åòè÷íèõ âèìîã êîæíèì 
³ç àâòîð³â òà íå ïåðåäáà÷àº äîñë³äæåíü, ó ÿê³ 
çàëó÷åíî òâàðèí àáî ëþäåé.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü ïðî â³ä-
ñóòí³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
Ô³íàíñóâàííÿ. Ðîáîòó âèêîíàíî çà ÷àñòêîâî¿ ô³-
íàíñîâî¿ ï³äòðèìêè ïîëüñüêîãî ãðàíòó Íàö³î-
íàëüíîãî íàóêîâîãî öåíòðó (NCN) Opus UMO-
2018/29/B/NZ1/01-497 òà Íàö³îíàëüíî¿ àêàäå-
ì³¿ íàóê Óêðà¿íè (ãðàíò 36–19). 

SEF1 AND VMA1 GENES REGULATE 
RIBOFLAVIN BIOSYNTHESIS IN THE 
FLAVINOGENIC YEAST CANDIDA FAMATA

Y. Andreieva, O. Lyzak, Wen Liu,
Yingqian Kang, K. Dmytruk, A. Sibirny

Institute of Cell Biology National Academy
of Sciences of Ukraine, Drahomanov St,
14/16, Lviv, 79005, Ukraine
Max Planck Institute of Biochemistry,
Am Klopferspitz 18, 82152 Martinsried, Germany
Guizhou Medical University, Guiyang, Guizhou 
550025 China
University of Rzeszow, Zelwerowicza 4,
35-601 Rzeszow, Poland

E-mail: sibirny@cellbiol.lviv.ua

Riboflavin (vitamin B2) is an important component of the 
diet of living organisms due to its serving as a precursor 
of flavin coenzymes FMN (flavin mononucleotide) and 
FAD (flavin adenine dinucleotide) involved in numerous 
enzymatic reactions. It is known that flavinogenic yeast C. 
famata is able of riboflavin oversynthesis under condition 
of iron starvation, but the regulation of this process remains 
unknown. It was shown that the deletion of SEF1 gene 
(encoding transcription activator) blocked the ability of 
riboflavin oversynthesis under iron-limiting conditions. It 
was determined that SEF1 promoters of other flavinogenic 
yeasts (Candida albicans and Candida tropicalis), fused 
with SEF1 ORF of C. famata can restore the oversynthesis 
of riboflavin in sef1� mutant. The disruption of VMA1 gene 
(coding for vacuolar ATPase subunit A) led to oversynthe-
sis of riboflavin in C. famata in iron complete medium. 
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ÃÅÍÛ SEF1 È VMA1 ÐÅÃÓËÈÐÓÞÒ 
ÁÈÎÑÈÍÒÅÇ ÐÈÁÎÔËÀÂÈÍÀ 
ÔËÀÂÈÍÎÃÅÍÍÛÌÈ ÄÐÎÆÆÀÌÈ CANDIDA 
FAMATA

Þ.À. Àíäðååâà, Î.Î. Ëèçàê, Âåí Ëþ,
Èíüöÿí Êàí, Ê.Â. Äìèòðóê, À.À. Ñèáèðíûé 

Ðèáîôëàâèí (âèòàìèí Â2) – âàæíûé êîìïîíåíò ïè-
òàíèÿ æèâûõ îðãàíèçìîâ, ïîñêîëüêó ñëóæèò ïðå-
êóðñîðîì ôëàâèíîâûõ êîôåðìåíòîâ ÔÌÍ (ôëàâèí-
ìîíîíóêëåîòèä) è ÔÀÄ (ôëàâèíàäåíèíäèíóêëåî-
òèä), êîòîðûå, â ñâîþ î÷åðåäü, ó÷àñòâóþò â ìíî-
æåñòâå âàæíûõ ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé. Èçâåñòíî,
÷òî â óñëîâèÿõ äåôèöèòà æåëåçà â ñðåäå, ôëàâè-
íîãåííûå äðîææè Candida famata ñâåðõïðîäóöèðóþò 
ðèáîôëàâèí, îäíàêî äî ñèõ ïîð ðåãóëÿöèÿ ýòîãî 
ïðîöåññà íå èññëåäîâàíà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî äåëåöèÿ 
ãåíà SEF1, êîäèðóþùåãî òðàíñêðèïöèîííûé àêòè-
âàòîð, áëîêèðóåò ñïîñîáíîñòü äðîææåé ê ñâåðõïðî-
äóêöèè ðèáîôëàâèíà â óñëîâèÿõ äåôèöèòà æåëåçà. 
Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîìîòîðû ãåíà SEF1 äðóãèõ ôëà-
âèíîãåííèõ äðîææåé (Candida albicans è Candida 
tropicalis), îáúåäèíåííûå ñ ÎÐÑ SEF1 ãåíà C. famata 
ñïîñîáíû âîññòàíàâëèâàòü ñâåðõñèíòåç ðèáîôëàâèíà 
ó ìóòàíòà sef1�. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîâðåæäåíèå ãåíà 
VMA1 (êîäèðóåò ñóáúåäèíèöó À âàêóîëÿðíîé ÀÒÔ-
àçû) âåäåò ê ñâåðõñèíòåçó ðèáîôëàâèíà ó C. famata â 
óñëîâèÿõ íîðìàëüíîãî îáîãàùåíèÿ ñðåäû æåëåçîì.
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