
21ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2020. Ò. 54. ¹ 5

Ç’ÿñóâàííÿ ìåõàí³çì³â äåãðàäàö³¿ öèòîçîëüíèõ á³ëê³â 
ìàº âåëèêå ôóíäàìåíòàëüíå òà ïðèêëàäíå çíà÷åííÿ. 
Äîñë³äæåíî  çì³íè â àêòèâíîñò³ öèòîçîëüíèõ ôåðìåí-
ò³â êàòàáîë³çìó ìåòàíîëó – ôîðìàëüäåã³ääåã³äðîãå-
íàçè (Fldh1) òà ôîðì³àòäåã³äðîãåíàçè (Fdh1) ó êîíò-
ðîëüíîãî øòàìó äèêîãî òèïó GS200, øòàìó ç äåëåö³-
ºþ ãåíà ñåíñîðà ãåêñîç GSS1 òà  øòàìó ç äåôåêòîì 
àâòîôàã³¿ SMD1163 K. phaffii ïðè êîðîòêîòðèâàë³é 
òà äîâãîòðèâàë³é ³íäóêö³¿ ìåòàíîëîì ç äîäàâàííÿì 
àáî æ áåç äîäàâàííÿ ³íã³á³òîðà ïðîòåàñîìíî¿ äåãðà-
äàö³¿ MG132. Ïîêàçàíî, ùî òðèâàë³ñòü ³íêóáàö³¿ êë³-
òèí íà ìåòàíîë³ íå ìàº îñîáëèâîãî   âïëèâó íà ³íàê-
òèâàö³þ ôåðìåíòó. Åôåêò ïðîòåàñîìíîãî ³íã³á³òîðà 
MG132 áóâ íåçíà÷íèé. Êàòàáîë³òíà ³íàêòèâàö³ÿ öèòî-
çîëüíèõ ³ ïåðîêñèñîìíèõ ôåðìåíò³â ïîøêîäæåíà â 
gss1� ìóòàíòà, îñê³ëüêè ïîøêîäæåíå ñèãíàëþâàííÿ 
ãëþêîçîþ. Fldh1 òà Fdh1 éìîâ³ðíî äåãðàäóþòü âàêóî-
ëÿðíèì øëÿõîì, íåçàëåæíî â³ä òðèâàëîñò³ ³íäóêö³¿
ìåòàíîëîì.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ôîðìàëüäåã³ääåã³äðîãåíàçà, ôîðì³àò-
äåã³äðîãåíàçà, ïèòîìà àêòèâí³ñòü, äåãðàäàö³ÿ, âàêóî-
ë³, äð³æäæ³.

Âñòóï. Îäíèì ç íàéá³ëüø ÿñêðàâèõ äîñÿãíåíü 
ñó÷àñíî¿ á³îòåõíîëîã³¿ º áóðõëèâèé ðîçâèòîê 
âèðîáíèöòâà ðåêîìá³íàíòíèõ á³ëê³â, ùî çíà-
õîäÿòü ñâîº âèêîðèñòàííÿ â ð³çíîìàí³òíèõ ãà-
ëóçÿõ íàðîäíîãî ãîñïîäàðñòâà òà ìåäèöèíè. 
Ìåòèëîòðîôí³ äð³æäæ³ (îðãàí³çìè, ùî çäàòí³ 
âèêîðèñòîâóâàòè ìåòàíîë ÿê ðîñòîâèé ñóáñ-
òðàò) ââàæàþòüñÿ îäíèìè ç, íàéåôåêòèâí³øèõ 
ïðîäóöåíò³â âëàñíèõ òà ðåêîìá³íàíòíèõ á³ëê³â 
ïðîìèñëîâîãî çíà÷åííÿ, çîêðåìà, ³íñóë³íó, 
ïîâåðõíåâîãî àíòèãåíó â³ðóñó ãåïàòèòó Â, 
³íòåðôåðîí³â, ôåðìåíò³â àëêîãîëüîêñèäàçè, 
í³òðèëàçè òîùî [1–3]. Ìåòèëîòðîôí³ äð³æ-
äæ³ Komagataella phaffii (êîëèøíÿ íàçâà Pichia 
ðastoris) [4] øèðîêî âèêîðèñòîâóºòüñÿ äëÿ îòðè-

ìàííÿ ðåêîìá³íàíòíèõ á³ëê³â äëÿ ôóíäàìåí-
òàëüíèõ òà ïðèêëàäíèõ äîñë³äæåíü. Ïðîìîòî-
ðè ãåí³â, ùî êîäóþòü ôåðìåíòè ìåòàáîë³çìó ìå-
òàíîëó íàëåæàòü äî íàéá³ëüø ñèëüíèõ ³ ñòðîãî 
ðåãóëüîâàíèõ. Äëÿ K. phaffii äîáðå ðîçðîáëåí³ 
ìåòîäè ãåíåòè÷íèõ ìàí³ïóëÿö³é, çîêðåìà – âè-
ñîêîåôåêòèâíà òðàíñôîðìàö³ÿ, ³íòåãðàö³ÿ ÄÍÊ 
â ö³ëüîâ³ ëîêóñè, êëîíóâàííÿ ãåí³â çà äîïîìî-
ãîþ ôóíêö³îíàëüíî¿ êîìïëåìåíòàö³¿. Ö³ âëàñ-
òèâîñò³, à òàêîæ òàê³ õàðàêòåðèñòèêè K. phaffii,
ÿê âèñîêà ïðîäóêö³ÿ á³îìàñè, åôåêòèâíà ñåêðå-
ö³ÿ ³ âèõ³ä ö³ëüîâèõ á³ëê³â, íàäàº öüîìó îðãà-
í³çìó ñóòòºâèõ ïåðåâàã ó ïîð³âíÿíí³ ç ³íøè-
ìè ñèñòåìàìè äëÿ ïðîäóêö³¿ ãåòåðîëîã³÷íèõ 
á³ëê³â. Îäí³ºþ ç íåâèð³øåíèõ ïðîáëåì º ñòà-
á³ëüí³ñòü ãåòåðîëîã³÷íèõ á³ëê³â ïðè ¿õ íàä-
ñèíòåç³. Ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ðåêîìá³-
íàíòíèõ á³ëê³â â K. phaffii ìîæëèâå çà ðàõóíîê 
³íã³áóâàííÿ ïðîòåîë³òè÷íî¿ äåãðàäàö³¿. Äëÿ K.
phaffii îòðèìàí³ ìóòàíòè ç ïîøêîäæåíèìè ïðî-
òåàçàìè (Pep4 òà Prb1). Íåäîë³êîì òàêèõ 
øòàì³â º çíèæåíà øâèäê³ñòü ðîñòó òà íèçüêà 
åôåêòèâí³ñòü òðàíñôîðìàö³¿. Ñàìå òîìó, äîñë³ä-
æåííÿ ìåõàí³çì³â äåãðàäàö³¿ öèòîçîëüíèõ á³ë-
ê³â ó ìåòèëîòðîôíèõ äð³æäæ³â º íàäçâè÷àéíî 
àêòóàëüíèì çàâäàííÿì.

Ôóíêö³îíóâàííÿ îðãàí³çìó òà íîðìàëüíó 
æèòòºä³ÿëüíîñò³ êë³òèíè çàáåçïå÷óþòü çáàëàí-
ñîâàí³ ïðîöåñè ñèíòåçó òà äåãðàäàö³¿. Ïîðóøåí-
íÿ öèõ ïðîöåñ³â ïðèçâîäèòü äî ïàòîëîã³÷íèõ 
ñòàí³â, ó òîìó ÷èñë³ áàãàòüîõ çàõâîðþâàíü. Âàæ-
ëèâ³ñòü äåãðàäàö³¿ ïîëÿãàº ó òîìó, ùî êë³òèíí³ 
á³ëêè ìàþòü îáìåæåíèé ïåð³îä ôóíêö³îíó-
âàííÿ, êîëè âîíè ïåðåáóâàþòü ó ïðàâèëüí³é 
ïðîñòîðîâ³é êîíôîðìàö³¿ ³ çäàòí³ âèêîíóâàòè 
ñâî¿ ôóíêö³¿. ×åðåç ïåâíèé ÷àñ, ñïåöèô³÷íèé
äëÿ êîæíî¿ ãðóïè á³ëê³â, âîíè âòðà÷àþòü ïðà-
âèëüíó êîíôîðìàö³þ âíàñë³äîê äåíàòóðàö³¿, ³ 
ùîá óíèêíóòè íåãàòèâíèõ íàñë³äê³â äëÿ êë³òèíè, 
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Î.Â. Äìèòðóê, Í.Â. Áóëáîòêà, A.A. Ñèá³ðíèé

òàê³ á³ëêè ðîçùåïëþþòüñÿ äî àì³íîêèñëîò, ÿê³ 
â ïîäàëüøîìó âèêîðèñòîâóþòüñÿ äëÿ ïîáóäîâè 
íîâèõ ôóíêö³îíàëüíèõ á³ëê³â.

Ðîçð³çíÿþòü äâà îñíîâí³ òèïè äåãðàäàö³¿ á³ë-
ê³â. Â åóêàð³îòè÷í³é êë³òèí³ öå ïðîòåàñîìíà äå-
ãðàäàö³ÿ, ùî â³äáóâàºòüñÿ â öèòîïëàçì³, òà àâòî-
ôàã³ÿ, ùî â³äáóâàºòüñÿ â ñïåö³àëüí³é îðãàíå-
ë³ – ë³çîñîì³ àáî âàêóîë³ [5]. Â ïðîòåàñîìàõ 
ã³äðîë³çóþòüñÿ, ïåðåâàæíî, êîðîòêîæèâó÷³ á³ë-
êè, òàê³ ÿê òðàíñêðèïö³éí³ ôàêòîðè, ðåãóëÿòî-
ðè êë³òèííîãî öèêëó òà äåôåêòí³ á³ëêè. Îäíàê, 
ïåðåâàæíà á³ëüø³ñòü óñ³õ êë³òèííèõ á³ëê³â íà-
ëåæàòü äî äîâãîæèâó÷èõ, ÿê³ äåãðàäóþòü ó âà-
êóîëÿõ [6].

Àâòîôàã³þ ó äð³æäæ³â ñïîñòåð³ãàþòü ï³ä ÷àñ
ãîëîäóâàííÿ, ïîøêîäæåíí³ êë³òèííèõ ñòðóê-
òóð, àáî çì³í³ óìîâ êóëüòèâóâàííÿ. Ïðîöåñ 
àâòîôàã³¿ íåîáõ³äíèé íå ëèøå äëÿ âèæèâàííÿ 
çà íåñïðèÿòëèâèõ óìîâ, àëå é ó íîðìàëüíîìó 
æèòò³ êë³òèíè. Äð³æäæ³, çîêðåìà ìåòèëîòðîô-
í³ âèêîðèñòîâóþòüñÿ ÿê çðó÷íèé ìîäåëüíèé 
îá’ºêò, äëÿ äîñë³äæåííÿ ìåõàí³çì³â àâòîôàã³¿. 

Íåçâàæàþ÷è íà âåëèêèé ìàñèâ ³íôîðìàö³¿ 
ïðî ìåõàí³çìè äåãðàäàö³¿ á³ëê³â òà êë³òèííèõ 
îðãàíåë, ìåõàí³çìè ðåãóëÿö³¿ äåãðàäàö³¿ öèòî-
çîëüíèõ á³ëê³â çàëèøàþòüñÿ íå äî ê³íöÿ ç’ÿ-
ñîâàíèìè [5]. Òîìó àíàë³ç ìåõàí³çì³â äåãðàäà-
ö³¿ öèòîçîëüíèõ á³ëê³â ó ìåòèëîòðîôíèõ äð³æ-
äæ³â, ñåëåêö³ÿ ìóòàíò³â ç ïîøêîäæåííÿì â³ä-
ïîâ³äíèõ ìåõàí³çì³â òà âèâ÷åííÿ ïðîäóêòèâíîñò³ 
ñèíòåçó öèòîçîëüíèõ á³ëê³â ó òàêèõ ìóòàíò³â 
ìàº çíà÷íèé íàóêîâèé ³íòåðåñ òà ïðèêëàäíå 
çíà÷åííÿ.

Ìåòèëîòðîôí³ äð³æäæ³ º çðó÷íèì îá’ºêòîì 
äëÿ äîñë³äæåííÿ ìåõàí³çì³â äåãðàäàö³¿ øëÿõîì 
àâòîôàã³¿ [7]. Íà ìîäåëÿõ äð³æäæ³â Hansenula 
polymorpha òà K. phaffii áóëè ³äåíòèô³êîâàí³ íîâ³ 
ãåíè, ùî çàëó÷åí³ â àâòîôàã³þ, çîêðåìà, ñïåöè-
ô³÷íó àâòîôàã³þ ïåðîêñèñîì (ïåêñîôàã³þ). Â 
íàø³é ïîïåðåäí³é ðîáîò³ ³äåíòèô³êîâàíî íèç-
êó ãåí³â, ùî áåðóòü ó÷àñòü â àâòîôàã³¿ òà ïåê-
ñîôàã³¿, çîêðåìà, GCR1, HXS1, ATG26, ATG28, 
ATG35, GSS1 [8–14]. Ó ìóòàíò³â ç äåôåêòîì çà-
çíà÷åíèõ ãåí³â ïîøêîäæåíî äåãðàäàö³þ ïåðîê-
ñèñîì (³, â³äïîâ³äíî, ïåðîêñèñîìíèõ á³ëê³â). 
Âîäíî÷àñ ìåõàí³çìè äåãðàäàö³¿ âëàñíèõ ³ ðå-
êîìá³íàíòíèõ á³ëê³â ó ìåòèëîòðîôíèõ äð³æä-
æ³â, ùî ëîêàë³çóþòüñÿ â öèòîçîë³, ïðàêòè÷íî
íå äîñë³äæåí³. Â äîñë³äæåííÿõ íà ïåêàðñüêèõ
äð³æäæàõ Saccharomyces cerevisiae âñòàíîâëåíî, 

ùî ñïåöèô³÷íà äåãðàäàö³ÿ öèòîçîëüíèõ ôåð-
ìåíò³â ôðóêòîçîá³ñôîñôàòàçè òà ìàëàòäåã³äðî-
ãåíàçè â³äáóâàºòüñÿ çà ó÷àñòþ ÿê ïðîòåàñîìíî¿ 
äåãðàäàö³¿, òàê ³ àâòîôàã³¿ òà åíäîöèòîçó [15–
18]. Íàòîì³ñòü ìåõàí³çìè äåãðàäàö³¿ öèõ òà
³íøèõ âëàñíèõ öèòîçîëüíèõ á³ëê³â (ôîðìàëü-
äåã³ääåã³äðîãåíàçè òà ôîðì³àòäåã³äðîãåíàçè), à
òàêîæ ðåêîìá³íàíòíèõ ãåòåðîëîã³÷íèõ á³ëê³â
á³îòåõíîëîã³÷íîãî çíà÷åííÿ ç öèòîçîëüíîþ ëî-
êàë³çàö³ºþ ó ìåòèëîòðîôíèõ äð³æäæ³â çàëèøà-
þòüñÿ íåç’ÿñîâàíèìè. Â äàí³é ðîáîò³ øëÿõîì
âèçíà÷åííÿ ïèòîìèõ àêòèâíîñòåé ôîðìàëüäå-
ã³ääåã³äðîãåíàçè òà ôîðì³àòäåã³äðîãåíàçè çà 
óìîâ êîðîòêîòðèâàëî¿ (1 äîáà) òà äîâãîòðèâà-
ëî¿ (3 äîáè) ³íäóêö³¿ ìåòàíîëîì ó øòàìàõ GS200, 
SMD1163, �gss1 ìåòèëîòðîôíèõ äð³æäæ³â K.
phaffii ç äîäàâàííÿì àáî æ áåç äîäàâàííÿ ³íã³-
á³òîðà ïðîòåàñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ MG132, ìè ñïðî-
áóâàëè ç’ÿñóâàòè øëÿõ äåãðàäàö³¿ öèõ ôåðìåíò³â 
ìåòàáîë³çìó ìåòàíîëó.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Ó ðîáîò³ âèêîðèñòàí³ õ³-
ì³÷í³ ñïîëóêè, ðåàêòèâè òà ôåðìåíòè âèðîá-
íèöòâà ô³ðì: «Sigma» (ÑØÀ), «Fluka» (Í³ìå÷-
÷èíà), «Fermentas» (Ëèòâà), «Difco» (ÑØÀ). 
Êâàë³ô³êàö³ÿ õ³ì³÷íèõ ðåàêòèâ³â â³ò÷èçíÿíîãî 
âèðîáíèöòâà – «õ÷» òà «îñ÷».

Øòàìè äð³æäæ³â K. phaffii âèðîùóâàëè ó áà-
ãàòîìó ñåðåäîâèù³ YPD (1%-íèé äð³æäæîâèé 
åêñòðàêò, 2 % ïåïòîí, 1 % ãëþêîçà) àáî ì³íå-
ðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ YNB (0,67 % Yeast Nitro-
gen Base (Difco)) ç äîäàâàííÿì ð³çíèõ äæåðåë
âóãëåöþ. ßê äæåðåëà âóãëåöþ âèêîðèñòîâóâà-
ëè ìåòàíîë (0,5 %), åòàíîë (0,5 %), ãëþêîçó 
(2 %). Äëÿ âèðîùóâàííÿ àóêñîòðîôíèõ øòà-
ì³â íà ì³íåðàëüíèõ ñåðåäîâèùàõ äîäàâàëè â³ä-
ïîâ³äí³ ôàêòîðè ðîñòó – àì³íîêèñëîòè L-ã³ñ-
òèäèí – 50 ìã/ë, L-àðã³í³í – 50 ìã/ë. Àãàðè-
çîâàí³ ñåðåäîâèùà ì³ñòèëè àãàð (2 %). Âè-
ðîùóâàííÿ äð³æäæ³â K. phaffii ïðîâîäèëè íà
àãàðèçîâàíèõ ñåðåäîâèùàõ íà ÷àøêàõ Ïåòð³ ó
òåðìîñòàò³ àáî êóëüòèâóâàëè â ð³äêèõ ñåðåäî-
âèùàõ ³ç ïåðåì³øóâàííÿì 220 îáåðò³â/õâ ïðè 
28 °Ñ. Á³îìàñó êë³òèí (â îäèíèöÿõ îïòè÷íî¿ 
ãóñòèíè (OD600) âèçíà÷àëè çà îïòè÷íèì ïîãëè-
íàííÿì ðîçâåäåíèõ ñóñïåíç³é øëÿõîì ôîòî-
ìåòðóâàííÿ íà ñïåêòðîôîòîìåòð³ «Helios Ep-
silon» ïðè äîâæèí³ õâèë³ 600 íì ó êþâåò³ øè-
ðèíîþ 1 ñì.

Äëÿ ïðèãîòóâàííÿ áåçêë³òèííèõ åêñòðàêò³â 
âèêîðèñòîâóâàëè ñêëÿí³ êóëüêè. Íà ïåðøîìó 
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Äåãðàäàö³ÿ ôåðìåíò³â êàòàáîë³çìó ìåòàíîëó ôîðìàëüäåã³ääåã³äðîãåíàçè òà ôîðì³àòäåã³äðîãåíàçè 

åòàï³ äî îñàäó â³äìèòèõ â³ä êóëüòóðàëüíî¿ ð³-
äèíè êë³òèí äîäàâàëè 50 ìÌ Òð³ñ-ÍÑ² áóôåð,
ðÍ 7,5 ç 1 ìÌ PMSF (ôåí³ëìåòàíñóëüôîí³ë-
ôëóîðèä) äî êiíöåâî¿ êîíöåíòðàöi¿ êëiòèí 50–
100 ìã/ìë. Îäåðæàíó ñóñïåíçiþ ïåðåíîñèëè ó
ïëàñòèêîâ³ ïðîá³ðêè «Åïïåíäîðô» òà äîäàâàëè 
ñêëÿíi êóëüêè (äiàìåòð 0,45–0,5 ìì) â êiëüêîñ-
òi 3/4 âiä îá’ºìó ñóñïåíçi¿ i çàìîðîæóâàëè. Êë³-
òèíè ðóéíóâàëè ìåòîäîì âîðòåêñóâàííÿ (â³áðà-
ö³¿) ïðîòÿãîì 15 õâ ïðè +4 °Ñ ç îõîëîäæåí-
íÿì íà ëüîä³ ÷åðåç êîæí³ 5 õâ. Äëÿ îòðèìàííÿ 
áåçêë³òèííîãî åêñòðàêòó ãîìîãåíiçàò öåíòðè-
ôóãóâàëè âïðîäîâæ 20 õâ ïðè 14000 îá./õâ. ïðè 
+4 °Ñ íà ì³êðîöåíòðèôóç³. Ñóïåðíàòàíò âè-
êîðèñòîâóâàëè äëÿ ïîäàëüøîãî àíàë³çó.

Äëÿ âèçíà÷åííÿ ïèòîìî¿ àêòèâíîñò³ ôîð-
ìàëüäåã³ääåã³äðîãåíàçè òà ôîðì³àòäåã³äðîãåíà-
çè êë³òèíè ï³äðîùóâàëè äî ñåðåäèíè ëîãàðèô-
ì³÷íî¿ ôàçè ³ ãîòóâàëè áåçêë³òèíí³ åêñòðàêòè. 
Êîíöåíòðàö³þ á³ëêà âèçíà÷àëè çà ìåòîäîì 
Ëîóð³ [19], âèêîðèñòîâóþ÷è áè÷à÷èé ñèðîâàò-
êîâèé àëüáóì³í ÿê ñòàíäàðò.

Àêòèâí³ñòü Fldh1 âèçíà÷àëè â ðåàêö³éí³é ñó-
ì³ø³ íàñòóïíîãî ñêëàäó (íà 1 ìë): 1Ì K-P 
áóôåð, pH 8 – 100 ìêë; 1Ì ôîðìàëüäåã³ä –
0,3 ìêë; 50 ìÌ NAD+ – 20 ìêë; 100 ìÌ ãëóòà-
ò³îí – 20 ìêë. 

Àêòèâí³ñòü Fdh1 âèçíà÷àëè â ðåàêö³éí³é ñóì³-
ø³ íàñòóïíîãî ñêëàäó (íà 1 ìë):1 Ì NaCOOH –
200 ìêë; 50 ìÌ NAD+ – 40 ìêë; 1Ì K-P áóôåð, 
pH 7,5 – 100 ìêë.

Äëÿ çàïóñêó ðåàêö³¿ äî ñóì³ø³ äîäàâàëè áåç-
êë³òèííèé åêñòðàêò ó êîíöåíòðàö³¿ 0,1 ìã/ìë
³ âèçíà÷àëè çì³íó åêñòèíö³¿ ïðè äîâæèí³ õâèë³ 
340 íì â ê³íåòèö³. Öÿ äîâæèíà õâèë³ â³äïîâ³äàº 
ï³êó ïîãëèíàííÿ í³êîòèíàì³äíèõ êîôàêòîð³â.
Îáðàõóíîê àêòèâíîñò³ Fbp1 çä³éñíþâàëè â³ä-
ïîâ³äíî äî ð³âíÿííÿ: îä/ìë ôåðìåíòó = 
= (OD340/õâ)/(6,22 × ìã ôåðìåíòó/ìë ðåàêö³éíî¿
ñóì³ø³), äå OD340/õâ – çì³íà åêñòèíö³¿ ïðè äîâ-
æèí³ õâèë³ 340 íì çà îäèíèöþ ÷àñó (õâ); 6,22 –
êîåô³ö³ºíò åêñòèíö³¿ í³êîòèíàì³äíèõ êîôàêòîð³â.

Ðåçóëüòàòè òà îáãîâîðåííÿ. Äëÿ ñòâîðåííÿ 
íàäïðîäóöåíò³â á³ëê³â ïðîìèñëîâîãî çíà÷åííÿ 
âàæëèâî ìàêñèìàëüíî çíèçèòè ð³âåíü äåãðàäà-
ö³¿ ö³ëüîâîãî á³ëêà ó öèòîçîë³. Íàìè áóëî ïðî-
âåäåíî äîñë³äæåííÿ äåãðàäàö³¿ öèòîçîëüíèõ á³ë-
ê³â Fldh1 ³ Fdh1 ó øòàìó äèêîãî òèïó GS200 
K. phaffii, øòàìó ç äåôåêòîì âàêóîëÿðíèõ ïðî-
òå¿íàç SMD1163 òà ãåíà, ùî êîäóº ñåíñîð ãëþ-

êîçè (�gss1). Fldh1 ³ Fdh1 º çðó÷íèìè ìîäåëü-
íèìè á³ëêàìè äëÿ äîñë³äæåííÿ äåãðàäàö³¿ öè-

Ðèñ. 1. Ïèòîì³ àêòèâíîñò³ Fldh1 òà ÀÎÕ çà óìîâ 
êîðîòêîòðèâàëî¿ (1 äîáà) ³íäóêö³¿ ìåòàíîëîì ó øòàìàõ 
GS200, SMD1163, �gss1 ìåòèëîòðîôíèõ äð³æäæ³â K. 
phaffii ç äîäàâàííÿì àáî æ áåç äîäàâàííÿ ³íã³á³òîðà 
ïðîòåàñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ MG132; ïî âåðòèêàë³ – àê-
òèâí³ñòü, ÌÎ/ìã á³ëêà; ïî ãîðèçîíòàë³: 1 – Fldh1,
2 – Fldh1 + MG132, 3 – AOX, 4 – Fldh1, 5 – Fldh1 +
+ MG132, 6 – AOX, 7 – Fldh1, 8 – Fldh1 + MG132, 
9 – AOX

Ðèñ. 2. Ïèòîì³ àêòèâíîñò³ Fldh1 òà ÀÎÕ çà óìîâ 
äîâãîòðèâàëî¿ ³íäóêö³¿ ìåòàíîëîì (3 äîáè) ó øòàìàõ 
GS200, SMD1163, �gss1 ìåòèëîòðîôíèõ äð³æäæ³â K. 
phaffii ç äîäàâàííÿì àáî æ áåç äîäàâàííÿ ³íã³á³òîðà 
ïðîòåàñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ MG132; ïî âåðòèêàë³ – 
àêòèâí³ñòü, ÌÎ/ìã á³ëêà; ïî ãîðèçîíòàë³: 1 – Fldh1, 
2 – Fldh1 + MG132, 3 – AOX, 4 – Fldh1, 5 – Fldh1 +
+ MG132, 6 – AOX, 7 – Fldh1, 8 – Fldh1 + MG132, 
9 – AOX
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òîçîëüíèõ á³ëê³â ó ìåòèëîòðîôíèõ äð³æäæ³â, 
îñê³ëüêè âîíè çàä³ÿí³ â óòèë³çàö³¿ ìåòàíîëó ³ 

¿õ àêòèâí³ñòü ñóòòºâî ³ øâèäêî ñïàäàº ï³ñëÿ 
ïåðåíåñåííÿ ìåòèëîòðîôíî âèðîùåíèõ êë³òèí 
â ñåðåäîâèùå ç ãëþêîçîþ. Òàêîæ äîñë³äæóâà-
ëè äåãðàäàö³þ Fldh1 ³ Fdh1 â ïðèñóòíîñò³ ³í-
ã³á³òîðà ïðîòåàñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ á³ëê³â MG132.

Äîñë³äæåíî çì³íè â àêòèâíîñò³ Fldh1 ³ Fdh1
ó ïåðåë³÷åíèõ øòàì³â K. phaffii â óìîâàõ êî-
ðîòêîòðèâàëîãî (1 äîáà) (ðèñ. 1, ðèñ. 3) òà 
äîâãîòðèâàëîãî (3 äîáè) (ðèñ. 2, ðèñ. 4) ãîëî-
äóâàííÿ çà ãëþêîçîþ ç äîäàâàííÿì àáî æ áå  ç 
äîäàâàííÿ ³íã³á³òîðà ïðîòåàñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ 
MG132. Ïèòîì à àêòèâí³ñòü Fldh1 ³ Fdh1 ó øòà-
ì³â SMD1163 òà �gss1 çðîñòàëà ó ïîð³âíÿíí³ ç 
àêòèâí³ñòþ Fldh1 ³ Fdh1 øòàìó äèêîãî òèïó, 
ùî ñâ³ä÷èòü ïð î âàêóîëÿðíèé øëÿõ äåãðàäàö³¿ 
öüîãî ôåðìåíòó. Ïîä³áíèé åôåêò ñïîñòåð³ãàâñÿ 
äëÿ ìîäåëüíîãî ïåðîêñèñîìíîãî ôåðìåíòó ÀÎÕ 
(ðèñ. 1, ðèñ. 2, ðèñ. 3, ðèñ. 4), äëÿ ÿêîãî âñòà-
íîâëåíèé âàêóîëÿðíèé øëÿõ äåãðàäàö³¿ [20]. 
Âèÿâëåíî, ùî ³íàêòèâàö³ÿ ôåðìåíò³â Fldh1 ³ 
Fdh1 òà ¿õ äåãðàäàö³ÿ íå çàëåæèòü â³ä òðèâàëîñò³ 
ãîëîäóâàííÿ çà ãëþêîçîþ. Åôåê ò ïðîòåàñîìíîãî 
³íã³á³òîðà MG132 áóâ íåçíà÷íèé. 

Â³äïîâ³äíî äî ðåçóëüòàò³â äîñë³äæåííÿ ïè-
òîìî¿ àêòèâíîñò³ Fldh1 ³ Fdh1 ó øòàìàõ GS200, 
SMD1163 òà �gss1, ìîæíà çðîáèòè âèñíîâîê, 
ùî íåçàëåæíî â³ä òðèâàëîñò³ ãîëîäóâàííÿ çà 
ãëþêîçîþ , Fbp1 äåãðàäóº âàêóîëÿðíèì øëÿõîì. 
Äîäàâàííÿ ïðîòåàñîìíîãî ³íã³á³òîðà MG132 íå 
âïëèâàëî íà äåãðàäàö³þ, ÿê Fldh1 ³ Fdh1 òàê ³ 
ÀÎÕ ó äîñë³äæóâàíèõ øòàì³â, ùî ï³äòâåðäæóº 
âèñíîâîê.

²íàêòèâàö³ÿ Fldh1 ³ Fdh1 ó øòàìó �gss1 äå-
ùî ñïîâ³ëüíåíà, ïîð³âíÿíî ç øòàìîì äèêîãî 
òèïó, ùî çóìîâëåíî çíèæåííÿì âì³ñòó âíóò-
ð³øíüîêë³òèííî¿ ãëþêîçè, íåîáõ³äíî¿ äëÿ êàòà-
áîë³òíî¿ ³íàêòèâàö³¿ öüîãî ôåðìåíòó.

Âèñíîâêè. Äîñë³äæåí î çì³íè ïèòîìî¿ àêòèâ-
íîñò³ Fldh1 ³ Fdh1 ó øòàìó äèêîãî òèïó GS200, 
øòàì³â ç äåôåêòîì àâòîôàã³¿ SMD1163 òà äå-
ëåö³ºþ ãåíà ñåíñîðà ãåêñîç GSS1 K. phaffii ïðè 
êîðîòêîòðèâàë³é òà äîâãîòðèâàë³é ³íäóêö³¿ ìå-
òàíîëîì ç äîäàâàííÿì àáî æ áåç äîäàâàííÿ ³í-
ã³á³òîðà ïðîòåàñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ MG132. Âñòà-
íîâëåíî, ùî Fldh1 ³ Fdh1 äåãðàäóþòü âàêóîëÿð-
íèì øëÿõîì íåçàëåæíî â³ä òðèâàëîñò³ ³íäóêö³¿ 
ìåòàíîëîì.

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ðîáîòà âè-
êîíàíà ç äîòðèìàííÿì åòè÷íèõ âèìîã êîæíèì 

Ðèñ. 3. Ïèòîì³ àêòèâíîñò³ Fdh1 òà ÀÎÕ çà óìîâ 
êîðîòêîòðèâàëî¿ (1 äîáà) ³íäóêö³¿ ìåòàíîëîì ó øòà-
ìàõ GS200, SMD1163, �gss1 ìåòèëîòðîôíèõ äð³æäæ³â 
K. phaffii ç äîäàâàííÿì àáî æ áåç äîäàâàííÿ ³íã³á³òî-
ðà ïðîòåàñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ MG132; ïî âåðòèêàë³ – 
àêòèâí³ñòü, ÌÎ/ìã á³ëêà; ïî ãîðèçîíòàë³: 1 – Fdh1, 
2 – Fdh1 + MG132, 3 – AOX, 4 – Fdh1, 5 – Fdh1 +
+ MG132, 6 – AOX, 7 – Fdh1, 8 – Fdh1 + MG132, 
9 – AOX

Ðèñ. 4. Ïèòîì³ àêòèâíîñò³ Fdh1 òà ÀÎÕ çà óìîâ 
äîâãîòðèâàëî¿ ³íäóêö³¿ ìåòàíîëîì (3 äîáè) ó øòàìàõ 
GS200, SMD1163, �gss1 ìåòèëîòðîôíèõ äð³æäæ³â K. 
phaffii ç äîäàâàííÿì àáî æ áåç äîäàâàííÿ ³íã³á³òîðà 
ïðîòåàñîìíî¿ äåãðàäàö³¿ MG132; ïî âåðòèêàë³ – 
àêòèâí³ñòü, ÌÎ/ìã á³ëêà; ïî ãîðèçîíòàë³: 1 – Fdh1, 
2 – Fdh1 + MG132, 3 – AOX, 4 – Fdh1, 5 – Fdh1 +
+ MG132, 6 – AOX, 7 – Fdh1, 8 – Fdh1 + MG132, 
9 – AOX
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³ç àâòîð³â òà íå ïåðåäáà÷àº äîñë³äæåíü, ó ÿê³ çà-
ëó÷åíî òâàðèí àáî ëþäåé.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè äåêëàðóþòü â³äñóò-
í³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
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The investigation of the mechanisms of cytosolic pro-
tein degradation is of great fundamental and applied 
importance. The decrease in the specific activity of for-
maldehyde dehydrogenase (Fldh1) and formate dehydro-
genase (Fdh1) in the wild type strain GS200, the strain 
with the deletion of the GSS1 hexose sensor gene and 
a strain, defected in autophagy pathway SMD1163 of 
K. phaffii in short-term and long-term induction with 
methanol, and with or without the addition of the MG132 
(proteasome degradation inhibitor) was investigated. 
It was shown that the duration of cell incubation on 
methanol had no particular effect on the inactivation of 
enzymes. The effect of the proteasome inhibitor MG132 
was insignificant. Catabolic inactivation of cytosolic and 
peroxisomal enzymes was damaged in the �gss1 mutant 
as glucose signaling was impaired. Fldh1 and Fdh1 are 
likely to degrade by a vacuolar pathway, regardless of the 
duration of methanol induction.

ÄÅÃÐÀÄÀÖÈß ÔÅÐÌÅÍÒÎÂ ÊÀÒÀÁÎËÈÇÌÀ 
ÌÅÒÀÍÎËÀ ÔÎÐÌÀËÜÄÅÃÈÄ 
ÄÅÃÈÄÐÎÃÅÍÀÇÛ È ÔÎÐÌÈÀÒ 
ÄÅÃÈÄÐÎÃÅÍÀÇÛ Ó ÌÅÒÈËËÎÒÐÎÔÍÛÕ 
ÄÐÎÆÆÅÉ KOMAGATAELLA PHAFFII

Å.Â. Äìèòðóê, Í.Â. Áóëáîòêà, A.A. Ñèáèðíûé 

Âûÿñíåíèå ìåõàíèçìîâ äåãðàäàöèè öèòîçîëüíûõ áåë-
êîâ èìååò áîëüøîå ôóíäàìåíòàëüíîå è ïðèêëàäíîå 
çíà÷åíèå. Èññëåäîâàíû èçìåíåíèÿ â àêòèâíîñòè öè-
òîçîëüíûõ ôåðìåíòîâ êàòàáîëèçìà ìåòàíîëà – ôîð-
ìàëüäåãèä äåãèäðîãåíàçû (Fldh1) è ôîðìèàò äå-

ãèäðîãåíàçû (Fdh1) ó êîíòðîëüíîãî øòàììà äèêîãî 
òèïà GS200, øòàììà ñ äåëåöèåé ãåíà ñåíñîðà ãåêñîç 
GSS1 è øòàììà ñ äåôåêòîì àâòîôàãèè SMD1163 
K. phaffii ïðè êðàòêîâðåìåííîé è äîëãîâðåìåííîé 
èíäóêöèè ìåòàíîëîì ñ äîáàâëåíèåì èëè æå áåç
äîáàâëåíèÿ äîáàâëåíèåì èíãèáèòîðà ïðîòåàñîìíîé
äåãðàäàöèè MG132. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü èíêóáàöèè êëåòîê â ìåòàíîëå íå èìååò îñî-
áîãî âëèÿíèÿ íà èíàêòèâàöèþ ôåðìåíòà. Ýôôåêò
ïðîòåàñîìíîãî èíãèáèòîðà MG132 áûë íåçíà÷èòå-
ëåí. Êàòàáîëèòíàÿ èíàêòèâàöèÿ öèòîçîëüíûõ è ïå-
ðîêñèñîìíûõ ôåðìåíòîâ ïîâðåæäåíà ó gss1� ìóòàíòà, 
ïîñêîëüêó ïîâðåæäåíî ñèãíàëèçèðîâàíèå ãëþêîçîé. 
Fldh1 è Fdh1 âåðîÿòíî äåãðàäèðóþò âàêóîëÿðíûì 
ïóòåì, íåçàâèñèìî îò ïðîäîëæèòåëüíîñòè èíäóêöèè 
ìåòàíîëîì.
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