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Îòðèìàííÿ ãåìîãëîá³í³â ç âèêîðèñòàííÿì ì³êðîîðãà-
í³çì³â º íàðàç³ àêòóàëüíîþ òà íàãàëüíîþ ïðîáëåìîþ äëÿ 
âèð³øåííÿ ïîòðåá ìåäèöèíè ³ õàð÷îâî¿ ïðîìèñëîâîñò³. 
Îäíèì ç êðîê³â îòðèìàííÿ äàíîãî á³ëêó º éîãî ì³-
êðîá³îëîã³÷íèé ñèíòåç ç âèêîðèñòàííÿì ïîïåðåäíè-
êà – ãåìó. Ïðîàíàë³çîâàíî ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü ç 
îòðèìàííÿ ãåìó òà ãåìîâì³ñíèõ á³ëê³â ç ïðîêàð³îòè÷-
íèõ (Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum), òà
åóêàð³îòè÷íèõ (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pasto-
ris) ì³êðîîðãàí³çì³â. Ïîêàçàíî, ùî ïðîäóöåíòè, ñòâî-
ðåí³ íà îñíîâ³ E. coli òà C. glutamicum, ñèíòåçóâàëè
â³ëüíèé ãåì åêçîãåííî, à äð³æäæ³ P. pastoris òà S. ce-
revisiae º íàéá³ëüø åôåêòèâíèìè ïðîäóöåíòàìè äëÿ
ñèíòåçó ÿê åíäî-, òàê ³ åêçîãåííî ñêëàäíèõ ãåìîâì³ñ-
íèõ á³ëê³â – ãåìîãëîá³íó òà ëåãåìîãëîá³íó. Ïîêàçàíî, 
ùî ñòâîðåííÿ åôåêòèâíèõ ïðîäóöåíò³â ãåìó òà ãå-
ìîãëîá³íó ´ðóíòóºòüñÿ íà çì³í³ ãåíåòè÷íîãî ìàòåð³àëó 
ì³êðîîðãàí³çì³â òà âèçíà÷åíî åòàïè ñèíòåçó ãåìó òà 
òî÷êè ìîæëèâèõ ìîäèô³êàö³é öüîãî ïðîöåñó. Îõàðàêòå-
ðèçîâàíî ãåíåòè÷íî-ìîäèô³êîâàí³ ìîäåë³ äð³æäæ³â –
ïðîäóöåíò³â ãåìîâì³ñíèõ á³ëê³â. Âèõîäÿ÷è ç óçàãàëü-
íåííÿ ïðîàíàë³çîâàíèõ äàíèõ âèçíà÷åíî, ùî íàéá³ëüø 
ïåðñïåêòèâíèìè ïðîäóöåíòàìè äëÿ ïîäàëüøîãî âäîñ-
êîíàëåííÿ òà îòðèìàííÿ íàäñèíòåçó ãåìîâì³ñíèõ 
á³ëê³â º äð³æäæîâ³ êë³òèíè. 

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ãåì, ëåãåìîãëîá³í, ãåìîãëîá³í, ñèíòåç, 
ãåíåòè÷íî-ìîäèô³êîâàí³ îðãàí³çìè.

Âñòóï

Ãåìîãëîá³í – çàë³çîâì³ñíèé êèñíåâî-òðàíñ-
ïîðòíèé ìåòàëîïðîòå¿í, íàëåæèòü äî ãðóïè 
ñêëàäíèõ çàë³çîâì³ñíèõ á³ëê³â, ùî çóñòð³÷àþ-
òüñÿ ÿê â åóêàð³îòè÷íèõ êë³òèíàõ ³ áåðóòü 
ó÷àñòü ó çâ’ÿçóâàíí³ òà òðàíñïîðò³ êèñíþ, òàê 
³ â ïðîêàð³îòè÷íèõ êë³òèíàõ, äå îñíîâíà ¿õ 
ôóíêö³ÿ – ïðîòèä³ÿ òîêñè÷íîìó åôåêòó êèñ-
íþ (Î2), ìîíîîêñèäó âóãëåöþ (ÑÎ) òà ìîíî-
îêñèäó àçîòó (NO) (Gell, 2018). Â îðãàí³çì³ 
ëþäèíè ãåìîãëîá³í öå îñíîâíèé êîìïîíåíò 

êðîâ³, ùî çàáåçïå÷óº òðàíñïîðò êèñíþ (HBOC –
hemoglobin-based oxygen carriers), òîìó íà éîãî 
îñíîâ³ ðîçðîáëÿþòü ñó÷àñí³ êðîâîçàì³ííèêè 
(Gupta, 2019). 

Ãåìîãëîá³í îòðèìóþòü, â îñíîâíîìó, ç äî-
íîðñüêî¿ êðîâ³ àáî ì³êðîá³îëîã³÷íèì ñïîñîáîì. 
Â³äíîâëåííÿ ãåìîãëîá³íó ç êðîâ³ öå âèòðàòíà, 
ìàëîåôåêòèâíà òà òðèâàëà ïðîöåäóðà, ùî ìàº
÷èñëåíí³ íåäîë³êè – ë³ì³òîâàí³ îáñÿãè, íåîá-
õ³äí³ñòü ïðèéìàòè äî óâàãè ãðóïó êðîâ³, çàïî-
á³ãàííÿ íàÿâíîñò³ ïàòîãåí³â, îáìåæåíèé òåðì³í 
òà çàáåçïå÷åííÿ íåîáõ³äíèõ óìîâ çáåð³ãàííÿ 
ï³ä ÷àñ òðàíñïîðòóâàííÿ (Jia et al, 2017), òîìó 
á³îñèíòåç ãåìîãëîá³íó ì³êðîîðãàí³çìàìè ìîæå 
áóòè ðåàëüíîþ àëüòåðíàòèâîþ â³äíîâëåííþ 
ãåìîãëîá³íó ç êðîâ³ (Zhao et al, 2021).

Ãåì, êîôàêòîð ãåìîãëîá³íó, îòðèìàíèé ì³-
êðîá³îëîã³÷íèì øëÿõîì ÿê á³îäîñòóïíà äîáàâ-
êà çàë³çà âèêîðèñòîâóºòüñÿ ó ïðîìèñëîâîñò³ 
ä³ºòè÷íèõ äîáàâîê. Ãåì ìàº ÷åðâîíå çàáàðâ-
ëåííÿ, âïëèâàº íà çàïàõ ³ êîë³ð ï³ä ÷àñ òåðìî-
îáðîáêè ì’ÿñà. Ëåãåìîãëîá³í – á³ëîê, ùî ì³ñ-
òèòü ãåì, îòðèìàíèé ç áîáîâèõ, íåùîäàâíî ïî-
÷àâ âèêîðèñòîâóâàòèñü äëÿ ³ì³òàö³¿ êîëüîðó òà
àðîìàòó ñïðàâæíüîãî ì’ÿñà ó ðîñëèííèõ ³çî-
ëÿòàõ (ðîñëèííå ì’ÿñî). Êð³ì òîãî, çàë³çî ãåìà 
íàéêðàùå çàñâîþºòüñÿ îðãàí³çìîì (Piskin et 
al, 2022), à öå âàæëèâî äëÿ âåãåòàð³àíñüêî¿ ÷è 
âåãàíñüêî¿ ä³ºòè. Ãåì ïðèâåðòàº óâàãó ³ çàâäÿ-
êè éîãî áàãàòîîá³öÿþ÷îìó çàñòîñóâàííþ íå
ò³ëüêè â õàð÷îâ³é àëå ³ â ìåäè÷í³é ïðîìèñ-
ëîâîñò³. Ïðîòå, ïîòî÷í³ òèòðè òà ïðîäóêòèâ-
í³ñòü ðåêîìá³íàíòíèõ ì³êðîîðãàí³çì³â, ùî âè-
ðîáëÿþòü ãåì, íåäîñòàòíüî âèñîê³ äëÿ ñòâîðåí-
íÿ ïðîìèñëîâî¿ òåõíîëîã³¿.

Ìåòîþ ðîáîòè áóëî ïðîàíàë³çóâàòè ³ ïî-
ð³âíÿòè ìåòîäè òà ð³çí³ ñòðàòåã³¿ îòðèìàííÿ 
ì³êðîîðãàí³çì³â-ïðîäóöåíò³â ãåìó, ëåãåìîãëî-
á³íó ³ ãåìîãëîá³íó òà âèçíà÷èòè åôåêòèâíèé 
ìåòîä ñòâîðåííÿ øòàì³â-ïðîäóöåíò³â ðåêîìá³-
íàíòíîãî ãåìîãëîá³íó äëÿ âèáîðó íàéá³ëüø 
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Î.Ã. Ï³äêóðãàííà, Ë.Á. Çåëåíà, Ñ.Ì. Øóëüãà 

åôåêòèâíîãî ìåòîäó ñòâîðåííÿ øòàì³â-íàä-
ïðîäóöåíò³â ðåêîìá³íàíòíîãî ãåìîãëîá³íó.

Øëÿõè ñèíòåçó ãåìó

Ãåì – çàë³çîâì³ñíèé ïîðô³ðèí ³ êîôàêòîð 
ãåìîãëîá³íó, ùî íàëåæèòü äî ãðóïè öèêë³÷íèõ 
ìåòàëîâì³ñíèõ òåòðàï³ðîë³â. Äîñòóïí³ñòü ãåìó 
â êë³òèí³ öå êëþ÷îâèé ôàêòîð, ùî âèçíà÷àº 
ð³âåíü ñèíòåçó ðåêîìá³íàíòíîãî ãåìîãëîá³íó. 
Ïðîöåñ ñèíòåçó òà óòèë³çàö³¿ ãåìó ó êë³òèí³ 
ñêîîðäèíîâàíèé òà äîâîë³ êîíñåðâàòèâíèé ó
ð³çíèõ îðãàí³çìàõ (òàáëèöÿ). Ìåòàáîë³÷í³ øëÿõè 
íà ñüîãîäí³øí³é äåíü äîáðå äîñë³äæåí³ (Layer 
et al, 2010). Êîíòðîëü ³ ðåãóëÿö³ÿ ìåòàáîë³çìó 
ãåìó çä³éñíþþòüñÿ íà áàãàòüîõ ð³âíÿõ, à ñàìå: 
íàÿâíîñò³ ñóáñòðàòó, ðîçïîä³ëó ïðîì³æíèõ ïðî-
äóêò³â ñèíòåçó ãåìó ì³æ ì³òîõîíäð³ÿìè ³ öèòî-
çîëåì, ïðÿì³é ðåãóëÿö³¿ ôåðìåíò³â óòâîðåííÿ 
ãåìà (Sun et al, 2015).

Ðîçð³çíÿþòü äâà îñíîâí³ øëÿõè ñèíòåçó 
ãåìó: Ñ4-øëÿõ (Shemin pathway), õàðàêòåðíèé 

äëÿ òâàðèí, ãðèá³â òà �-ïðîòåîáàêòåð³é òà Ñ5-
øëÿõ (ãëóòàìàòíèé øëÿõ), ÿêèé âèêîðèñòî-
âóþòü ðîñëèíè, àðõå¿ òà ðåøòà áàêòåð³é (Layer 
et al, 2010). Â ðîáîò³ (Dailey et al, 2017) ïîêà-
çàíî, ùî âèá³ð Ñ4 ÷è Ñ5 øëÿõó â³äáóâàºòüñÿ 
â ïðîöåñ³ ñèíòåçó àì³íîëåâóëåíîâî¿ êèñëîòè, 
ïåðøîãî ïðîì³æíîãî ïðîäóêòó ñèíòåçó ãåìó. 
Ñåðåä ïðîêàð³îò³â º òðè ð³çí³ ìåòàáîë³÷í³ øëÿ-
õè, ùî çàâåðøóþòüñÿ ôîðìóâàííÿì óðîïîð-
ô³ðèíîãåíó III ³ ïî÷àòêîâ³ åòàïè ÿêèõ ñï³â-
ïàäàþòü. Â³äîìèé øëÿõ, âèÿâëåíèé ó àðõå¿â, 
ïåðåòâîðþº ñ³ðîãåì ó ïðîòîãåì çà äîïîìîãîþ 
ïðîöåñó, íåçàëåæíîãî â³ä êèñíþ, ç âèêîðèñ-
òàííÿì ÷îòèðüîõ ôåðìåíò³â. Áàêòåð³¿ âèêîðèñ-
òîâóþòü ïî÷àòêîâ³ åòàïè îñíîâíîãî øëÿõó ç 
ââåäåííÿì äîäàòêîâîãî åòàïó – óòâîðåííÿ êî-
ïðîïîðô³ðèíîãåíó III. Äàë³ ãðàìïîçèòèâí³ îð-
ãàí³çìè îêèñëþþòü êîïðîïîðô³ðèíîãåí III äî 
êîïðîïîðô³ðèíó III òà ïðîõîäèòü ³íòåðêàëÿö³ÿ 
çàë³çà äëÿ óòâîðåííÿ êîïðîãåìó ³, íàðåøò³, â³ä-
áóâàºòüñÿ äåêàðáîêñèëÿö³ÿ êîïðîãåì äî ïðî-

Ôåðìåíòè îñíîâíèõ ïðîöåñ³â ãîìåîñòàçó ãåìó (Swenson et al, 2020) 

Ãîìåîñòàòè÷í³ ïðîöåñè Enzyme Saccharomyces cerevisiae Homo sapiens
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Åêñïîðò

Òðàô³ê

Ñèíòàçà 5-àì³íîëåâóë³íîâî¿ êèñëîòè
ïîðôîá³ë³íîãåí
ñèíòàçà
ã³äðîêñèìåòèëá³ëàí
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óðîïîðô³ðèíîãåí
ñèíòàçà
óðîïîðô³ðèíîãåí
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îêñèäàçà
ïðîòîïîðô³ðèíîãåí
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FLVCR2
HRG4
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HRG3
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Hem2

Hem3

Hem4

Hem12
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Hem14

Hem15

Hmx1

–
–

–
–
+
–

Dap1
Tdh1/2/3

–

ALAS1/ALAS2
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UROS

UROD
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PPOX
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+
–

+
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–
–

PGRMC1/2
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Ñòâîðåííÿ ïðîäóöåíò³â ãåìó òà ãåìîãëîá³í³â íà îñíîâ³ ì³êðîîðãàí³çì³â 

òîãåìó. Ãðàìíåãàòèâí³ áàêòåð³¿ ñïî÷àòêó äåêàð-
áîêñèëóþòü êîïðîïîðô³ðèíîãåí III äî ïðîòî-
ïîðô³ðèíîãåíó IX, à äàë³ îêèñëþþòü ïðîòî-
ïîðô³ðèíîãåí IX äî ïðîòîïîðô³ðèíó IX ³ 
ïðèºäíóþòü ìåòàë äëÿ óòâîðåííÿ ïðîòîãåìó. 
Á³ëüø³ñòü îðãàí³çì³â ìàþòü âëàñíèé ìåõàí³çì 
ñèíòåçó ãåìó ³ ìîæóòü ñàìîñò³éíî éîãî ïðî-
äóêóâàòè. Îäíàê, ãåíîìè äåÿêèõ áàêòåð³é, íà-
ïðèêëàä Enterococcus faecalis, ì³ñòÿòü ãåíè, ùî
êîäóþòü àïîãåìîïðîòå¿íè, àëå íå ìîæóòü ñèí-
òåçóâàòè ñâ³é âëàñíèé ãåì (Baureder and He-
derstedt, 2012). Òàê³ áàêòåð³¿ çäàòí³ âèêîðèñ-
òîâóâàòè åêçîãåííèé ãåì òà ïîºäíóâàòè éîãî ç 
àïîïðîòå¿íàìè äëÿ ôîðìóâàííÿ çð³ëîãî ãåìî-
ïðîòå¿íó. 

Ïðîöåñ á³îñèíòåçó ãåìó ïîä³ëÿþòü íà òðè 
÷àñòèíè: (i) óòâîðåííÿ ìîëåêóëè-ïîïåðåäíèêà 
àì³íîëåâóëåíîâî¿ êèñëîòè (ALA), (ii) óòâî-
ðåííÿ ïåðøîãî öèêë³÷íîãî òåòðàï³ðîëó – óðî-
ïîðô³ðèíîãåíó III ³ (iii) ïåðåòâîðåííÿ óðîïî- 
ðô³ðèíîãåíó III â ãåì (Layer et al, 2010).

Çàãàëüíà ñõåìà ñèíòåçó ãåìó

Ïåðøèì ñï³ëüíèì ïîïåðåäíèêîì ñèíòåçó 
âñ³õ òåòðàï³ðîë³â º àì³íîëåâóëåíîâà êèñëîòà 
(ALA). Â³äîìî äâà àëüòåðíàòèâíèõ ìåòàáîë³÷-
íèõ øëÿõè ¿¿ ñèíòåçó (ðèñ. 1). Çà ïåðøèì 
ìåõàí³çìîì ALA óòâîðþºòüñÿ ç ãë³öèíó òà 
ñóêöèí³ë-ÊîÀ çà äîïîìîãîþ ôåðìåíòó ALA-
ñèíòàçè. Öåé Ñ4-øëÿõ îïèñàíî â ðîáîò³ (Kres-
ge et al, 2006) òà òðèâàëèé ÷àñ ââàæàâñÿ ºäè-
íèì ñïîñîáîì ñèíòåçó ALA ó âñ³õ îðãàí³çìàõ. 
Íàðàç³ â³äîìî, ùî Ñ4-øëÿõ ïðèñóòí³é ó òâà-
ðèí, ãðèá³â ³ äåÿêèõ áàêòåð³é (Rhizobium, Bru-
cella, Agrobacterium, Bradyrhizobium, Caulobacter, 
Rickettsia) (Dailey et al, 2017). Ó êë³òèíàõ åó-
êàð³îò ALA ñèíòåçóºòüñÿ â ì³òîõîíäð³àëüíîìó 
ìàòðèêñ³ ³ òðàíñïîðòóºòüñÿ â öèòîçîëü äëÿ ïî-
äàëüøèõ ïåðåòâîðåíü.

Åâîëþö³éíî ïî÷àòêîâèì, õî÷à ³ â³äêðèòèì 
ï³çí³øå, º Ñ5-øëÿõ ñèíòåçó ALA ç ãëóòàì³íî-
âî¿ êèñëîòè (çâ’ÿçàíî¿ ç tRNA) ôåðìåíòàìè –
ãëóòàì³ë-tRNA ðåäóêòàçîþ òà ãëóòàìàò-1-ñå-
ì³àëüäåã³ä 2,1-àì³íîìóòàçîþ. Öåé øëÿõ âïåð-
øå áóâ îïèñàíèé â ñ³ì’ÿäîëÿõ îã³ðêà (Beale 
and Castelfranco, 1973) ³ ñàìå òàê ALA ñèí-
òåçóºòüñÿ â êë³òèíàõ àðõåé, ðîñëèí òà á³ëü-
øîñò³ áàêòåð³é. Â êë³òèíàõ ðîñëèí ñèíòåç 
ïðîõîäèòü â õëîðîïëàñòàõ. Äâ³ ìîëåêóëè ALA 
çà ó÷àñò³ ôåðìåíòó ïîðôîá³ë³íîãåí ñèíòàçè 

àñèìåòðè÷íî êîíäåíñóþòüñÿ ³ óòâîðþþòü ïîð-
ôîá³ë³íîãåí (PBG). Íàñòóïíèé ôåðìåíò – ã³äðî-
êñèìåòèëá³ëàí ñèíòàçà (òàêîæ, ïîðôîá³ë³íîãåí 
äåàì³íàçà) – äåàì³íóº ìîëåêóëè PBG ³ ç’ºä-
íóº ¿õ â ëàíöþã, óòâîðþþ÷è ë³í³éíèé òå-
òðàï³ðîë ã³äðîêñèìåòèëá³ëàí (GMB). Äàë³ çà 
äîïîìîãîþ óðîïîðô³ðèíîãåí ñèíòàçè GMB 
ïåðåòâîðþºòüñÿ â óðîïîðô³ðèíîãåí (UPG) ²²².
Çà â³äñóòíîñò³ ôåðìåíòà ìîæå ñïîíòàííî óòâî-
ðèòèñü ³çîìåð – óðîïîðô³ðèíîãåí ². Òðè åòàïè 
ïåðåòâîðåííÿ àì³íîëåâóëåíîâî¿ êèñëîòè äî 
UPG ²²² º êîíñåðâàòèâíèìè ³ îäíàêîâèìè äëÿ 
âñ³õ òåòðàï³ðîë³â ³ ó âñ³õ îðãàí³çì³â.

Ï îäàëüøå ïåðåòâîðåííÿ UPG ²²² äî ãåìó 
(ðèñ. 2) ìîæå â³äáóâàòèñÿ ê³ëüêîìà øëÿõàìè 
(Dailey et al, 2017; Layer, 2021). Íàéá³ëüø äîñë³-
äæåíèì º øëÿõ ïåðåòâîðåííÿ ÷åðåç ïðîòîïîð-
ô³ðèí. Â³í ñêëàäàºòüñÿ ç ÷îòèðüîõ åíçèìàòè÷-
íèõ ðåàêö³é. Ñïî÷àòêó UPG ²²² äåêàðáîêñèëàçà 
ìîäèô³êóº àöåòàòí³ á³÷í³ ëàíöþãè, çàëèøàþ÷è 
ìåòèëüí³ ãðóïè ³ óòâîðþþ÷è êîïðîïîðô³ðè-
íîãåí (CPG) ²²². Äàë³, â³äáóâàºòüñÿ äåêàðáî-
êñèëóâàííÿ ïðîï³îíàòíèõ ëàíöþã³â â äâîõ ï³-
ðîëüíèõ ê³ëüöÿõ (À ³ Â) äî â³í³ëüíèõ ãðóï ³ 
óòâîðåííÿ ïðîòîïîðô³ðèíîãåíó ²Õ (PPG). Öå 
ïåðåòâîðåííÿ ìîæå êàòàë³çóâàòè äâà ôåðìåí-
òè – îêñèãåíçàëåæíà CPG ²²² äåêàðáîêñèëàçà 
(ó åóêàð³îò òà ê³ëüêîõ ãðàì-íåãàòèâíèõ áàêòå-
ð³é) òà îêñèãåííåçàëåæíà CPG ²²² äåã³äðîãåíà-
çà (âèêëþ÷íî ó áàêòåð³é). Íàñòóïíèé êðîê –
îêèñíåííÿ PPG ²Õ äî ïðîòîïîðô³ðèíó ²Õ – 
òàêîæ ó ð³çíèõ îðãàí³çì³â êàòàë³çóþòü ð³çí³ 
ôåðìåíòè: îêñèãåíçàëåæíà PPG ²Õ îêñèäàçàó 
åóêàð³îò òà äåÿêèõ ãðàì-íåãàòèâíèõ áàêòåð³é 
³ îêñèãåííåçàëåæíà PPG ²Õ äåã³äðîãåíàçà ó 
á³ëüøîñò³ áàêòåð³é. Íàñàìê³íåöü, ïðîòîïîð-
ô³ðèí ²Õ ôåðîõåëàòàçà âáóäîâóº â ìàêðîöèêë 
Fe2+ óòâîðþþ÷è ãåì. 

Äðóãèé øëÿõ ïåðåòâîðåííÿ UPG ²²² â ãåì
ðîçïî÷èíàºòüñÿ ç ³äåíòè÷íî¿ ðåàêö³¿ äåêàðáîê-
ñèëóâàííÿ òà óòâîðåííÿ CPG ²²² ³ êàòàë³çóºòüñÿ 
òèì æå ôåðìåíòîì. Äàë³, íàïî÷àòêó CPG ²²² 
îêñèäàçà îêèñëþº CPG ²²² äî êîïðîïîðô³-
ðèíó ²²², ïîò³ì ôåðîõåëàòàçà âáóäîâóº Fe2+ â 
ìàêðîöèêë êîïðîïîðô³ðèíó ²²², óòâîðþþ÷è êî-
ïðîãåì, ³ âæå ï³ñëÿ öüîãî êîïðîãåì äåêàð-
áîêñèëàçà äåêàðáîêñèëþº ïðîï³îíàòí³ ëàíöþ-
ãè ó À ³ Â öèêë³â äî â³í³ëüíèõ ãðóï. Òàêèé 
ìåõàí³çì ïðèòàìàííèé, â îñíîâíîìó, ãðàì-
ïîçèòèâíèì áàêòåð³ÿì, çà ê³ëüêîìà âèêëþ÷åí-
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Pèc. 1. Ñõåìà ñèíòåçó ìîëåêóëè óðîïîðô³ðèíîãåíó ²²²
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Ðèñ. 2. Ñõåìà ñèíòåçó ìîëåêóëè ãåìà êàíîí³÷íèì ïðîòîïîðô³ðèí-çàëåæíèì ³ íåêàíîí³÷íèì êîïðîïîðô³ðèí-
çàëåæíèì øëÿõàìè
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íÿìè, ³ íå çóñòð³÷àºòüñÿ ó åóêàð³îò, àðõåé òà 
ãðàì-íåãàòèâíèõ áàêòåð³é (Dailey et al, 2015).

Ïðîäóöåíòè â³ëüíîãî ãåìà òà ï³äâèùåííÿ 
ñåêðåòîðíîãî âèðîáíèöòâà ãåìó

Ìîäèô³êàö³ÿ ìåòàáîë³÷íèõ øëÿõ³â Escherichia 
coli. Îñê³ëüêè ALA º êëþ÷îâèì ïîïåðåäíèêîì 
â ìåòàáîë³çì³ ãåìó, âàæëèâî âèçíà÷èòè îï-
òèìàëüíèé øëÿõ ¿¿ ñèíòåçó. ßê ïðàâèëî, äëÿ 
ï³äâèùåíîãî íàêîïè÷åííÿ ALA â êë³òèíàõ E. 
coli îáèðàºòüñÿ Ñ4-øëÿõ (Kwon et al, 2009; Lee 
et al, 2013; Pranawidjaja et al, 2015). Êîíöåí-
òðàö³ÿ ALA (7,3 ã/ë) áóëà îòðèìàíà çà êóëüòè-
âóâàííÿ ç äîäàâàííÿì â ïîæèâíå ñåðåäîâèùå 
ãë³öèíó òà áóðøòèíîâî¿ êèñëîòè. Áåç äîäàâàí-
íÿ öèõ ðå÷îâèí òèòð ALA çíà÷íî çìåíøóâàâñÿ 
(Chung et al, 2005; Lin et al, 2009). Á³îñèíòåç 
ALA Ñ5-øëÿõîì íà ñåðåäîâèù³ áåç äîäàâàííÿ 
ïîïåðåäíèê³â âèÿâèâñÿ á³ëüøå åôåêòèâíèì. 
Ìîäèô³êîâàíèé øòàì E. coli C4, ç ïëàçì³äîþ 
pRSF-C4 ³ êîäîí-îïòèì³çîâàíèì ãåíîìîì ALA 
ñèíòàçè ç R. sphaeroides (hemARsp) òà ãåíàìè 
ïàíòîòåíàòê³íàçè (coaA) òà ìàëàòäåã³äðîãåíà-
çè (maeB) ç E. coli ïðîäóêóâàâ ìàéæå â 5 ðàç³â 
ìåíøå ALA í³æ øòàì E. coli Ñ5, ç ïëàçì³-
äîþ pRSF-C5 ³ ãåíàìè ãëóòàì³ë-òÐÍÊ ñèíòàçè 
(gltX), ãëóòàì³ë-òÐÍÊ ðåäóêòàçè (hemA) òà ãëó-
òàìàò-1-ñåì³àëüäåã³ä 2,1-àì³íîìóòàçè (hemL) – 
0,31 ã/ë òà 1,74 ã/ë, â³äïîâ³äíî.

Íàñòóïíå ïåðåòâîðåííÿ ALA äî ãåìó â êë³-
òèíàõ E. ñoli â³äáóâàºòüñÿ êàíîí³÷íèì øëÿõîì 
÷åðåç ïðîòîïîðô³ðèí ³ íàë³÷óº ñ³ì ïîñë³äîâíèõ 
ðåàêö³é. Íàäåêñïðåñ³ÿ îäíî÷àñíî âñ³õ ñåìè ãå-
í³â äàëà íàéá³ëüøå íààêîïè÷åííÿ ãåìó (Zhao 
et al, 2018). Â³äáóâàëîñü êëîíóâàííÿ ãåí³â ôåð-
ìåíò³â â ê³ëüêà ïëàçì³ä ç ñóì³ñíèìè òî÷êà-
ìè ïî÷àòêó ðåïë³êàö³¿ òà ð³çíèìè ñåëåêòèâíè-
ìè ìàðêåðàìè. Âèêîðèñòîâóâàëè äâ³ ïëàçì³äè: 
ïëàçì³äà pRSF-hemBCD, ç ãåíàìè ôåðìåíò³â 
PBG ñèíòàçè, PBG äåàì³íàçè òà UPG ñèíòàçè 
³ ïëàçì³äà pET-hemEFGH, ç ãåíàìè ôåðìåíò³â 
UPG äåêàðáîêñèëàçè, CPG îêñèäàçè, PPG îê-
ñèäàçè òà ôåðîõåëàòàçè.

Íå ëèøå íàäåêñïðåñ³ÿ, àëå ³ íîêàóò äåÿ-
êèõ ãåí³â âèÿâèâñÿ åôåêòèâíèì ï³äõîäîì äî
çá³ëüøåííÿ á³îñèíòåçó ãåìó. Ôåðìåíò ëàêòàò-
äåã³äðîãåíàçà êîíâåðòóº ï³ðóâàò â ëàêòàò, à 
ôåðìåíò ôîñôàòàöåòèëòðàíñôåðàçà â³äïîâ³äàº 
çà ïåðåòâîðåííÿ àöåòèë-ÊîÀ â àöåòàò. Íîêàóò 

ãåí³â öèõ ôåðìåíò³â â³äñ³êàº àëüòåðíàòèâí³ 
ìåòàáîë³÷í³ øëÿõè ³ ï³äâèùóº ð³âåíü ñèíòåçó 
ãëóòàìàòó ³, ÿê íàñë³äîê, ãåìó. Êð³ì òîãî, ãåí 
yfeX êîäóº ôåðìåíò, ïîâ’ÿçàíèé ç äåãðàäàö³ºþ 
ãåìó ³ éîãî íîêàóò òàêîæ ïîçèòèâíî âïëèâàº íà 
íàêîïè÷åííÿ ãåìó (Zhao et al, 2018).

Ìîäèô³êàö³ÿ ñêëàäó ïîæèâíîãî ñåðåäîâèùà 
çíà÷íèì ÷èíîì âïëèâàº íà ïðîäóêòèâí³ñòü 
øòàìó-ïðîäóöåíòó. Äëÿ á³îñèíòåçó ãåìó âàæ-
ëèâèìè º íàÿâí³ñòü äîñòàòíüî¿ ê³ëüêîñò³ çà-
ë³çà òà ëåãêîäîñòóïíîãî äæåðåëà í³òðîãåíó. 
Äîäàâàííÿ FeSO4 òà (NH4)2SO4 â ñåðåäîâèùå 
äîçâîëèëî çá³ëüøèòè ïðîäóêö³þ ãåìó ìàéæå â 
7 ðàç³â, ç 15,1 ìã/ë äî 103,9 ìã/ë, à äîäàâàííÿ 
ãëóòàìàòó íàòð³þ çàì³ñòü (NH4)2SO4 çá³ëüøèëî 
íàêîïè÷åííÿ äî 225,9 ìã/ë (Zhao et al, 2018).

Çá³ëüøåííÿ êîíöåíòðàö³¿ â³ëüíîãî ãåìó â
êë³òèíè çá³ëüøóº ³ â³äñîòîê ãåìó, ùî ñåêðå-
òóºòüñÿ â ïîçàêë³òèííå ñåðåäîâèùå. Çà ôåð-
ìåíòàö³¿ ç ïåð³îäè÷íèì ï³äæèâëåííÿì ñåêðå-
òóâàëèñü íàçîâí³ 7,9 % ãåìó ç 15,1 ìã/ë; çà ôåð-
ìåíòàö³¿ â ñåðåäîâèù³ ç FeSO4 òà (NH4)2SO4 –
51,0 % ç 103,9 ìã/ë; çà ôåðìåíòàö³¿ ç äîäàâàí-
íÿì ãëóòàìàòó íàòð³þ – 58,4 % (132,0 ìã/ë ç 
225,9 ìã/ë) (Zhao et al, 2018). Ï³äâèùåíà êîí-
öåíòðàö³ÿ ãåìó â êë³òèí³ âèêëèêàº òîêñè÷íèé 
åôåêò, ÿêèé ìîæíà çìåíøèòè âäîñêîíàëåííÿì 
ìåõàí³çì³â òðàíñïîðòó ³ ñåêðåö³¿. Äëÿ öüîãî 
ãåíè á³ëê³â-òðàíñïîðòåð³â ccmABC êëîíóâàëè 
â íèçüêîêîï³éíó ïëàçì³äó pACYC-ccmABC. 
ßê ðåçóëüòàò, âäàëîñÿ îòðèìàòè ìàêñèìàëüíå 
íàêîïè÷åííÿ ãåìó çà ïåð³îäè÷íîãî êóëüòèâó-
âàííÿ ç äîäàâàííÿì FeSO4 òà ãëóòàìàòó íàò-
ð³þ â ê³ëüêîñò³ 239,2 ìã/ë, ç ÿêèõ 151,4 ìã/ë 
(63,3 %) ñåêðåòîðíî (Zhao et al, 2018).

Ìîäèô³êàö³ÿ ìåòàáîë³÷íèõ øëÿõ³â 
Corynebacterium glutamicum 

C. glutamicum â³äîìèé ì³êðîîðãàí³çì, ÿêèé
äîñèòü åôåêòèâíî âèêîðèñòîâóþòü â á³îòåõíî-
ëîã³÷íîìó âèðîáíèöòâ³ àì³íîêèñëîò ³ ïðèâàá-
ëèâèé îá’ºêò äëÿ ðîçðîáêè òåõíîëîã³é ðåêîì-
á³íàíòíèõ á³ëê³â. Äëÿ çá³ëüøåííÿ ïðîäóêö³¿ 
ãëóòàì³íîâî¿ òà àì³íîëåâóëåíîâî¿ êèñëîòè áó-
ëî ðåàë³çîâàíî äåê³ëüêà ñõåì. Çà ðåçóëüòàòàìè 
òåðìîäèíàì³÷íîãî àíàë³çó (Seok et al, 2019) 
ïîêàçàíî, ùî Ñ4-øëÿõ ñèíòåçó ALA òà ðåàê-
ö³ÿ â³äíîâëåííÿ ãëóòàì³ë-òÐÍÊ äî ãëóòàìàò-
1-ñåì³àëüäåã³äó â Ñ5-øëÿõó º åíåðãåòè÷íî çà-
òðàòíèìè ³ íåâèã³äíèìè. Áóëî ñêîíñòðóéîâàíî 
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òðè øòàìà ç íàäåêñïðåñ³ºþ ãåí³â Ñ4- òà Ñ5-
øëÿõ³â, à òàêîæ îáîõ øëÿõ³â îäíî÷àñíî. Øòàì, 
ÿêèé ñèíòåçóâàâ ALA äâîìà ìåòàáîë³÷íèìè 
øëÿõàìè îäíî÷àñíî ïðîäóêóâàâ ãåì â á³ëü-
øîìó îá’ºì³ (22,95 ìã/ë) í³æ ³íø³ äâà øòà-
ìà îêðåìî Ñ4- àáî Ñ5-øëÿõàìè (10,74 ìã/ë ³ 
18,11 ìã/ìë), â³äïîâ³äíî (Ko et al, 2021). Íà 
â³äì³íó â³ä E. coli, ãðàìïîçèòèâíà C. glutamicum 
ñèíòåçóâàâ ãåì íåêàíîí³÷íèì øëÿõîì, ÷åðåç 
êîïðîãåì. Äëÿ äîñÿãíåííÿ ï³äâèùåíîãî íàêîïè-
÷åííÿ ãåìó áóëî êëîíîâàíî ñàìå ãåíè ôåðìåí-
ò³â êîïðîãåì-çàëåæíîãî ìåòàáîë³÷íîãî øëÿõó.

Ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ ñèíòåçó ãåìó ìàëè øòà-
ìè ç äîäàòêîâèìè êîï³ÿìè ãåí³â ôåðìåíò³â 
òðüîõ ðåàêö³é íåêàíîí³÷íîãî øëÿõó, ÷åðåç êî-
ïðîãåì – HemY (CPG ²²² îêñèäàçà), HemH
(ôåðîõåëàòàçà) òà HemQ (êîïðîãåì äåêàðáîê-
ñèëàçà). Íàäåêñïðåñ³ÿ ãåí³â CPG îêñèäàçè, 
ÿêà ïðîäóêóº H2O2, òà êîïðîïîðô³ðèí ôå-
ðîõåëàòàçè, ùî àêòèâíî âèêîðèñòîâóº çàë³çî, 
íåãàòèâíî âïëèíóëà íà øâèäê³ñòü ðîñòó á³î-
ìàñè ³ ïðîäóêóâàííÿ ãåìó. Àíàë³ç øòàìó ç íàä-
åêñïðåñ³ºþ ãåíó ôåðîõåëàòàçè ïîêàçàâ ñóòòºâå 
çìåíøåííÿ ð³âí³â mRNA âñ³õ ãåí³â çàä³ÿíèõ â 
á³îñèíòåç³ ãåìó (êð³ì ôåðîõåëàòàçè, ð³âåíü ÿêî¿ 
íàâïàêè çá³ëüøèâñÿ â 200-ðàç³â) òà çá³ëüøåí-
íÿ ð³âíÿ mRNA ãåí³â äåÿêèõ á³ëê³â, çàä³ÿíèõ â 
äèõàëüíîìó ëàíöþãó òà ìåòàáîë³çì³ çàë³çà (Ko 
et al, 2021).

Á³ëîê-ðåïðåñîð äèôòåð³éíîãî òîêñèíó (DTXR)
çàë³çî-çâ’ÿçóþ÷èé ðåïðåñîð ãåí³â äèôòåð³éíî-
ãî òîêñèíó ìîæå âèñòóïàòè òàêîæ ÿê çàãàëü-
íèé ðåãóëÿòîð ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ãåí³â (Ko et al, 
2018). Éîãî íàäåêñïðåñ³ÿ â ïîïåðåäíüî çãàäà-
íèõ øòàìàõ äîçâîëèëà â³äíîâèòè øâèäê³ñòü 
ðîñòó á³îìàñè òà ïîë³ïøèëà çàãàëüíèé ð³âåíü 
ïðîäóêö³¿ ãåìó. Ïîì³÷åíî íàêîïè÷åííÿ óðî-
ïîðô³ðèíîãåíó ²²², ùî ìîæå ñâ³ä÷èòè ùîäî 
ë³ì³òóþ÷ó ðåàêö³þ éîãî äåêàðáîêñèëóâàííÿ. 
Çíÿòè öå îáìåæåííÿ ìîæíà äîäàòêîâîþ êîï³-
ºþ ãåíó hemE.

Âèâ÷åíî âïëèâ á³ëê³â-òðàíñïîðòåð³â íà ð³-
âåíü ñåêðåö³¿ ãåìó. Â øòàìàõ ç äîäàòêîâèìè 
êîï³ÿìè ãåí³â HrtA òà HrtB (ãåì-ðåãóëüîâàí³ 
òðàíñïîðòåðè) íå ò³ëüêè çð³ñ â³òñîòîê ñåêðå-
òîâàíîãî ãåìó, àëå é éîãî çàãàëüíå íàêîïè-
÷åííÿ. Õî÷à øòàì ç íàäåêñïðåñ³ºþ ãåíó ccsÀ 
(åêñïîðòåð öèòîõðîìó Ñ) ìàâ á³ëüøèé â³äñî-
òîê ñåêðåö³¿, àëå çàãàëüíà ê³ëüê³ñòü ãåìó áóëà 
çíèæåíà (Ko et al, 2021). 

Äåÿê³ òðàíñìåìáðàíí³ á³ëêè çäàòí³ çâ’ÿçó-
âàòè ãåì, çìåíøóþ÷è òàêèì ÷èíîì éîãî 
ê³ëüê³ñòü â ñåðåäîâèù³. Íîêàóò ãåí³â òàêèõ 
á³ëê³â ìàâ ïîçèòèâíèé åôåêò íà ñåêðåö³þ 
ãåìó. Òðè ãåíè, HrrS, HtaA òà HmuT, ÿê³ êî-
äóþòü ìåìáðàíí³ ÀÂÑ-òðàíñïîðòåðè, áóëî íî-
êàóòîâàíî øëÿõîì âíåñåííÿ íîíñåíñ ìóòàö³é 
ñèñòåìîþ CRISPR-Cas12a. Â³äîìî, ùî ãåì 
ìîæå çâ’ÿçóâàòèñü ç çàëèøêàìè æèðíèõ êèñ-
ëîò ìåìáðàíè. Äëÿ çìåíøåííÿ öüîãî åôåêòó 
êë³òèíè áóëî îáðîáëåíî åòàìáóòîëîì, ÿêèé 
çíèæóº ñèíòåç ì³êîëîâèõ æèðíèõ êèñëîò. Çà 
òàêèõ óìîâ ñïîñòåð³ãàëîñü çíèæåííÿ çàãàëü-
íî¿ ïðîäóêö³¿ ãåìó ³ øâèäêîñò³ ðîñòó áàêòåð³é. 
Øòàì C. glutamicum ç íàéâèùîþ ïðîäóêòèâ-
í³ñòþ ìàâ íîêàóòîâàí³ ãåíè HrrS, HtaA òà 
HmuT, à òàêîæ í³ñ äâ³ ïëàçì³äè – ïëàçì³äó 
pX2-ALSdtE (ç ãåíàìè ALA ñèíòàçè, ãëóòàì³ë-
tRNA ðåäóêòàçè, ãëóòàìàò-1-ñåì³àëüäåã³ä àì³-
íîòðàíñôåðàçè, óðîïîðô³ðèíîãåí ²²² äåêàðáîê-
ñèëàçè òà ðåïðåñîðà äèôòåð³éíîãî òîêñèíó) 
òà ïëàçì³äó pMTZ-YHQBA (ç ãåíàìè HemY, 
HemH, HemQ, HrtA òà HrtB). Çà êóëüòèâóâàííÿ 
ç ï³äæèâëåííÿì âïðîäîâæ 48 ãîäèí áóëî îò-
ðèìàíî 177,79 ìã/ë ãåìó, ç ÿêèõ 129,81 ìã/ë – 
ñåêðåòîðíî (73 %) (Ko et al, 2021).

Ì³êðîîðãàí³çìè E. coli òà C. glutamicum âè-
êîðèñòîâóþòü ÿê ìîäåëüí³ îðãàí³çìè äëÿ ñèí-
òåçó ðåêîìá³íàíòíîãî ãåìó. Îäíàê, ñòâîðåííÿ 
øòàì³â ïðîäóöåíò³â ãåìó ìîæëèâî ³ ç âèêî-
ðèñòàííÿì ³íøèõ áàêòåð³é. Òàê, Bacillus subtilis, 
òèïîâèé ìîäåëüíèé ì³êðîîðãàí³çì ó á³îòåõíî-
ëîã³÷íèõ äîñë³äæåííÿõ òà ïðîìèñëîâîìó âè-
ðîáíèöòâ³, áóâ âèêîðèñòàíèé äëÿ âäîñêîíà-
ëåííÿ ñèíòåçó ãåìó øëÿõîì ìåòàáîë³÷íî¿ ³íæå-
íåð³¿ â óìîâàõ ïåð³îäè÷íî¿ êóëüòèâàö³¿ (Yang et 
al, 2023). Øëÿõ á³îñèíòåçó ãåìà áóâ ñêîíñòðó-
éîâàíèé ÿê ÷îòèðè ìîäóë³: åíäîãåííèé øëÿõ 
Ñ5, ãåòåðîëîã³÷íèé øëÿõ Ñ4, øëÿõ ñèíòåçó óðî-
ïîðô³ðèíîãåíó III ³ ïîäàëüøèé ñèíòåç. Øòàì 
ïðîäóöåíò óòâîðþâàâ 248,26 ± 6,97 ìã/ë çàãàëü-
íîãî ãåìà ç 221,83 ± 4,71 ìã/ë ïîçàêë³òèííîãî 
ãåìó ï³ä ÷àñ ïåð³îäè÷íî¿ êóëüòèâàö³¿ â á³îðå-
àêòîð³ îá’ºìîì 10 ë.

Ïðîäóöåíòè ãåìîãëîá³í³â
íà îñíîâ³ êë³òèí äð³æäæ³â

Âèêîðèñòîâóþ÷è ìåòîäè ãåíåòè÷íî¿ ³íæåíå-
ð³¿ áóëî îòðèìàíî ïðîäóöåíòè ðåêîìá³íàíòíîãî 
ãåìîãëîá³íó ³ç âèêîðèñòàííÿì êë³òèí áàêòåð³é, 
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äð³æäæ³â òà ðîñëèí. Ïåðø³ ìîäåë³ áàê-
òåð³àëüíîãî ïðîäóöåíòà ãåìîãëîá³íó (�- òà �-
ñóáîäèíèöü) áóëî ñòâîðåíî íà îñíîâ³ êë³òèí 
E. coli (Shen et al, 1993). Áàêòåð³àëüí³ êë³òè-
íè ïðîìèñëîâîãî ïðîäóöåíòà ðåêîìá³íàíò-
íîãî ãåìîãëîá³íó ìàëè íèçêó íåäîë³ê³â – íå-
åôåêòèâí³ ìåõàí³çìè ç’ºäíàííÿ àïîôåðìåíòà 
ç ãåìîì, â³äñóòí³ñòü ìåõàí³çì³â ïðîöåñèíãó 
N-ê³íöÿ á³ëêó, îáìåæåíó äîñòóïí³ñòü ãåìó ³ 
íåîáõ³äí³ñòü äîäàòêîâî äîäàâàòè ãåì, ãåì³í 
àáî ALA äî êóëüòóðàëüíîãî ñåðåäîâèùà äëÿ 
ï³äâèùåííÿ íàêîïè÷åííÿ ãåìó. Äð³æäæ³, ìà-
þòü äîâãó ³ñòîð³þ ïðîìèñëîâîãî âèêîðèñ-
òàííÿ ³ º á³ëüø ïðèâàáëèâèìè ì³êðîîðãàí³ç-
ìàìè äëÿ âèðîáíèöòâà ñêëàäíèõ ðåêîìá³íàíò-
íèõ á³ëê³â, òàêèõ ÿê ãåìîãëîá³íè. Ìåõàí³çìè 
óòâîðåííÿ òà òðàíñïîðòó ãåìà â êë³òèíàõ äð³æ-
äæ³â ³äåíòè÷í³ äî ìåõàí³çì³â â êë³òèíàõ òâà-
ðèí, äå ñèíòåç â³äáóâàºòüñÿ ÷àñòêîâî â ì³òî-
õîíäð³àëüíîìó ìàòðèêñ³ òà ÷àñòêîâî â öèòîçîë³. 
Äëÿ îòðèìàííÿ ðåêîìá³íàíòíîãî ãåìîãëîá³íó 
â êë³òèíàõ äð³æäæ³â â³äñóòíÿ íåîáõ³äí³ñòü äî-
äàòêîâîãî ï³äæèâëåííÿ ãåì³íîì òà ALA. Â á³ëü-
øîñò³ âèïàäê³â äð³æäæ³ çàáåçïå÷óþòü ïðàâèëü-
íèé ôîëäèíã òà ïîñòòðàíñëÿö³éíó ìîäèô³êà-
ö³þ åóêàð³îòè÷íèõ á³ëê³â. ¯õ ãåíîì äîáðå äîñ-
ë³äæåíî, ðîçðîáëåíî òà êîìåðö³éíî äîñòóïíî 
ð³çíîìàí³òí³ ïëàçì³äè, ùî ïîëåãøóº ãåíåòè÷-
í³ ìîäèô³êàö³¿.

Ìîäèô³êàö³ÿ ìåòàáîë³÷íèõ øëÿõ³â
â äð³æäæàõ Saccharomyces cerevisiae

Ïðîäóöåíòè ëþäñüêîãî ãåìîãëîá³íó íà îñ-
íîâ³ S. cerevisiae ïî÷àëè ñòâîðþâàòè â ê³íö³ 
80-õ ðîê³â (Adachi et al, 1992; Coghlan et al, 1992). 
Äëÿ îäíî÷àñíîãî ñèíòåçó �- òà �-ñóáîäèíèöü 
ñòâîðåíî âåêòîð pGS389 íà îñíîâ³ 2� ïëàçì³äè 
äð³æäæ³â òà â³äîìî¿ ïëàçì³äè pBR322, ç ãåíà-
ìè �- òà �-ñóáîäèíèöü ï³ä êîíòðîëåì ã³áðèä-
íîãî ïðîìîòîðà pGGAP. Åêñïðåñ³þ îáîõ ãå-
í³â ³íäóêóâàëè äîäàâàííÿì ãàëàêòîçè, ï³ñëÿ 
ïîâíîãî âèêîðèñòàííÿ ãëþêîçè ñåðåäîâèùà. 
Íå çâàæàþ÷è íà â³äïîâ³äèé êîíòðîëü, äð³æäæ³ 
çìîãëè âèêîðèñòîâóâàòè âëàñíèé åíäîãåííèé 
ãåì äëÿ óñï³øíîãî ôîðìóâàííÿ ìîëåêóëè ãå-
ìîãëîá³íó â ê³ëüêîñò³ 3–5 % â³ä âñ³õ á³ëê³â êë³-
òèíè (Wagenbach et al, 1991). Ðåêîìá³íàíòíèé 
ãåìîãëîá³í äð³æäæ³â ñòðóêòóðíî ³äåíòè÷íèé äî
ãåìîãëîá³íó ëþäèíè, çáåð³ãàº ïîâí³ñòþ ñâî¿ 

ôóíêö³îíàëüí³ âëàñòèâîñò³ ³ ìàº â³äïîâ³äí³ ð³â-
í³ çâ’ÿçóâàííÿ ³ äèñîö³àö³¿ ç êèñíåì.

Ôåðìåíòè, ùî ïðèéìàþòü ó÷àñòü â ñèíòåç³ 
ãåìó äîáðå â³äîì³ ³ âèâ÷åíî, à ¿õ ãåíè âèçíà÷å-
íî. Àíàë³çóâàííÿ ê³íåòè÷íèõ ïîêàçíèê³â êîæ-
íî¿ ðåàêö³¿ äîçâîëèëî âèÿâèòè ïîêàçíèêè, ùî 
ïîòåíö³éíî ìîãëè áóòè ë³ì³òóþ÷èìè â ñèí-
òåç³ ãåìà. Âñòàíîâëåíî, ùî àêòèâí³ñòü ôåðìåí-
ò³â PBG ñèíòàçè, PBG äåàì³íàçè òà UPG äå-
êàðáîêñèëàçè in vivo áëèçüêà äî ¿õ ìàêñèìàëü-
íî¿ àêòèâíîñò³ in vitro (Hoffman et al, 2003).

Äëÿ âèçíà÷åííÿ âïëèâó íàäñïðåñ³¿ ïîòåí-
ö³éíî ë³ì³òóþ÷èõ ôåðìåíò³â áóëî âèêîðèñòà-
íî øòàìè S. cerevisiae S150-2B (äèêèé òèï) òà 
S. cerevisiae S150-2B hem4� (ç íîêàóòîâàíèì 
ãåíîì UPG ñèíòàçè, äëÿ íàêîïè÷åííÿ óðî-
ïîðô³ðèí³â), ÿê³ òðàíñôîðìóâàëè ïëàçì³äàìè 
pPBGS1, pPBGD1 òà Yep351-HEM12 (ç êëîíî-
âàíèìè ãåíàìè PBG ñèíòàçè, PBG äåàì³íàçè
òà UPG äåêàðáîêñèëàçè, â³äïîâ³äíî). Íàéá³ëü-
øå ïîðô³ðèí³â íàêîïè÷óâàëè øòàìè òðàíñôîð-
ìîâàí³ êîìá³íàö³ºþ ïëàçì³ä pPBGS1 òà pPBGD1.
Íà ñåðåäîâèù³ ç äîäàâàííÿì 250 ìã/ìë ALA 
êîíöåíòðàö³ÿ ïîðô³ðèí³â â öèõ êë³òèíàõ çá³ëü-
øóâàëàñü 20-êðàòíî â ïîð³âíÿíí³ ç íåòðàíñ-
ôîðìîâàíèìè (Hoffman et al, 2003).

Â ðîáîò³ (Liu et al, 2014) áóëî âñòàíîâëåíî, 
ùî íàäåêñïðåñ³ÿ ëèøå HEM3 (PBG äåàì³íà-
çè) îäíî÷àñíî ç îïòèì³çàö³ºþ åêñïðåñ³¿ �- òà 
�-ñóáîäèíèöü ïðèçâåëî äî íàéâèùîãî ð³âíÿ 
àêòèâíîãî ãåìîãëîá³íó (4 % â³ä âñ³õ ðîç÷èííèõ 
á³ëê³â êë³òèíè). Ð³âåíü àêòèâíîãî ãåìîãëîá³íó 
áóâ â 1,3 ðàçè á³ëüøå â ïîð³âíÿíí³ ç³ øòàìîì 
ç ëèøå îïòèì³çîâàíèìè ñóáîäèíèöÿìè. Øòà-
ìè-ïðîäóöåíòè ñòâîðèëè çà äîïîìîãîþ åêñ-
ïðåñóþ÷èõ ïëàçì³ä pIYC04 òà pSP-GM1. Ïî-
äàëüø³ ìîäèô³êàö³¿ äîçâîëèëè ï³äâèùèòè íà-
êîïè÷åííÿ ãåìîãëîá³íó. Ôàêòîð òðàíñêðèïö³¿ 
Rox1 ðåãóëþâàâ òðàíñêðèïö³þ ãåíà HEM13, à 
âèäàëåííÿ ãåíà ROX1 âèêëèêàëî çá³ëüøåííÿ 
âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ð³âíÿ ãåìà (Zhang et
al, 2017).

Ãåòåðîëîã³÷í³ á³ëêè àêòèâíî ðóéíóþòüñÿ â
êë³òèíàõ äð³æäæ³â, àëå äåëåö³ÿ íèçêè ãåí³â ïî-
â’ÿçàíèõ ç äåãðàäàö³ºþ á³ëê³â äîçâîëèëà ñïî-
â³ëüíèòè öåé ïðîöåñ. Áóëî âèð³çàíî ãåíè VPS10 
(êîäóº ðåöåïòîð äëÿ âàêóîëÿðíèõ ïðîòåàç), 
PEP4 (êîäóº ïðîòå¿íàçó À) òà HMX1 (êîäóº 
ãåìîêñèãåíàçó) (Ishchuk et al, 2021). Øòàì ç 
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Ñòâîðåííÿ ïðîäóöåíò³â ãåìó òà ãåìîãëîá³í³â íà îñíîâ³ ì³êðîîðãàí³çì³â 

òàêèìè äåëåö³ÿìè íàêîïè÷óâàâ ãåìîãëîá³í íà
ð³âí³ 8 % â³ä çàãàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ á³ëêà. Áóëî òà-
êîæ îòðèìàíî øòàì ç íàéâèùîþ ïðîäóêòèâ-
í³ñòþ ãåìîãëîá³íó (18 %), çàâäÿêè äîäàòêîâ³é 
íàäåêñïðåñ³¿ ãeíó AHSP (Alpha-Haemoglobin 
Stabilizing Protein).

Ìîäèô³êàö³ÿ ìåòàáîë³÷íèõ øëÿõ³â
â ìåòèëîòðîôíèõ äð³æäæàõ Pichia pastoris 

Ïðèâàáëèâîþ àëüòåðíàòèâîþ S. cerevisiae º
ìåòèëîòðîôí³ äð³æäæ³ P. pastoris, ïåðåâàæíî çàâ-
äÿêè ðîçâèíåí³é ñèñòåì³ âåçèêóëÿðíîãî òðàíñ-
ïîðòó ³ ñåêðåö³¿. P. pastoris ìàº âèñîê³ ïîêàç-
íèêè âíóòð³øíüîêë³òèííîãî âèðîáíèöòâà ðå-
êîìá³íàíòíèõ á³ëê³â ³ çäàòíà çä³éñíþâàòè âñ³ 
ïîñòòðàíñëÿö³éí³ ìîäèô³êàö³¿, íåâèáàãëèâà äî
óìîâ êóëüòèâóâàííÿ, ðîñòå íà íåäîðîãîìó ì³-
í³ìàëüíîìó ñåðåäîâèù³. Íà îñíîâ³ P. pastoris 
áóëî ñòâîðåííî ïðîäóöåíòè ëåãåìîãëîá³íó ñî¿ 
(Shankar and Hoyt, 2018). 

Ëåãåìîãëîá³í íàëåæèòü äî ãðóïè ðîñëèííèõ 
ñèìá³îòè÷íèõ ãåìîãëîá³í³â, ÿê³ âïåðøå áóëè 
âèÿâëåí³ â êîðåíåâèõ áóëüáî÷êàõ ñî¿ ³ îñíîâíà 
ôóíêö³ÿ ÿêèõ, ïîëÿãàº â ñòèìóëÿö³¿ çàñâîºííÿ 
òà òðàíñïîðòóâàííÿ êèñíþ. Ëåãåìîãëîá³í ñêëà-
äàºòüñÿ ç ãåìîâî¿ ÷àñòèíè ³ îäíîãî ïîë³ïåïòè-
äó (ãëîá³íó), ïðè÷îìó ãåìîâèé êîìïîíåíò, íà
â³äì³íó â³ä àì³íîêèñëîòíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ ãëî-
á³íó, çàëèøàºòüñÿ ñòàëèì ³ íå çàëåæèòü â³ä 
âèäó áîáîâî¿ ðîñëèíè òà øòàìó áàêòåð³é 
(Singh and Varma, 2017). Îñòàíí³ì ÷àñîì ëå-
ãåìîãëîá³í ñî¿ ïðèâåðòàº óâàãó çàâäÿêè ó÷àñò³ 
ó øèðîêîìó ñïåêòð³ ïðîöåñ³â. Ëåãåìîãëîá³í º
êë³òèííèì òðàíñïîðòåðîì êèñíþ, çàáåçïå÷óº
á³îäîñòóïí³ñòü çàë³çà, ñëóãóº çàì³ííèêîì òâà-
ðèííèõ á³ëê³â ³ç çáåðåæåííÿì îðãàíîëåïòè÷-
íèõ âëàñòèâîñòåé ì’ÿñà. Ëåãåìîãëîá³í âèêî-
ðèñòîâóþòü ÿê õàð÷îâèé áàðâíèê ³ àðîìàòè-
çàòîð (Ahmad et al, 2023).

Ãåí ëåãåìîãëîá³íó ñî¿ Ñ2, ï³ä êîíòðîëåì 
ìåòàíîë-³íäóöèáåëüíîãî ïðîìîòîðà AOX1 òà
äîäàòêîâèõ êîï³é âëàñíèõ âîñüìè ãåí³â ôåð-
ìåíò³â, çàä³ÿíèõ â ñèíòåç³ ãåìó, òàêîæ ï³ä 
êîíòðîëåì AOX1, áóëî ³íòåãðîâàíî â ãåíîì 
P. pastoris Bg11 çà äîïîìîãîþ ïëàçì³ä pGAZ 
òà pGAN (Shankar and Hoyt, 2018).

Íàäåêñïðåñ³ÿ ëèøå îäíîãî ãåíà HEM3 äëÿ 
S. cerevisiae âèãëÿäàº åôåêòèâíîþ ñòðàòåã³ºþ 
äëÿ ï³äâèùåííÿ ïðîäóêö³¿ ãåìîâì³ñíèõ á³ëê³â, 
àëå äëÿ P. pastoris öåé ï³äõ³ä ðåçóëüòàò³â íå äàâ. 

Çà ³íäèâ³äóàëüíî¿ íàäåêñïðåñ³¿ âîñüìè ãåí³â 
ôåðìåíò³â, çàä³ÿíèõ â ñèíòåç³ ãåìó, ïðîäóêö³ÿ 
ðåêîìá³íàíòíîãî ëåãåìîãëîá³íó çðîñòàëà (Shao 
et al, 2022). Íàéá³ëüøà êîíöåíòðàö³ÿ ëåãåìî-
ãëîá³íó çàô³êñîâàíà äëÿ øòàìó ç êîï³ºþ HEM1, 
ùî ñâ³ä÷èòü ïðî ð³çí³ ìåõàí³çìè ðåãóëÿö³¿ öüî-
ãî ìåòàáîë³÷íîãî øëÿõó ó S. cerevisiae òà P. pa-
storis. Ñóòòºâå ï³äâèùåííÿ ñèíòåçó ëåãåìîãëî-
á³íó áóëî äîñÿãíóòî îäíî÷àñíîþ íàäåêñïðåñ³-
ºþ âñ³õ âîñüìè ãåí³â (ï³ä êîíòðîëåì pAOX1), 
³íòåãðîâàíèõ â ãåíîì çà äîïîìîãîþ ïëàçì³äè 
pAO815. Ãåí ëåãåìîãëîá³íó ñî¿ â öüîìó âèïàä-
êó áóâ ³íòåãðîâàíèé â ãåíîì áàãàòîêîï³éíî, ï³ä 
çì³øàíèì êîíòðîëåì ³íäóöèáåëüíîãî (pAOX1) 
òà êîíñòèòóòèâíîãî (pTEF1) ïðîìîòîð³â. Áàãà-
òîêîï³éí³ñòü áóëî äîñÿãíóòî çà ðàõóíîê ê³ëü-
êîõ ñåð³é ïîñò-òðàíñôîðìàö³éíî¿ àìïë³ô³êàö³¿ 
âåêòîðà (PTVA) (Shao et al, 2022). Â ðåçóëüòàò³, 
çà êóëüòèâóâàííÿ ç ïåð³îäè÷íèì ï³äæèâëåííÿì 
áóëî äîñÿãíóòî ïðîäóêòèâí³ñòü øòàìó 3,5 ã/ë.

Âèêîðèñòîâóâàëè òàêîæ ³ áåçïå÷í³ äëÿ õàð-
÷îâèõ ïðîäóêò³â äð³æäæ³ (safe-food yeast) Kluy-
veromyces marxianus ÿê ïðîäóöåíò ëåãåìîãëî-
á³íó. Ìîäóë³ ñèíòåçó ãåìó, ÿê³ ì³ñòèëè äî 8 
ãåí³â ïîïåðåäíèê³â ãåìó òà ïîäàëüøîãî ñèí-
òåçó, áóëî ïåðåíåñåíî ó äð³æäæ³ ç âèêîðèñòàí-
íÿì äð³æäæîâî¿ øòó÷íî¿ õðîìîñîìè, à ãåíè, 
ùî ³íã³áóâàëè ñèíòåç ëåãåìîãëîá³íó áóëî âè-
äàëåíî (Tian et al, 2024). Øëÿõîì ãåííî-³íæå-
íåðíèõ ìàí³ïóëÿö³é òà ìîäèô³êàö³¿ óìîâ êóëü-
òèâóâàííÿ (îïòèì³çàö³ÿ âì³ñòó ãëþêîçè ó ñå-
ðåäîâèù³, ãë³öèíó òà FeSO4·7H2O) ñêîíñòðó-
éîâàíèé øòàì íàêîïè÷óâàâ 6,32 ìã/ë ãåìó ó 
á³îðåàêòîð³ îá’ºìîì 5 ë, à âíóòð³øíüîêë³òèí-
íèé òèòð ëåãåìîãëîá³íó ñòàíîâèâ 7,27 ã/ë.

Ì³êðîîðãàí³çìè-ïðîäóöåíòè
òà îñîáëèâîñò³ ñèíòåçó ãåìó

Ãåì, ÿê îñíîâíèé ñòðóêòóðíèé åëåìåíò ãå-
ìîïðîòå¿í³â, â³ä³ãðàº âàæëèâó ðîëü ó ïðîêà-
ð³îòè÷íèõ òà åóêàð³îòè÷íèõ êë³òèíàõ, ùî º
ï³ä´ðóíòÿì äëÿ ñòâîðåííÿ ãåíåòè÷íèõ êîíñò-
ðóêö³é íà îñíîâ³ ì³êðîîðãàí³çì³â äëÿ ñèíòåçó 
öüîãî êîôàêòîðó. Äëÿ ñòâîðåííÿ ïðîäóöåíò³â 
âèêîðèñòîâóþòü ÿê ïðîêàð³îòè÷í³, òàê ³ åóêà-
ð³îòè÷í³ îðãàí³çìè (ðèñ. 3). 

Äëÿ ï³äâèùåííÿ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî ð³â-
íÿ ãåìó ç ìåòîþ ñèíòåçó éîãî ïîõ³äíèõ òà
ãåìîïðîòå¿í³â ó ì³êðîîðãàí³çìàõ âèêîðèñòîâó-
þòü ð³çí³ ìåòîäè ³ ï³äõîäè, çîêðåìà ñèñòåìíó 
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Ðèñ. 3. Ãåíè òà ãåíåòè÷í³ êîíñòðóêö³¿ øòàì³â-ïðîäóöåíò³â ãåìó òà ãåìîãëîá³í³â: à. E. coli (Choi et al, 2022; Zhao 
et al, 2018), b. C. glutamicum (Ko et al, 2021), c. S. cerevisiae (Ishchuk et al, 2021), d. P. pastoris (Shao et al, 2022)
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ìåòàáîëîìíó ³íæåíåð³þ, ìîäåëþâàííÿ ìåòàáî-
ë³çìó íà ð³âí³ ãåíîìó òà ðåêîíñòðóêö³þ ìåòà-
áîë³÷íèõ øëÿõ³â. Â³äîìî äâ³ ñòðàòåã³¿ ñòâîðåí-
íÿ øòàì³â ïðîäóöåíò³â: ïåðøà ïåðåäáà÷àº ìà-
í³ïóëÿö³¿ ç ãåíàìè ñèíòåçó ãåìó, à äðóãà íà-
ïðàâëåíà íà âäîñêîíàëåííÿ ìåõàí³çì³â ðåãó-
ëÿö³¿ öüîãî ïðîöåñó. Ó ïåðøîìó âèïàäêó á³ëü-
ø³ñòü ìîäèô³êàö³é ïîâ’ÿçàíî ç àêóìóëÿö³ºþ 
àì³íîëåâóëåíîâî¿ êèñëîòè, ÿê êëþ÷îâîãî ïî-
ïåðåäíèêà ãåìó, øëÿõîì ïîñèëåííÿ îäíîãî ç
äâîõ ìîæëèâèõ øëÿõ³â ñèíòåçó. Óâàãó äîñë³ä-
íèêè çîñåðåäèëè íà C4-øëÿõó ñèíòåçó, îñê³ëü-
êè òàêèé øëÿõ êîðîòêèé ³ â³äíîñíî ïðîñòèé, 
à äæåðåëîì âóãëåöþ ñëóãóâàâ ãë³öåðîë. Íàðà-
ç³, E.coli ïðîäóêóâàâ íàéâèùèé òèòð àì³íîëå-
âóëåíîâî¿ êèñëîòè (30,7 ã/ë) ³ ì³ñòèâ ìîäèô³-
êîâàíèé âàð³àíò ALA ñèíòàçè Rhodopseudomo-
nas palustris (Pu et al, 2023). Ñòâîðåííÿ êîí-
ñòðóêö³é ç ìîäèô³êàö³ºþ Ñ5 øëÿõó ïîâ’ÿçàíî 
ç âèêîðèñòàííÿì ãëþêîçè ÿê äæåðåëà âóãëåöþ 
òà ìàí³ïóëÿö³é ç ôåðìåíòàìè ñèíòåçó àì³íîëå-
âóëåíîâî¿ êèñëîòè, òàêèìè ÿê ãëóòàì³ë-tRNA-
ñèíòåòàçà òà ãëóòàì³ë-tRNA-ðåäóêòàçà, ùî ïðè-
çâåëî äî çá³ëüøåííÿ òèòðó àì³íîëåâóëåíîâî¿
êèñëîòè äî 11,4 ã/ë (Luo et al, 2022). ²íø³ íà-
ïðÿìêè çá³ëüøåííÿ ð³âíÿ ãåìó ó êë³òèíàõ ïî-
â’ÿçàí³ ç âäîñêîíàëåííÿì øëÿõ³â ìåìáðàííîãî 
òà òðàíñìåìáðàííîãî òðàíñïîðòó ãåìó (Yu et al, 
2024). Ñåðåä øëÿõ³â âäîñêîíàëåííÿ ìåõàí³çì³â 
ðåãóëÿö³¿ ñèíòåçó ãåìó ðîçð³çíÿþòü ³íã³áóâàí-
íÿ åêñïðåñ³¿ àáî âèäàëåííÿ ãåí³â, ùî êîäóþòü 
ãåì-çâ’ÿçóþ÷³ á³ëêè, íàäåêñïðåñ³þ åêñïîðòåð³â 
ãåìó òà çìåíøåííÿ íàêîïè÷åííÿ ïðîì³æíèõ 
ïðîäóêò³â ñèíòåçó (Zhao et al, 2018).

Îäíàê, íåçâàæàþ÷è íà ïåðñïåêòèâè âèêî-
ðèñòàííÿ ðåêîìá³íàíòíèõ øòàì³â, íàðàç³ ³ñíó-
þòü ïåâí³ óñêëàäíåííÿ ³ ïðîáëåìè, ÿê³ ïî-
òðåáóþòü âèð³øåííÿ àáî óäîñêîíàëåííÿ (Yu et 
al, 2024).

Âèñíîâêè

Ñòâîðåííÿ åôåêòèâíèõ ïðîäóöåíò³â ãåìó òà
ãåìîãëîá³íó ´ðóíòóºòüñÿ íà çì³í³ ãåíåòè÷íîãî 
ìàòåð³àëó ì³êðîîðãàí³çì³â. Êîæíà ç ïðåäñòàâ-
ëåíèõ ìîäåëåé ìàº ÿê ïåðåâàãè, òàê ³ íåäî-
ë³êè. Ñòâîðåííÿ ïðîäóöåíò³â íà îñíîâ³ ïðî-
êàð³îòè÷íèõ îðãàí³çì³â ïåðåäáà÷àº âèêîðèñ-
òàííÿ ïëàçì³äíèõ êîíñòðóêö³é äëÿ íàäåêñïðåñ³¿ 
ö³ëüîâèõ ãåí³â. Ç îäíîãî áîêó, öå îçíà÷àº ïðî-
ñòó ³ øâèäêó ïðîöåäóðó òðàíñôîðìàö³¿, ç ³í-

øîãî – íåîáõ³äí³ñòü äîäàâàòè ñåëåêòèâí³ àíòè-
á³îòèêè â ïîæèâíå ñåðåäîâèùå. Îñê³ëüêè âè-
êîðèñòîâóþòüñÿ îäíî÷àñíî ê³ëüêà ïëàçì³ä ç ñó-
ì³ñíèìè òî÷êàìè ïî÷àòêó ðåïë³êàö³¿, íåîáõ³ä-
íî äîäàâàòè äåê³ëüêà â³äïîâ³äíèõ àíòèá³îòèê³â. 
Â³ëüíèé ãåì, ùî íàêîïè÷óºòüñÿ â ñåðåäîâèù³ 
âèìàãàº ïîäàëüøî¿ î÷èñòêè. Çà âèêîðèñòàííÿ 
ïðîäóöåíò³â íà îñíîâ³ åóêàð³îòè÷íèõ îðãàí³ç-
ì³â ³ñíóº ìîæëèâ³ñòü ìîäèô³êóâàòè ¿õ ãåíîìíó 
DNA ³ ñòâîðèòè ñòàá³ëüí³ øòàìè, ùî íå âè-
ìàãàòèìóòü ñåëåêòèâíèõ êîìïîíåíò³â â êóëü-
òóðàëüíîìó ñåðåäîâèù³. Äëÿ P. pastoris ö³ëüî-
âà ³íòåãðàö³ÿ ãåí³â â ãåíîìíó DNA óñêëàäíåíà. 
Öå ïîâ’ÿçàíî ç òèì, ùî îñíîâíèì ìåõàí³çìîì 
ðåïàðàö³¿ ðîçðèâ³â ãåíîìíî¿ DNA º íåãîìî-
ëîã³÷íå ç’ºäíàííÿ ê³íö³â (non-homologous end-
joining – NHEJ), à ãîìîëîã³÷íà ðåêîìá³íàö³ÿ 
ïðèãí³÷åíà. Äëÿ ï³äâèùåííÿ ³íòåãðàö³¿ âèêî-
ðèñòîâóþòü øòàìè ç íîêàóòîâàíèì ãåíîì ku70 
(Naatsaari et al, 2012; Shao et al, 2022), ï³ñëÿ 
÷îãî ãåí â³äíîâëþþòü äëÿ ïîäàëüøîãî êóëü-
òèâóâàííÿ øòàìó. Çàâäÿêè äîì³íóþ÷îìó ìå-
õàí³çìó ãîìîëîã³÷íî¿ ðåêîìá³íàö³¿, ö³ëüîâà ³í-
òåãðàö³ÿ ãåí³â ó äð³æäæ³â S. cerevisiae á³ëüø 
åôåêòèâíà.

Àâòîðè ïðîàíàë³çóâàëè ³ ïðîâåëè ïîð³âíÿí-
íÿ ìåòîä³â òà ð³çíèõ ñòðàòåã³¿ îòðèìàííÿ ì³-
êðîîðãàí³çì³â-ïðîäóöåíò³â ãåìó, ëåãåìîãëîá³íó 
³ ãåìîãëîá³íó. äëÿ âèçíà÷åííÿ åôåêòèâíîãî, 
íà íàøó äóìêó, ìåòîäó ñòâîðåííÿ øòàì³â-
ïðîäóöåíò³â ðåêîìá³íàíòíîãî ãåìîãëîá³íó. Äëÿ 
ïîäàëüøîãî äîñë³äæåííÿ îáðàëè ÿê áàçîâèé 
øòàì-ïðîäóöåíò äð³æäæ³â S. cerevisiae ATCC-
18824. Êîäîí-îïòèì³çîâàíèé ãåí ñîºâîãî ëå-
ãåìîãëîá³íó LBC2 òà êîï³¿ ãåí³â ôåðìåíò³â, 
çàä³ÿíèõ â ñèíòåç³ ãåìó, HEM1, HEM2, HEM3, 
HEM4, HEM12, HEM13, HEM14, HEM15, ï³ä 
êîíòðîëåì ³íäóöèáåëüíîãî ïðîìîòîðà pGAL1, 
íåîáõ³äíî âñòàâèòè çà äîïîìîãîþ CRISPR-
Cas9. Ðîáî÷à ïëàçì³äà, ùî åêñïðåñóº Cas9 åí-
äîíóêëåàçó òà sgRNA ç³áðàíà ç åëåìåíò³â íà-
áîðó Mo-Clo YTK (Lee et al, 2015). Íåîáõ³äí³ 
ôóíêö³îíàëüí³ åëåìåíòè áóëè ñïî÷àòêó ç³áðà-
í³ â òðè ïðîì³æí³ êîíñòðóêö³¿: â ïåðø³é – 
ïîñë³äîâí³ñòü ïî÷àòêó ðåïë³êàö³¿ ç äð³æäæîâî¿ 
áàãàòîêîï³éíî¿ 2�-ïëàçì³äè òà ãåí ñò³éêîñò³ äî 
êàíàì³öèíó, äëÿ ñåëåêö³¿ â êë³òèíàõ äð³æäæ³â, 
à òàêîæ îð³äæèí òà ñåëåêòèâíèé ìàðêåð (ãåí 
ñò³éêîñò³ äî àìï³öèë³íó) äëÿ ñåëåêö³¿ â êë³òè-
íàõ E. coli; â äðóã³é – êîäóþ÷à ïîñë³äîâí³ñòü 
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Cas9 åíäîíóêëåàçè ï³ä êîíòðîëåì êîíñòèòóòèâ-
íîãî ïðîìîòîðà pPGK1 òà òåðì³íàòîðà tPGK1;
â òðåò³é – åëåìåíò äëÿ åêñïðåñ³¿ ºäèíî¿ çëè-
òî¿ sgRNA. Êîíñòðóêö³¿ ì³ñòèëè êîíåêòîðè, 
ÿê³ äîçâîëèëè îá’ºäíàòè âñ³ åëåìåíòè â îäíó 
ïëàçì³äó. Îñòàòî÷íà êîíñòðóêö³ÿ º ÷îâíèêî-
âèì áàãàòîêîï³éíèì âåêòîðîì äëÿ ðåäàãóâàí-
íÿ ãåíîìó äð³æäæ³â çà äîïîìîãîþ CRISPR-
Cas9, ³ ïîòðåáóº ïåðåä âèêîðèñòàííÿì ëèøå 
âñòàâêè â³äïîâ³äíî¿ ãàéäåðíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ â 
20 ïàð íóêëåîòèä³â.

Íà æàëü, ó âèïàäêó äð³æäæ³â, äîñ³ ùå íå
âñòàíîâëåíî âñ³ ë³ì³òóþ÷³ ôàêòîðè, ùî âïëè-
âàþòü íà ð³âåíü ñèíòåçó òà òðàíñïîðòó ãåìó ³ 
éîãî ïîïåðåäíèê³â (Yien and Perfetto, 2022). 
Ïîäàëüøà îïòèì³çàö³ÿ ìåòàáîë³çìó ïðîäóöåí-
ò³â íà ãåíåòè÷íîìó ð³âí³ òà óìîâ ¿õ êóëüòèâó-
âàííÿ íåîáõ³äíà äëÿ çá³ëüøåííÿ âèðîáíèöòâà 
ê³íöåâèõ ïðîäóêò³â ³ ðîçðîáëåííÿ â³äïîâ³äíî¿ 
ïðîìèñëîâî¿ òåõíîëîã³¿. 

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ñòàòòÿ íå 
ì³ñòèòü äîñë³äæåíü çà ó÷àñòþ ëþäåé àáî òâàðèí 
ó âèêîíàíí³ áóäü-ÿêîãî ç àâòîð³â 
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü ïðî â³ä-
ñóòí³ñòü êîíôë³êòó. 
Ô³íàíñóâàííÿ. Äîñë³äæåííÿ áóëî ïðîô³íàíñî-
âàíî ÍÀÍ Óêðà¿íè çà ðàõóíîê â³äîì÷î¿ òå-
ìàòèêè «Ñòâîðåííÿ ðåêîìá³íàíòíèõ ì³êðîá-
íèõ íàäïðîäóöåíò³â õàð÷îâèõ äîáàâîê ëåãå-
ìîãëîá³íó òà ðèáîôëàâ³íó». Äåðæàâíèé ðåºñò-
ðàö³éíèé íîìåð 0124U002606.

ELABORATION OF HEME
AND HEMOGLOBINS PRODUCERS
USING MICROORGANISMS

O.H. Pidkurhanna, L.B. Zelena, S.M. Shulha

Institute of Food Biotechnology and Genomics, the 
NAS of Ukraine, Kyiv, 04214, Ukraine
D.K. Zabolotny Institute of Microbiology and 
Virology, the NAS of Ukraine, Kyiv, 03143, Ukraine

E-mail: pidkurhanna@gmail.com, zelenalyubov@
hotmail.com, shulga5@i.ua

The production of hemoglobins using microorganisms is 
a current urgent problem which should be solved to meet 
the needs of medicine and food industry. One of the steps 
in obtaining this protein is its microbiological synthesis, 
using the predecessor – a heme. We analyzed the results 
of the studies in obtaining heme and heme-contain-
ing proteins from prokaryotic (Escherichia coli, Coryne-
bacterium glutamicum), and eukaryotic (Saccharomyces 

cerevisiae, Pichia pastoris) microorganisms. It was 
shown that the producers, created using E. coli and C. 
glutamicum, synthesized a free heme in the exogenous 
way, while yeast P. pastoris and S. cerevisiae were the 
most effective producers for the synthesis of both endo- 
and exogenously complex heme-containing proteins – 
hemoglobin and leghemoglobin. It was demonstrated 
that the elaboration of effective producers of heme and 
hemoglobin was based on changing the genetic material 
of microorganisms; the stages of heme synthesis and 
the points of possible modifications of this process 
were determined. The genetically modified models of 
yeast – producers of heme-containing proteins were 
characterized. Based on the summary of the analyzed 
data, it was determined that the most promising producers 
for further improvement and oversynthesis of heme-
containing proteins are yeast cells.
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