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 ❀ Полиамины присутствуют во всех живых клетках и регулируют широкий спектр биологических процессов. У дрожжей 

Saccharomyces cerevisiae полиаминоксидаза Fms1p превращает спермин в спермидин и 3-аминопропаналь, что необхо-

димо для синтеза пантотеновой кислоты и гипузинирования. В данной работе показано, что ортологи гена FMS1 дрожжей 

S. cerevisiae присутствуют у всех основных представителей подотдела Saccharomycotina, однако их копийность различна. 

У дрожжей Komagataella рhaffii (Pichia pastoris) идентифицированы два гена полиаминоксидаз (KpFMS1 и KpFMS2) 

и изучена регуляция активности их промоторов. 
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 ❀ Polyamines are present in all living cells and regulate a wide range of biological processes. In Saccharomyces cerevisiae 

the polyamine oxidase Fms1p converts spermine to spermidine and 3-aminopropionaldehyde, which is necessary for the 

synthesis of pantothenic acid and hypusination. This paper shows that S. cerevisiae FMS1 gene orthologs are present in 

all major representatives of the Saccharomycotina subdivision, but their copy numbers are different. In the Komagataella 

phaffii (Pichia pastoris) yeast, two polyamine oxidase genes (KpFMS1 and KpFMS2) were identified, and the regulation of 

their promoters activity was studied.

 ❀ Keywords: polyamine oxidases; methylotrophic yeast; Komagataella phaffii; Pichia pastoris.

ВВЕДЕНИЕ
Полиамины — группа алифатических поликатионов, 

которая обнаружена у прокариотических и эукариоти-

ческих организмов. У высших эукариот, в том числе 

и у грибов, наиболее часто встречаются путресцин, 

спермидин и спермин. Функции полиаминов опреде-

ляются их химической структурой. При физиологи-

ческих рН полиамины имеют положительный заряд 

и за счет электростатических и гидрофобных взаимо-

действий могут действовать как лиганды, связываясь 

с ДНК, РНК, белками, фосфолипидами и нуклеозидтри-

фосфатами [1, 2]. Предполагают, что полиамины могут 

участвовать в регуляции экспрессии генов как за счет 

изменения структуры ДНК и модуляции сигнальных 

путей, так и за счет связывания с транскрипционными 

факторами. Полиамины избыточны у всех живых орга-

низмов. Дефицит полиаминов приводит к прекращению 

роста клеток, однако их интенсивное накопление может 

быть цитотоксично, что свидетельствует о необходимо-

сти строгой регуляции внутриклеточного пула этих сое-

динений [2, 3]. В последнее время интерес к полиами-

нам вызван их возможным использованием в качестве 

антипролиферативных соединений.

Уровень полиаминов в клетке контролируется ком-

плексом биосинтетических (орнитиндекарбоксилаза, 

S-аденозилметионинкарбоксилаза, спермидинсинта-

за и спер минсинтаза) и катаболических (спермидин/

сперминацетилтрансфераза, флавинсодержащая поли-

аминоксидаза, Cu-содержащая диаминоксидаза) фер-

ментов [2]. Полиаминоксидаза представляет особый 

интерес, так как она превращает спермин в спермидин 

и 3-аминопропаналь. Окисление 3-аминопропаналя не-

обходимо S. cerevisiae для синтеза пантотеновой кисло-

ты [4], в то время как спермидин участвует в реакции 

гипузинирования (важной модификации трансляцион-

ного фактора eIF-5A) [5].
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Филогенетический анализ полиаминоксидаз был 

проведен у животных и растений. У животных обнару-

жено, что в процессе эволюции предковый ген поли-

аминоксидазы PAO был дуплицирован, и в результате 

возникли два белка паралога позвоночных, кодируемые 

генами SMO и APAO [6]. Геном Arabidopsis thaliana 

содержит минимум пять полиаминоксидаз. Анализ 

субстратной специфичности белка показал, что поли-

аминоксидаза AtPAO3 окисляет спермидин и спермин 

и продуцирует H
2
O

2
. Показано, что полиаминоксида-

зы растений A. thaliana AtPAO2, AtPAO3 и AtPAO4 

локализованы в пероксисомах [7]. У животных один 

из белков полиаминоксидаз содержит сигнал транспор-

та в перокс исомы и также может быть локализован 

в этих органеллах.

У грибов полиамины регулируют широкий круг 

биологических явлений: диморфизм, формирование 

спор и апрессорий. В некоторых случаях они регули-

руют вирулентность грибов — патогенов животных 

и растений [8]. Лучше всего изучена ФАД-зависимая 

(флавинадениндинуклеотид) полиаминоксидаза Fms1р 

Saccharomyces cerevisiae [9], участвующая в био-

синтезе β-аланина и пантотеновой кислоты. Дрожжи 

c делецией гена FMS1 не способны расти на среде без 

пантотеновой кислоты или β-аланина, а в случае сверх-

экспрессии гена FMS1 под контролем ADH1 промото-

ра, трансформанты секретируют пантотеновую кисло-

ту в среду [4]. В то же время у других представителей 

под отдела Saccharomycotina количество генов поли-

аминоксидаз варьирует и связь копийности генов поли-

аминооксидаз с метаболизмом не ясна.

В данной работе проведен анализ ортологов поли-

аминоксидаз у представителей подотдела Saccharomy-

cotina, идентифицированы гены полиамино ксидаз 

KpFMS1 и KpFMS2 метилотрофных дрожжей Koma-

gataella рhaffii (Pichia pastoris) и изучена их регу-

ляция.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сравнение аминокислотных последовательностей 

полиаминоксидаз
Ортологи белка S. cerevisiae Fms1p у представите-

лей группы Saccharomycotina были найдены с помощью 

алгоритма BLASTp со стандартными параметрами [10]. 

Множественное сравнение аминокислотных последо-

вательностей полиаминоксидаз проводили в программе 

Mega X [11]. Найденные последовательности были вы-

равнены с помощью программы CLUSTAL W [12]. Для 

построения филогенетического дерева использовали 

метод Maximum Likelihood (ML). Наилучшей моделью 

для данного метода оказалась LG+G [13]. Построе-

ние ML дерева проводилось с использованием модели 

LG+G и с 500 повторностями анализа bootstrap. По-

лученное дерево было укоренено с помощью внешней 

группы — грибов Neurospora crassa. Визуализировали 

дерево с помощью программы FigTree v1.4.3 (http://

influenza.bio.ed.ac.uk/software/Figtree/).

Праймеры
Все праймеры, использованные в работе, представ-

лены в табл. 1.

Таблица 1

Последовательности праймеров, использованных в работе

Название Последовательность (5’ → 3’)

KpFMS1F AAAGACGTCAGGGTACACGGTATTGTGAGA

KpFMS1R AATGGATCCTGATAGCCGATTGCAATGTT

KpFMS2F AAAAAGACGTCGTTTCGAATAATTAGTTGTT

KpFMS2R AATGGATCCGTTGGTATTGTGAAATAGACG

PHO5R CGGAATTCCAAAACTATTGT

Плазмиды
В работе были использованы плазмиды pAL2-T (Евро-

ген, Россия) и pPIC9-AOX1-PHO5 [14].

Штаммы
В работе были использованы штаммы дрожжей 

K. phaffii 4-GS115 (his4 phox) и tr2-4-GS115 (phox 

PAOX1-PHO5) [14], а также штамм бактерий E. coli 

DH5α, (fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80Δ 

(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17).

Среды и условия культивирования
Для культивирования штаммов дрожжей исполь-

зовали следующие среды. YEPD: 2 % глюкоза, 2 % 

пептон, 1 % дрожжевой экстракт, 2.4 % агар. МФО: 

0.73 М MgSO
4
 · 7H

2
O, 0.18 мМ CaCl

2
, 20 мМ 

Na-цитратный буфер (pH 4,6), витамины, микроэле-

менты. Источники углерода (глицерин или метанол) — 

1 %, источник азота (сульфат аммония) — 0,2 %. 

Для культивирования бактерий использовали среду 

LB: 1 % триптон, 0.5 % дрожжевой экстракт, 170 мМ 

NaCl, бензилпенициллин — 5 · 105 е. а./л. Штаммы 

K. phaffii выращивали при температуре 30 °C, E. coli — 

при температуре 37 °C.

Конструирование плазмид pPIC9-PKpFMS1-PHO5 
и pPIC9-PKpFMS2-PHO5

Для получения плазмид pPIC9-PKpFMS1-PHO5 

и pPIC9-PKpFMS2-PHO5 проводили полимеразную 

цепную реакцию (ПЦР) с праймерами к промоторам 

генов KpFMS1 (KpFMS1F и KpFMS1R) и KpFMS2 

(KpFMS2F и KpFMS2R) и хромосомной ДНК штамма 

K. phaffii 4-GS115 в качестве матрицы. Выделение хро-

мосомной ДНК из клеток дрожжей проводили соглас-

но [15]. Последовательности промоторов были клони-

рованы в полученный ранее вектор pPIC9-PHO5 [14] 

с использованием сайтов рестрикции AatII и BamHI. 
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При этом происходило замещение промотора гена ал-

когольоксидазы 1 AOX1 на промоторы генов полиамин-

оксидаз KpFMS1 и KpFMS2. Трансформацию бактерий 

проводили согласно [16]. В результате были сконструи-

рованы плазмиды, в которых под контролем промоторов 

генов KpFMS1 и KpFMS2 находятся последовательно-

сти репортерного гена кислой фосфатазы (КФ) PHO5 

дрожжей S. cerevisiae. Также эти плазмиды содержат 

ген HIS4 в качестве селективного маркера.

Структуру итоговых плазмид pPIC9-PKpFMS1-

PHO5 и pPIC9-PKpFMS2-PHO5 проверяли с помо-

щью методов ПЦР и рестрикционного анализа.

Получение штаммов РFMS1-4-GS115 и РFMS2-4-
GS115

Плазмидами pPIC9-PKpFMS1-PHO5 и pPIC9-

PKpFMS2-PHO5 трансформировали штамм 4-GS115. 

Для этого плазмиды линеаризовали с помощью эндо-

нуклеазы рестрикции StuI и трансформировали клетки 

дрожжей методом электропорации [17]. При этом про-

исходила интеграция генетической конструкции в геном 

K. phaffii. Селекцию трансформантов проводили за счет 

восстановления прототрофности по гистидину. Для 

анализа интеграции плазмиды выделяли хромосомную 

ДНК из трансформантов и проводили ПЦР с праймера-

ми к промоторам генов полиаминоксидаз и гену PHO5 

(KpFMS1F и PHO5R для РFMS1-4-GS115; KpFMS2F 

и PHO5R для РFMS2-4-GS115).

Молекулярные методы
Гидролиз ДНК эндонуклеазами рестрикции BamHI, 

AatII и StuI производили при условиях, предложенных 

фирмой-производителем ферментов (Thermo Fisher 

Scientific Inc., США). Дефосфорилирование вектора 

производили с помощью фосфатазы FastAP (Thermo 

Fisher Scientific Inc., США) одновременно с гидролизом 

ДНК эндонуклеазами рестрикции. Очистку ДНК из ага-

розных гелей и реакционных смесей проводили с помо-

щью наборов Cleanup Standard (Евроген, Россия). Ли-

гирование фрагментов ДНК проводили с помощью T4 

ДНК лигазы (Евроген, Россия). Выделение плазмидной 

ДНК проводили с помощью наборов Plasmid Miniprep 

(Евроген, Россия). Для проведения ПЦР использовали 

наборы реактивов Encyclo Plus PCR (Евроген, Россия). 

Электрофорез фрагментов ДНК проводили в 0,7 % 

агарозном геле в буфере TAE [18].

Качественное определение активности кислой 
фосфатазы

На поверхность среды с выросшими колониями дрож-

жей накладывали бумажные фильтры, смоченные раст-

вором субстрата α-нафтилфосфата и красителя синего 

прочного Б, растворенных в 0,1 М цитратного буфера 

рН 4,6 до концентрации 2 мг/мл. Через 10 мин оцени-

вали интенсивность окрашивания колоний дрожжей [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ

1. Биоинформатический анализ протеомов дрож-
жей подотдела Saccharomycotina

На первом этапе работы изучили распространен-

ность полиаминоксидаз среди основных представите-

лей подотдела Saccharomycotina (отдел Ascomycota). 

Для этого с помощью алгоритма BLAST провели поиск 

гомологичных белков в протеомах 22 видов дрожжей, 

относящихся к разным семействам данного отдела, 

а также в протеоме мицелиального гриба Neurospora 

crassa (представителя подотдела Pezizomycotina, вхо-

дящего в отдел Ascomycota). В качестве образца для 

сравнения использовали аминокислотную последова-

тельность полиаминоксидазы дрожжей S. cerevisiae 

Fms1p [9]. Подобный подход применяли ранее при 

поис ке полиаминоксидаз среди фитопатогенных гри-

бов [8]. Результаты представлены на рис. 1.

Показано, что полиаминоксидазы и соответствую-

щие им гены присутствуют у всех исследованных видов 

из разных семейств подотдела Saccharomycotina. При 

этом в зависимости от систематического положения ко-

личество белков полиаминоксидаз и соответствующих им 

генов у исследованных видов разное: 1) основные пред-

ставители семейств Ascoideaceae, Phaffomycetaceae, 

Saccharomycetaceae содержат только один ген, 

2) представители семейств Debaryomycetaceae, Met-

schnikowiaceae и клады Yarrowia — два гена, 3) пред-

ставители семейства Pichiaceae — 3 гена. Исключени-

ем для этого семейства являются дрожжи Komagataella 

phaffii (больше известные под своим старым названи-

ем — Pichia pastoris), у которых обнаружены два гена. 

Этот вид дрожжей является представителем клады 

Komagataella, которую в работе [20] относят к пара-

филетическому семейству Pichiaceae.

Проведение филогенетического анализа с исполь-

зованием последовательностей генов полиаминоксидаз 

оказалось затруднено большими различиями между 

нуклеотидными последовательностями обнаруженных 

генов. Поэтому проводили множественное сравнение 

аминокислотных последовательностей всех полиамин-

оксидаз, обнаруженных у исследуемых видов дрожжей 

(рис. 2).

Полученные результаты позволяют объединить 

аминокислотные последовательности полиаминокси-

даз в группы (ПАО) на основании их сходства. Группа 

ПАО1 объединяет белки, обнаруженные у предста-

вителей семейств Ascoideaceae, Phaffomycetaceae, 

Saccharomycetaceae, у которых был выявлен только 

один ген полиаминоксидаз. Группы ПАО2.1 и ПАО2.2 

объединяют белки, обнаруженные у представителей 

семейства Metschnikowiaceae, у которых было выяв-

лено два гена. ПАО3.1, ПАО3.2 и ПАО3.3 объединя-

ют белки, обнаруженные у представителей семейства 

Pichiaceae, у большинства из которых было выявлено 
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три гена. К этим группам (ПАО3.1 и ПАО3.2) отно-

сятся также белки дрожжей Babjeviella inositovora 

(Debaryomycetaceae, два гена). Внутри самих групп 

ПАО результаты множественного сравнения после-

довательностей в целом отражают филогенетические 

отношения в соответствующих семействах подотдела 

Saccharomycotina.

2. Биоинформатический анализ внутриклеточной 
локализации полиаминоксидаз

Побочным продуктом реакций, осуществляемых 

полиаминоксидазами, является перекись водоро-

да, которая опасна для клеток. Поэтому у растений 

и у животных некоторые полиаминоксидазы направ-

ляются в пероксисомы [7]. Для всех полиаминоксидаз 

был проведен поиск сигнальных последовательностей, 

обеспечивающих их транспорт в различные клеточ-

ные органеллы, в первую очередь в пероксисомы. Из-

вестны два основных типа сигналов, обеспечивающих 

транспорт белков в пероксисомы — PTS1 и PTS2 

(Peroxisomal Targeting Signals). Наиболее распро-

страненным является сигнал PTS1, который встреча-

ется более чем у 95 % белков матрикса пер оксисом. 

Исходно сигнал PTS1 был определен как последова-

тельность из трех аминокислот на С-конце белка — 

SKL. Однако затем было показано, что этот сигнал 

может варьировать и представляет из себя консен-

сусную последовательность [21]. Результаты анализа 

последовательностей полиаминоксидаз на наличие 

сигналов пероксисомной локализации представлены 

на рис. 2.

Показано, что среди исследованных полиаминок-

сидаз, выделяются группы ПАО2.2 и ПАО3.2, пред-

ставители которой часто (в 6 случаях из 9) содержат 

на С-конце сигнал PTS1, соответствующий консенсу-

сной последовательности. При этом у трех белков по-

следовательность на С-конце не соответствует консен-

сусной, но очень близка к ней. Последовательности 

Рис. 1. Распространенность полиаминоксидаз среди основных представителей подотдела Saccharomycotina. Филогенети-
ческие отношения показаны, основываясь на результатах, полученных в работе [20]. Обозначение ПГД отделяет 
родственные виды, предки которых претерпели полногеномную дупликацию [28]

Вид, штамм Кол-во 
белков Белок 1 Белок 2 Белок 3 Семейство

Neurospora crassa 1 XP_960607.2 Sordariaceae

Yarrowia lipolytica 2 XP_501266.1 XP_503341.1

Komagataella phaffii  GS115 2 XP_002493159.1 XP_002494272.1 Komagataella

Kuraishia capsulata CBS 1993 3 XP_022459189.1 XP_022461193.1 XP_022459070.1

Pichiaceae
Ogataea parapolymorpha 3 XP_013933011.1 XP_013933775.1 XP_013933434.1

Pichia membranifaciens NRRL
Y-2026 3 XP_019019768.1 XP_019018091.1 XP_019016158.1

Pichia kudriavzevii 3 XP_020546691.1 XP_020543008.1 XP_020542396.1

Babjeviella inositovora NRRL
Y-12698 2 XP_018983323.1 XP_018986710.1

Debaryomy-
cetaceae

Metschniko-
wiaceae

Metschnikowia bicuspidata var.
bicuspidata NRRL YB-4993

2 XP_018713474.1 XP_018713421.1

Scheffersomyces stipitis CBS 6054 2 XP_001383524.2 XP_001387500.2

Candida albicans SC5314 2 XP_722661.1 XP_716457.1

Candida tropicalis MYA-3404 2 XP_002546433.1 XP_002545464.1

Ascoidea rubescens DSM 1968 1 XP_020047881.1 Ascoideaceae

Cyberlindnera jadinii NRRL
Y-1542 1 XP_020072648.1

Phaffomyceta-
ceae

Lachancea thermotolerans CBS 6340 1 XP_002553058.1

Saccharomy-
cetaceae

Kluyveromyces lactis 1 XP_002999399.1

Torulaspora delbrueckii 1 XP_003679995.1

Zygosaccharomyces rouxii 1 XP_002499197.1

[Candida] glabrata 1 XP_449679.1

Kazachstania africana CBS 2517 1 XP_003954787.1

Saccharomyces eubayanus 1 XP_018220082.1

Saccharomyces cerevisiae 1 NP_013733.1

ПГД

Sa
cc

ha
ro

-
m

yc
ot

in
a
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полиамин оксидаз также были проанализированы с ис-

пользованием сервиса DeepLoc-1.0. Для предсказа-

ния локализации белка в клетке данная программа 

использует подход, основанный не на поиске извест-

ных сигнальных последовательностей, а на машинном 

обучении [22]. С использованием данного алгоритма 

в качестве наиболее вероятного варианта локализации 

полиаминоксидазы дрожжей K. phaffii XP_002494272.1 

(ген KpFMS2) были предсказаны пероксисомы.

Дрожжи K. phaffii, исследуемые в данной рабо-

те, относятся к метилотрофам, которые способны ис-

пользовать метиловый спирт в качестве единственного 

источника углерода и энергии. Первые реакции пути 

утилизации метанола происходят в пероксисомах, что 

также связано с образованием перекиси водорода при 

окислении метанола до формальдегида алкогольоксида-

зами [23]. Анализ генома K. phaffii показал, что у это-

го вида дрожжей идентифицированы два несцепленных 

гена полиаминоксидаз KpFMS1 и KpFMS2. При этом 

один из них (KpFMS2) расположен рядом с геном ал-

когольоксидазы 1 (AOX1). Гены KpFMS2 и AOX1 распо-

лагаются «голова к голове» (head to head), и их про-

моторные области могут перекрываться (рис. 3), что 

может влиять на регуляцию транскрипции KpFMS2.

Рис. 2. Результаты множественного сравнения аминокислотных последовательностей полиаминоксидаз исследуемых видов 

дрожжей. Показана представленность последовательностей PTS1, обеспечивающих локализацию белка в перок-

сисомах, на С-конце полиаминоксидаз исследованных видов дрожжей. Подчеркиванием выделены аминокислоты, 

отличные от известной для S. cerevisiae консенсусной последовательности [22]

Рис. 3. Взаимное расположение генов KpFMS2 и АОХ1 

K. phaffii. Показаны сайты связывания транскрипци-

онных факторов Mxr1p и Nrg1p, являющихся основ-

ными регуляторами промотора гена AOX1

Ген KpFMS2

— Сайты связывания белка Mxr1
— Участки связывания белка Nrg1
— Матричная цепь

Ген AOX1
–941

–941–684–648–368–321–150–98–1

–843 –791 –1–620 –573 –293 –257
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3. Сравнительное изучение экспрессии генов KpFMS1 
и KpFMS2 у дрожжей K. phaffii

Для исследования регуляции активности промото-

ров генов полиаминоксидаз были получены штаммы 

РFMS1-4-GS115 и РFMS2-4-GS115, которые содер-

жат в своих геномах последовательность репортерного 

гена кислой фосфатазы РНО5 под контролем промо-

торов генов полиаминоксидаз. Для сравнения активно-

сти промоторов генов KpFMS2 и AOX1 был также ис-

пользован полученный ранее [14] штамм tr2-4-GS115, 

содержащий ген РНО5 под контролем промотора гена 

AOX1. Штаммы высевали в серии разведений на твер-

дые среды с различными источниками углерода и азота. 

В качестве источников углерода использовали глицерин 

и метанол. В качестве источников азота использовали 

сульфат аммония. Отдельно использовали полную сре-

ду YEPD, содержащую глюкозу, дрожжевой экстракт 

и пептон. Результаты качественного анализа активно-

сти репортерного гена РНО5 у штаммов РFMS1-4-

GS115, РFMS2-4-GS115 и tr2-4-GS115 представлены 

на рис. 4.

На среде YEPD, где в качестве источника углеро-

да используется глюкоза, а источником азота являются 

смесь аминокислот и олигопептидов, наблюдается ак-

тивность промотора гена KpFMS2. В этих условиях ак-

тивности промотора гена KpFMS1 не было обнаружено, 

а экспрессии гена АОХ1, как и следовало ожидать [24], 

не происходит.

На средах с глицерином в качестве источника угле-

рода промоторы генов полиаминоксидаз неактивны. 

Экспрессия гена АОХ1 на таких средах была репрес-

сирована глицерином.

На среде с метанолом в качестве источника углерода 

промоторы генов KpFMS2 и АОХ1 активны. Активности 

промотора гена KpFMS1 не было обнаружено.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что дупликации играют важную роль 

в эволюции живых организмов. Дупликации создают до-

полнительные копии генетического материала и вносят 

значительный вклад в создание разнообразия геномов. 

Судьба дуплицированных генов может быть различной. 

Мутации могут накапливаться как в структурной, так 

и в регуляторной частях. В результате в ходе эволюции 

с дуплицированными генами могут происходить следу-

ющие процессы: 1) сохранение, при котором две копии 

гена сохраняют функцию предкового гена, 2) неофунк-

ционализация, при которой один из генов развивает 

новую функцию, тогда как другой сохраняет функцию 

предкового гена, 3) субфункционализация, в случае ко-

торой две копии развивают различные функции и рабо-

тают совместно для того, чтобы компенсировать функ-

цию предкового гена, и 4) специализация, когда две 

копии развивают различные функции, и при этом их об-

щая функция также отличается от предковой функции 

(то есть здесь объединяются процессы неофункциона-

лизации и субфункционализации) [25, 26]. Кроме того, 

за счет изменения регуляторных областей структурные 

гены могут становиться частью других регулонов, отве-

чая на новые сигналы за счет взаимодействия с новыми 

регуляторными факторами.

В данной работе впервые проведен биоинфор-

матический анализ распространенности полиамин-

оксидаз среди основных представителей подотдела 

Saccharomycotina (отдел Ascomycota). Продемонстри-

ровано, что у всех исследуемых видов присутствуют 

полиаминоксидазы и соответствующие гены, однако 

их копийность различна. Показано, что количество 

копий коррелирует с систематическим положением 

исследуемых видов. Интересно, что представители се-

мейства Saccharomycetaceae, к которому относятся 

дрожжи S. cerevisiae, а также родственных семейств 

Ascoideaceae и Phaffomycetaceae имеют только один 

ген полиаминоксидазы. При этом предки S. cerevisiae 

в ходе эволюции претерпели полногеномную дупли-

кацию [27]. Таким образом, один из двух генов по-

лиаминоксидаз, образовавшихся в ходе дупликации 

у S. cerevisiae, в дальнейшем был утрачен, и данному 

виду дрожжей достаточно активности одного гена.

В то же время у представителей других семейств 

подотдела Saccharomycotina сохранились два или 

даже три гена полиаминоксидаз. Последовательности 

эти генов сильно дивергировали, а кодируемые ими 

белки предположительно характеризуются различ-

ной внутриклеточной локализацией. У большинства 

проанализированных видов, представителей семейств 

Debaryomycetaceae, Metschnikowiaceae, Pichiaceae 

и клады Yarrowia, одна из полиаминоксидаз (груп-

пы ПАО2.2 и ПАО3.2) содержит последовательность, 

направляющую ее в пероксисомы. Белки дрож-

жей B. inositovora, Metschnikowia sp. и Ogataea 

parapolymorpha, относящиеся к данным группам по-

лиаминоксидаз, несут на С-конце последовательности, 

которые хотя и не соответствуют консенсусной после-

довательности PTS1 S. cerevisiae, но очень близки 

к ней. Дальнейший анализ их локализации может рас-

ширить набор известных для дрожжей сигналов PTS1, 

направляющих белки в пероксисомы.

Рис. 4. Активность репортерной кислой фосфатазы штам-

мов K. phaffii PFMS1-4-GS115, PFMS2-4-GS115 

и tr2-4-GS115 при росте на средах с различными 

источниками углерода и азота

YEPD

PFMS1-4-GS115

PFMS2-4-GS115

tr2-4-GS115
(PAOX1-PHO5)

MGlyc MMet
Среды

Ш
та

м
м

ы
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Обнаруженные различия в представленности ге-

нов полиаминоксидаз могут быть связаны с особен-

ностями метаболизма различных видов дрожжей. 

В этом отношении особенно интересно изучение 

регуляции генов полиаминоксидаз у метилотрофных 

дрожжей K. phaffii. Эти дрожжи способны исполь-

зовать метиловый спирт в качестве единственного 

источника углерода и энергии. Алкогольоксидаза ка-

тализирует первую реакцию метаболизма метанола. 

Этот фермент работает внутри пероксисом, посколь-

ку его активность сопряжена с образованием токсич-

ного для клетки побочного продукта — перекиси во-

дорода. Ген алкогольоксидазы 1 строго регулируется 

источником углерода в среде. На средах с глюкозой 

и глицерином наблюдается его репрессия, а на среде 

с метанолом происходит активация промотора данно-

го гена [24]. Транскрипционный активатор Mxr1р яв-

ляется основным регулятором активности промотора 

гена АОХ1 [28].

В представленной работе показано, что один из двух 

генов полиаминоксидаз K. phaffii KpFMS2 расположен 

рядом с геном АОХ1 «голова к голове». Сайты связыва-

ния белка Mxr1 5’-CYCC-3’ [29] распределены по всей 

области между кодирующими последовательностями 

генов KpFMS2 и АОХ1 и находятся на разных цепях 

(см. рис. 3). Белок Nrg1p обеспечивает репрессию 

гена АОХ1 у K. phaffii при наличии глицерина и глю-

козы в среде [30]. Одна из областей, с которой вза-

имодействует Nrg1p, расположена вблизи кодирующей 

последовательности гена KpFMS2, вторая — вблизи 

гена АОХ1 (см. рис. 3). Таким образом, промоторные 

области данных генов могут перекрываться, а сами они 

иметь сходные элементы регуляции.

В данной работе было впервые показано, что про-

мотор гена KpFMS2 (перекрывающийся с промотором 

гена АОХ1 и обеспечивающий транскрипцию в противо-

положном направлении) функционирует на средах с ме-

танолом. Уровень его активности был заметно меньше, 

чем у промотора гена АОХ1. Так же, как и промотор 

гена АОХ1, промотор гена KpFMS2 был неактивен 

на средах с глицерином в качестве источника углерода. 

Но в то же время этот промотор был активен на сре-

де YEPD. То есть в отличие от промотора гена АОХ1, 

его работа не подавляется глюкозой при росте K. phaffii 

на данной среде.

Таким образом, ген KpFMS2 в результате хромосом-

ных перестроек оказался сцепленным с геном АОХ1. 

Данный ген сохраняет свои особенности регуляции, 

но на средах с глицерином и метанолом его промотор 

регулируется сходно с промотором гена АОХ1 и других 

генов метаболизма метанола, составляющих MUT-ре-

гулон. С одной стороны, это может являться побочным 

эффектом необычайно высокой активности промотора 

гена АОХ1. Известно, что эукариотические промоторы 

могут обеспечивать транскрипцию длинных некодирую-

щих РНК (long noncoding RNAs) [31]. С другой сто-

роны, вовлечение гена KpFMS2 в MUT-регулон могло 

быть закреплено в ходе эволюции. В пользу этого пред-

положения свидетельствует близость группы полиамин-

оксидаз ПАО3.3, куда относится белок, кодируемый 

геном KpFMS2, группе ПАО3.2, куда входят белки, 

несущие сигналы PTS1. И, хотя сам белок KpFms2 

K. phaffii такой последовательности не содержит, с по-

мощью сервиса DeepLoc-1.0 для него предсказывает-

ся локализация в пероксисомах. Гены MUT-регулона 

активны при росте K. phaffii на средах с метанолом, 

когда в клетках этих дрожжей наблюдается активная 

сборка и работа пероксисом. Вовлечение гена KpFMS2 

в MUT-регулон, вероятно, оказалось выгодно и было 

отобрано в ходе эволюции.

Активности промотора гена KpFMS1 в исследован-

ных условиях не наблюдали. Это может быть следст-

вием того, что этот промотор либо неактивен совсем, 

либо активируется в специфических условиях. Даль-

нейшее изучение функций и регуляции экспрессии 

генов полиаминоксидаз у K. phaffii важно как с те-

оретической точки зрения для понимания эволюции 

дуплицированных генов, так и с практической, в связи 

с огромной значимостью этих дрожжей и промоторов 

генов MUT-регулона для биотехнологии.
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