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1. Етапи виконання

Номер етапу: 4

Назва етапу: Механізми деградації цитозольних ферментів катаболізму метанолу у дріжджів: фруктозо-1,6-бісфосфатази, 
формальдегіддегідрогенази, форміатдегідрогенази.

Початок етапу: 01-2019

Закінчення етапу: 12-2019

Вид звітного документа: Остаточний звіт

2. Виконавець

Назва організації: Інститут біології клітини НАН України

Код ЄДРПОУ/ІПН: 25255758

Підпорядкованість: Нацiональна академія наук України

Адреса: Драгоманова 14/16, м. Львів, Львівська обл., 79005, Україна

Телефон: 380322612108

WWW: http://www.cellbiol.lviv.ua

3. Власник результатів НДДКР (продукції)

Назва організації: Національна академія наук України

Код ЄДРПОУ/ІПН: 00019270

Адреса: вул. Володимирська, 54, м. Київ, Київська обл., 01030, Україна

Підпорядкованість: Кабінет Міністрів України

Телефон: 380442350981

E-mail: prez@nas.gov.ua

WWW: http://nas.gov.ua

Назва організації: Інститут біології клітини НАН України

Код ЄДРПОУ/ІПН: 25255758

Адреса: Драгоманова 14/16, м. Львів, Львівська обл., 79005, Україна

Підпорядкованість: Нацiональна академія наук України

Телефон: 380322612108

WWW: http://www.cellbiol.lviv.ua

4. Джерела та напрями фінансування



Підстава для проведення робіт: 34 - договір (замовлення) з центральним органом виконавчої влади, академією наук 
(головними розпорядниками бюджетних коштів на проведення НДДКР)

КПКВК: 6541230

Напрям фінансування: 2.1 - фундаментальні дослідження

Джерела фінансування

Джерело фінансування: 7713 - кошти держбюджету

Фактичний обсяг фінансування за звітний етап: 860.079 тис. грн.

5. Науково-технічна робота

Назва роботи (укр)

Генетичні та біохімічні аспекти регуляції деяких катаболічних та анаболічних процесів у мікроорганізмів: алкогольної 
ферментації, катаболізму метанолу, біосинтезу флавінів, гліцерину, водню та глютатіону

Назва роботи (англ)

Genetic and biochemical aspects of the regulation of some catabolic and anabolic processes in microorganisms: alcoholic 
fermentation, catabolism of methanol, biosynthesis of flavins, glycerol, hydrogen and glutathione

Реферат (укр)

 На сьогодні механізми деградації власних цитозольних білків, а також рекомбінантних чужорідних білків 
біотехнологічного значення з цитозольною локалізацією у метилотрофних дріжджів залишаються нез’ясованими. 
Оскільки, дисфункція автофагії пов’язана із раком, нейродегенерацією, мікробною інфекцією і старінням, то дослідження 
різних аспектів автофагії на модельному об’єкті (метилотрофних дріжджах) та екстраполяція отриманих даних на інші 
еукаріотичні організми має важливе значення для медицини. Для дослідження можливих шляхів деградації цитозольних 
ферментів було обрано фруктозо-1,6-бісфосфатазу (FBP). У середовищі з глюкозою цей фермент швидко інактивується і 
деградує, тому є зручним модельним білком для досліджень. Сконструйовано рекомбінантні штами метилотрофних 
дріжджів K. pastoris з експресією генів, що кодують Fbp1 K. pastoris злиті з зеленим флуоресцентним білком GFP і 
одночасно експресують ген, що кодує червоний флуоресцентний білок RFP з PTS1 сигналом, для мічення пероксисом. Ці 
штами вирощували на середовищі з гліцерином, а потім переносили на середовище з глюкозою для стимулювання 
деградації FBP у K. pastoris. Також для мічення вакуоль було використано вакуолярний барвник FM 4-64. Дані 
флуоресцентної мікроскопії чітко продемонстрували, що Fbp1, деградує у вакуолях шляхом автофагії. Водночас 
деградація Fbp1 була пошкодженою у штама з блокованими вакуолярними протеїназами, що свідчить про істотну роль 
вакуолей у деградації Fbp1. Флуоресцентна мікроскопія підтвердила наші висновки про те, що Fbp1 у K. pastoris деградує 
вакуолярним шляхом. Запропоновано новий метод селекції мутантів K. phaffii з пошкодженням генів, пов’язаних з 
процесом автофагійної деградації цитозольних білків за рахунок використання β-галактозидази K. lactis злитої з GFP. Цей 
метод було використано для одержання інсерційних мутантів, у яких сповільнено процес деградації β-галактозидази після 
перенесення на глюкозу.

Реферат (англ)

 Today, the mechanisms of degradation of cytosolic proteins of their own, as well as of recombinant foreign proteins of 
biotechnological significance with cytosolic localization in methylotrophic yeast, remain unclear. Since autophagy dysfunction is 
associated with cancer, neurodegeneration, microbial infection and aging, the study of various aspects of autophagy on a model 
object (methylotrophic yeast) and extrapolation of the data to other eukaryotic organisms is important for medicine. Fructose-
1,6-bisphosphatase (FBP) was selected to study the possible degradation pathways of cytosolic enzymes. In an environment with 
glucose, this enzyme is rapidly inactivated and degraded and is therefore a convenient model protein for research. Recombinant 
K. pastoris yeast methylotrophic yeast strains have been engineered to express Fbp1 K. pastoris genes fused to the green 
fluorescent protein GFP and simultaneously express the gene encoding red fluorescence protein RFP to PTS1 signaling. These 
strains were grown on glycerol medium and then transferred to glucose medium to stimulate FBP degradation in K. pastoris. 



Vacuum dye FM 4-64 was also used to label the vacuoles. Fluorescence microscopy data clearly demonstrated that Fbp1 
degrades in vacuoles by autophagy. At the same time, Fbp1 degradation was damaged in a strain with blocked vacuolar 
proteinases, indicating a significant role of vacuoles in Fbp1 degradation. Fluorescence microscopy confirmed our findings that 
Fbp1 in K. pastoris degrades in a vacuolar manner. A new method for the selection of K. phaffii mutants with damage to genes 
associated with the process of autophagic cytosolic protein degradation due to the use of K. lactis β-galactosidase fused with GFP 
is proposed. This method was used to obtain insertion mutants that slow down the process of β-galactosidase degradation after 
transfer to glucose.

Індекс УДК: 577.21, 577.21:577.164.1

Коди тематичних рубрик НТІ: 34.15.23

6. Науково-технічна продукція (НТП)

НТП 1

Назва продукції (укр): Рекомбінантні штами метилотрофних дріжджів K. pastoris з експресією генів, що кодують Fbp1 K. 
pastoris злиті з зеленим флуоресцентним білком GFP і одночасно експресують ген, що кодує червоний флуоресцентний 
білок RFP з PTS1 сигналом, для мічення пероксисом.

Назва продукції (англ): recombinant K. pastoris methylotrophic yeast strains expressing genes encoding Fbp1 of K. pastoris 
fused to green fluorescent protein GFP and simultaneously expressing gene encoding red fluorescent RFP protein with PTS1 
signal.

Очікувані результати: Технології

Галузь застосування: біотехнологічне виробництво

Опис продукції (укр): Отримано рекомбінантні штами метилотрофних дріжджів K. pastoris з експресією генів, що 
кодують Fbp1 K. pastoris злиті з зеленим флуоресцентним білком GFP і одночасно експресують ген, що кодує червоний 
флуоресцентний білок RFP з PTS1 сигналом, для мічення пероксисом. для мічення вакуоль було використано вакуолярний 
барвник FM 4-64.Дані флуоресцентної мікроскопії чітко продемонстрували, що Fbp1, деградує у вакуолях шляхом 
автофагії. Водночас деградація Fbp1 була пошкодженою у штама з блокованими вакуолярними протеїназами, що свідчить 
про істотну роль вакуолей у деградації Fbp1.

Соціально-економічна спрямованість НТП: Поліпшення якості життя та здоров'я населення, ефективності діагностики 
та лікування хворих

Стадія завершеності НТП: Ідея, концепція, Звіт по НДДКР

Впровадження НТП: Не впроваджено

Строки впровадження: 

Виробник продукції: ІБК

Споживачі продукції: 

Перспективні ринки: 

Права інтелектуальної власності: «Ноу-хау»

Форми та умови передачі продукції: Спільні НДДКР
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8. Звітна документація

Кількість сторінок в звіті: 41

Мова звіту: Українська

Кількість файлів у звіті: 2
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