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Виявлено пошкодження індукованої глюкозою та етанолом автофагійної деграда-

тивної інактивації алкогольоксидази та каталази при 28 та 37о С у клітинах мутантів 
Hansenula polymorpha рех1 з блоком біогенезу пероксисом та температурочутливих реве-
ртантів, похідних штаму 125-2Е (pex1 leu1.1), після індукції біогенезу пероксисом при 
пермісивній (28о С) і рестриктивній (37о С) температурах. За допомогою електронно-
мікроскопічних досліджень простежено відсутність пероксисом і наявність кристалоїду 
алкогольоксидази у клітинах мутантного по гену РЕХ1 штаму 125-2Е, наявність перокси-
сом одночасно з кристалоїдом у клітинах усіх ts ревертантів, крім ревертантів 14Б-3 і 
77Б, і наявність лише пероксисом у клітинах мутантів 14Б-3 і 77Б після індукції біогенезу 
пероксисом при 28о С. У клітинах всіх досліджуваних ts ревертантів після інкубації у 
середовищі з метанолом при 37о С, як і  в мутанта 125-2Е, пероксиcом не виявлено.  

 
Ключові слова: метилотрофні дріжджі, біогенез і деградація пероксисом, інактива-

ція пероксисомних ферментів, алкогольоксидаза, каталаза. 
 
Мікротільця (пероксисоми, гліоксисоми, глікосоми) виявлені практично в усіх еу-

каріотичних клітинах [38, 52]. Метаболічні функції пероксисом надзвичайно різноманіт-
ні: від β–окиснення довголанцюгових жирних кислот у людини, фотодихання у рослин, 
гліколізу у трипаносом і продукування пеніциліну у філаментозних грибів до первинного 
метаболізму різних джерел вуглецю та азоту у дріжджів. Спадково детерміновані пошко-
дження пероксисом у людини призводять до ранньої смерті [40]. Вивчення гомеостазу 
пероксисом з використанням дріжджів як об’єкта дослідження важливе для розуміння 
механізмів виникнення пов’язаних з порушенням пероксисом захворювань людини, оскі-
льки мутанти дріжджів без функціональних пероксисом життєздатні під час культиву-
вання на спеціальних поживних середовищах. Метилотрофні дріжджі містять у перокси-
сомах не лише основні ферменти окиснення й асиміляції метанолу (алкогольоксидаза, 
каталаза, дигідроксиацетонсинтаза) [2, 17, 43, 48], а й ферменти окиснення метильованих 
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амінів (амінооксидаза) [48], у гліоксисомах – ферменти гліоксилатного шунта (ізоцитрат-
ліаза, малатсинтаза, а також каталаза і частково малатдегідрогеназа) [48 - 50]. 

Пероксисоми дріжджів не утворюються de novo, однак розвиваються з органел, що 
вже існують. Пероксисоми не містять ДНК, синтез пероксисомних білків відбувається на 
вільних цитозольних полірибосомах і контрольований переважно на транскрипційному 
рівні [23]. Біогенез мікротілець відбувається лише за умов нормального функціонування 
механізмів синтезу й імпорту пероксинів – гетерогенної групи білків пероксисомної мем-
брани, кодованих РЕХ-генами [28, 30, 39], а також інших (відмінних від пероксинів) біл-
ків мембрани – носіїв і транспортерів субстратів, метаболічних інтермедіатів, продуктів 
та кофакторів матриксних ферментів крізь мембрану пероксисом [6, 11, 19, 33]. Ідентифі-
ковано білки, рецептори PTS сигналів (peroxisomal targeting signal) білків матриксу: 
PTS1-білки [12, 16, 38] специфічно взаємодіють з PTS1-рецептором (Рех5), PTS2-білки 
[27, 42, 53] – з PTS2-рецептором (Рех7). Висловлено гіпотезу, згідно з якою PTS1- і PTS2-
специфічні рецептори є одночасно транслокаторами відповідних білків у пероксисому [7, 
10, 15, 25]. На мембрані пероксисом рецептори PTS1- і PTS2-білків взаємодіють з гете-
ромерним комплексом, який охоплює щонайменше три різні білки: інтегральний білок 
пероксисомної мембрани Рех13 та асоційовані з цитоплазматичною поверхнею перокси-
сомної мембрани білки Рех14 і Рех17 [8, 13, 15, 35]. Імовірно, в імпорті білків пероксисо-
много матриксу задіяні також Рех18, Рех21 [29], Рех2, Рех12 [34], Рех10  [9], Рех4 [47] та 
Рех8 [37, 54]. Впізнавання за допомогою специфічних рецепторів білків пероксисомної 
мембрани та їх інсерція у мембрану пероксисом відбувається шляхами, відмінними від 
шляхів транслокації білків пероксисомного матриксу: безпосередньо з цитозолю (можли-
во, за участю мембранних везикул) або через ендоплазматичний ретикулум [18, 22, 41, 
44].  

Ізольовано низку мутантів (рех мутанти), дефектних по біогенезу пероксисом, 
клоновано відповідні гени (РЕХ-гени) і проаналізовано їхні білкові продукти (пероксини)  
[6, 25, 38, 52]. Сьогодні описано 23 пероксини, більшість з них є компонентами перокси-
сомної мембрани [18, 38, 41]. Специфічні детермінанти впізнавання для деградації мо-
жуть бути у мембрані пероксисом, оскільки деякі рех мутанти, які не мають сформованих 
органел, дефектні по деградативній інактивації ферментів пероксисомного матриксу [5, 
45, 46]. З’ясовано, що кристалоїди (алкогольоксидаза і/або каталаза [32, 51]), які у мутан-
тів H. рolymorpha не оточені пероксисомною мембраною, не підлягають деградації [26]. 
Очевидно, продукти ряду РЕХ-генів беруть участь як у біогенезі, так і в селективній де-
градації мікротілець, тобто є спільними елементами обох процесів [26]. 

Описано, що білок Рех1 у H. рolymorpha формує комплекс з білком Рех6, з яким 
фізично і функціонально взаємодіє [20]. Комплекс білків Pex1 і Pex6 тісно асоційований з 
цитозольною поверхнею пероксисомної мембрани. Білок Рех1, як і Рех6, є АТФ-азою з 
родини ААА білків (ATP-ases Associated with various cellular Activities [20]) і бере участь 
у біогенезі пероксисом. Ген РЕХ1 у дріжджів H. рolymorpha клоновано і схарактеризова-
но [20].  Висловлено припущення, що HpPex1p є важливим для імпорту матриксних біл-
ків з огляду на його участь у інерції/стабільності деяких білків пероксисомної мембрани 
(які входять до гіпотетичного комплексу транслокації), а також Рех1 задіяний у механізмі 
перенесення в мембрану пероксисом фосфоліпідів [20]. З метою з’ясування ролі продук-
ту гена РЕХ1 в селективній макропексофагії і, зокрема, деградативній інактивації основ-
них ферментів пероксисомного матриксу, отримано колекцію ts-ревертантів мутантного 
штаму рех1 H. рolymorpha, а також досліджено зміни активностей алкогольоксидази і 
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каталази після перенесення у середовища з глюкозою та етанолом метанол-індукованих 
при пермісивній та рестриктивній температурах клітин цих ревертантів. Виконано гене-
тичний аналіз мутацій, які зумовили  ts-фенотип отриманих штамів. За допомогою елект-
ронно-мікроскопічних досліджень вивчено ультраструктуру клітин ts-ревертантів мутан-
та рех1 після індукції біогенезу пероксисом при пермісивній та рестриктивній темпера-
турах. 

Використано такі штами метилотрофних дріжджів H. рolymorpha: NCYC 495 
(met6) – штам дикого типу, 125-2E (pex1 leu1.1) та per4-3a (pex1 leu1.1) – мутантні по гену 
РЕХ1 штами (колекція Dr. R.J.S. Baerends, Groningen Biomolecular Sciences and Biotech-
nology Institute, University of Groningen, The Netherlands), 125-2Е-14Б (pex1ts leu1.1), 125-
2Е-28Б (pex1ts leu1.1), 125-2Е-66Б (pex1ts leu1.1), 125-2Е-14Б-3 (pex1ts leu1.1), 125-2Е-14Б-
14 (pex1ts leu1.1), 125-2Е-28Б-11 (pex1ts leu1.1), 125-2Е-66Б-5 (pex1ts leu1.1), 125-2Е-77Б 
(leu1.1) (наша праця). 

Клітини вирощували у мінімальному рідкому чи на агаризованому (2,5% агар) се-
редовищі Беркгольдера при 28 чи 37о С. Біотин та тіамін додавали у концентраціях 5 та 
400 мкг/л, відповідно. Концентрація факторів росту ауксотрофних мутантів (амінокислот 
лейцину (leu) та метіоніну (met)) становила 40 мг/л. Джерела вуглецю: метанол, етанол, 
глюкозу, додавали у концентраціях 0,5-1,0%. Аерування культури проводили на круговій 
качалці (200 об./хв).  

Штам H. рolymorpha 125-2E використано як батьківський для отримання колекції 
ts-ревертантів. Мутації індукували УФ-світлом. Використовували дозу опромінення, яка 
забезпечувала 10% виживання клітин. Визначали частоту виникнення мутантів після се-
лекції на середовищі з метанолом (0,5%) за наявністю росту при 28о С і відсутністю - при 
37о С. 

Для генетичного аналізу масової вибірки аскоспор використовували такі середо-
вища: YEPD (дріжджовий екстракт – 1%, пептон – 2%, глюкоза – 2%, агар – 2,5%) – бага-
те поживне середовище для підрощування клітин; МЕ (мальтекстракт – 2%, агар – 2,5%) 
– для споруляції вегетативних клітин у результаті голодування азотом; агаризоване міні-
мальне середовище без факторів росту leu та met з 0,5% метанолом для перевірки мутацій 
на домінантність чи рецесивність; агаризоване мінімальне середовище без факторів росту 
з 1% глюкозою для росту диплоїдів; агаризоване мінімальне середовище з leu та met з 
0,5% метанолом для виявлення у мейотичних сегрегантів ts  та wt (wild type) або ts, pex  
та wt за наявності супресорної мутації фенотипів; агаризовані мінімальні середовища з 
1% глюкозою без факторів росту, лише з метіоніном та лише з лейцином для досліджен-
ня зчеплення маркерів ауксотрофності з мутаціями, які зумовили ts та pex фенотипи у 
досліджуваних штамів. Аскоспорогенну культуру диплоїдів інкубували з 30% етанолом 
протягом 25 хв з перемішуванням при 37о С для ліквідації диплоїдних клітин, які не про-
спорулювали, і висівали після відповідних розведень у розрахунку 100-200 колоній на 
чашку. 

Концентрацію клітин визначали нефелометрично при 540 нм з використанням гра-
віметричного калібрування і виражали в міліграмах сухої маси у 1 мл Н2О чи культура-
льної рідини (мг . мл-1) [14]. 

Пермеабілізацію клітин проводили після обробки суспензії клітин дигітоніном (2 
мг/мл) у 10 мМ калій-фосфатному буфері, рН 7,5. Суміш інкубували протягом 15 хв з 
періодичним струшуванням на водяній бані при 30о С. Клітини двічі відмивали охоло-
дженим 10 мМ калій-фосфатним буфером, рН 7,5, і осаджували центрифугуванням при 

 



4о С. Перед визначенням активностей ферментів у “тінях” суспензію клітин розводили 
охолодженою дистильованою водою і зберігали на льоді не більше 1 год. Концентрацію 
пермеабілізованих клітин визначали фотоколориметричним методом при 540 нм. 

Активність алкогольоксидази кількісно визначали за рівнем утворення ферментом 
перекису водню з метанолу, який виявляється в окисненні о-діанізидину за наявності 
пероксидази хрону [36]. Активність каталази визначали в реакції Н2О2 з молібдатом [24]. 
Після припинення реакції уламки пермеабілізованих клітин у реакційній суміші осаджу-
вали центрифугуванням при 1-2 тис. об./хв протягом 15 хв. Питомі активності алкого-
льоксидази і каталази виражали в міжнародних одиницях активності у перерахунку на 
міліграм клітин. Якісно активність алкогольоксидази визначали безпосередньо в колоні-
ях дріжджів після нанесення агаризованої (0,3% агар) реакційної суміші для визначення 
активності алкогольоксидази та пермеабілізувального агента (дигітонін -1 мг/мл) на по-
верхню чашок за наявністю бурого забарвлення клітин [4]. 

Для вивчення катаболітної інактивації пероксисомних ферментів клітини, іноку-
льовані у рідкому середовищі YEPD протягом доби при 37о С, інкубували при пермісив-
ній (28о С) та рестриктивній (37о С) температурах у середовищі з 0,5% метанолом протя-
гом 16-18 год для  індукції біогенезу пероксисом, осаджували центрифугуванням, двічі 
відмивали дистильованою водою і переносили у середовища з глюкозою (1%) та етано-
лом (1%), інкубували при 28 або 37о С за 200 об./хв на качалці. Перед початком інкубації 
та після певних проміжків часу визначали концентрацію клітин для врахування росту 
культури. Двічі відмиті дистильованою водою клітини (перед інкубацією та інкубовані 
протягом певного часу) суспендували в охолодженому екстрагувальному буфері (50 мМ 
калій-фосфатний буфер, рН 7,5, 10-5 М ЕДТА, 10-5 М ФМСФ) до концентрації 50-100 
мг/мл і пермеабілізували з отриманням “тіней” для визначення активностей ферментів. 

Для електронно-мікроскопічних досліджень двічі відмиті дистильованою водою 
інтактні клітини фіксували в 1,5% водному розчині КMnO4 протягом 20 хв при кімнатній 
температурі, постфіксацію проводили 1% розчином OsO4 у какодилатному буфері протя-
гом 90 хв при 0о С [3]. Фіксовані клітини промивали, збезводнювали в зростаючих кон-
центраціях етанолу, окису пропілену та переносили в епоксидну смолу Epon-812. Ульт-
ратонкі зрізи отримували на ультрамікротомі УМТП-6 і контрастували солями свинцю за 
Рейнольдсом  [31]. Перегляд і фотографування зразків виконували на електронному 
трансмісійному мікроскопі ПЕМ-100 з прискорювальною напругою 75 кВ. 

Цитохімічну реакцію на алкогольоксидазу з використанням CeCl3 проводили так, 
як описано раніше  [21]. 

Результати опрацьовували статистично за методикою  [1].  
Найважливішими еханізмами, які ко тролюють гомеостаз пероксисом у дріж-

джів, є механізми їхнього біогенезу і селективної деградації. З метою виявлення спільних 
елементів адіяних в об двох проц сах отримано лекцію температурочутливих  (ts – 
t

м н

, з и е , ко
emperature sensitive) ревертантів мутантного по гену РЕХ1 штаму H. polymorpha 125-2E. 
Цікаво було проаналізувати ці мутантні штами з використанням генетичних, біохімічних 
та електронно-мікроскопічних методів для виявлення участі білка рех1, асоційованої з 
цитозольною поверхнею пероксисомної мембрани АТФ-ази, як у біогенезі пероксисом, 
так і у їхній селективній автофагії, і, зокрема, деградативній інактивації основних ферме-
нтів пероксисомного матриксу – алкогольоксидази та каталази.   

Температурочутливі  (ts) ревертанти мутантного по гену РЕХ1 штаму 125-2E 
отримували після опромінення клітин УФ-світлом протягом 40 с (виживання 10%). Селе-
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кцію в

х

триксу необхід-
но бул

иконували на мінімальному агаризованому середовищі з 0,5% метанолом (leu) за 
наявністю росту при 28о С і відсутністю - при 37о С. Проаналізовано 40 667 колоній реве-
ртантів. Частота спонтанних реверсій штаму 125-2Е при 28о С становила  1,3 . 10-4; при 
37о С – 3,2 . 10-4. Частота УФ-індукованих  реверсій - 2,3 . 10-3 при 28оС. Отримані ts-
ревертанти вирощували на середовищі з 0,5% метанолом (leu) при 28о С і методом відби-
тків переносили на середовища з глюкозою (0,5%) та етанолом (1%) з лейцином, інкубу-
вали протягом 6 год 20 хв при 37о С. Агаризовану суміш, яка охоплювала реакційні 
компоненти для визначення активності алкогольоксидази та пермеабілізувальний агент – 
дигітонін, наносили на поверхню інкубаційного середовища для інактивації ферменту. 
Пошкодження індукованої глюкозою (0,5%) та етанолом (1%) інактивації 
алкогольоксидази виявлено у восьми ts-ревертантів у результаті якісного визначення ак-
тивності ферменту безпосередньо у клітинах, інкубовани  на чашках. 

З метою виявлення ролі білка рех1 в індукованій глюкозою та етанолом автофа-
гійній деградативній інактивації основних ферментів пероксисомного ма

о попередньо перевірити рівень глюкозної та етанольної катаболітної репресії син-
тезу даних ферментів, а також здатність до утилізації глюкози й етанолу (непряма ознака 
транспорту цих сполук) клітинами як вихідного штаму 125-2E,  так і його похідних ts-
ревертантів. У результаті вивчення кінетики росту та індукції синтезу алкогольоксидази 
під час утилізації клітинами штамів NCYC 495, per4-3a та 125-2E метанолу, етанолу та 
глюкози (рис.1) виявилося, що у мутантних по гену РЕХ1 штамів 125-2Е та per4-3а глю-
козна та етанольна катаболітна репресія синтезу алкогольокидази відбувається нормаль-
но, тобто активність ферменту у вирощених на етанолі та глюкозі клітин дорівнює нулю 
(див. рис.1, Б 5, 6). Рівень активності алкогольоксидази у мутантів 125-2Е та per4-3а під 
час культивування у середовищі з метанолом виявився значно нижчим, ніж у штаму ди-
кого типу (р<0,05) (див. рис.1, Б 4), можливо, у зв’язку з блокуванням утилізації названої 
сполуки  клітинами цих штамів (див. рис.1, А 1). Згідно з отриманими результатами для 
індукції синтезу алкогольоксидази клітини мутантів з пошкодженим біогенезом перокси-
сом та похідних штаму 125-2Е вирощували у багатому поживному середовищі YEPD до 
високої концентрації біомаси та інкубували протягом 12-18 год у середовищі з 0,5% ме-
танолом. Клітини мутантів per4-3a та 125-2E за рівнем нагромадження біомаси під час 
утилізації етанолу та глюкози не відрізнялися від клітин штаму NCYC 495 (р>0,05) (див. 
рис.1, А 2, 3). 

Кінетику росту вивчали у рідких синтетичних середовищах з метанолом (0,5%), 
етанолом (1%) та глюкозою (1%) при 28о С клітин штамів NCYC 495, 125-2E, ts-
ревертантів: 125-2E-14Б, 125-2E-28Б, 125-2E-66Б, 125-2E-14Б-3, 125-2E-14Б-14, 125-2E-
28Б-11, 125-2E-66Б-5 та ревертанта 125-2E-77Б (рис.2, а - в). Під час утилізації метанолу 
при пермісивній температурі концентрація біомаси усіх перевірених ревертантів вияви-
лася значно вищою, ніж штаму 125-2Е (р<0,05), однак практично вдвічі нижчою, ніж 
штаму дикого типу у середині стаціонарної фази росту, крім ревертантів 14Б-3 та 77Б 
(див. рис.2, а). Їхній ріст виявився майже таким, як і штаму дикого типу (р>0,05). Під час 
утилізації етанолу та глюкози клітини всіх перевірених мутантних штамів нагромаджу-
вали біомасу на рівні клітин штаму дикого типу NCYC 495 (див. рис.2, б, в), що може 
бути непрямим доказом непошкодження транспорту молекул цих сполук у клітину 
(р>0,05).  Паралельно  досліджували  здатність  до росту на агаризованих синтетичних 
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Рис. 1. Кінетика росту (А) та індукція синтезу алкогольоксидази (Б) під час утилізації 

клітинами штамів NCYC 495 (■), 125-2E (▲) та per4-3a (∆) 0,5% метанолу (1, 4), 
1% етанолу (2, 5) та 1% глюкози (3, 6) при 28о С (200 об./хв). А – за віссю абсцис – 
час (год); за віссю ординат – концентрація клітин (г/л); Б – за віссю абсцис – час 
(год); за віссю ординат – активність алкогольоксидази (“тіні”, Од/мг клітин). 
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Рис. 2. Кінетика росту в синтетичних середовищах з 0,5% метанолом (а), 1,0% етанолом 

(б), 1% глюкозою (в) при 28о С штамів H. рolymorpha NCYC 495 (■), 125-2E (▲) і 
ревертантів, похідних рех1 мутанта: 14Б ( ) 28Б ( ) 66Б ( ) 77Б ( ), 14Б-3 (◊), 
14Б-14 (x), 28Б-11 (ж),  66Б-5 (♦). За віссю абсцис – час (год); за віссю ординат – 
біомаса (г/л). 
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Рис. 3. Зміна активності алкогольоксидази під час інкубації клітин штамів H. polymorpha 

NCYC 495 (■), 125-2E  (▲), ts-ревертантів: 14Б ( ), 28Б ( ), 66Б ( ), 14Б-3 (◊) 
та ревертанта 77Б ( ) у середовищах з 1% глюкозою (1, 2, 5, 6) та 1% етанолом (3, 
4, 7, 8) при 28о С (1, 3, 5, 7) та 37о С (2, 4, 6, 8). Клітини вирощували протягом 24 
год до середини експоненційної фази росту у середовищі YEPD та інкубували у 
середовищі з метанолом (0,5%) при 28о С - А (1, 2, 3, 4) і 37о С – Б (5, 6, 7, 8)  про-
тягом 16-18 год для індукції синтезу алкогольоксидази. Активність алкогольокси-
дази після індукції біогенезу пероксисом при 28 і 37о С штамів: NCYC 495 – 0,561 
і 0,578 Од/мг клітин; 125-2E – 0,685 і 0,931 Од/мг клітин;  14Б – 0,703 і 0,665 
Од/мг клітин; 28Б – 0,625 і 0,540 Од/мг клітин; 66Б – 0,666 і 0,741 Од/мг клітин; 
14Б-3 – 0,490 і 0,579 Од/мг клітин, відповідно, та штаму 77Б – 0,855 Од/мг клітин 
після індукції синтезу фермента при 28о С, виражали як 100%. За віссю абсцис – 
час (год); за віссю ординат – зміна активності алкогольоксидази ( %). 
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середовищах з метанолом (0,5%), етанолом (1%) та глюкозою (1%) при рестриктивній 
температурі (37о С) клітин штамів NCYC 495, 125-2E і всіх ревертантів. На середовищі з 
метанолом клітини штамів 125-2Е, 14Б, 2Б, 66Б, 14Б-3, 14Б-14, 28Б-11 та 66Б-5 не росли. 
Ріст усіх перевірених штамів на середовищах з етанолом та глюкозою не відрізнявся від 
росту клітин штаму дикого типу при рестриктивній температурі, як і при пермісивній. 

Кінетику зміни активності алкогольоксидази досліджували під час інкубації клітин 
штамів NCYC 495, 125-2E, 125-2E-14Б, 125-2E-28Б, 125-2E-66Б, 125-2E-14Б-3 та 125-2E-
77Б у середовищах з глюкозою (1%) та етанолом (1%) при 28 та 37о С (рис.3) Клітини 
вирощували до середини експоненційної фази росту у середовищі YEPD та інкубували 
протягом 16-18 год у середовищі з метанолом (0,5%) при 28 і 37о С (рис. 3, А і Б) для ін-
дукції синтезу алкогольоксидази. Отримані результати свідчать про пошкодження або 
блокування індукованої глюкозою та етанолом деградативної інактивації алкогольокси-
дази у всіх ts-ревертантів та ревертанта 77Б як при пермісивній, так і при рестриктивній 
температурах після індукції синтезу ферменту і при 28, і при 37о С (відмінність між за-
лишковою активністю алкогольоксидази клітин штаму дикого типу після 6 год інкубації 
за наявності глюкози та етанолу при обох температурах і клітин усіх перевірених мутан-
тів після індукції у них біогенезу пероксисом як при пермісивній, так і при рестриктивній 
температурах статистично достовірна: р<0,05). 

Виконано структурний аналіз морфологічної будови клітин штамів NCYC 495, 
125-2E, 125-2E-14Б, 125-2E-28Б, 125-2E-66Б, 125-2E-14Б-3 та 125-2E-77Б після індукції 
біогенезу пероксисом у середовищі з метанолом (0,5%) при 28о С з використанням мето-
дів електронної мікроскопії (рис. 4). Клітини мутантного по гену РЕХ1 штаму 125-2Е не 
мали пероксисом і мали велику зону, кристалоїдну структуру якої виявлено після прове-
дення цитохімічної реакції на алкогольоксидазу з використанням СеСl3. У клітинах усіх 
перевірених ts-ревертантів було виявлено і кристалоїд, і пероксисоми, за винятком ревер-
тантів 14Б-3 та 77Б, у клітинах яких формувалися великі за розміром пероксисоми за цих 
умов. Клітини штамів NCYC 495, 125-2E, 14Б, 28Б, 66Б, 14Б-3 та 77Б інкубували за наяв-
ності метанолу (0,5%) також при  37о С. У клітинах ts-ревертантів 14Б, 28Б, 66Б та 14Б-3 
пероксисом виявлено не було, як і у мутанта 125-2Е (електронно-мікроскопічних даних 
не наведено). У клітинах ревертанта 77Б при рестриктивній температурі (як і при пермі-
сивній) за наявності метанолу як індуктора утворювалися великі пероксисоми з дещо 
відмінною від штаму дикого типу  морфологічною структурою. 

З огляду на відсутність мікротілець після індукції їхнього біогенезу при рестрик-
тивній температурі у всіх ts-ревертантів деградативну інактивацію основних ферментів 
пероксисомного матриксу досліджували після індукції їхнього синтезу лише при пермі-
сивній температурі. Вивчали кінетику зміни активностей алкогольоксидази і каталази під 
час інкубації метанольно індукованих  при 28о С клітин штамів NCYC 495, 125-2E, per4-
3a, 125-2E-14Б-14, 125-2E-28Б-11, 125-2E-66Б-5 та 125-2E-77Б у середовищах з глюкозою 
(1%) та етанолом (1%) при 28о С (рис.5). Як видно з наведених результатів, автофагійна 
деградація основних пероксисомних ферментів (алкогольоксидази і каталази) у клітинах 
досліджуваних рех1 мутантів з блоком біогенезу пероксисом, а також усіх ts-ревертантів 
штаму 125-2Е і ревертанта 77Б блокована або пошкоджена за наявності як глюкози, так і 
етанолу (р<0,05). 

Досліджували локалізацію, характер домінування та зчеплення з маркерами ауксо-
трофності, мутацій, які зумовили ts фенотип у температурочутливих ревертантів штаму 
125-2Е, у результаті схрещування штамів 14Б, 28Б, 66Б та 125-2Е, ауксотрофних по лей-

 



цину, зі штамом дикого типу NCYC 495, ауксотрофним по метіоніну, за схемами, пока-
заними на рис. 6. Виконували генетичний аналіз масової вибірки аскоспор диплоїдів: 
125-2Е  х NCYC 495, 14Б х NCYC 495, 28Б х NCYC 495, 66Б х NCYC 495 (табл. 1 - 4). 
Попередньо  перевірено ріст цих диплоїдів у середовищі з метанолом (-leu – met) при 28 
та 37о С.  Мутації,  які  зумовлювали рех фенотип у мутанта 125-2Е і ts фенотип у реверта 

       

          

       

         
Рис. 4. Електронні мікрофотографії ультратонких зрізів клітин штамів NCYC 495 (1), 125-

2Е (2, 3), 14Б (4, 5), 28Б (6), 66Б (7), 14Б-3 (8) та 77Б (9) після індукції біогенезу 
пероксисом при 28о С. Клітини вирощували до середини експоненційної фази 
росту у середовищі YEPD та інкубували у середовищі з метанолом (0,5%) за 
умов аерації на качалці (200 об./хв) протягом 16-18 год. На фото 3 та 5 відобра-
жено клітини штамів 125-2Е та 14Б, відповідно, після цитохімічної реакції для 
визначення локалізації молекул білка алкогольоксидази із застосуванням CeCl3. 
Позначення: П – пероксисоми; К – кристалоїд.  
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Рис. 5. Зміна активності алкогольоксидази (1, 2) і каталази (3, 4) клітин штамів H. poly-
morpha NCYC 495 (■), 125-2E (▲), per4-3a ( ), 14Б-14 ( ), 28Б-11 ( ), 66Б-5 (♦) і 77Б 
( ) під час інкубації у середовищах  з 1% глюкозою (1, 3) та 1% етанолом (2, 4) при 28о 
С. Клітини вирощували протягом 24 год до середини експоненційної фази росту у сере-
довищі  YEPD та інкубували у середовищі з метанолом (0,5%) при 28о С протягом 18 год 
при 200 об./хв на качалці. Початкові питомі активності алкогольоксидази і каталази 
(Од/мг клітин і Од . 103/мг клітин, відповідно) штамів NCYC 495 (0,761 і 0,078), 125-2E 
(0,253 і 0,059), per4-3a (0,105 і 0,062), 14Б-14 (0,284 і 0,180), 28Б-11 (0,133 і 0,112), 66Б-5 
(0,151 і 0,045) і 77Б  (0,670 і 0,042) виражали як 100%. За віссю абсцис – час, год; за віссю 
ординат –  зміна активності алкогольоксидази, %. 

 



125-2E X NCYC 495 
leu- met+ pex1 х leu+ met- + 
генотип     фенотип 
батьківські класи  
leu- met+ pex1   pex leu- 
leu+ met- +   + met- 
leu- met- +   +  leu- met 
leu+ met+ pex1   pex prot 
рекомбінантні: 
leu- met+ +   + leu- 

leu- met- pex1   pex leu-  met- 
leu+ met+ +   + prot 
leu+ met- pex1   pex met- 

14Б x NCYC 495 , 28Б x NCYC 495 
leu- met+ pex1ts х leu+ met- + 
генотип     фенотип 
батьківські класи: 
leu- met+ pex1ts   ts leu- 
leu+ met- +   + met- 
leu- met- +   + leu-   met-  
leu+ met+ pex1ts   ts prot 
рекомбінантні: 
leu- met+ +   + leu- 

leu- met- pexts   ts leu  met-  
leu+ met+ +   + prot 
leu+ met- pexts   ts met- 

66Б x NCYC 495 
leu- met+ pex 1 s х leu+ met- + + 
генотип     фенотип 
батьківські класи: 
leu- met+ pex 1 s   ts leu- 
leu+ met- +       +   + met-  
leu- met- +       +   + leu- met- 

leu+ met+ pex1  s   ts prot 
leu+ met+ pex1  +   pex prot 
leu- met- +        s   + leu- met-  
leu- met+ pex1  +   pex leu-  
leu+ met- +        s   + met- 

рекомбінантні:  
leu- met+ +        +   + leu- 
leu+ met- pex1   s   ts met- 

leu- met+ +        s   + leu- 
leu+ met- pex1  +   pex met-  
leu- met- pex1   s   ts leu- met- 

leu+ met+ +        +   + prot 
leu- met- pex1  +   pex leu- met- 
leu+ met+ +        s   + prot 

 
Рис. 6. Схеми  схрещувань штамів дріжджів H. polymorpha. Позначення: pex фенотип – 

блок утилізації метанолу; ts фенотип – здатність штаму рости на метанолі лише 
при пермісивній температурі; + фенотип – нормальна здатність утилізувати мета-
нол; s– супресорна мутація; prot – прототрофність штаму. 
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нтів 14Б, 28Б і 66Б, виявилися рецесивними, оскільки всі перевірені диплоїди були здат-
ними до утилізації метанолу як при пермісивній, так і при рестриктивній температурах. 
Суспензію спорулювальної культури диплоїдних клітин (0,2 г/л) інкубували з 30% мета-
нолом протягом 25 хв при 37о С. Після відповідних розведень аскоспори у розрахунку 
100-200 колоній на чашку висівали на середовище з глюкозою (+leu +met), підрощували і 
методом відбитків переносили на різні селективні середовища: з 0,5% метанолом (+leu 
+met) для виявлення у мейотичних сегрегантів ts, рех фенотипів чи фенотипу дикого ти-
пу або 1% з глюкозою без факторів росту, лише з метіоніном та лише з лейцином для 
дослідження зчеплення маркерів ауксотрофності з мутаціями, які зумовили ts чи  рех фе-
нотипи у досліджуваних штамів. У результаті аналізу масової вибірки аскоспор диплоїдів 
14Б х NCYC 495 та 28Б х NCYC 495 на середовищі з метанолом колоній з рех фенотипом 
виявлено не було (див. табл. 2, 3). Це може бути свідченням того, що мутації, які зумови-
ли ts фенотип у темпераурочутливих ревертантів 14Б і 28Б, є точковими і містяться або 
всередині локуса РЕХ1, або з ним зчеплені. За аналогічних умов серед мейотичних сегре-
гантів диплоїда 66Б х NCYC 495 поряд з колоніями, що мали ts фенотип та фенотип шта-
му дикого типу, було виявлено колонії з рех фенотипом (див. табл. 4). Очевидно, мутація, 
що зумовила ts фенотип у ревертанта 66Б, є супресорною, тобто не локалізована і не зче-
плена з геном РЕХ1. Розщеплення по маркерах ауксотрофності в отриманих сегрегантів 
свідчить, що локус РЕХ1 зчеплений з локусом MET6. 

 
Таблиця 1 

Генетичний аналіз масової вибірки аскоспор диплоїда  
125-2Е (pex1 leu1.1) х NCYC 495 (met6). 

 
Серед сегрегантів виявлено Ріст на сере-

довищі з ме-
танолом (+leu 

+met) 
при 28о і 37о 

С, % 

Прототроф- 
них, % 

Leu- ауксот-
рофних, % 

Met- ауксот-
рофних, % 

Leu- met- аук-
сотроф- них, 

% 

фенотип 

Загальна 
кількість 
колоній 

сегрегантів, 
які виросли 
на середо-
вищі з 1% 
глюкозою 
(+leu +met) + pex + pex + pex + pex + pex 

144 65,97 34,03 5,26 38,78 5,26 40,82 44,21 12,24 45,26 8,16 
Примітка. + фенотип – клітини, які росли на середовищі з 0,5% метанолом (+leu 

+met) і при 28о С, і при 37о С. Рех фенотип – клітини з блокуванням утилізації метанолу 
як при пермісивній, так і при рестриктивній температурах.  

 
Отже, виявлено пошкодження або блокування індукованої глюкозою та етанолом 

селективної деградативної інактивації основних ферментів пероксисомного матриксу в 
клітинах досліджених рех1 мутантів та всіх похідних штаму 125-2Е ts-ревертантів і реве-
ртанта 77Б після індукції у них біогенезу пероксисом як при 28, так і при 37о С. Можли-
во, що в результаті мутацій, які зумовили ts фенотип або + фенотип у похідних штаму 
125-2Е, утворення білка рех1 за умов індукції біогенезу пероксисом при пермісивній те-
мпературі є дещо відмінним на якомусь етапі реалізації генетичної інформації від його 
формування у клітинах штаму дикого типу. Про це свідчить факт пошкодження інакти-

 



вації алкогольоксидази за наявності глюкози та етанолу в усіх ts-ревертантів після індук-
ції синтезу ферменту при пермісивній температурі, незважаючи на те, що в їхніх клітинах 
формуються пероксисоми й алкогольоксидаза локалізується всередині мікротілець, як 
наприклад у мутантів 14Б-3 і 77Б. Про неповне відновлення функції асоційованої з цито-
зольною поверхнею пероксисомної мембрани АТФ-ази, кодованої геном  РЕХ1  і задіяної 
в імпорті матриксних білків та фосфоліпідів у мембрану мікротілець, також можна суди-
ти за наявністю кристалоїдної зони, яка головно складається з молекул білка алкогольок-
сидази, поряд з пероксисомами у клітинах температурочутливих ревертантів, інкубова-
них за наявності метанолу при 28о С (наприклад, у 14Б, 28Б, 66Б). Можливо, що лише 
нормально сформований білок рех1 може бути повноцінним елементом-посередником 
сигнального  шляху  ініціації селективної  макроавтофагії п ероксисом, якщо припустити, 

Таблиця 2 
Генетичний аналіз масової вибірки аскоспор диплоїда  

14Б (pex1ts leu1.1) х NCYC 495 (met6). 
 

Серед сегрегантів виявлено Ріст на сере-
овищі з мета-
нолом (+leu 

met) 

д

+
пр

M Le -

и 28о і 37о С, 
% 

Прототроф- 
них, % 

Leu- ауксот-
рофних, % 

et- ауксотро-
фних, % 

u- met- аук
сотрофних, % 

фенотип 

Загальна 
кількість 

колоній сег-
регантів, які 
виросли на 
середовищі 
 1% глюко-
зою (+leu 

з

+ + ts + ts met) + ts + ts + ts 

829 55,61 44,39 7,38 37,23 9,33 37,77 41,21 12,22 42,08 10,87 
Примітка. + фенотип – клітини, які росли на середовищі з 0,5% метанолом (+leu 

+met) і при 28о С, і при 37о С. Ts фенотип – клітини з блокуванням утилізації метанолу 
при 37о С і відсутністю цього блокування при 28о С.  

Таблиця 3 
Генетич плоїда  

28Б (pex1ts leu1.1) YC 495 (met6). 

Серед сегрегантів виявлено 

ний аналіз масової вибірки аскоспор ди
х NC
 

Р
в

пр

іст на середо-
щі з метано-

м (+leu 
и
ло

и 28о о С, 
% 

Пр
них, % роф- них, % 

M
рофних, % сотро х, % +met) 

 і 37

ототроф- Leu- ауксот- et- ауксот- Leu- met- аук-
фни

фенотип 

Загальна 
кількість 

колоній сег-
регантів, які 
виросли на 
ередовищі 
 1% глюко-
с
з
зою u 

+m
 (+le + ts + ts + ts + ts + ts et) 

117 82,05 17,95 7,29 38,09 8,33 33,33 44,79 9,52 39,58 19,08 
Примітка. + фенотип – клітини, які росли на середовищі

о о
 з 0,5% метанолом (+leu 

+met) при 28  С, і при 37  С. Ts фенотип – клітини з блокуванням утилізації метанолу 
при 37  С і відсутністю цього блокування при 28о С.  

 

і 
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Таблиця 4 
Генетичний аналіз масової  аскоспор диплоїда  

66Б (pex1ts leu1
 

Сере егантів виявлено 

 вибірки
.1) х NCYC 495 (met6). 

д сегріст на середо
ищі з метано

лом 
u +met

eu-

% 

et- et- 

Загальна 
кількість 

сегреган-
в, як

виросли 
на сере-
довищі з 

% глю-
козою 

колоній 

ті і 

1

+me

+ ts pex + ts pex + ts pex + ts pex + ts рex
(+leu 

Р -
в -

(+le ) 
при 28о і 37о С, 

% 

Прототрофних, 
% 

L
ауксотрофних, 

M
ауксотрофних, 

% 

Leu- m аук-
сотрофних, 

% 

фенотип 

t) 
141 53,90 21,28 24,82 7,89 53,33 37,14 1,32 46,67 37,14 48,68 0 11,43 42,11 0 14,29

Примітка. + фенотип – клітини, які росли на середовищі з 0,5% метанолом (+leu 
+met) і при 28о С, і при 37о С. Ts фенотип – клітини з блокуванням утилізації метанолу 
ри 37о С і відсутністю цього блокування при 28о С. Рех фенотип – клітини з блокуван-

зі й 
автоф гр ці м ні 

sis and degradation in yeasts”. Автори вдячні  доктору  
біол. наук професору А.А.Сибірном уваження щодо виконання 

______________________ 

п
ням утилізації метанолу як при пермісивній, так і при рестриктивній температурах.  
 
що саме мембрана органел виконує специфічну сенсорну функцію у запуску чи елонгації 
деградації завдяки локалізації у ній або детермінант упізнавання сигналів або ферментів, 
які каталізують зміни концентрацій деяких внутрішньоклітинних метаболітів, учасників 
сигнальних шляхів, наприклад АТФ [44, 45, 46, 47, 48, 49]. Відсутність пошкодження 
етанольної та глюкозної катаболітної репресії синтезу ферментів метаболізму метанолу, а 
також відсутність блоку утилізації етанолу і глюкози (непрямий доказ номального транс-
порту цих сполук) у клітин мутантів 125-2Е, per4-3a, 14Б, 28Б, 66Б, 14Б-3, 14Б-14, 28Б-11, 
66Б-5 та 77Б свідчать про роль саме білка рех1 у пошкодженні селективної автофагійної 
деградації алкогольоксидази і каталази, індукованої етанолом та глюкозою. Детальне 
розшифрування природи мутацій, які зумовили ts фенотип та + фенотип у ревертантів 
штаму 125-2Е із застосуванням методів молекулярної біології могло б привести до ліп-
шого розуміння функціонування білка рех1 як під час формування пероксисом, так і під 
час деградації в плані взаємодії з іншими білками пероксисомної мембрани, участі в ме-
ханізмі транслокації та сигнальному шляху індукції макропексофагії. Можливість розді-
лення процесів утворення та елімінації мікротілець зміною температурних умов у кліти-
нах отриманих і певним чином генетично модифікованих кондиційних мутантів могла б 
стати вагомим внеском у з’ясуванні ролі АТФ-ази, кодованої геном РЕХ1, у біогене

агійній де ада ї пероксисо при використан методів конфокальної лазерної 
скануючої мікроскопії і флуоресцентної мікроскопії з відображенням живої клітини. 

Робота є частиною міжнародного проекту INTAS 991-0788  
”Principles of peroxisome biogene

у за цінні рекомендації і за
експериментальних досліджень. 
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THE ROLE OF CODED BY PEX1 GENE ATP-ase, INVOLVED IN PEROXISOME 
BIOGENESIS IN METHYLOTROPHIC YEASTS HANSENULA POLYMORPHA, IN 

SELECTIVE AUTOPHAGIC DEGRADATIVE INACTIVATION OF MAIN 
PEROXISOME MATRIX ENZYMES 
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It was revealed the defect in glucose and ethanol induced autophagic degradative inacti-

vation of alcohol oxidase and catalase at 28o C and 37o C in cells of Hansenula polymorpha 
pex1 mutants with peroxisome biogenesis block and temperature-sensitive revertants, deriva-
tives from 125-2E (pex1 leu1.1) strain, after peroxisome biogenesis induction both at permis-
sive (28o C) and restrictive (37o C) temperatures. By means of electron microscopy investiga-
tions it was founded absence of peroxisomes and presence of alcohol oxidase crystalloid in cells 
of strain 125-2E with mutation in PEX1 gene, availability of peroxisomes together with crystal-
loid in cells of all ts-revertants, except revertants 14B-3 and 77B, and presence of only perox-
isomes in cells of mutants 14B-3 and 77B after peroxisome biogenesis induction at 28o C. In 
cells of all investigated ts-revertants after incubation in medium with methanol at 37o C, so as in 
125-2E mutant, peroxisomes were not revealed. 

 
Key words: methylotrophic yeasts, peroxisome biogenesis and degradation, inactivation 

of peroxisome enzymes, alcohol oxidase, catalase.  
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