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Метилотрофные дрожжи Komagataella phaffii активно используются в биотехнологии для синтеза 
рекомбинантных белков. В связи с высокой практической значимостью этих дрожжей необычай-
но важным является тщательный подбор условий культивирования и оптимизация состава сред. 
В данной работе на уровне транскриптома было изучено влияние дефицита биотина на экспрес-
сию генов у этих дрожжей. Было показано, что ответ клеток K. phaffii на недостаток биотина сильно 
зависит от источника углерода в среде. В средах, содержащих глицерин, дефицит биотина приводил 
к активации генов метаболизма биотина, глиоксилатного цикла и синтеза ацетил-CоА в цитоплаз-
ме, а также подавлению генов глюко- и липогенеза. В средах, содержащих метанол, дефицит био-
тина в первую очередь приводил к подавлению генов, вовлеченных в синтез белков, и активации 
ответа клетки на окислительный стресс.
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Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; ЦТК – цикл трикарбоновых кислот; DAPA – 7,8-диами-
нопеларгонат; DHAP  – дигидроксиацетонфосфат; GAP – глицеральдегид-3-фосфат; KAPA  – 8-амино-7-оксонаноат; 
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ВВЕДЕНИЕ

Дрожжи Komagataella phaffii (также извест-
ные как Pichia pastoris) – высокоэффективный 
продуцент рекомбинантных белков. Они ис-
пользуются для синтеза интерлейкинов, ин-
терферонов, антимикробных пептидов, фер-
ментов и множества других белков, а также 
пищевых добавок [1].

Благодаря особенностям физиологии и 
метаболизма K. phaffii обладают рядом пре-
имуществ в качестве системы экспрессии. Эти 
дрожжи обеспечивают правильную укладку 
гетерологичных эукариотических белков и их 
посттрансляционные модификации, такие как 
гликозилирование и формирование дисуль-
фидных связей. Недавно для K. phaffii были 
также разработаны методы модификации си-
стем гликозилирования, которые позволяют 
синтезировать в этих дрожжах белки, гликози-
лированные по типу белков млекопитающих 

и человека [1]. Из-за низкого уровня секреции 
собственных эндогенных белков K. phaffii при-
влекательны в качестве системы для синтеза 
секреторных белков. Эти дрожжи относятся к 
так называемым «Крэбтри-негативным» дрож-
жам, которые характеризуются дыхательным 
типом метаболизма. В  связи с этим K. phaf-
fii демонстрируют большую скорость роста 
и высокую плотность клеток при культиви-
ровании на сравнительно простых и дешевых 
средах [2, 3].

K.  phaffii способны утилизировать раз-
личные источники углерода, в частности, 
глицерин и метанол. В  ходе окислительного 
метаболизма глицерин фосфорилируется с 
образованием глицерин-3-фосфата, который 
затем окисляется до дигидроксиацетонфосфа-
та (DHAP). DHAP преобразуется в глицераль-
дегид-3-фосфат  (GAP) и вступает в путь гли-
колиза. В  качестве альтернативы GAP может 
вступать в реакции глюконеогенеза за счет ак-
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тивности цитозольных альдолаз, которые ката-
лизируют обратимое преобразование DHAP 
и  GAP в фруктозо-1,6-бисфосфат  (F-1,6-BP). 
F-1,6-BP превращается в фруктозо-6-фосфат, 
который может вступать в реакции пентозо-
фосфатного пути [4].

Утилизация метанола в клетках K. phaffii 
начинается с окисления метанола до форм-
альдегида под действием алкогольоксидазы. 
Этот процесс происходит в пероксисомах. За-
тем формальдегид может быть окислен в пути 
диссимиляции либо ассимилирован клеткой 
за счет конденсации с ксилулозо-5-фосфа-
том  (Xu5P). В  результате последней реакции 
Xu5P и формальдегид преобразуются в дигид-
роксиацетон и  GAP, которые далее метаболи-
зируются в цитоплазме [5].

Экспрессия генов метаболизма метанола 
(MUT-генов) строго регулируется в зависимо-
сти от источника углерода: она подавляется в 
присутствии глюкозы или глицерина в среде и 
индуцируется в присутствии метанола. Силь-
ные метанол-индуцируемые промоторы MUT-
генов, такие как промотор гена алкоголь-
оксидазы  1 (AOX1), широко используются для 
экспрессии гетерологичных генов в K. phaffii.

Производство белков в K. phaffii обычно 
происходит с использованием двухстадийной 
схемы культивирования, чтобы разобщить 
процессы накопления биомассы и синтеза бел-
ка. На первой стадии дрожжевые клетки выра-
щивают в среде с глицерином. В  таких усло-
виях экспрессия гетерологичных генов под 
контролем промотора  AOX1 подавлена. После 
переноса клеток в среду, содержащую метанол, 
происходит индукция синтеза белка. В  связи 
с важностью K. phaffii как объекта биотехно-
логии в настоящее время активно изучается 
влияние состава культивационной среды на 
физиологию этих дрожжей [6–11].

Биотин (или витамин H) является важным 
компонентом, необходимым для роста разных 
организмов. Он играет значительную роль как 
кофактор ферментов, катализирующих реак-
ции карбоксилирования в процессах липо-
генеза, глюконеогенеза и метаболизма ами-
нокислот. Было также показано, что биотин 
участвует в контроле метаболизма углерода и 
адаптации к изменениям в содержании источ-
ника углерода в среде [12].

Бактерии, растения и некоторые низшие 
грибы способны синтезировать биотин de novo. 
Многие другие организмы вынуждены полу-
чать этот витамин из пищи. В отличие от боль-
шинства микроорганизмов, некоторые виды 
дрожжей, включая K. phaffii и большинство 
штаммов Saccharomyces cerevisiae, потеряли 

способность синтезировать биотин самостоя-
тельно. Метаболизм биотина и последствия 
биотинового голодания изучались в основном 
у дрожжей S. cerevisiae, и очень мало известно 
об этих процессах у K. phaffii.

Дрожжи S. cerevisiae имеют 6 биотин-зави-
симых ферментов, вовлеченных в метаболизм 
сахаров, жиров и аминокислот: цитоплазма-
тическая  (Acc1) и митохондриальная  (Hfa1) 
ацетил-CoA карбоксилазы; пируваткарбокси-
лазы  Pyc1, Pyc2; амидолиаза мочевины  Dur1,2 
и кофактор аминоацилирования тРНК Arc1. 
Ковалентное присоединение биотина к бел-
кам  Pyc1,2 и  Acc1 осуществляется биотин-
протеинлигазой Bpl1  [13]. Несмотря на то что 
большинство штаммов S. cerevisiae являются 
ауксотрофами по биотину, они способны син-
тезировать биотин из таких предшественников, 
как 8-амино-7-оксонаноат (KAPA), 7,8-диами-
нопеларгонат (DAPA) и детиобиотин. Фермен-
ты, обеспечивающие превращение KAPA че-
рез DAPA и детиобиотин в биотин кодируются 
генами BIO3, BIO4, BIO2. Транспортер биоти-
на Vht1 обеспечивает поглощение экзогенного 
биотина, а его предшественники транспор-
тируются через мембранный белок  Bio5  [13]. 
Некоторые штаммы S. cerevisiae также распо-
лагают генами BIO1 и BIO6, чьи продукты уча-
ствуют в вышележащих этапах биосинтеза био-
тина. Они обеспечивают образование KAPA из 
пимелиновой кислоты, что позволяет клеткам 
медленно расти на среде без биотина [14].

Дрожжи K. phaffii имеют только ортолог 
гена BIO2, позволяющего расти на среде с де-
тиобиотином, тогда как остальные гены био-
синтеза биотина у них отсутствуют. Было по-
казано, что K. phaffii способны расти на среде 
с KAPA и DAPA или на среде без биотина толь-
ко после интеграции и сверхэкспрессии соот-
ветствующих генов S. cerevisiae. Таким об разом, 
штаммы K. phaffii, используемые для производ-
ства белков, нуждаются в добавлении большого 
количества этого витамина в среду [15].

Целью данного исследования является из-
учение влияния дефицита биотина на экспрес-
сию генов в клетках K. phaffii на уровне тран-
скриптома.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и условия культивирования. В  ра-
боте использовался штамм дрожжей K.  phaf-
fii X-33 («Thermo Fisher Scientific», США).

Модификации стандартных сред BMG 
(buffered minimal glycerol) и BMM  (buffered 
minimal methanol) с разными концентрациями 
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биотина использовались для культивирова-
ния K. phaffii и транскриптомного анализа. 
Сначала приготовили исходные растворы 
сред  BMG и  BMM без биотина. Они содер-
жали 100 мМ фосфата калия (pH 6,0), 1% гли-
церина (для сред  BMG) или 0,5%  метанола 
(для сред BMM), а вместо коммерческой сме-
си  YNB (содержащей биотин) была использо-
вана соответствующая смесь витаминов (за ис-
ключением биотина), солей, источников азота 
и микроэлементов (таблица). Смесь была со-
ставлена на основе рецепта коммерческой YNB 
без аминокислот, содержащей сульфат аммо-
ния («Sigma-Aldrich», США; #Y0626 KG).

Среды BMG и BMM без биотина обозна-
чены как  BMG(B–) и  BMM(B–). BMG(B+) 
и  BMM(B+) содержали биотин в концентрации 
2 мкг/литр (2 × 10–7%). BMG(B++) и BMM(B++) 
содержали 400 мкг/литр (4 × 10–5%) биотина.

Клетки дрожжей культивировались при 30 °C.
Культивирование клеток K. phaffii для тран-

скриптомного анализа. В 300 мл среды BMG(B+) 
с глицерином и BMM(B+) с метанолом вноси-
ли клетки штамма  Х-33. После 22 ч культиви-
рования из каждой культуры отбирали 2  рав-
ных объема (по  90 мл). Клетки из этих объе -
мов собирали с помощью центрифугирова-
ния (10 мин при 3000 g). Для каждого варианта 
источника углерода клетки из одной пробы 
разводили в  90 мл среды с соответствующим 
источником углерода и без биотина. Клетки 
из второй пробы разводили в  90 мл соответ-
ствующей среды с концентрацией биотина 
400 мкг/литр. Из каждой пробы отбирали 
по 3 объема по 20 мл и культивировали их от-
дельно в течение 24 ч.

Выделение РНК и приготовление библиотек. 
Тотальная РНК была выделена из клеток с ис-
пользованием набора YeaStar RNA Kit («Zymo 
Research», США; #R1002). После выделения 
пробы обрабатывали ДНКазой («Thermo Fish-
er Scientific»; #EN0525) и очищали с помо-
щью набора CleanRNA Standard («Евроген», 
Россия; #BC033). Качество выделенной РНК 
оценивали с помощью агарозного гель-элек-
трофореза.

300  нг тотальной РНК каждого образца 
использовали для приготовления библиотек 
с помощью набора QuantSeq 3′ mRNA-Seq Li-
brary Prep Kit FWD for Illumina («Lexogen», Ав-
стрия; #015.96). Качественный и количествен-
ный анализ образцов производили с помощью 
флуориметра Qubit и капиллярного электро-
фореза в системе Agilent  2200 TapeStation 
System («Agilent Technologies», США). Сек-
венирование производили с помощью набо-
ра MiSeq Reagent Kit  v2 (1 × 300; «Illumina», 

США; #MS-102-2002) на секвенаторе MiSeq 
(«Illumina»).

Биоинформатический анализ. С  помощью 
программы Trimmomatic  [16] были удалены 
адаптеры и индексы и отфильтрованы прочте-
ния. Качество прочтений проверяли с помо-
щью программы FastQC  [17]. Для выравни-
вания использовали геном дрожжей K.  phaffii 

Состав смеси витаминов, солей и микроэлементов

Компонент Концентрация

Витамины

Пантотенат кальция 0,8 мг/литр

Фолиевая кислота 4 мкг/литр

Инозитол 4 мг/литр

Никотиновая кислота 0,8 мг/литр

4-Аминобензойная кислота 0,4 мг/литр

Пиридоксин HCl 0,8 мг/литр

Рибофлавин 0,4 мг/литр

Тиамин HCl 0,8 мг/литр

Микроэлементы

Борная кислота 1 мг/литр

Сульфат меди 0,08 мг/литр

Йодид калия 0,2 мг/литр

Хлорид железа (III) 0,4 мг/литр

Сульфат марганца 0,8 мг/литр

Молибдат натрия 0,4 мг/литр

Сульфат цинка 0,8 мг/литр

Соли

Одноосновный фосфат калия 1 г/литр

Сульфат магния 0,5 г/литр

Хлорид натрия 0,1 г/литр

Хлорид кальция 0,1 г/литр

Сульфат аммония 5 г/литр
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(ASM2700v1) и аннотацию из базы дан-
ных NCBI (National Center for Biotechnology 
Information). Прочтения выравнивали с помо-
щью hisat-2  [18] со стандартными парамет-
рами. После выравнивания прочтения отсор-
тировали и проиндексировали с помощью 
samtools  [19]. Для подсчета количества вырав-
ненных прочтений использовали программу 
featureCounts  [20]. Анализ дифференциаль-
ной экспрессии генов проводили при помощи 
языка программирования  R (версия  3.6.3) и 
библиотеки  DESeq2 (версия  1.24.0)  [21]. Для 
дальнейшего анализа использовались гены, 
скорректированное значение p-value кото-
рых было меньше  0,05 и значение логарифма 
изменения экспрессии (log2FoldChange) было 
больше 0,5 по модулю.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Культивирование клеток K. phaff ii для тран-
скриптомного анализа. Биотин в концентрации 
2 мкг/литр часто используется для культивиро-
вания дрожжей S.  cerevisiae, тогда как гораздо 
более высокие концентрации рекомендуется 
использовать для K.  phaffii. В  нашем иссле-
довании мы культивировали клетки K.  phaffii 
в  2  этапа. Сначала мы растили штамм Х-33 в 
средах BMG(B+) и  BMM(B+). На  этом эта-
пе мы использовали концентрацию биотина 
2 мкг/литр, чтобы на последующих этапах куль-
тивирования эффекты голодания по биотину 
проявились быстрее и ярче. При культиви-
ровании K. phaffii для производства реком-
бинантных белков используются разные ис-

точники углерода. Поэтому мы исследовали 
влияние недостатка биотина при росте этих 
дрожжей на средах с глицерином и метанолом 
в качестве источников углерода и энергии.

На втором этапе клетки собирали с помо-
щью центрифугирования и переносили на сре-
ды с соответствующим источником углерода и 
разными концентрациями биотина: BMG(B–) 
и  BMM(B–) без биотина; BMG(B++) и 
BMM(B++)  – с биотином в концентрации 
400 мкг/литр. После 24 ч культивирования из 
клеток выделяли тотальную РНК для после-
дующего транскриптомного анализа. Схема 
культивирования представлена на рис. 1.

Чтобы показать, что полученные резуль-
таты достоверно отражают изменения в экс-
прессии генов, мы сравнили транскриптомные 
данные, полученные из культур, выращенных 
на средах с высоким содержанием биотина и 
разными источниками углерода – метанолом и 
глицерином (BMG(B++) против  BMM(B++)). 
Аналогичный анализ ранее проводился и в 
других исследованиях  [22–24]. Рост клеток 
K. phaffii на таких разных источниках угле-
рода приводит к значительным изменениям 
в экспрессии генов. Среди 1607  генов, про-
демонстрировавших изменение экспрессии, 
мы проанализировали те, которые вовлече-
ны в метаболизм метанола. Как и ожидалось, 
гены алкогольоксидазы (PAS_chr4_0821, PAS_
chr4_0152), гены, вовлеченные в диссимиля-
ционный (PAS_chr3_1028, PAS_chr3_0867, PAS_
chr3_0932) и ассимиляционный (PAS_chr3_
0832, PAS_chr3_0834, PAS_chr3_0841, PAS_
chr3_0951) пути метаболизма метанола, а также 
гены биогенеза пероксисом (PAS_chr2-2_0186, 

Рис. 1. Схема культивирования. NGS – секвенирование нового поколения (next generation sequencing)
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PAS_chr4_0794) были индуцированы в присут-
ствии метанола и репрессированы на глицери-
не. Эти результаты, а также данные по другим 
генам, которые далее будут обсуждаться в этой 
работе, приведены в табл. П1 в Приложении.

Далее мы сосредоточились на изучении 
влияния биотинового голодания на клетки 
K. phaffii, выращенные в средах с различными 
источниками углерода. Для этого транскрип-
томные данные, полученные после культи-
вирования в среде с глицерином и высоким 
содержанием биотина, сравнивали с анало-
гичной средой без биотина (BMG(B++) про-
тив BMG(B–)). Такой же анализ проводили для 
среды с метанолом в качестве источника угле-
рода (BMM(B++) против  BMM(B–)). Резуль-
таты анализа с использованием DESeq2 для 
генов, характеризующихся дифференциаль-
ной экспрессией при голодании по биотину, 
приведены в табл. П2 в Приложении для сред с 
глицерином (BMG(B++) против BMG(B–)) и 
в табл. П3 в Приложении – для сред с метано-
лом (BMM(B++) против BMM(B–)).

Влияние дефицита биотина на экспрессию 
генов в клетках K. phaff ii, выращенных на гли-
церине. Транскриптомный анализ показал, что 
голодание по биотину оказывает сравнительно 
слабое влияние на экспрессию генов в клет-
ках K. phaffii, использующих глицерин в каче-
стве источника углерода. Заметное изменение 
активности было отмечено только для 22 генов 
(табл. П4 в Приложении). Среди них экспрес-
сия 14 генов была повышена, а 8 – понижена в 
условиях голодания по биотину. Гены, проде-
монстрировавшие повышенную экспрессию, 
вовлечены в метаболизм биотина и тиамина, 
глиоксилатный цикл, транспорт мочевины, 
окисление ацетальдегида, синтез ацетил-CoA 
и его карнитин-опосредованный транспорт.

Среди активированных генов первую груп-
пу составляют гены метаболизма биотина, ко-
дирующие биотинпермеазу (PAS_FragB_0023), 
биотинсинтазу  Bio2 (PAS_chr1-3_0052) и био-
тин-протеинлигазу (PAS_chr3_0569). Таким об-
разом, недостаток биотина приводит к повы-
шению экспрессии генов, обеспечивающих 
транспорт биотина, биосинтез биотина из его 
предшественника детиобиотина и ковалентное 
присоединение биотина к апоферментам. Эти 
результаты согласуются с более ранними рабо-
тами, посвященными регуляции метаболизма 
биотина в S. cerevisiae. В этих дрожжах недоста-
ток биотина приводил к повышению экспрессии 
генов пермеазы биотина  (VHT1), биотинсинта-
зы (BIO2) и биотин-протеинлигазы (BPL1). Ре-
гуляция этих генов зависит от транскрипцион-
ного фактора Vhr1, который является сенсором 

биотина и связывается с регуляторными участ-
ками BRE (biotin response element), расположен-
ными в промоторах регулируемых генов [25, 26].

В клетках, выращенных в условиях недо-
статка биотина, помимо генов биотинового 
метаболизма, была отмечена активация генов, 
вовлеченных в синтез тиамина. Тиамин явля-
ется важным соединением для клеточного 
энергетического метаболизма, поскольку его 
производные служат кофакторами для различ-
ных ферментов, таких как транскетолазы, пи-
руватдекарбоксилазы, пируватдегидрогеназы 
и оксоглутаратдегидрогеназы. Таким образом, 
тиамин необходим для реакций окислительно-
го декарбоксилирования пирувата, цикла три-
карбоновых кислот  (ЦТК) и пентозофосфат-
ного пути. У S. cerevisiae синтез тиамина de novo 
является энергетически затратным процессом. 
Поэтому он запускается только при очень низ-
ком внутриклеточном уровне тиаминпирофос-
фата  [13]. Помимо роли тиамина в качестве 
кофактора ферментов, показано, что он также 
задействован в ответе клеток на абиотический 
стресс. В частности, экспрессия генов синтеза 
тиамина активировалась при окислительном 
и осмотическом стрессе  [27, 28]. Таким обра-
зом, активация генов, вовлеченных в синтез 
тиамина, в голодающих по биотину дрожжах 
K. phaffii может указывать на то, что в таких 
условиях в клетках возникает повышенная по-
требность в тиамине.

Экспрессия генов, кодирующих ключе-
вые ферменты глиоксилатного цикла, изоцит-
ратлиазу (PAS_chr1-4_0338) и малатсинтазу 
(PAS_chr4_0191) возрастала в условиях голо-
дания по биотину  (рис. 2). Глиоксилатный 
цикл протекает в пероксисомах и превращает 
двухуглеродные соединения в четырехугле-
родную молекулу  – сукцинат, который затем 
входит в  ЦТК. У  S. cerevisiae глиоксилатный 
цикл позволяет использовать двухуглеродные 
субстраты (такие как ацетат или этанол) для 
генерации предшественников для синтеза са-
харов и других органических соединений. Гли-
оксилатный цикл также играет важную роль в 
преобразовании ацетил-CoA, образованного в 
результате β-окисления жирных кислот. Регу-
ляция генов изоцитратлиазы и малатсинтазы 
осуществляется в зависимости от источника 
углерода в среде. Синтез этих ферментов ре-
прессирован в клетках S. cerevisiae, выращен-
ных на глюкозе, и дерепрессирован в среде без 
глюкозы  [29]. Повышенная экспрессия генов, 
кодирующих эти ферменты у K. phaffii, испы-
тывающих дефицит биотина, свидетельствует 
об участии биотина в адаптации клеток к раз-
личным источникам углерода.



МАКЕЕВА и др.1660

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Рис. 2. Предполагаемая схема влияния дефицита биотина на метаболизм в клетках K. phaffii при росте на глицерине. 
Зеленым цветом отмечены белки и процессы, которые активируются при дефиците биотина; красным  – репресси-
руются. Оранжевым обозначены процессы, в которых задействованы биотинзависимые ферменты. α-KG  – α-кето-
глутарат; Ac – ацетат; Ac-CoA – ацетил-CоА; Acc1 – ацетил-СоА карбоксилаза; Acs2 – ацетил-СоА синтетаза 2 (ор-
толог гена S.  cerevisiae  ACS2; PAS_chr3_0403); Cat2  – карнитин-ацетилтрансфераза (ортолог гена S.  cerevisiae  CAT1; 
PAS_chr3_0069); Cit  – цитрат; Dur1,2  –амидолиаза мочевины; Fum  – фумарат; Glx  – глиоксилат; ICit  – изоци-
трат; ICL – изоцитратлиаза (ген PAS_chr1-4_0338); Mlt – малат; MS –малатсинтаза (ортолог гена S. cerevisiae DAL7; 
PAS_chr4_0191); OxAc – оксалоацетат; PEP – фосфоенолпируват; PEPCK – фосфоенолпируваткарбоксикиназа (ген 
PAS_FragB_0061); Pyc1,2 – пируваткарбоксилаза; Pyr – пируват; Suc – сукцинат; Suc-CoA – сукцинил-СоА; Yat1 – 
карнитин-ацетилтрансфераза (ортолог гена S. cerevisiae YAT1; PAS_chr1-4_0074)

Некоторые гены, участвующие в синтезе 
ацетил-СоА в цитоплазме (PAS_chr3_0403; ор-
толог гена S. cerevisiae ACS2) и карнитин-опо-
средованном транспорте ацетил-СоА (PAS_
chr3_0069, PAS_chr1-4_0074), активировались 
в клетках, культивированных в среде с дефи-
цитом биотина (рис. 2). В дрожжах ацетил-CоА 
может образовываться: в митохондриях во вре-
мя окисления пирувата; в пероксисомах – че-
рез окисление жирных кислот; в цитоплазме – 
посредством деградации неферментируемых 
источников углерода. ACS2  – это ацетил-CoA 
синтетаза 2 (ацетат-CoA лигаза 2) S. cerevisiae, 
которая обеспечивает превращение пирува-
та в ацетил-CoA в цитоплазме (PDH  bypass). 
Известно, что этот фермент является постав-
щиком ацетил-CoA для ацетилирования ги-
стонов  [30,  31]. Ацетил-CoA, образованный в 
цитоплазме или пероксисомах, транспортиру-
ется в митохондрии, чтобы вступить в  ЦТК, с 
помощью системы карнитин-опосредованного 
транспорта [32]. Было показано, что при голо-
дании по биотину в S. cerevisiae ацетил-CoA ак-
тивно транспортировался в митохондрии. Это 
приводило к гиперацетилированию митохон-
дриальных белков, что, в свою очередь, влияло 
на окислительно-восстановительный баланс 
клетки [33]. Активация экспрессии генов ком-
понентов карнитиновой челночной системы 

у  K. phaffii, предназначенных для транспорта 
ацетил-CоA в митохондрии, указывает на то, 
что подобные процессы могут иметь место и в 
клетках этих дрожжей при дефиците биотина.

Активация гена митохондриальной альде-
гиддегидрогеназы (PAS_chr3_0987) во время 
биотинового голодания у  K. phaffii согласу-
ется с действием биотина на митохондрии. 
Активированный ген K. phaffii является орто-
логом митохондриальной альдегиддегидро-
геназы (ALD5) S. cerevisiae. Известно, что этот 
фермент играет скорее регулирующую роль в 
митохондриальном дыхании, чем метаболиче-
скую. Повышение его активности связано со 
снижением дыхательной способности, которая 
зависит от работы митохондриального ком-
плекса переноса электронов [34].

Среди генов, репрессированных в средах с 
дефицитом биотина, были гены, участвующие 
в глюконеогенезе, транспорте меди, детокси-
кации формиата, синтезе жирных кислот и их 
β-окислении, регуляции клеточного цикла, 
образовании почек и репарации ДНК.

Экспрессия фосфоенолпируваткарбокси-
киназы (PEPCK; ген PAS_FragB_0061) по-
давлялась в средах с дефицитом биотина. 
PEPCK катализирует превращение оксалоаце-
тата (OxAc) в фосфоенолпируват (PEP), кото-
рый вступает в путь глюконеогенеза. Обратное 
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превращение PEP в OxAc катализируется био-
тинзависимой пируваткарбоксилазой. В  усло-
виях дефицита биотина этот путь синтеза 
OxAc подавляется. Однако OxAc также может 
быть синтезирован через глиоксилатный цикл 
с помощью изоцитратлиазы и малатсинтазы. 
Согласно нашим результатам, гены этих фер-
ментов действительно активировались у голо-
дающих по биотину K. phaffii (рис. 2).

Наблюдаемое подавление PEPCK также со-
гласуется с результатами работы Kumar и Ran-
garajan  [35]. В  этом исследовании сообщалось 
о регуляции экспрессии PEPCK в зависимости 
от концентрации биотина. Экспрессия PEPCK 
регулируется белком ROP (репрессор PEPCK), 
который обеспечивает катаболитную репрес-
сию PEPCK в клетках K.  phaffii, выращен-
ных в среде с избытком глюкозы и дефици-
том биотина. ROP также участвует в регуляции 
метаболизма метанола в качестве репрессора 
гена AOX1 [36].

При недостатке биотина в дрожжах 
K. phaffii также понижалась экспрессия гена 
альтернативной оксидазы. Она осуществляет 
перенос электронов от убихинона напрямую 
на кислород, значительно сокращая стандарт-
ный путь транспорта электронов. Функции 
альтернативной оксидазы разнообразны. Она 
может участвовать в защите клетки от актив-
ных форм кислорода  (АФК), осмотического 
стресса, воздействия  H2O2 или ингибиторов 
основной дыхательной цепи. У  K. phaffii аль-
тернативная оксидаза, вероятно, вносит боль-
шой вклад в жизнеспособность клеток. Было 
показано, что сверхэкспрессия ее гена немно-
го увеличивает скорость роста, в то время как 
его удаление приводит к усилению окисли-
тельного стресса и гибели клеток. Также сооб-
щалось, что его экспрессия зависит от уровня 
глюкозы в среде и снижается при истощении 
источника углерода  [37]. Такая взаимосвязь 
экспрессии гена альтернативной оксидазы и 
доступности источника углерода также согла-
суется с представлением о том, что биотиновое 
голодание нарушает углеродный метаболизм в 
клетках K. phaffii.

Обобщая результаты транскрипционного 
анализа экспрессии генов дрожжей K.  phaf fii, 
выращенных на средах с глицерином при дефи-
ците биотина, можно сделать вывод, что био-
тин играет важную роль в углеродном обмене. 
Недостаток биотина провоцировал перестрой-
ку клеточного метаболизма, сопровождаю-
щуюся усилением активности глиоксилатного 
цикла и синтеза ацетил-CоА в цитоплазме; в 
то же время глюконеогенез и липогенез были 
репрессированы. Сходные результаты были 

получены Ortega-Cuellar  et  al.  [12] на дрожжах 
S. cerevisiae. Показано, что у этих дрожжей, 
выращенных на средах без биотина в услови-
ях избытка глюкозы, активно экспрессируют-
ся гены, обеспечивающие высокоаффинный 
транспорт глюкозы, карнитин-опосредован-
ный транспорт ацетил-CoA, работу  ЦТК, 
окисление жирных кислот и прохождение 
глиоксилатного цикла. При этом экспрессия 
генов липогенеза репрессируется. Таким обра-
зом, экспрессия генов в клетках S. cerevisiae, 
испытывающих недостаток биотина, соот-
ветствовала условиям дефицита глюкозы, что 
указывает на то, что у дрожжей биотин игра-
ет важную роль в углеродном метаболизме и 
адаптации к разным источникам углерода.

Влияние дефицита биотина на экспрессию 
генов в клетках K. phaff ii, выращенных на мета-
ноле. Более заметные изменения экспрессии 
генов при биотиновом голодании наблюдались 
на среде с метанолом по сравнению с глице-
рином. Среди 153 дифференциально экспрес-
сируемых генов 91 активировался на среде 
без биотина, а 62  были подавлены (табл. П5 
в  Приложении). Интересно, что только 
ген фосфоенолпируваткарбоксикиназы (PAS_
FragB_0061) демонстрировал одинаковый ха-
рактер экспрессии на средах с глицерином и 
метанолом. Ген изоцитратлиазы (PAS_chr1-4_
0338) активировался при дефиците биотина 
в среде с глицерином, но репрессировался 
на среде с метанолом  (рис.  3). Все остальные 
гены, демонстрирующие разную экспрессию 
в зависимости от биотина, были разными в 
условиях метанола и глицерина.

В среде с глицерином при дефиците био-
тина активировались гены метаболизма био-
тина. Однако в среде с метанолом их уровень 
экспрессии существенно не изменялся. Срав-
нение профилей экспрессии генов на средах 
с разными источниками углерода (табл.  П1 
в  Приложении) показывает, что ген биотин-
пермеазы (PAS_FragB_0023) активируется в 
средах с метанолом даже в присутствии высо-
кой концентрации биотина. Помимо гена био-
тинпермеазы, среди 13  генов, которые акти-
вировались при недостатке биотина на средах 
с глицерином, 2  гена также активировались 
на средах с метанолом и высокой концентра-
цией биотина (ген митохондриальной аль-
дегиддегидрогеназы (PAS_chr3_0987) и ген 
ацетат-CоA-лигазы (PAS_chr3_0403)). Среди 
8  генов, экспрессия которых была снижена 
при биотиновом голодании на средах с гли-
церином, 7  генов также репрессировались на 
средах с метанолом и высокой концентраци-
ей биотина (PAS_FragB_0061, PAS_chr4_0181, 
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Рис. 3. Предполагаемая схема влияния дефицита биотина на метаболизм в клетках K. phaffii при росте на метаноле. 
Зеленым цветом отмечены белки и процессы, которые активируются при дефиците биотина; красным  – репресси-
руются. Оранжевым обозначены процессы, в которых задействованы биотинзависимые ферменты. α-KG  – α-кето-
глутарат; Ac  – ацетат; Ac-CoA  – ацетил-CоА; Acc1  – ацетил-СоА карбоксилаза; AGT  – аланин-глиоксилат амино-
трансфераза (ген PAS_chr4_0416); ALS – ацетолактатсинтаза (ген PAS_chr4_0228); Cit – цитрат; Dur1,2 – амидолиаза 
мочевины; Dur3  – транспортер мочевины (ортолог гена S.  cerevisiae  DUR3; PAS_chr4_0439); Fum  – фумарат; Glx  – 
глиоксилат; GOGAT – глутаматсинтаза (ген PAS_chr3_1024); His4 – гистидинол-дегидрогеназа (ген PAS_chr1-4_0160); 
HPA  – гистидинол-фосфат-аминотрансфераза (ген PAS_chr2-1_0684); ICit  – изоцитрат; ICL  – изоцитратлиаза 
(ген PAS_chr1-4_0338); Mlt – малат; OxAc – оксалоацетат; PEP – фосфоенолпируват; PEPCK – фосфоенолпируват-
карбоксикиназа (ген PAS_FragB_0061); Pyc1,2 – пируваткарбоксилаза; Pyr – пируват; Suc – сукцинат; Suc-CoA – сук-
цинил-СоА

PAS_chr3_0408, PAS_chr2-2_0267, PAS_chr1-1_
0108, PAS_chr2-2_0484, PAS_chr4_0352).

Можно предположить, что в том случае, 
когда клетки K.  phaffii растут на среде с мета-
нолом в качестве источника углерода, им тре-
буется больше биотина, чем при росте на среде 
с глицерином. Таким образом, в среде с мета-
нолом процессы, несколько сходные с био-
тиновым голоданием, наблюдаются даже при 
высокой концентрации биотина. Это частично 
объясняет различие между группами диффе-
ренциально экспрессируемых генов в средах 
с разными источниками углерода. На  средах 
с метанолом и высокой концентрацией био-
тина некоторые гены уже демонстрируют 
уровни экспрессии, сходные с наблюдаемыми 
на средах с глицерином и без биотина (напри-
мер, ген пермеазы биотина PAS_FragB_0023). 
При переносе клеток на среды с метанолом и 
без биотина эти гены сохраняют свой уровень 
экспрессии.

Самую большую группу генов, экспрессия 
которых снижается при биотиновом голода-
нии на средах с метанолом, составляют гены, 
связанные с синтезом белков. Шесть из этих 
генов кодируют белки малой субъединицы 
рибосомы (PAS_chr4_0247, PAS_chr1-1_0077, 
PAS_FragD_0015, PAS_chr1-4_0423, PAS_
chr2-1_0784, PAS_chr2-1_0482); 8  генов коди-
руют белки большой субъединицы рибосомы 

(PAS_chr1-1_0345, PAS_chr4_0814, PAS_chr1-4_
0352, PAS_chr4_0208, PAS_chr1-4_0412, PAS_
chr4_0107, PAS_chr1-1_0337, PAS_chr1-4_0275). 
Другие гены участвуют в процессинге рРНК и 
биогенезе 60S-субъединицы рибосомы (PAS_
chr4_0464, PAS_chr1-1_0446), процессинге 
тРНК (PAS_chr1-4_0457) и аминоацилирова-
нии (PAS_chr3_0949, PAS_chr2-1_0346).

При дефиците биотина на среде с мета-
нолом подавляются гены, вовлеченные в био-
синтез аминокислот. К  ним относятся гены, 
кодирующие аланин-глиоксилат аминотранс-
феразу (PAS_chr4_0416), ацетолактатсинтазу 
(PAS_chr4_0228), глутаматсинтазу (PAS_chr3_
1024), гамма-глутамилфосфатредуктазу (PAS_
chr4_0665), гистидинол-фосфат-аминотранс-
феразу (PAS_chr2-1_0684), треониндезаминазу 
(PAS_chr1-4_0243) и гистидинол-дегидрогена-
зу (PAS_chr1-4_0160) (рис. 3).

Эти результаты показывают, что на средах 
с метанолом при дефиците биотина подавля-
ется синтез белка. Похожие эффекты наблюда-
лись в клетках S. cerevisiae в условиях ограниче-
ния питательных веществ, включая голодание 
по углероду и азоту  [38–40]. Интересно, что 
в среде с глицерином при дефиците биотина 
не наблюдалось значительное снижение экс-
прессии генов, связанных с синтезом белков. 
Это можно объяснить тем, что метаболизм 
метанола требует синтеза большого количества 
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ферментов для его утилизации, например, ал-
когольоксидазы. Эти ферменты могут состав-
лять до 30% общего содержания белка в клет-
ках K.  phaffii  [41]. По  всей видимости, при 
росте на метаноле в условиях недостатка био-
тина клетки K.  phaffii не могут поддерживать 
такой активный синтез белка и репрессируют 
соответствующие гены.

Большая группа генов, активированных 
в условиях дефицита биотина на метаноле, 
включает в себя гены, связанные с обезвре-
живанием  АФК и окислительно-восстанови-
тельными реакциями клетки. Эти гены коди-
руют тиол-специфические пероксиредоксины 
(PAS_chr1-4_0659, PAS_chr2-1_0502), тиоре-
доксин (PAS_chr4_0284), тиоредоксинпер-
оксидазу (PAS_chr2-2_0220), супероксиддис-
мутазу (PAS_chr4_0786), митохондриальный 
пероксиредоксин (PAS_chr1-1_0433). Среди 
них также можно отметить ген PAS_chr2-2_
0382, который является ортологом гена 
S. cerevisiae  HYR1, кодирующего глутатионпер-
оксидазу, также функционирующую как ре-
цептор перекиси водорода [42]. Ранее для кле-
ток S. cerevisiae также была показана активация 
генов, участвующих в детоксикации АФК и 
клеточных окислительно-восстановительных 
реакциях в условиях недостатка аминокислот 
или азотного голодания [39, 40].

Интересно, что в условиях дефицита био-
тина в среде с глицерином нами не было отме-
чено значительной активации этих генов. Из-
вестно, что утилизация метанола сама по себе 
провоцирует окислительный стресс в клетках 
K. phaffii, и в условиях роста на метаноле клет-
кам необходимо бороться с большим количе-
ством АФК  [43]. Предположительно, дефицит 
биотина может вызывать окислительный стресс 
в клетках K. phaffii. И в среде с метанолом, где 
клетки уже испытывают окислительный стресс, 
это приводит к дальнейшей активации генов, 
участвующих в детоксикации АФК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном исследовании впервые на уровне 
транскриптома было изучено влияние дефици-
та биотина на экспрессию генов в клетках био-
технологически значимых дрожжей K. phaffii. 
Голодание по биотину приводило к изменению 
экспрессии разных групп генов. Ряд эффектов, 
в частности, активация генов метаболизма био-
тина, глиоксилатного цикла и синтеза ацетил-
CоА в цитоплазме, а также подавление генов 
глюко- и липогенеза ранее также наблюдались 
у модельных дрожжей S. cerevisiae [12]. Некото-

рые эффекты, в частности подавление актив-
ности генов, участвующих в синтезе белков, 
и активация генов, связанных с ответом клет-
ки на окислительный стресс, ранее обнаружи-
вались у S. cerevisiae в ответ на различные ли-
митирующие факторы [38–40].

В нашей работе было впервые продемон-
стрировано, что у дрожжей K. phaffii проявле-
ние и набор наблюдаемых эффектов, вызван-
ных дефицитом биотина, необычайно зависит 
от доступного источника углерода: глицерина 
или метанола. Дефицит биотина вызывал бо-
лее заметные изменения в экспрессии генов 
дрожжей K. phaffii, культивируемых в средах 
с метанолом, по сравнению со средами с гли-
церином. Активация гена биотинпермеазы и 
репрессия ряда генов, наблюдаемые в ответ 
на недостаток биотина при росте в средах с 
глицерином, происходят в средах с метано-
лом даже при высокой концентрации биотина. 
Это может быть связано с различной потреб-
ностью клеток K. phaffii в биотине в зависимо-
сти от доступного источника углерода.

Полученные результаты важны для опти-
мизации условий культивирования при синтезе 
рекомбинантных белков с помощью дрожжей 
K. phaffii с использованием систем культиви-
рования со сменой источника углерода.
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EFFECT OF BIOTIN STARVATION ON GENE EXPRESSION 
IN Komagataella phaffii CELLS

A. S. Makeeva, A. V. Sidorin, V. V. Ishtuganova, M. V. Padkina, and A. M. Rumyantsev*

Department of Genetics and Biotechnology, St. Petersburg State University, 
199034 Saint Petersburg, Russia; e-mail: rumyantsev-am@mail.ru

Methylotrophic yeast Komagataella phaffii are widely used in biotechnology as a host for recombinant pro-
tein production. Due to the practical significance of this yeast, it is extremely important to properly select 
the cultivation conditions and optimize the media composition. In this study the effect of biotin starvation 
on K. phaffii gene expression was investigated at transcriptomic level. It was demonstrated, that K. phaffii 
cell response to biotin deficiency strongly depends on the carbon source in the medium. In media contain-
ing glycerol, biotin deficiency led to activation of genes involved in biotin metabolism, glyoxylate cycle and 
synthesis of acetyl-CoA in cytoplasm, as well as repression of genes, involved in lipo- and gluconeogenesis. 
In methanol containing media, biotin deficiency primarily led to repression of genes, involved in protein 
synthesis, and activation of cell response to oxidative stress.

Keywords: Komagataella phaffii, biotin, glycerol, methanol, transcriptomic analysis, differential gene expression


