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Дрожжи Pichia pastoris — эукариотический модельный объект, широко используемый
для решения генно-инженерных и биотехнологических задач. P. pastoris обладает рядом
ценных качеств, например, способностью достигать высокой плотности в жидких куль-
турах, синтезировать белки в больших количествах, производить пост-трансляционные
модификации рекомбинантных белков, необходимые для их функционирования [1].

Часто в исследовательских задачах возникает необходимость внедрения в клетку несколь-
ких генетических конструкций одновременно с использованием разных селективных мар-
керов, наиболее удобными из которых являются устойчивости к антибиотикам. На сего-
дняшний день для селекции P. pastoris используется ряд антибиотиков, таких как G418,
гигромицин, зеоцин, нурсеотрицин, бластицидин [3], однако всё ещё есть задача расши-
рения этого списка для увеличения возможного числа одновременно трансформируемых
конструкций. Для Saccharomyces cerevisiae была показана возможность отбора на пуроми-
цине с использованием конструкции с геном устойчивости к этому антибиотику [2], однако
нет информации о возможности использования этого антибиотика для P. pastoris.

В данном исследовании мы показали, что рост дикого типа дрожжей P. pastoris штам-
ма GS115 подавляется при концентрации пуромицина в среде от 7 мМ, что делает возмож-
ным отбор в таких условиях. Также мы подтвердили, что в качестве селективного маркера
может быть успешно использован ген устойчивости к пуромицину (ген N-ацетилтрансфе-
разы из Streptomyces alboniger). Для этого мы создали конструкцию, содержащую ген
устойчивости к пуромицину и ген-репортер (люцифераза грибов), и трансформировали
дрожжи этой конструкцией. Отбор прошел эффективно, поскольку только трансформан-
ты, экспрессирующие ген-репортер, демонстрировали рост на селективной среде, содер-
жащей 7 мМ пуромицина. Экспрессия репортера была подтверждена свечением дрожжей
в ответ на внесение субстрата люциферазы — люциферина. Полученные результаты поз-
воляют расширить спектр антибиотиков, используемых для отбора дрожжей P. pastoris
штамма GS115.

Работа была выполнена в лаборатории химии метаболических путей ИБХ РАН и под-
держана грантом Президента для государственной поддержки ведущих научных школ
Российской Федерации НШ-2605.2020.4.
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