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(57) Изобретение охватывает новые последовательности искусственных олигонуклеотидов, которые
могут инициировать транскрипцию генов в различных условиях на высоком уровне. Кроме
того, изобретение касается рекомбинантных фрагментов ДНК, включающих последовательности
искусственных олигонуклеотидов, экспрессирующих плазмид, содержащих фрагменты
рекомбинантной ДНК, и клеток-хозяев, трансформированных фрагментами рекомбинантной ДНК.
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Настоящее изобретение охватывает новые последовательности искусственных олигонуклеотидов, 

которые могут инициировать транскрипцию генов в различных условиях на высоком уровне. Кроме того, 

изобретение касается рекомбинантных фрагментов ДНК, включающих последовательности искусствен-

ных олигонуклеотидов, экспрессирующих плазмид, содержащих рекомбинантные фрагменты ДНК, и 

клеток-хозяев, трансформированных рекомбинантными фрагментами ДНК. 

Дрожжи Saccharomyces и в более узком смысле вида S. cerevisiae применяются уже тысячи лет для 

производства хлеба и алкогольных напитков типа саке, вина или пива. За весь этот длительный период 

промышленного применения дрожжи приспособились к технологическим условиям и могут переносить 

механические воздействия в биореакторах, ингибирующие вещества и продукты ферментации. Кроме 

того, они устойчивы к колебаниям температуры и могут сбраживать сахара при низких значениях pH, 

что сводит к минимуму риск загрязнения. Помимо этого, S. cerevisiae является ключевой лабораторной 

модельной системой и легко поддаются генетическим модификациям и вообще считаются безопасными - 

имеют статус GRAS. Имеется широкий набор генетических инструментов для S. cerevisiae и хорошо изу-

чены многие внутриклеточные процессы, как-то метаболизм, секреция, транспорт, сигнализация и дру-

гие пути, что способствует успешному конструированию дрожжей для разнообразного применения. 

Введение мультиферментных путей требует особенно точного контроля за уровнем экспрессии ге-

нов, в особенности ключевых ферментов, которые могут быть гетерологичными или собственными, что-

бы довести до максимума утилизацию субстрата и/или образование продуктов. При этом транскрипци-

онный контроль имеет место на уровне последовательности олигонуклеотида - промотора, находящегося 

в вышерасположенном участке гена. Таким образом, сила и регуляция промотора являются критически-

ми точками для метаболической инженерии. 

Поскольку эндогенные промоторы обычно не полностью осуществляют необходимый непрерыв-

ный транскрипционный контроль и поэтому не доводят до максимума уровни транскрипции, достижи-

мые внутри клетки, то решающим шагом при инженерии дрожжей является правильный выбор промото-

ра. 

В данной области известны различные типы промоторов. 

Индуцибельные или дерепрессируемые промоторы обеспечивают высокий уровень транскрипци-

онного контроля, но они зависят от индуктора или заданных технологических условий. Регулируемые 

промоторы лимитируются выработкой токсических белков или построением путей с токсическими про-

межуточными продуктами. Кроме того, известно, что большинство промоторов существующего уровня 

техники позволяют контролировать транскрипцию лишь одной конкретной группы генов. 

Таким образом, промоторы, известные специалистам в данной области, всегда имеют определенные 

недостатки, которые серьезно ограничивают их использование лишь несколькими конкретными приме-

нениями. 

Поэтому авторы настоящего изобретения поставили перед собой задачу разработать новые и улуч-

шенные промоторы, обеспечивающие высокий уровень транскрипционного контроля для разнообразных 

генов, которые хорошо подходят для промышленного применения. 

Авторы настоящего изобретения неожиданно обнаружили, что эта задача может быть решена при 

помощи: 

последовательности олигонуклеотида, характеризующегося тем, что он повышает скорость транс-

крипции РНК, типа фрагментов матричной РНК, кодирующих белки из группы, состоящей из фермен-

тов, структурных белков, коферментов, переносчиков, антител, гормонов и регуляторов, типа фрагмен-

тов регуляторной РНК, типа фрагментов ферментативно активной РНК или типа фрагментов транспорт-

ной РНК, причем данная последовательность олигонуклеотида по меньшей мере на 80% идентична по-

следовательности SEQ ID NO: 1. 

Номенклатура аминокислот, пептидов, нуклеотидов и нуклеиновых кислот в настоящей заявке со-

ответствует рекомендациям IUPAC. Как правило, в этом документе аминокислоты именуются в соответ-

ствии с однобуквенным кодом. 

Термин "олигонуклеотид" в настоящем изобретении следует понимать как одноцепочечную или 

двухцепочечную молекулу ДНК или РНК, содержащую от 2 до 1000 нуклеотидов, предпочтительно от 10 

до 900 нуклеотидов, более предпочтительно от 50 до 850 нуклеотидов и наиболее предпочтительно от 

100 до 820 нуклеотидов. 

Термины "ДНК" и "РНК" хорошо известны специалистам в данной области. ДНК содержит дезок-

сирибозу, а РНК содержит рибозу (у дезоксирибозы нет гидроксильной группы, присоединенной к пен-

тозному кольцу в положении 2'). Комплементарным основанием для аденина является не тимин, как в 

ДНК, а урацил, который является неметилированной формой тимина. 

Олигонуклеотиды по настоящему изобретению имеют нуклеотидную последовательность, которая 

по меньшей мере на 80%, предпочтительно по меньшей мере на 82%, более предпочтительно по мень-

шей мере на 85%, особенно предпочтительно по меньшей мере на 90%, еще более предпочтительно по 

меньшей мере на 92%, еще предпочтительней по меньшей мере на 95%, еще более предпочтительно по 

меньшей мере на 98% и наиболее предпочтительно по меньшей мере на 99% идентична последователь-

ности SEQ ID NO: 1. 
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В особенно предпочтительном воплощении нуклеотидную последовательность выбирают из груп-

пы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 

6 и SEQ ID NO: 7. 

Олигонуклеотиды по настоящему изобретению повышают скорость транскрипции некоторых 

фрагментов РНК. При этом термин "повышение скорости транскрипции" следует понимать как повыше-

ние по сравнению с олигонуклеотидом с активностью промотора из существующего уровня техники. 

"Повышение скорости транскрипции" обычно определяется следующим образом: 

 
где RTLI - относительный уровень транскрипта в репортерной системе, контролируемой олигонук-

леотидом по изобретению, 

RTLS - относительный уровень транскрипта в репортерной системе, контролируемой олигонуклео-

тидом из существующего уровня техники. 

При этом относительный уровень транскрипта измеряется как концентрация РНК в клеточном экс-

тракте репортерной системы относительно концентрации РНК гена домашнего хозяйства в том же кле-

точном экстракте. 

При этом RTLI и RTLS определяются с использованием одного и того же типа клеток-хозяев, где 

клетки-хозяева трансформируют по меньшей мере одним рекомбинантным фрагментом ДНК, включаю-

щим соответствующий олигонуклеотид, и клетки- хозяева культивируют в идентичных условиях суще-

ствующего уровня техники, причем клетки-хозяева собирают в экспоненциальной фазе роста. 

В предпочтительном воплощении скорость транскрипции повышается по меньшей мере в 2 раза 

при выращивании дрожжевых клеток-хозяев, предпочтительно S. cerevisiae, трансформированных по 

меньшей мере одним рекомбинантным фрагментом ДНК, включающим олигонуклеотид по настоящему 

изобретению, как минимум на двух субстратах, выбранных из группы, состоящей из глюкозы, маннозы, 

фруктозы, галактозы, ксилозы, арабинозы, сахарозы, трегалозы, рафинозы, глицерина, этанола, ацетата и 

лактата. Повышение определяется следующим образом: 

 
где RTLIe - относительный уровень транскрипта матричной РНК, кодирующей SEQ ID NO: 17, кон-

тролируемой олигонуклеотидом SEQ ID NO: I, 

RTLSe - относительный уровень транскрипта матричной РНК, кодирующей SEQ ID NO: 17, контро-

лируемой олигонуклеотидом SEQ ID NO: 9. 

При этом относительный уровень транскрипта измеряется как концентрация матричной РНК, коди-

рующей SEQ ID NO: 17, в экстракте дрожжевых (S. cerevisiae) клеток относительно концентрации мат-

ричной РНК гена домашнего хозяйства, кодирующего актин в том же экстракте дрожжевых клеток. 

При этом RTLIe и RTLSe определяются с использованием одного и того же типа дрожжевых клеток-

хозяев (S. cerevisiae), где дрожжевые клетки-хозяева трансформируют по меньшей мере одним рекомби-

нантным фрагментом ДНК, включающим соответствующий олигонуклеотид, и дрожжевые и клетки-

хозяева культивируют в идентичных условиях существующего уровня техники, причем дрожжевые 

клетки-хозяева собирают в экспоненциальной фазе роста. 

В одном особенно предпочтительном воплощении настоящего изобретения скорость транскрипции 

гена в дрожжевых клетках-хозяевах, трансформированных по меньшей мере одним рекомбинантным 

фрагментом ДНК, включающим олигонуклеотид по настоящему изобретению, повышается по меньшей 

мере в 2 раза, более предпочтительно по меньшей мере в 4 раза, особенно предпочтительно по меньшей 

мере в 6 раз и наиболее предпочтительно по меньшей мере в 10 раз при выращивании дрожжевых кле-

ток-хозяев как минимум на двух субстратах, выбранных из группы, состоящей из глюкозы, маннозы, 

фруктозы, галактозы, ксилозы, арабинозы, сахарозы, трегалозы, рафинозы, глицерина, этанола, ацетата и 

лактата. 

В другом особенно предпочтительном воплощении настоящего изобретения скорость транскрипции 

гена в клетках-хозяевах повышается по меньшей мере в 2 раза, предпочтительно по меньшей мере в 4 

раза, более предпочтительно по меньшей мере в 6 раз, особенно предпочтительно по меньшей мере в 8 

раз и наиболее предпочтительно по меньшей мере в 10 раз при выращивании клеток-хозяев как минимум 

на двух субстратах, выбранных из группы, состоящей из глюкозы, маннозы, фруктозы, ксилозы, сахаро-

зы, глицерина и этанола. 

В еще одном особенно предпочтительном воплощении настоящего изобретения скорость транс-

крипции гена в клетках-хозяевах повышается по меньшей мере в 2 раза, предпочтительно по меньшей 

мере в 4 раза, более предпочтительно по меньшей мере в 6 раз, особенно предпочтительно по меньшей 

мере в 8 раз и наиболее предпочтительно по меньшей мере в 10 раз при выращивании клеток-хозяев как 

минимум на двух субстратах, выбранных из группы, состоящей из глюкозы, маннозы, глицерина, этано-

ла и ксилозы. 
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Другим преимуществом олигонуклеотидов по настоящему изобретению является то, что они повы-

шают ферментативную активность ферментов, кодируемых РНК, контролируемой этими олигонуклео-

тидами. При этом термин "степень повышения активности фермента" следует понимать как повышение 

по сравнению с олигонуклеотидом с активностью промотора из существующего уровня техники. "Сте-

пень повышения активности фермента" обычно определяется следующим образом: 

 
где EAI - активность фермента в репортерной системе, контролируемой олигонуклеотидом по изо-

бретению, 

EAS - активность фермента в репортерной системе, контролируемой олигонуклеотидом из сущест-

вующего уровня техники. 

При этом активность фермента измеряется в виде количества субстрата, преобразованного за 1 ми-

нуту при заданном количестве клеточного экстракта, за вычетом фоновой активности репортерной сис-

темы. 

При этом EAI и EAS определяются с использованием одного и того же типа клеток-хозяев, где клет-

ки-хозяева трансформируют по меньшей мере одним рекомбинантным фрагментом ДНК, включающим 

соответствующий олигонуклеотид, и клетки-хозяева культивируют в идентичных условиях существую-

щего уровня техники, причем клетки-хозяева собирают в экспоненциальной фазе роста. 

В предпочтительном воплощении активность фермента повышается по меньшей мере в 2 раза при 

выращивании дрожжевых клеток-хозяев, предпочтительно S. cerevisiae, трансформированных по мень-

шей мере одним рекомбинантным фрагментом ДНК, включающим олигонуклеотид по настоящему изо-

бретению, как минимум на двух субстратах, выбранных из группы, состоящей из глюкозы, маннозы, 

фруктозы, галактозы, ксилозы, арабинозы, сахарозы, трегалозы, рафинозы, глицерина, этанола, ацетата и 

лактата. 

Повышение определяется следующим образом: 

 
где EAIe - активность фермента у белка SEQ ID NO: 17, контролируемого олигонуклеотидом SEQ 

ID NO: 1, или его варианта с последовательностью, по меньшей мере на 80% идентичной SEQ ID NO: 1, 

EASe - активность фермента у белка SEQ ID NO: 17, контролируемого олигонуклеотидом SEQ ID 

NO: 9. 

При этом активность фермента измеряется в виде количества ксилозы, преобразованного за 1 мин 

при заданном количестве клеточного экстракта, за вычетом фоновой активности репортерной системы. 

При этом EAIe и EASe определяются с использованием одного и того же типа клеток-хозяев (S. cere-

visiae), где клетки-хозяева трансформируют по меньшей мере одним рекомбинантным фрагментом ДНК, 

включающим соответствующий олигонуклеотид, и клетки-хозяева культивируют в идентичных условиях 

существующего уровня техники, причем клетки-хозяева собирают в экспоненциальной фазе роста. 

В одном особенно предпочтительном воплощении настоящего изобретения активность фермента в 

дрожжевых клетках-хозяевах, трансформированных по меньшей мере одним рекомбинантным фрагмен-

том ДНК, включающим олигонуклеотид по настоящему изобретению, повышается по меньшей мере в 2 

раза, предпочтительно по меньшей мере в 4 раза, более предпочтительно по меньшей мере в 6 раз, осо-

бенно предпочтительно по меньшей мере в 8 раз и наиболее предпочтительно по меньшей мере в 10 раз 

при выращивании дрожжевых клеток-хозяев как минимум на двух субстратах, выбранных из группы, 

состоящей из глюкозы, маннозы, фруктозы, галактозы, ксилозы, арабинозы, сахарозы, трегалозы, рафи-

нозы, глицерина, этанола, ацетата и лактата. 

В другом особенно предпочтительном воплощении настоящего изобретения активность фермента в 

клетках-хозяевах повышается по меньшей мере в 2 раза, предпочтительно по меньшей мере в 4 раза, бо-

лее предпочтительно по меньшей мере в 6 раз, особенно предпочтительно по меньшей мере в 8 раз и 

наиболее предпочтительно по меньшей мере в 10 раз при выращивании клеток-хозяев как минимум на 

двух субстратах, выбранных из группы, состоящей из глюкозы, маннозы, фруктозы, ксилозы, сахарозы, 

глицерина и этанола. 

В еще одном особенно предпочтительном воплощении настоящего изобретения активность фер-

мента в клетках-хозяевах повышается по меньшей мере в 2 раза, предпочтительно по меньшей мере в 4 

раза, более предпочтительно по меньшей мере в 6 раз, особенно предпочтительно по меньшей мере в 8 

раз и наиболее предпочтительно по меньшей мере в 10 раз при выращивании клеток-хозяев как минимум 

на двух субстратах, выбранных из группы, состоящей из глюкозы, маннозы, глицерина, этанола и ксило-

зы. 

В настоящем изобретении термин "фрагмент регуляторной РНК" (фрагмент рРНК) следует пони-

мать как цепочку РНК, которая обладает способностью подавлять экспрессию гена будучи комплемен-

тарной к какой-то части мРНК или ДНК гена. Примером "фрагментов рРНК" является микроРНК 
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(миРНК), которая действует посредством РНК-интерференции (RNAi), причем эффекторный комплекс 

миРНК с ферментами может расщеплять комплементарную мРНК, блокировать трансляцию мРНК или 

ускорять её деградацию. Сама мРНК тоже может содержать регуляторные элементы типа рибопереклю-

чателей в 5'-нетранслируемой области или 3'-нетранслируемой области; эти цис-регуляторные элементы 

регулируют активность этой мРНК. Нетранслируемые участки также могут содержать элементы, регули-

рующие другие гены. 

В настоящем изобретении термин "фрагмент ферментативно активной РНК" следует понимать как 

РНК, которая входит в состав белкового комплекса, способного катализировать ферментативные реакции 

в клетке, типа рибосомной РНК или такой РНК, которая сама образует каталитически активный ком-

плекс типа рибозима (фермента из рибонуклеиновой кислоты). 

В настоящем изобретении термин "фрагмент транспортной РНК" (фрагмент тРНК) следует пони-

мать как небольшую цепочку РНК примерно из 80 нуклеотидов, которая обладает способностью перено-

сить определенную аминокислоту на растущую полипептидную цепь в рибосомальном сайте синтеза 

белка во время трансляции. Она содержит сайты для прикрепления аминокислот и антикодоновый уча-

сток для распознавания кодона, который связывается с определенной последовательностью на цепочке 

матричной РНК посредством водородных связей. 

В настоящем изобретении термин "фрагмент матричной РНК" (фрагмент мРНК) следует понимать 

как небольшую цепочку РНК, которая обладает способностью переносить информацию о последова-

тельности белка на рибосомы. Каждые три нуклеотида (кодон) соответствуют одной аминокислоте. В 

эукариотических клетках, как только предшественница мРНК (пре-мРНК) транскрибируется из ДНК, она 

преобразуется в зрелую мРНК. При этом из нее удаляются интроны - некодирующие участки пре-мРНК. 

Затем мРНК экспортируется из ядра в цитоплазму, где она связывается с рибосомами и подвергается 

трансляции в соответствующую белковую форму с помощью тРНК. В прокариотических клетках, кото-

рые не имеют ядра и цитоплазматических компартментов, мРНК может связываться с рибосомами в то 

время, когда она транскрибируется с ДНК. По прошествии определенного времени матричная РНК под-

вергается деградации на ее составные нуклеотиды под действием рибонуклеаз. 

В настоящем изобретении термин "структурные белки" относится к таким белкам, которые прида-

ют неподвижность и жесткость биологическим компонентам, находящимся в жидком состоянии. Пред-

почтительные структурные белки выбирают из группы, состоящей из таких волокнистых белков, как 

коллаген, эластин и кератин; и таких глобулярных белков, как актин и тубулин. Другие белки, которые 

выполняют структурные функции и понимаются в качестве "структурных белков" в настоящем изобре-

тении, - это моторные белки, как-то миозин, кинезин и динеин, которые способны генерировать механи-

ческие силы. 

Предпочтительные фрагменты РНК, кодирующие структурные белки, выбирают из группы, со-

стоящей из актина, эластина, филамина, коллагена, миозина, ламина. 

Предпочтительные фрагменты РНК, кодирующие коферменты, выбирают из числа фрагментов 

РНК, кодирующих полипептиды, которые подвергаются посттрансляционной модификации. Примерами 

являются триптофан-триптофилхинон (TTQ) и 4-метилиден-имидазол-5-он (MIO). 

Предпочтительные фрагменты РНК, кодирующие переносчики, выбирают из числа фрагментов 

РНК, кодирующих переносчики типа унипорта, симпорта и антипорта, протонные насосы, ионные кана-

лы и аквапорины. 

Предпочтительные фрагменты РНК, кодирующие антитела, выбирают из числа фрагментов РНК, 

кодирующих IgA, IgD, IgE, EgG, IgM, IgY и IgW. 

Предпочтительные фрагменты РНК, кодирующие гормоны, выбирают из числа фрагментов РНК, 

кодирующих небольшие пептидные гормоны типа TRH и вазопрессина; инсулин; гормон роста; глико-

протеидные гормоны, такие как лютеинизирующий гормон, фолликулостимулирующий гормон и тирео-

тропный гормон. 

Предпочтительные фрагменты РНК, кодирующие регуляторы, выбирают из числа фрагментов РНК, 

кодирующих рецепторы, факторы транскрипции, метаболические рецепторы, зрительные рецепторы, 

электрорецепторы, механические рецепторы и преобразователи сигналов. 

Предпочтительные фрагменты РНК, кодирующие ферменты, выбирают из числа фрагментов РНК, 

кодирующих ферменты, модифицирующие углеводы. В настоящем изобретении термин "модифици-

рующие углеводы ферменты" следует понимать как охватывающий любые ферменты, способные моди-

фицировать углеводы любого типа, как-то (но без ограничения) ферменты, расщепляющие углеводы, 

окисляющие углеводы, восстанавливающие углеводы, декарбоксилирующие углеводы, деацетилирую-

щие углеводы, ацетилирующие углеводы, метилирующие углеводы, деметилирующие углеводы, амини-

рующие углеводы, фосфорилирующие углеводы, дефосфорилирующие углеводы, изомеризующие угле-

воды, эпимеризующие углеводы и дезаминирующие углеводы. 

В одном особенно предпочтительном воплощении настоящего изобретения модифицирующие уг-

леводы ферменты выбирают из группы, состоящей из классов EC 5.1.3, EC 5.3.1, EC 2.7.1, EC 2.2.1, EC 

2.2.1 и EC 1.1.1, предпочтительно выбирают из группы, состоящей из EC 5.1.3.3, EC 5.3.1.5, EC 2.7.1.17, 

EC 2.2.1.2, EC 2.2.1.1 и EC 1.1.1.1. В другом особенно предпочтительном воплощении белок выбирают из 
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группы, состоящей из SEQ ID NO: 11-53. 

В следующем предпочтительном воплощении настоящего изобретения у олигонуклеотидов на-

стоящего изобретения от 1 до 80 нуклеотидов являются "мутантными". В настоящем изобретении термин 

"мутантный" следует понимать как содержащий "замену", "делецию" или "вставку". Термин "мутация" 

следует понимать как "замену", "делецию" или "вставку". Замены классифицируются как транзиции, при 

которых пурин заменяется на пурин (A <-> G) или пиримидин на пиримидин (C <-> T), либо трансвер-

сии, при которых пурин заменяется на пиримидин и наоборот (C/T <-> A/G). При вставке в олигонуклео-

тид добавляется один или несколько дополнительных нуклеотидов (A, C, T или G). Удаление одного или 

нескольких нуклеотидов из ДНК называется делецией. 

В следующем воплощении настоящего изобретения предусмотрены рекомбинантные фрагменты 

ДНК, включающие олигонуклеотиды по настоящему изобретению. 

Особенно предпочтительные рекомбинантные фрагменты ДНК по настоящему изобретению вклю-

чают олигонуклеотиды, входящие в группу, состоящую из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, 

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 и SEQ ID NO: 7, и фрагменты РНК, кодирующие белки, вхо-

дящие в группу, состоящую из ферментов, структурных белков, коферментов, переносчиков, антител, 

гормонов и регуляторов. Также особенно предпочтительно, чтобы белок являлся ферментом, а фермент 

входил в группу, состоящую из классов EC 5.1.3, EC 5.3.1, EC 2.7.1, EC 2.2.1, EC 2.2.1 и EC 1.1.1, пред-

почтительно в группу, состоящую из EC 5.1.3.3, EC 5.3.1.5, EC 2.7.1.17, EC 2.2.1.2, EC 2.2.1.1 и EC 

1.1.1.1. Другие особенно предпочтительные рекомбинантные фрагменты ДНК включают олигонуклеоти-

ды, входящие в группу, состоящую из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ 

ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 и SEQ ID NO: 7, и фрагменты РНК, входящие в группу, состоящую из SEQ ID 

NO: 11-53. 

В следующем воплощении настоящего изобретения предусмотрены экспрессирующие плазмиды, 

содержащие по меньшей мере один рекомбинантный фрагмент ДНК по настоящему изобретению. 

Настоящим изобретением также предусмотрены клетки-хозяева, трансформированные по меньшей 

мере одним рекомбинантным фрагментом ДНК, включающим олигонуклеотид по настоящему изобрете-

нию. Клетки-хозяева по настоящему изобретению предпочтительно применяются для конструирования 

путей или для метаболического превращения содержащих ксилозу субстратов в предпочтительные мета-

болиты. 

Рекомбинантные клетки-хозяева по настоящему изобретению предпочтительно выбирают из бакте-

рий, дрожжевых или грибковых клеток. В особенно предпочтительном воплощении клетки-хозяева вы-

бирают из группы, состоящей из Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Lactobacillus, Bacillus, Streptomyces; 

Saccharomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Candida, Yarrowia, Komagataella, Pichia, Hansenula, 

Penicillium, Trichoderma, Hypocrea, Aspergillus, Cantharellu, Agraicus, Boletos, Pleurotus, Trametes, Phanero-

chaete, Myceliophthora, Chaetomium, Humicola, Chrysosporium, Talaromyces и Neurospora. 

Особенно предпочтительно клетки-хозяева выбирают из группы, состоящей из Lactococcus lactis, 

Lactobacillus brevis, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus lentus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacil-

lus licheniformis, Pseudomonas fluorescence, Klebsiella planticola, Escherichia coli, Streptomyces lividans, 

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces uravum, Saccharomyces pastorianus, Sac-

charomyces kudriavzevii, Saccharomyces mikatae, Saccharomyces carlsbergensis, Schizosaccharomyces pombe, 

Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica, Hansenula polymorpha, Pichia angusta, Komagataella pastoris, 

Pichia pastoris, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei и Myceliophthora thermophila. 

Рекомбинантные клетки-хозяева по настоящему изобретению могут содержать одну или несколько 

плазмид по настоящему изобретению. 

Примеры и фигуры 

Далее настоящее изобретение будет описано на примерах и фигурах. Примеры и фигуры приводят-

ся только в иллюстративных целях и не ограничивают объем настоящего изобретения и формулы изо-

бретения никоим образом. 

Пример 1. Исследование роста - отбор штамма для скрининга. 

Плазмидой, содержащей типичный олигонуклеотид для тестирования, трансформировали 5 различ-

ных штаммов клеток-хозяев. 

Таблица 1. Перечень тестируемых клеток-хозяев 
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Плазмиду конструировали путем рекомбинационного клонирования в S. cerevisiae. Дрожжевые 

клетки трансформировали продуктами ПЦР, перекрывающимися друг с другом на 45 п.н. Фрагментами 

служили дрожжевой маркер (pUG6 с 87 по 1559 п.н.), маркер Е. coli и ori (pUG19 с 754 по 2534 п.н.), 

дрожжевой ori (хромосома IV S. cerevisiae S288C с 44978 по 449831 п.н. и хромосома II S. cerevisiae 

S288C с 63156 по 63454 п.н.) и функциональная часть (SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 54, хромосома XI S. 

cerevisiae S288C с 326407 по 326108 п.н.). При этом данные части были фланкированы рестрикционными 

сайтами SapI, SbfI, StuI и NotI, соответственно. 

Дрожжевые штаммы подвергали трансформации повторно выделенной плазмидой высокоэффек-

тивным методом LiAc согласно Gietz и Schiestl. 

Затем клетки-хозяева культивировали в 50 мл содержащего ксилозу субстрата (10 г/л дрожжевого 

экстракта, 20 г/л пептона, 20 г/л ксилозы + 200 мг/л G418) в аэробных условиях в качалочной колбе на 

300 мл при 30°C и 250 об/мин. Результаты представлены на фиг. 1. 

Для дальнейшего тестирования был выбран штамм В вследствие отличных показателей роста. 

Пример 2. Исследование роста - сравнение различных плазмид, содержащих различные олигонук-

леотиды. 

Штамм В трансформировали 10 плазмидами. Плазмиды конструировали таким же образом, как 

описано в примере 1, и они содержали олигонуклеотиды SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, 

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 и SEQ ID NO: 

10, соответственно. 

Штамм В трансформировали плазмидами, как описано в примере 1, и культивировали в таких же 

условиях. Результаты представлены на фиг. 2. 

Клетки-хозяева, трансформированные плазмидами, содержащими олигонуклеотиды по настоящему 

изобретению (т.е. регулируемые SEQ ID NO: 1-7), проявляли значительно более высокие показатели рос-

та, чем клетки-хозяева, трансформированные плазмидами, содержащими олигонуклеотиды из сущест-

вующего уровня техники SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 и SEQ ID NO: 8. 

Пример 3. Уровень транскрипта - сравнение различных плазмид, содержащих различные олигонук-

леотиды. 

Дрожжевые штаммы, содержащие различные плазмиды, описанные в примере 2, культивировали в 

100 мл субстрата, содержащего глюкозу, маннозу, этанол, глицерин или ксилозу (10 г/л дрожжевого экс-

тракта, 20 г/л пептона, 20 г/л источника углерода + 200 мг/л G418) в качалочной колбе на 500 мл при 

30°C и 250 об/мин. Собирали по 5 мл этих культур примерно при OD600 = 2, то есть центрифугировали, 

промывали водой и опять центрифугировали (два раза). После этого осадки культур хранили при -80°C. 

Из клеток экстрагировали тотальную РНК с помощью набора RNeasy Mini Kit, Qiagen Germany, в 

соответствии с инструкцией производителя. Затем 500 нг этой РНК подвергали трансляции в кДНК с 

помощью набора Thermo Script RT-PCR Kit, Life Technologies USA, в соответствии с инструкцией про-

изводителя. Проводили амплификацию продуктов ПЦР длиной в 225 и 236 п.н., используя iQ SYBR 

Green Supermix и iQ iCycler, BioRad Germany, и рассчитывали концентрации мРНК АСТ1 и XylA, сле-

дуя информации производителя. 

Относительные уровни транскрипта (концентрация РНК XylA, деленная на концентрацию РНК 

АСТ1) представлены на фиг. 3. 

Таблица 2. Степень изменения уровня транскрипта XylA (разы) под контролем различных олигонуклео-

тидов по сравнению с уровнем транскрипта XylA под контролем SEQ ID NO: 9 

 
Репортерная система под контролем олигонуклеотидов по настоящему изобретению проявляла по-

вышение уровня транскрипта в 4-29 раз. Уровни транскрипта варьируют при различных условиях роста, 

но существенных отличий в отношении контроля между олигонуклеотидами SEQ ID NO: 1 - SEQ ID NO: 

7 не отмечалось. 

Пример 4. Активность фермента - сравнение различных плазмид, содержащих различные олиго-

нуклеотиды. 

Собирали по 50 мл культур, как указано в примере 3, примерно при OD600 = 2. После этого осадки 

культур хранили при -80°C. Кроме того, таким же образом обрабатывали культуру штамма В, несущего 
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плазмиду, описанную в примере 2, но без функциональной части (пустая плазмида). 

Оттаявшие осадки суспендировали в 400 мкл буфера (100 мМ трис, pH 7,5, 10 мМ MgCl2) и гомоге-

низировали. После лизиса клеток неочищенные экстракты разбавляли до общей концентрации белка в 1 

мкг/мкл (измеряли методом Брэдфорда). Определение активности ксилозоизомеразы проводили в 100 

мкл с 10% разбавленных неочищенных экстрактов, 0,25 мМ NADH, 3 ед./мл сорбитолдегидрогеназы и 

500 мМ ксилозы. Кинетику реакции отслеживали фотометрически при 340 нм. 

Измеренные активности фермента (за вычетом фоновой активности - пустая плазмида) представле-

ны на фиг. 4. 

Таблица 3. Степень изменения активности ксилозоизомеразы (разы) под контролем различных олиго-

нуклеотидов по сравнению с активностью ксилозоизомеразы под контролем SEQ ID NO: 9 

 
Репортерная система под контролем олигонуклеотидов по настоящему изобретению проявляла по-

вышение активности фермента в 14-25 раз. Хотя активность фермента варьируется при различных усло-

виях роста, но существенных отличий в отношении контроля между олигонуклеотидами SEQ ID NO: 1 - 

SEQ ID NO: 7 не отмечалось. 

Краткое описание фигур 

На фиг. 1 представлены показатели роста 5 различных штаммов дрожжевых клеток (от A до E), ко-

торые были трансформированы плазмидой, содержащей ген, кодирующий SEQ ID NO: 17, регулируемый 

олигонуклеотидом из существующего уровня техники: SEQ ID NO: 10. 

На фиг. 2 представлены показатели роста штамма В, трансформированного различными плазмида-

ми, содержащими различные олигонуклеотиды (олигонуклеотиды из существующего уровня техники и 

олигонуклеотиды по настоящему изобретению). 

На фиг. 3 представлено повышение в 4-29 раз уровня транскрипта в репортерной системе под кон-

тролем олигонуклеотидов по настоящему изобретению (SEQ ID NO: 1-7) по сравнению с олигонуклеоти-

дами из существующего уровня техники SEQ ID NO 8, SEQ ID NO: 9 и SEQ ID NO: 10 на различных суб-

стратах (глюкоза, манноза, этанол, глицерин и ксилоза). 

На фиг. 4 представлено повышение в 14-25 раз активности фермента в репортерной системе под 

контролем олигонуклеотидов по настоящему изобретению (SEQ ID NO: 1-7) по сравнению с олигонук-

леотидами из существующего уровня техники SEQ ID NO 8, SEQ ID NO: 9 и SEQ ID NO: 10 на различ-

ных субстратах (глюкоза, манноза, этанол, глицерин и ксилоза). 
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Перечень последовательностей с описанием 
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Список последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Последовательность олигонуклеотида, обладающего активностью промотора и характеризующе-

гося тем, что он повышает скорость транскрипции РНК типа фрагмента матричной РНК, кодирующего 

белок, выбранный из группы, состоящей из ферментов, структурных белков, коферментов, переносчи-

ков, антител, гормонов и регуляторов, типа фрагмента регуляторной РНК, типа фрагмента ферментатив-

но активной РНК или типа фрагмента транспортной РНК, причем последовательность данного олиго-

нуклеотида по меньшей мере на 80% идентична последовательности SEQ ID NO: 1. 

2. Последовательность олигонуклеотида по п.1, где последовательность данного олигонуклеотида 

по меньшей мере на 85% идентична последовательности SEQ ID NO: 1. 

3. Последовательность олигонуклеотида по п.1 или 2, при этом скорость транскрипции фрагмента 

РНК в дрожжевых клетках-хозяевах повышается по меньшей мере в 2 раза при выращивании дрожжевых 

клеток-хозяев, трансформированных по меньшей мере одним рекомбинантным фрагментом ДНК, вклю-

чающим этот олигонуклеотид, как минимум на двух субстратах, выбранных из группы, состоящей из 

глюкозы, маннозы, фруктозы, галактозы, ксилозы, арабинозы, сахарозы, трегалозы, рафинозы, глицери-

на, этанола, ацетата и лактата. 

4. Последовательность олигонуклеотида по п.1 или 2, при этом активность фермента, кодируемого 

фрагментом РНК, контролируемым этим олигонуклеотидом в дрожжевых клетках-хозяевах, повышается 

по меньшей мере в 2 раза при выращивании дрожжевых клеток-хозяев, трансформированных по мень-

шей мере одним рекомбинантным фрагментом ДНК, включающим этот олигонуклеотид, как минимум на 

двух субстратах, выбранных из группы, состоящей из глюкозы, маннозы, фруктозы, галактозы, ксилозы, 

арабинозы, сахарозы, трегалозы, рафинозы, глицерина, этанола, ацетата и лактата. 

5. Последовательность олигонуклеотида по любому из предыдущих пунктов, при этом фермент яв-

ляется модифицирующим углеводы ферментом. 

6. Последовательность олигонуклеотида по любому из предыдущих пунктов, при этом фермент яв-

ляется модифицирующим углеводы ферментом, выбранным из группы, состоящей из EC 5.1.3, EC 5.3.1, 

EC 2.7.1, EC 2.2.1, EC 2.2.1 и EC 1.1.1. 

7. Последовательность олигонуклеотида по любому из предыдущих пунктов, при этом белок вы-

бран из группы, состоящей из SEQ ID NO: 11-53. 

8. Последовательность олигонуклеотида по любому из предыдущих пунктов, при этом от 1 до 80 

нуклеотидов подверглись замене, делеции или вставке. 

9. Рекомбинантный фрагмент ДНК, включающий последовательность олигонуклеотида по любому 

из пп.1-8. 

10. Экспрессионная плазмида, содержащая по меньшей мере один рекомбинантный фрагмент ДНК 

по п.9. 

11. Клетка-хозяин, трансформированная по меньшей мере одним рекомбинантным фрагментом 

ДНК по п.9 либо трансформированная по меньшей мере одной экспрессионной плазмидой по п.10. 

 
Фиг. 1 
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Фиг. 2 

 

 
Фиг. 3 

 

 
Фиг. 4 
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