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ПОДАВЛЕНИЕ ПОБОЧНЫХ РЕАКЦИЙ АЦЕТИЛИРОВАНИЯ ПРЕГНЕНОЛОНА 
В ТРАНСГЕННЫХ ДРОЖЖАХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ КОНКУРЕНТНОГО 
ИНГИБИРОВАНИЯ И ОПТИМАЛЬНОЙ СИСТЕМЫ «ВЕКТОР – ХОЗЯИН»

Аннотация. Известно, что прегненолон и продукты его превращения цитохромом Р450 17α-гидроксилаза/17,20-
лиаза (P450c17) ‒ 17-гидроксипрегненолон, дегидроэпиандростерон ‒ подвергаются 3-O-ацетилированию фермен-
том Atf2p дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Нами установлено, что добавление в среду для культивирования изо- 
амилового или амилового спирта уменьшает образование 3-O-ацетилированных продуктов как неиндуцированны-
ми, так и индуцированными клетками трансгенных дрожжей S. cerevisiae GRF18/YEp5117α, экспрессирующими 
P450c17 под контролем промотора GAL10. Более эффективным оказалось использование микроорганизма-хозяина 
Yarrowia lipolytica и промотора экспрессии изоцитратлиаза ICL1. Анализ генома дрожжей Y. lipolytica с помощью 
программы BLAST показал отсутствие в них потенциальных аналогов Atf2p, что подтверждено отсутствием про-
дуктов ацетилирования прегненолона. Выбор оптимального организма-хозяина является альтернативой методу по-
лучения штамма с удаленными генами.
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изоамиловый спирт, BLAST, рациональная  комбинация системы «вектор‒хозяин»
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SUPPRESSING THE SIDE REACTIONS OF PREGNENOLONE ACETYLATION IN TRANSGENIC YEAST 
USING COMPETITIVE INHIBITION AND OPTIMAL VECTOR‒HOST SYSTEM

Abstract. The rational design of the vector‒host system and the conditions for its use is the key to its most effective use 
as a biocatalyst for obtaining valuable products or for testing potential bioregulators. In this work, we will consider examples 
of such solutions for some yeasts from the literature over the past 5 years and our experience in optimizing the reactions of 
17α- hydroxylation of pregnanes with recombinant strains of the yeast S. cerevisiae and Y. lipolytica. Thus, it was known that 
pregnenolone and its product pregnenolone and the products of its transformation by cytochrome P450 17α-hydroxylase/17,20-
lyase (P450c17) ‒ 17 hydroxypregnenolone, dehydroepiandrosterone ‒ undergo 3-O-acetylation by the Atf2p enzyme of the 
yeast Saccharomyces cerevisiae. We have found that adding isoamyl or amyl alcohol to the cultivation medium significantly 
reduced the formation of 3-O-acetylated products by both uninduced and induced cells of transgenic yeast S. cerevisiae 
GRF18 YEp5117α expressing P450c17 under the control of the GAL10 promoter. In this case, the Atf2p substrate competition 
model was applied. A more effective solution was to use a different host microorganism and an expression promoter. The 
analysis of the genome of the yeast Y. lipolytica using the BLAST program showed the absence of potential analogues of Atf2p, 
which was confirmed by the absence of pregnenolone acetylation products. Selecting the optimal host organism is an alterna-
tive to using a strain with a deleted gene.
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Введение. Основное место в промышленном получении стероидов занимает химико-фер-
ментативный синтез с использованием природных микроорганизмов, причем осуществление ря-
да стадий модификации стероидов с использованием биотехнологий (окислительное отщепле-
ние боковых цепей природных стеринов, ∆1-дегидрирование, 11β-гидроксилирование) принци-
пиально изменило методы получения всего спектра стероидных гормонов [1‒4]. Эти уже ставшие 
традиционными подходы практически реализовали свой потенциал с точки зрения оптимиза-
ции промышленного производства таких ценных продуктов. Важной проблемой при использо-
вании природных микроорганизмов как биокатализаторов превращения стероидов является на-
личие побочных реакций. Как правило, это требует применения модифицированных исходных 
субстратов (фторпроизводных, ∆1,3,5 ненасыщенных стеринов, 3-оксимов стеранов) и ингибиторов 
побочных реакций (α,α′-дипиридила, 1,10 фенантролина, 8-гидроксихинолина и др.), что услож-
няет решение производственных задач [4, 5].

Альтернативным подходом является использование трансгенных микроорганизмов, экспрес-
сирующих только необходимые ферментные системы для селективных модификаций стероидов. 
Однако реализация этого подхода сопряжена с различными трудностями и помимо «встраива-
ния» генов. Например, для Saccharomyces cerevisiae, наиболее изученных с точки зрения гене- 
тических манипуляций, установлено, что прегненолон, дегидроэпиандростерон (ДГЕА) и не- 
которые другие аналогичные ∆5-3-гидроксистероиды ацетилируются ферментом Atf2p [6]. 
Образующиеся 3-О-ацетиловые эфиры не являются субстратами ферментов дальнейшего стеро-
идогенеза млекопитающих (P450c17, CYP21, HSD3B1), а следовательно, получение целевых про-
изводных практически невозможно. Также в этих дрожжах содержатся функциональные анало-
ги 17β-гидроксистероиддегидрогеназ, Ayr1p и Fox2p,  20α-гидроксистероиддегидрогеназ, Gcy1p 
и YPR1p, которые восстанавливают кетоновые группы соответствующих стероидных субстра-
тов, интермедиатов и продуктов [7‒9], а значит, заводят процесс биосинтеза конечных стероид-
ных продуктов в тупик. Поэтому в работе Szchebara с соавт. [10] по созданию трансгенного 
штамма S. cerevisiae, продуцирующего гидрокортизон из простых источников углерода, допол-
нительно были удалены гены, кодирующие упомянутые выше белки дрожжей, что значительно 
повлияло на жизнеспособность штамма.

Другое ограничение при создании клеточных биокатализаторов превращения стероидов свя-
зано с низкой растворимостью этих соединений в водных средах. Для преодоления этого огра-
ничения используют смешивающиеся с водой растворители, двухфазные системы, диспергиру-
ют субстраты на мицеллах поверхностно-активных веществ, а также добавляют циклодекстри-
ны для образования комплексов со стероидами [3, 11]. Дополнительное введение химических 
реагентов в ходе биотехнологического процесса усложняет весь процесс производства, включая 
его экологичность. Эти ограничения (наличие побочных продуктов и растворимость гидрофоб-
ных субстратов) можно преодолеть с помощью оптимальных систем «хозяин‒вектор», в которых 
объединены строгая регио- и стереоспецифичность ферментов стероидогенеза млекопитающих 
и биотехнологические преимущества клеток микроорганизмов, использующих гидрофобные 
субстраты и синтезирующих собственные поверхностно-активные вещества [12‒19].

Цель работы ‒ установить с использованием приемов рационального дизайна биокатализато-
ра и контроля протекания реакции 3-О-ацетилирования прегненолона с применением алифати-
ческих спиртов, а также с помощью компьютерного анализа генома Y. lipolytica наличие в транс-
генных штаммах дрожжей потенциальных аналогов Atf2p.

Материалы и методы исследования. Химические реагенты. В работе использованы стерои-
ды (прогестерон, прегненолон, 17α-гидроксипрегненолон, прегненолон-3-O-ацетат) производ-
ства Sigma-Aldrich, а также компоненты питательных сред YPD и YNB производства Difco 
Laboratories.

Исходные и трансформированные штаммы микроорганизмов. Исходным микроорганизмом 
служил S. cerevisiae GRF18 (Matα his3-11 his 3-15 leu2-3 leu2-112 cir+ canR). Β качестве трансфор-
мантов использовали S. cerevisiae GRF18/YEp51 (трансформант штамма GRF18 c челночной 
плазмидой YEp51 – негативный контрольный штамм) и S. cerevisiae GRF18/YEp5117α, содержа-
щий встроенный ген P450c17 под контролем промотора GAL10 [8]. Исходный штамм Y. lipolytica 
E129 (MATA leu2-270 ura3-302 lys11-23 xpr2-322) использовали для трасформации с многокопий-
ной интегративной плазмидой p67IC17α [16]. Вектор содержал экспрессионную кассету с кДНК 
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P450c17 под контролем промотора и терминатора изоцитратлиазы ICL1 (индукция алканами, 
жирными кислотами, этанолом; репрессия глюкозой). Рекомбинантные линии гаплоидных и ди-
плоидных штаммов Y. lipolytica использовали для биотрансформации стероидов после гетероло-
гической экспрессии P450c17 из коры надпочечников и сверхэкспрессии собственной NADPH-
зависимой, FAD/FMN-содержащей Р450 редуктазы (CPR) дрожжей. Прототрофные диплоидные 
линии Y. lipolytica (линии E129A15, DE и DC) получены путем скрещивания гаплоидных мульти-
копийных трансформантов PO1d (MATA leu2-270 xpr2-322) или E129 (MATA leu2-270 lys211-23 
xpr2-322) с диким ауксотрофным штаммом А1-5 (MATB met6) [14].

Культивирование трансформантов микроорганизмов и биотрансформация стероидов. 
Куль тивирование рекомбинантных дрожжей S. cerevisiae GRF 18/YEp5117α, индукцию биосин-
теза P450C17 D-галактозой и биотрансформацию прогестерона проводили так же, как в работе [8]. 
В случае рекомбинантных линий дрожжей Y. lipolytica культивирование и индукция чужеродно-
го белка и сверхэкспрессия собственной CPR осуществлялись так, как описано ранее [15, 16], 
путем добавления в среду индукторов ‒ этанола или n-гексадекана до 1 % (v/v). При изучении 
влияния алифатических спиртов на ацетилирование стероидов в S. cerevisiae GRF 18/YEp5117α 
дополнительно на стадии внесения субстрата в среду добавляли изоамиловый, амиловый, ци-
клогексиловый спирты или этанол (контроль) из расчета 0,5 % (v/v). Общая концентрация спир-
тов составляла 1,0 % (v/v).

 Газохроматографический анализ. Анализ проб ∆5-стероидов проводился методом высоко-
температурной капиллярной газожидкостной хроматографии (ГЖХ) на хроматографе GC 17A, 
оснащенном пламенно-ионизационным детектором и компьютерной системой контроля и ана-
лиза данных CLASS-VP (Shimadzu, Япония). Для анализа стероидов использовали колонку 
RTX 1 (Restek) с пленкой силиконового масла в качестве неподвижной фазы (длина 30 м, внут-
ренний диаметр 3,2 мкм, толщина фазы 0,5 мкм). Скорость потока газа-носителя (N2) составляла 
1,1 мл/мин, температура инжектора и детектора – 310 ºC. Используемая программа температур-
ного градиента колонки: 0‒16,7 мин – 200‒300 °C (6 °C/мин), 16,7‒20,0 мин – 300 °C. Объем вво-
димой пробы – 1 мкл.

BLAST-анализ геномов на наличие гомологов Atf2p. Виртуальный поиск белков аналогов Atf2p 
S. cerevisiae в Y. lipolytica и других типов дрожжей, используемых для экспрессии цитохромов P450 
стероидогенеза млекопитающих, осуществляли при помощи программы BLAST (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), используя доступные базы данных первичных последовательностей 
белков и алгоритмы их сравнения [20]. Для моделирования трехмерной структуры Atf2p, которая 
не имеет высокой степени гомологии с белками с экспериментально определенной трехмерной струк-
турой, использовали интернет-ресурсы на основе технологии искусственного интеллекта Alphafold2/ 
ColabFold (https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb). 
Последовательность этого белка доступна на интернет-ресурсе Uniprot (https://www.uniprot.org/) 
под кодами N1P2F9 (EIW10524). Трехмерные модели прегненолона и ДГЕА были загружены с ре-
сурса Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/): коды веществ CID8955 и CID5881 соответственно. 
Для проведения расчетов параметров модельных белок-лигандных комплексов и анализа результа-
тов использовали программу AutodockVina (размер области расчетов 5 × 5 × 5 нм3 ) и программу-
помощник FYTdock, для построения двухмерных графических представлений о рассчитанном по-
ложении стероидов ‒ программу BioVia Discovery Studio.

Результаты и их обсуждение. Биотрансформация прегненолона S. cerevisiae GRF18/YEp5117α. 
Известно, что белки Atf2p и Atf1p могут катализировать образование ацетиловых эфиров изо- 
амилового и ряда других алифатических спиртов в S. cerevisiae [21, 22]. Это послужило предпо-
сылкой для использования ряда алифатических спиртов в качестве конкурентных субстра- 
тов Atf2p с целью уменьшения ацетилирования прегненолона и его производных в дрожжах  
S. cerevisiae. Наличие в дрожжах собственной микросомальной FAD/FMN-содержащей цито- 
хром P450-редуктазы (CPR) [23] способствовало их выбору как микроорганизмов-хозяев для по-
лучения 17α-гидроксилированных стероидов.

Установлено, что при использовании неиндуцированных клеток прегненолон за 4 ч практи-
чески полностью превращался в 3-O-ацетат прегненолона, тогда как добавление в среду изоами-
лового спирта до 0,5 % (v/v) практически полностью подавляло ацетилирование прегненолона 
(соотношение ацетата и субстрата уменьшалось в 8 раз (0,11 по сравнению 0,87 в контроле) (рис. 1).
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                                              Время удержания, мин                                    Время удержания, мин

Рис 1. Хроматограммы ГЖХ-анализа биотрансформации прегненолона неиндуцированными клетками S. cerevisiae 
GRF18/YEp5117α (I и II – контроль (0 и 4 ч соответственно); III и IV – с добавлением изоамилового спирта  

до 0,5 % (v/v) (0 и 4 ч соответственно)). 1 – прегненолон, 2 – прегненолона 3-O-ацетат, 3 – прогестерон  
(внутренний стандарт)

Fig. 1. Chromatograms of GC analysis of pregnenolone biotransformation by uninduced S. cerevisiae GRF18/YEp5117α cells 
(I and II – control (0 and 4 hours, respectively); III and IV – with the addition of isoamyl alcohol up to 0.5 % (v/v)  

(0 and 4 hours, respectively)). 1 – pregnenolone, 2 – pregnenolone 3–O-acetate, 3 – progesterone (internal standard)

С целью оценки применимости данного подхода в условиях активности встроенного P450c17 
изучено, как добавление изоамилового, амилового и циклогексилового алифатических спиртов 
влияет на соотношение реакций 17α-гидроксилирования и 3-O-ацетилирования в индуцирован-
ных клетках S. cerevisiae GRF18/YEp5117α. За 4 ч биотрансформации при использовании амило-
вого спирта наблюдалось уменьшение содержания неацетилированного 17α-гидроксипрег не-
нолона (как и при применении изоамилового спирта), тогда как как при использовании цикло-
гексанола отмечался менее выраженный эффект (см. таблицу).

 Установлено, что в концентрациях до 0,5 % исследованные алифатические спирты не оказы-
вали влияния на рост используемого штамма дрожжей, что позволяет предположить отсутствие 
общего токсического эффекта. Возможная причина уменьшения степени 3-O-ацетилирования 
стероидов исследованными алифатическими спиртами заключалась в конкурентном превраще-
нии спирта и стероида ферментом Atf2p, что подтверждается каталитическими свойствами 
Atf2p [21, 22], а также сходством геометрии цикла A прегненолона и исследуемых спиртов  
(рис. 2).

Содержание прегненолона, 17α-гидроксипрегненолона и их 3-O-ацетатов (%) при биотрансформации 
прегненолона индуцированными клетками S. cerevisiae GRF18/YEp5117α (Preg, 17-Preg,  

Pac и 17-Pac-прегненолона, 17α-гидроксипрегненолона, прегненолона 3-O-ацетата  
и 17α-гидроксипрегненолона 3-O-ацетата соответственно), %

Relative content of pregnenolone, 17α-hydroxypregnenolone and their 3-O-acetates (%) during the biotransformation 
of pregnenolone by induced S. cerevisiae GRF18/YEp5117α cells (Preg, 17-Preg, Pac и 17-Pac-pregnenolone, 

17α-hydroxypregnenolone, pregnenolone 3-O-acetate и 17α-hydroxypregnenolone 3-O-acetate, respectively), %

Время биотрансформации Спирт Preg 17-Preg Pac 17-Pac

2 ч Изоамиловый 
Циклогексиловый 
Амиловый 
Этиловый (контроль)

82,7 13,6 2,6 1,1
85,6 7,5 3,4 3,4
86,9 9,8 3,3 0,0
77,1 8,2 9,9 4,9

4 ч Изоамиловый 
Циклогексиловый 
Амиловый 
Этиловый (контроль)

60,6 14,5 21,2 3,7
15,4 4,2 66,5 13,8
60,9 14,4 21,2 3,6
4,3 2,8 74,9 18,1

П р и м е ч а н и е. Preg ‒ прегненолон, 17-Preg – 17α-гидроксипрегненолон, Pac – прегненолон 3-O-ацетат,  
17-Pac – 17α-гидроксипрегненолон 3-O-ацетат.



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2024. Т. 69, № 3. C. 207–216 211

                                                               a                                                                        b
Рис. 2. Структуры субстратов Atf2p и предполагаемый характер их совместного метаболизма с помощью P450c17  
и Atf2p в S. cerevisiae GRF18/YEp5117α: a ‒ схожие фрагменты структур гипотетического (2) и установленных (1 и 3) 

субстратов Atf2p (1 – изоамиловый спирт (жирная сплошная), 2 – циклогексанол (жирная пунктирная),  
3 – прегненолон (тонкая сплошная)); b ‒ предложенная схема начального этапа совместного метаболизма  

алифатических спиртов и прегненолона в индуцированных клетках S. cerevisiae GRF18/YEp5117α и потенциальное 
влияние кислорода и глюкозы на данный процесс [6]. Preg, 17-Preg и Pac – прегненолон, 17α-гидроксипрегненолон  
и прегненолон 3-O-ацетат соответственно; (+) и (‒) ‒ индукция и репрессия биосинтеза ферментов Atf1p и Atf2p

Fig. 2. Structures of Atf2p substrates and the proposed pattern of their co-metabolism by P450c17 and Atf2p in S. cerevisiae 
GRF18/YEp5117α: a ‒ similar fragments of the structures of hypothetical (2) and established (1 and 3) Atf2p substrates  

(1 – isoamyl alcohol (fat solid), 2 – cyclohexanol (bold dotted line), 3 – pregnenolone (thin solid)); b ‒ proposed scheme of the 
initial stage of the joint metabolism of aliphatic alcohols and pregnenolone in induced S. cerevisiae GRF18/YEp5117α cells 

and the potential influence of oxygen and glucose on this process according to [6]. Preg, 17-Preg and Pac-pregnenolone,  
17α-hydroxypregnenolone and pregnenolone 3–O-acetate, respectively; (+) and (‒) ‒ induction and repression  

of the biosynthesis of the enzymes Atf1p and Atf2p

Наблюдаемая слабая конкуренция алифатических спиртов с прегненолоном может быть отне-
сена к быстрому ацетилированию спиртов посредством Atf1p, не способного превращать прегне-
нолон в его ацетилированную форму, что отражено на рис. 2. Подавлению ацетилирования 3β гид-
роксистероидов в индуцированных клетках S. cerevisiae GRF18/YEp5117α, экспрессирующих 
P450c17, также может препятствовать понижение внутриклеточного содержания кислорода (ре-
прессора гена Atf1p), который затрачивается на активность по P450c17-зависимому 17α-гидроксили-
рованию прегненолона (рис. 2). Изоамиловый спирт и его ацетат являются естественными метабо-
литами аминокислоты лейцина в дрожжах S. cerevisiae, а 2-метилбутиловый – естественным мета-
болитом изолейцина [24], что создает предпосылки для использования этой аминокислоты как 
регулятора ацетилирования прегненолона и родственных стероидов S. cerevisiae.

BLAST-анализ Y. lipolytica и превращение стероидов трансгенными штаммами, экспрессиру-
ющими P450c17. Анализ аминокислотных последовательностей белков протеома Y. lipolytica  
по базе NCBI (алгоритм BLAST) показал явное отсутствие аналогов Atf2p в этих дрожжах. 
Установлено также отсутствие гомологов (возможных функциональных аналогов Atf2p) и для 
дрожжей Schizosaccharomyces pombe [25] и Pichia pastoris [26], для которых показана функцио-
нальная активность in cellulo встроенных ферментов стероидогенеза млекопитающих, использу-
ющих прегненолон как субстрат (P450c17, CYP21, 3β-гидроксистероиддегидрогеназа) или как 
продукт (CYP11A1). Согласно нашим данным, для этих микроорганизмов не сообщалось об аце-
тилировании прегненолона и ДГЕА, однако у Pichia fermentans ITD00165 зарегистрировано об-
разование ацетата изоамилового спирта [27]. Среди дрожжей и грибов белки с хорошей гомоло-
гией с Atf2p дрожжей S. cerevisiae обнаружены у Nakaseomyces glabratus, Vanderwaltozyma 
polyspora DSM 70294, Tetrapisispora phaffii CBS 4417 (покрытие последовательности не менее 98 %, 
E-value от 0.0 до 1e-172). Отрицательный результат поиска гомологов Atf2p получен и у других 
организмов, для которых описана экспрессия стероидогенных ферментов млекопитающих:  
у бактерии E. coli [28, 29], растений [30] и Homo sapiens [31]. Однако следует учитывать и воз-
можность существования функциональных аналогов Atf2p, не характеризующихся высокой сте-
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пенью гомологии с ферментом-прототипом. Например, показано, что прегненолон в присут-
ствии олеоил-КоА человека способен превращаться в прегненолона олеат под действием ацил-
трансферазы 1 (ACAT1), не являющейся гомологом Atf2p [32, 33]. При этом не установлено 
превращение прегненолона в 3-О-ацетат. Также важно отметить, что P450c17-экспрессирующие 
трансгенные клетки дрожжей, не имеющие Atf2p, как клеточная модель больше подходят для 
тестирования лекарственных веществ.

Биотрансформация прегненолона Y. lipolytica DE5-54.1. При использовании клеток Y. lipolytica, 
экспрессирующих P450c17 под контролем промотора ICL1, прегненолон за 6 ч количественно 
превращается в 17α-гидроксипрегненолон без каких-либо дополнительных продуктов, включая 
3-O-ацетаты (рис. 3).

Время, мин

Рис. 3. Газохроматографический анализ проявления прегненолона рекомбинантными дрожжами Y. lipolytica  
и S. cerevisiae, экспрессирующими P450c17. I ‒ прегненолон, II – 17α-гидроксипрегненолон, III и IV – 3-O-ацетаты 

прегненолона и 17α-гидроксипрегненолона; А, B ‒ Y. lipolytica DE5-54.1 (0 и 6 ч биотрансформации соответственно), 
C ‒ S. cerevisiae GRF18/YEp5117a (4 ч биотрансформации)

Fig. 3. Gas chromatography analysis of the manifestation of pregnenolone by recombinant yeasts Y. lipolytica  
and S. cerevisiae expressing P450c17. I – pregnenolone, II – 17α-hydroxypregnenolone, III and IV – 3–O-acetates  

of pregnenolone and 17α-hydroxypregnenolone; A, B ‒ Y. lipolytica DE5-54.1 (0 and 6 h of biotransformation, respectively),  
С ‒ S. cerevisiae GRF18/YEp5117a

Таким образом, показано отсутствие прегненолон-ацетилазной активности Y. lipolityca в ус-
ловиях эксперимента. Возможно, это является следствием отсутствия соответствующих фермен-
тов (данные BLAST) или незначительного уровня их экспрессии вследствие минимального ис-
пользования глюкозы – потенциального индуктора Atf2p. Поскольку Atf2p не имеет хороших 
гомологов среди белков с известной трехмерной структурой из базы данных PDB, ранее было 
невозможно получить компьютерную модель этого фермента  для прогноза связывания и пре-
вращения веществ по методологии докинга. Недавно на базе искусственного интеллекта 
Alphafold2 были созданы алгоритм и сервис на его основе, где можно смоделировать трехмер-
ную структуру белка по его аминокислотной последовательности (в настоящей работе смодели-
рована структура белка Atf2p). Далее эту структуру использовали для проведения докинга  
с прегненолоном и ДГЕА. В результате показана возможность связывания этих стероидов  
с Atf2p, что предполагает близкую колокализацию гидроксигрупп этих стероидов и имидазоль-
ного цикла гистидина 189 (His189) (рис. 4). 

То
к,

 п
А
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                                                        a                                                                                        b

Рис. 4. Рассчитанные положения прегненолона (а) и ДГЕА (b) в полости модельной структуры Atf2p, показывающие 
возможную роль His189 в катализе переноса ацетильной группы на 3β-гидроксигруппу этих стероидов

Fig. 4. Calculated positions of pregnenolone (а) and DHEA (b) in the cavity of the Atf2p model structure, showing  
the possible role of His189 in catalyzing the transfer of the acetyl group to the 3β-hydroxy group of these steroids

Полученные результаты показали близкое расположение 3β-гидроксигруппы прегненолона  
и ДГЕА вблизи His189 этого белка. По данным литературы, остатки гистидина выполняют ката-
литические функции в различных ацил-КоА ацилтрансферазах [32, 33].

Согласно полученным результатам, в дрожжах Y. lipolytica прегненолон и 17α-гидрокси-
прегненолон не подвергаются 3-O-ацетилированию вследствие отсутствия (по данным BLAST  
и данных о геноме этих дрожжей) аналога Atf2p. Данный факт наряду с разработкой этого орга-
низма как объекта генно-инженерных манипуляций по «встраиванию» систем экспрессии для 
ферментных систем стероидогенеза (P450scc, адренодоксина, адренодоксин-редуктазы, P450с17) 
под контролем ICL-промотора [8, 9, 14‒16] способствует созданию эффективных биокатализато-
ров получения стероидных гормонов. С другой стороны, трансгенные дрожжи Y. lipolytica, экс-
прессирующие P450c17, могут быть использованы как модель стероидогенных клеток млекопи-
тающих для скрининга ингибиторов P450c17 – потенциальных лекарств для терапии рака про-
статы. Отсутствие 3-O-ацетилирования позволяет с помощью таких дрожжей тестировать ряд 
ингибиторов на основе производных 3β-гидрокси-∆5-стероидов, в частности аналогов абирате-
рона – соединения-лидера при лечении рака предстательной железы [34], которые характеризу-
ются большим сродством взаимодействия с P450c17 по сравнению с их аналогами 3-кето-
∆4-гидроксистероидов [31, 35, 36].

Заключение. Показано, что добавление алифатических спиртов – изоамилового и амилового ‒ 
уменьшает степень ацетилирования прегненолона и 17α-гидрокипрегненолона на среде YPD 
клетками дрожжей S. cerevisiae GRF18/YEp5117α, не содержащими и содержащими предвари-
тельно индуцированный D-галактозой P450c17. Этот эффект является следствием конкурентно-
го метаболизма стероидных и нестероидных спиртов фермента Atf2p. Таким образом, реализо-
ван подход, позволяющий уменьшить нежелательные свойства генно-инженерного биокатализа-
тора путем специальных добавок в среду для культивирования. Однако этот подход не обеспечил 
полного устранения побочной реакции вследствие токсичности спиртов при концентрациях бо-
лее 1 % и их метаболизма ферментом Atf1p. В связи с этим была исследована другая комбинация 
«микроорганизм-хозяин и система экспрессии». Показано отсутствие прегненолон-ацетилазной 
активности у Y. lipolityca в условиях экспрессии встроенного P450с17 под контролем промотора 
IСL1 из-за отсутствия, по данным гомологии, аналогов фермента Atf2p. Таким образом, нами 
продемонстрировано, как анализ генома микроорганизма-хозяина способствует прогнозу неже-
лательных свойств нового биокатализатора и минимизации числа необходимых генно-инженер-
ных операций для его создания.
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