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Дрожжи-сахаромицеты являются одними из наиболее изученных эукариотических организмов. Интересным приложением метаболической инженерии дрожжей является реконструкция в клетках этих микроорганизмов путей биосинтеза бета-лактамных антибиотиков – пенициллинов и цефалоспоринов. Разработка систем продукции бета-лактамных антибиотиков  в дрожжах могла бы оказаться полезной для разработки более эффективных производственных процессов, для идентификации и изучения свойств белков биосинтеза и транспорта пенициллинов и цефалоспоринов, получения in vivo различных производных антибиотиков. 

Цель данной работы - конструирование методами гомологичной рекомбинации в дрожжах многокомпонентного вектора, способного обеспечивать отдельные этапы биосинтеза и транспорта антибиотика цефалоспорина C в Saccharomyces сerevisiae. 

В  работе использовались стандартные молекулярно-генетические методы: ПЦР, ДНК-манипуляции (выделение плазмидной ДНК, гидролиз ДНК эндонуклеазами рестрикции), а также трансформация дрожжей и  клеток Escherichia coli.
С помощью TAR-клонирования в дрожжах была осуществлена одностадийная сборка мультикомпонентной плазмиды для экспрессии генов cefEF и cefT Acremonium chrysogenum. CefEF кодирует экспандазу – фермент, катализирующий предпоследнюю стадию биосинтеза цефалоспорина С, cefT – мембранный транспортер, отвечающий за экспорт цефалоспорина С.  Для снижения числа артефактов сборка вектора pNV проводилась  по принципу разделения элементов плазмидной селекции и репликации.  Были получены ПЦР фрагменты, кодирующие кассету экспрессии гена CefT, ген CefEF, промотор GAL1, ARS1 и HIS3 - элементы и вектор pVC604 с перекрывающимися участками гомологии размером 60-65 пн. Ко-трансформация дрожжей 6-ю ПЦР-фрагментами приводила к образованию значительного числа трансформантов, большинство из которых по данным ПЦР-анализа несли искомые гены CefEF и CefT.  Несколько плазмид были выделены из дрожжей и перетрансформированы в клетки E. coli. Анализ выделенных из клеток E. coli плазмид с помощью ПЦР, расщепления рестриктазами и секвенирования подтвердил их идентичность спроектированной конструкции. 

Таким образом, подтверждена эффективность TAR-клонирования в дрожжах с разделением элементов «выживания плазмиды» для мультифрагментной сборки челночных плазмид в дрожжах.  Методом TAR-клонирования получена плазмида pNV для переноса и экспрессии генов биосинтеза и транспорта цефалоспорина С в дрожжах S. cerevisiae. Правильность сборки плазмиды подтверждена ПЦР, рестрикционным анализом и секвенированием. 
