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КИЇВ-2016
Актуальність роботи. Досягнення останніх десятиліть у молекулярній біології та аналітиці призвели до зростання зацікавлення метаболічною інженерією, суть якої полягає в перенаправленні метаболічних потоків в організмі у напрямку, вигідному для промислових чи медичних цілей. Метаболічна інженерія передбачає цілеспрямовану зміну властивостей клітини шляхом модифікації певних біохімічних реакцій із застосуванням технології рекомбінантних ДНК. Інтерес до метаболічної інженерії стимулюється потенційним комерційним зацікавленням до покращення штамів-продуцентів корисних метаболітів. У даному циклі робіт представлено застосування відомих та розробку нових оригінальних підходів метаболічної інженерії для конструювання дріжджових продуцентів біологічно активних сполук ‒ рибофлавіну, флавінових нуклеотидів (ФМН і ФАД), глутатіону, гліцерину та біопалива (етанолу).
Вітамін В2 (РФ) виконує свої метаболічні функції переважно у вигляді флавінмононуклеотиду (ФМН) та флавінаденіндинуклеотиду (ФАД) у складі флавіновмісних білків. Флавіни беруть участь у різних ланках метаболізму клітини, тому порушення в обміні флавінових коферментів призводять до серйозних змін на клітинному та тканинному рівнях. Пошкодження мітохондріальних мембран, зниження вмісту білка в мітохондріях, зміни морфології мітохондрій, структури і функцій клітини, які супроводжуються дегенерацією тканин – це неповний перелік процесів, що виникають при порушенні метаболізму флавінів. Флавінові коферменти (зокрема ФМН) мають вищий від РФ терапевтичний потенціал при лікуванні деяких захворювань (дерматози, захворювання очей). ФМН, як активна форма вітаміну В2, входить до складу вітамінних препаратів та харчових барвників. Широке застосування коферментних форм вітаміну В2 гальмується їх високою вартістю та відсутністю активних промислових продуцентів ФМН і ФАД.
На сьогоднішній день рибофлавін в основному отримують шляхом мікробного синтезу з використанням цвільових грибів, дріжджів і бактерій. Світове виробництво рибофлавіну має тенденцію до зростання, зберігаючи достатньо високі ціни на цей вітамін.

Мікробними продуцентами, що використовуються для промислового отримання вітаміну В2, є бактерії Bacillus subtilis, цвільовий гриб Ashbya gossypii та до недавнього часу дріжджі Candida famata. Процес ферментації з використанням дріжджових клітин має ряд переваг над бактеріями та цвільовими грибами. При культивуванні дріжджів використовують прості середовища, що містять глюкозу, сахарозу та інші поновлювальні вуглеводи як джерела вуглецю. Дріжджові клітини є більшими за розміром, ніж бактерійні, тому легше відокремлюються від ферментаційного середовища. На відміну від бактерій, дріжджі не чутливі до фагової інфекції. Одноклітинні дріжджі легше культивувати, ніж багатоклітинні цвільові гриби. За допомогою методів класичної генетики було селекціоновано штами C. famata, які протягом багатьох років успішно використовувалися для промислової продукції рибофлавіну.  Для максимальної реалізації флавіногенного потенціалу цього виду дріжджів необхідно застосування підходів метаболічної інженерії, які грунтуються на базових молекулярних методах.
 Відомо досить багато мікроорганізмів, здатних до надсинтезу рибофлавіну, проте не описано жодного прикладу прямого мікробного синтезу значних кількостей ФМН і лише мутанти цвільового гриба Eremothecium ashbyii здатні до надсинтезу ФАД, однак такі штами-продуценти нестабільні. 

Доброю моделлю для дослідження генетичного контролю біосинтезу флавінів є дріжджі С. famata. У цього мікроорганізму клоновано структурні та деякі регуляторні гени флавіногенезу, розроблено ряд методів молекулярної генетики (трансформація, інсерційний мутагенез, аналіз промоторних ділянок та інші). Дріжджі C. famata є також промисловими продуцентами вітаміну В2, крім того, вони виділяють незначні кількості ФМН у культуральну рідину. Надекспресія генів, які кодують ферменти біосинтезу флавінових нуклеотидів у C. famata, дає можливість отримати штами з високою активністю цих ферментів, що синтезують значні кількості ФМН і ФАД.

На даний момент в Україні відсутнє виробництво вітаміну В2 та його похідних біологічно активних форм – ФМН і ФАД. Основною перевагою мікробіологічного синтезу ФМН та ФАД є відсутність утворення побічних продуктів, які можуть мати небажану біологічну активність. Конструювання продуцентів рибофлавіну та флавінових нуклеотидів на основі флавіногенних дріжджів дасть змогу використати їх для промислової продукції флавінів.

Термотолерантні метилотрофні дріжджі Hansenula polymorpha характеризуються високою стійкістю до різноманітних видів стресу, індукованого важкими металами, ксенобіотиками, факторами забрудненого середовища, тому розглядаються як перспективні продуценти глутатіону. Глутатіон (L-γ-глутаміл- L-цистеїнілгліцин, GSH) – це небілкова тіолова сполука, яка відіграє важливу роль у захисті клітин від оксидативного стресу, температурного та осмотичного шоку, детоксикації ксенобіотиків та важких металів, у забезпеченні функціонування багатьох ферментів, регулюванні клітинної проліферації, передачі клітинних сигналів, апоптозу та ін. Генетичні дефекти системи глутатіону у людини призводять до розвитку ряду спадкових захворювань, тому цей трипептид є важливою природньою сполукою для медицини та біотехнології. Найбільш дієвим та фізіологічним способом забезпечення організму необхідними антиоксидантами є широке застосування в харчуванні здорових і хворих людей біологічно активних добавок, що містять окрім іншого ще і GSH. Підвищення ефективності виробництва за рахунок зниження собівартості продукції має важливе значення для зниження цін на GSH. Однією з основних передумов для ефективного виробництва мікробного глутатіону є його максимально високий вміст в дріжджовій клітині та здатність накопичувати мікробну біомасу у високій концентрації. 
Швидке вичерпування запасів викопних енергоносіїв (нафта, природний газ) та пов’язане з їх використанням забруднення оточуючого середовища підвищують інтерес до поновлювальних джерел енергії. Етанол є перспективним поновлювальним рідким паливом, яке характеризується вищим октановим числом і вищою теплотою пароутворення на відміну від бензину. 
Упродовж останніх років об’єм промислового виробництва етанолу зростає, тому вдосконалення штамів дріжджів – продуцентів етанолу є одним із важливих завдань сучасної біотехнології. Продукція етанолу в світових масштабах сягає понад 70 мільярдів літрів щорічно, і підвищення ефективності даного процесу лише на 1-2% може дати додаткові сотні мільйонів літрів етилового спирту щороку. Практична значимість проведеної роботи полягає у конструюванні дріжджових штамів із покращеними параметрами алкогольної ферментації традиційної сировини внаслідок обмеження приросту біомаси та підвищення виходу цільового продукту. 
На сьогоднішній день для отримання паливного етанолу в промислових масштабах використовують кукурудзу або цукрову тростину. Однак, так званий етанол першого покоління отримують з крохмалю та цукру, що спричиняє конкуренцію за сировину у харчовій промисловості та сільському господарстві. Рослинна біомаса має величезний потенціал як сировина для виробництва біопалива, зокрема паливного етанолу. Найбільш оптимальним та перспективним шляхом є отримання паливного етанолу з гідролізатів лігноцелюлозних відходів сільського господарства та деревообробної промисловості, що є поновлювальною та дешевою сировиною.
Проте, процес перетворення лігноцелюлозної біомаси до етанолу є складним i на перших етапах потребує попередньої термічної і/або хімічної обробки для розрідження рослинних полімерів. Однією з нерозв’язаних проблем на шляху здійснення перетворення лігноцелюлози до етанолу є відсутність мікроорганізмів, здатних до одночасної сахарифікації та ферментації вивільнених цукрів до етанолу. Основними складовими рослинної біомаси є глюкоза та п’ятивуглецевий цукор ксилоза. Однак,  мікроорганізмів, здатних активно зброджувати ксилозу, виявлено дуже мало, а ідентифіковані штами нагромаджують незначні кількості етилового спирту під час ферментації ксилози. Таким чином, одержання дріжджових штамів з підвищеною продуктивністю алкогольної ферментації ксилози є важливим завданням як для України (оскільки на сьогодні у нашій державі немає промислового виробництва паливного етанолу з лігноцелюлозних відходів), так і для світової спільноти (налагодження рентабельної технології отримання біопаливного етанолу з рослинної біомаси є вагомим фактором у вирішенні енергетичної, а також екологічної проблем у глобальному масштабі).
Пекарські дріжджі Saccharomyces cerevisiae нездатні зброджувати ксилозу, однак, отримання етанолу з лігноцелюлози може бути більш ефективно здійснене рекомбінантними штамами S. cerevisiae або деякими видами неконвенційних дріжджів. Серед природних штамів неконвенційних  дріжджів Pichia stipitis найефективніше ферментує ксилозу до етанолу і практично не нагромаджує ксиліт під час ферментації, однак ці дріжджі є мезофільними. Термотолерантні дріжджі H. polymorpha здатні до алкогольної ферментації ксилози при підвищених температурах (48 °C). Однак для впровадження в промислове виробництво, ефективність  алкогольної ферментації ксилози цими дріжджами потребує покращення, досягти якого можна за допомогою метаболічно-інженерних підходів. 
Успішне виконання цієї роботи слід розглядати як важливий крок на шляху до конструювання покращених промислових штамів – продуцентів етанолу з подальшою розробкою та впровадженням відповідної технології отримання спирту в Україні.

Одним з найважливіших побічних продуктів спиртового бродіння у дріжджів S. cerevisiae є гліцерин. Гліцерин (гліцерол, або 1,2,3-пропантріол), широко використовується в косметичній, автомобільній, харчовій, тютюновій, фармацевтичній, целюлозно-паперовій, шкіряній і текстильній промисловостях, а також, як сировина у виробництві різних хімічних речовин. На початку 20 сторіччя гліцерин головним чином використовувався для продукції нітрогліцерину, як основа вибухівки у військовій індустрії. Пізніше гліцерин знайшов своє використання у багатьох інших галузях. Світова продукція гліцерину перевищувала 1,5 млн. тон в 2011 р., а вартість очищеного та неочищеного гліцерину коливалась близько 800 та 80 $/тону, відповідно. Останнім часом активно ведеться робота з впровадження та покращення синтезу гліцерину за рахунок мікроорганізмів, тому що в цьому випадку витрачається менше зусиль для очистки продукту. Однак більшість з мікроорганізмів, які синтезують гліцерин у великій кількості, потребують кисень для росту, що підвищує собівартість отриманого продукту. Тому перспективним продуцентом гліцерину можуть стати факультативно анаеробні дріжджі S. cerevisiae, які вже використовувалися з цією метою під час І Світової Війни. Актуальним завданням є конструювання дріжджових штамів зі збільшеним відсотком виходу гліцерину під час ферментації традиційної сировини.
Загалом, розроблені та висвітлені у представленому циклі праць підходи пропонують нові шляхи вирішення найбільш актуальних завдань, що стоять перед сучасною біомедициною та біотехнологією, такі як отримання ефективних продуцентів біопалива, глутатіону та різних форм флавінів.
Метою даного циклу робіт було, за допомогою методів метаболічної інженерії, отримати дріжджові продуценти біологічно активних сполук ‒ рибофлавіну (РФ), флавінових нуклеотидів (ФМН і ФАД), глутатіону, гліцерину та біопалива (етанолу).
У результаті проведених досліджень:
· Отримано стабільні штами-надпродуценти вітаміну В2 шляхом збільшення копійності гена позитивного регулятора біосинтезу рибофлавіну SEF1, а також надекспресії генів, що кодують ключові ферменти шляху біосинтезу цього вітаміну – RIB1 та RIB7 у дріжджів C. famata.
· За допомогою методів математичного моделювання експериментів підібрано оптимальні умови культивування для максимального виходу цільового продукту – рибофлавіну в колбах та ферментерах різного об’єму. Досягнуто синтезу 16 г/л рибофлавіну в ферментері об’ємом 5 л.
· Показано, що заміна нативного промотора гена FMN1 на сильний конститутивний промотор TEF1 C. famata призводить до зростання питомої активності РФ-кінази у трансформантів C. famata до 200 разів, порівняно зі штамом дикого типу, та до накопичення ФМН у культуральній рідині.
· Заміна нативного промотора гена FAD1 на сильний конститутивний промотор TEF1 C. famata в штамі-надсинтетику ФМН призводить до 15-кратного зростання питомої активності ФАД-синтетази в безклітинних екстрактах рекомбінантних штамів C. famata та до накопичення ФАД у культуральній рідині.
· За допомогою методів математичного моделювання експериментів встановлено, що іони фосфату, кальцію, молібдату, міді, а також дріжджовий екстракт збільшують продукцію ФМН. Важливими факторами для  нагромадження ФАД є наступні компоненти середовища: сульфат амонію, гліцин, іони фосфату та аденін.
· За допомогою аналізу теоретично створених математичних моделей, оптимізовано склад середовищ для максимальної продукції флавінових нуклеотидів. Модифікація середовища дає змогу підвищити синтез ФМН у 36 разів, а синтез ФАД – у 28 разів. Отримані рекомбінантні штами здатні до нагромадження близько 385 мг/л ФМН або близько 450 мг/л ФАД при інкубації в ферментері. Внаслідок застосування сукупності методів метаболічної інженерії отримано рекомбінантні штами дріжджів C. famata, які здатні до синтезу в 962 рази більше ФМН і в понад 1000 разів більше ФАД, ніж у штаму дикого типу C. famata.
· Сконструйовано штам метилотрофних дріжджів H. polymorpha з посиленою експресією генів GSH2, що кодує γ-глутамілцистеїнілсинтетазу, та MET4, що кодує транскрипційний активатор генів біосинтезу цистеїну (попередник синтезу глутатіону). 
· Проведено оптимізацію процесу синтезу глутатіону сконструйованого рекомбінантного штаму H. polymorpha. Розроблено напівпромислову модель технології отримання глутатіону з використанням сконструйованого дріжджового штаму-продуцента.
· Для відновлення балансу кофакторів та підвищення ефективності алкогольної ферментації ксилози H. polymorpha посилено експресію модифікованої форми ксилозоредуктази (ген XYL1m) зі зниженою спорідненістю до NADPН та нативної форми ксилітолдегідрогенази (ген XYL2). Показано, що посилення експресії генів XYL1m та XYL2 у геномі мутантного штама дріжджів H. polymorpha із пошкодженою здатністю утилізувати етанол як джерело вуглецю дало змогу селекціонувати рекомбінантні штами з підвищеною у 7-8 разів продуктивністю синтезу етанолу під час алкогольної ферментації ксилози, порівняно зі штамом дикого типу. 
· Посилено експресію гомологічних генів XYL3 та PDC1, що кодують ксилулокіназу та піруватдекарбоксилазу, відповідно, в сконструйованих рекомбінантних штамах з надекспресією генів XYL1m та XYL2. Надекспресія генів XYL1m, XYL2 та XYL3 в клітинах H. polymorpha дозволила одержати рекомбінантні штами дріжджів з підвищеною у 15 разів продуктивністю синтезу етанолу під час алкогольної ферментації ксилози, порівняно із штамом дикого типу. 
· Вперше було використано токсичний аналог пірувату для селекції покращених продуцентів етанолу у дріжджів, зокрема термотолерантних дріжджів H. polymorpha. У результаті проведених досліджень було отримано рекомбінантні  штами H. polymorpha здатні синтезувати 0,3 г етанолу з 1 г ксилози при температурі 45°С, що на сьогоднішній день є найкращим виходом етанолу під час алкогольної ферментації при підвищеній температурі. 
· За допомогою методів генної інженерії було сконструйовано рекомбінантний штам дріжджів P. stipitis з підвищеною в 1,3 раза продуктивністю алкогольної ферментації ксилози за рахунок введення в геном дріжджів гена XYL1mod, що кодує модифіковану форму ксилозоредуктази із зниженою спорідненістю до NADPH під контролем сильного конститутивного промотора. Параметри алкогольної ферментації гідролізатів лігноцелюлози (висівки та тирса) сконструйованим штамом були також покращені в 1,5 раза порівняно із штамом дикого типу дріжджів S. cerevisiae. 
· Показано, що синтез етанолу додатково може бути підвищений у 1,6 раза шляхом одночасного використання суміші двох штамів дріжджів — рекомбінантного штаму XYL1m9 P. stipitis та штаму дикого типу S. cerevisiae. Розроблені лабораторний і напівпромисловий регламенти отримання етанолу з гідролізатів рослинної біомаси дають можливість масштабувати процес і розпочати налагодження виробництва етанолу з вищезгаданої нехарчової сировини.
· Встановлено, що експресія фрагменту гена SSB1, що кодує N-кінцевий домен білка Ssb1p і гена apy, що кодує апіразу з E. coli без N-кінцевої послідовності, під контролем індукованого промотора GAL1 забезпечує підвищення продукції етанолу на середовищі з галактозою у дріжджів S. cerevisiae.
· Отримано рекомбінантні штами S. cerevisiae з мультикопійною інтеграцією гена PHO8, що кодує лужну фосфатазу і показано що такі штами синтезують на 16% більше етанолу ніж штам дикого типу.
· Встановлено, що індукція футильних циклів за рахунок одночасної активації фосфофруктокінази і фруктозо-1,6-бісфосфатази або піруваткарбоксилази та фосфоенолпіруваткарбоксикінази забезпечує зниження рівня АТФ і підвищення продукції етанолу на середовищі з глюкозою у дріжджів S. cerevisiae.
· Встановлено, що зниження активності тріозофосфатізомерази веде до збільшення синтезу гліцерину під час алкогольної ферментації у дріжджів S. cerevisiae в 1,5-2 раза.
· Встановлено, що надекспресія гена GPP2, що кодує гліцерол-3-фосфатфосфатазу, не впливає на синтез гліцерину у S. cerevisiae, тоді як надекспресія гена GPD1, що кодує гліцерол-3-фосфатдегідрогеназу, чи злитої ВРЗ GPD1-GPP2 забезпечує збільшення продукції гліцерину.
· Показано, що поєднання зниження активності тріозофосфатізомерази та підвищення активностей гліцерол-3-фосфатдегідрогенази та гліцерол-3-фосфатфосфатази веде до подальшого збільшення рівня синтезу гліцерину у S. cerevisiae.
· Показано, що експресія модифікованого гена FPS1, що кодує модифікований мембранний транспортер гліцерину, у штамі зі зниженою активністю тріозофосфатізомерази та підвищеними активностями гліцерол-3-фосфатдегідрогенази та гліцерол-3-фосфатфосфатази веде до подальшого збільшення рівня синтезу гліцерину і отриманий штам синтезує приблизно у 8 разів більше гліцерину в порівнянні з початковим штамом без жодних модифікацій.
Наукова новизна роботи. У результаті виконання роботи показано, що зростання рівня експресії позитивного регулятора біосинтезу рибофлавіну SEF1 разом з генами першого і останнього генів шляху синтезу рибофлавіну у значній мірі підвищує продукцію рибофлавіну в C. famata. Отримані результати підтверджують гіпотезу про те, що рівень синтезу рибофлавіну корелює з активність ферментів, залучених в біосинтез пуринів de novo. Отримані результати дають підстави вважати, що подальша оптимізація складу середовища, умов ферментації та контроль режиму підживлення є важливими для підвищення продукції рибофлавіну. Встановлено, що експресія генів FMN1 та FAD1 під контролем сильних промоторів веде до значного підвищення активності ферментів, які вони кодують (РФ-кінази та ФАД-синтетази відповідно), а також до зростання продукції  флавінових нуклеотидів у дріжджів C. famata. Розроблено схему генно-інженерного конструювання штамів дріжджів, здатних до нагромадження в культуральній рідині ФАД та (або) ФМН. Заміна нативного промотора клонованого гена FMN1 дріжджів D. hansenii на сильний промотор TEF1 (фактора елонгації трансляції α1) C. famata викликає підвищення питомої активності РФ-кінази (до 200 разів) та зростання вмісту ФМН (до 1000 разів) у культуральній рідині рекомбінантних штамів C. famata. Введення гена FAD1 під контролем TEF1 промотора у штам-надсинтетик ФМН призводить до 7-15-кратного зростання питомої активності ФАД-синтетази і накопичення до 450 мг/л ФАД у культуральній рідині. За допомогою методів математичного моделювання експериментів встановлено, що важливими факторами для нагромадження ФМН є джерело азоту (сечовина), дріжджовий екстракт, а також іони РО43–, Са2+, Сu2+ та Mo7O246-, для нагромадження ФАД – джерела азоту ((NH4)2SO4 та гліцин), аденін та іони РО43–. Внаслідок оптимізації лише складу середовища культивування вдалося додатково підвищити синтез ФМН у 29-36 разів, а ФАД – у 28,5 раза.
Встановлено, що посилення експресії генів, залучених на перших етапах метаболізму ксилози, є критичними для збільшення продукції етанолу у дріжджів H. polymorpha.  Дослідження здатності синтезувати етанол з ксилози під час культивування за умов обмеженої аерації в отриманих трансформантів H. polymorpha показало, що дерепресія гена XYL3 призводить до більш суттєвого збільшення синтезу етанолу під час ферментації ксилози порівняно з геном PDC1. В результаті проведених досліджень вперше було отримано продуцент етанолу на основі дріжджів H. polymorpha, здатний синтезувати близько 10 г/л етанолу при підвищеній температурі.
У процесі виконання роботи було підтверджено, що обмеження внутрішньоклітинного рівня АТФ у дріжджів S. cerevisiae веде до підвищення продукції етанолу під час ферментації традиційної сировини, зокрема глюкози. Такого обмеження можна досягнути за рахунок експресії генів, що кодують ферменти, здатні гідролізувати АТФ (наприклад АТФаза NSsb1, апіраза, лужна фосфатаза) або за рахунок індукції у клітинах S. cerevisiae футильних циклів, що призводять до вичерпання внутрішньоклітинного пулу АТФ (наприклад футильний цикл між фруктозо-1,6-бісфосфатом і фруктозо-6-фосфатом за рахунок одночасної активації фруктозо-1,6-бісфосфатази та фосфофруктокінази; футильний цикл між піруватом і оксалоацетатом за рахунок одночасної активації піруваткарбоксилази та фосфоенолпіруваткарбоксикінази). Також було показано, що атенуація (послаблення) селективного маркера за допомогою введення замін в його нуклеотидну послідовність дає змогу пришвидшити відбір рекомбінантних штамів з мультикопійною інтеграцією вектора, сконструйованого на основі такого модифікованого селективного маркера.

Показано, що зниження активності тріозофосфатізомерази, підвищення активностей гліцерол-3-фосфатдегідрогенази та гліцерол-3-фосфатфосфатази і експресія модифікованого гена FPS1 збільшують частку гліцерину, синтезованого під час алкогольної ферментації дріжджами S. cerevisiae, а поєднання цих модифікацій має кумулятивний ефект і призводить до подальшого покращення продукції гліцерину.

Практичні результати досліджень та впровадження. Сконструйовано штам дріжджів C. famata, який за рівнем синтезу рибофлавіну може бути використаний для промислового отримання вітаміну В2. Вперше отримано дріжджові надсинтетики ФМН та ФАД, здатні продукувати значні кількості флавінових нуклеотидів та виділяти їх у середовище культивування без додавання екзогенних попередників – РФ і АТФ. Введення генів FMN1 та FAD1 у штам-надсинтетик РФ і отримання надпродуцентів вказує на перспективність використання таких штамів для конструювання промислових продуцентів флавінових нуклеотидів. Окрім того, отримані рекомбінантні штами, завдяки високій активності РФ-кінази, можуть бути використані для ензиматичного визначення АТФ у біологічних рідинах. Спосіб отримання надсинтетика ФМН та штам-продуцент запатентовано.

З використанням підходів метаболічної інженерії та класичної селекції були отримані рекомбінантні штами дріжджів H. polymorpha  з підвищеною у 20 разів продуктивністю синтезу етанолу під час алкогольної ферментації ксилози, порівняно із штамом дикого типу, які можуть в подальшому слугувати базою для отримання ефективних продуцентів етанолу з гідролізатів лігноцелюлози. Була розроблена напівпромислова модель отримання глутатіону з використанням сконструйованого штаму-продуцента дріжджів H. polymorpha, а також напівпромисловий регламент отримання етанолу з гідролізатів рослинної біомаси, використовуючи рекомбінантний штам дріжджів P. stipitis. Відпрацьовану стратегію збільшення продукції етанолу під час алкогольної ферментації у дріжджів S. cerevisiae за рахунок обмеження внутрішньоклітинного рівня АТФ можна використовувати для подальшого покращення штамів S. cerevisiae, які на сьогодні використовуються для промислового виробництва етанолу. Отриманий модифікований селективний маркер kanMX4 і загалом вектор для мультикопійної інтеграції можуть бути використані для інтеграції великої кількості копій будь-якого гена, що цікавить дослідників, в геном S. cerevisiae. Отримані штами S. cerevisiae є хорошою платформою для подальшого покращення синтезу гліцерину, що зрештою призведе до розробки рентабельної моделі промислового отримання гліцерину за допомогою S. cerevisiae.
Цикл наукових праць об’єднує публікації 2006-2015 років. Результати роботи були представлені на міжнародних з’їздах, конференціях, конгресах. Загальна кількість публікацій авторів за темою циклу наукових праць – 155: 11 розділів у колективних монографіях, 22 статті (в т.ч. 12 – у закордонних журналах), 8 патентів на винахід (в т.ч. 2 міжнародних), 114 тез доповідей.
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