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ÊÎÍСÒÐУЮÂÀÍÍß ШÒÀÌIÂ – ÍÀÄПÐÎÄУÖÅÍÒIÂ 
ФÎÐÌÀËЬÄÅÃIÄÐÅÄУÊÒÀЗÈ ÒÅÐÌÎÒÎËÅÐÀÍÒÍÈÕ 

ÌÅÒÈËÎÒÐÎФÍÈÕ ÄÐIЖÄЖIÂ HANSENULA 
РOLYMORPHA

Метою даної роботи буëо отримати рекомбінантні штами тер-
мотоëерантниõ метиëотрофниõ дріжджів Hansenula polymorpha 
надпродуцентів формаëьдеãідредуктази (ФР), які можуть мати 
біоанаëітичне використання. Методи. Дріжджі вирощуваëи на синте-
тичному середовищі Беркãоëьдера (СБ) з наступним скëадом (у  ã/ë): 
КН2РО4 – 1; (NH4)2SO4 – 3,5; MgSO4½7H2O – 0,5; CaCl2 –  0,1; зі стан-
дартною кіëькістю мікроеëементів та 0,05% (в/о) дріжджовоãо 
екстракту. Джереëом вуãëецю сëуãуваëи 1% ãëюкоза (в/о) або 1% 
метаноë (по об’єму). Заãаëьні активності ферментів у безкëітинниõ 
екстрактаõ визначаëи спектрофотометрично (Shimadzu-UV-1650) при 
340 нм за швидкістю утворення NADH – дëя аëкоãоëьдеãідроãенази 
(АДГ) чи утиëізації NADH – дëя ФР, при кімнатній (20–25 °С) 
температурі. Питому активність (ПА) дëя кожноãо ферменту 
(в  мкмоëь·õв–1·мã–1 біëка) розраõовуваëи за формуëою: ПА = 
ПА+субстрат – ПА–субстрат, яка враõовує неспецифічні фонові реакції. Ре-
зультати. Сконструйовано пëазміду експресії р21Sc21, що містить 
ãен ADH1 Saccharomyces cerevisiae, під контроëем сиëьноãо консти-ADH1 Saccharomyces cerevisiae, під контроëем сиëьноãо консти-1 Saccharomyces cerevisiae, під контроëем сиëьноãо консти-
тутивноãо промотора ãена ãëіцераëьдеãід-3-фосфатдеãідроãенази 
(GAP1) H. рolymorpha. Дріжджові кëітини H. polymorpha NCYC 495 
(leu1-1) трансформуваëи методом еëектропорації. Відбір інтеãрантів 
проводиëи за резистентністю до зеоцину. Наявність у ãеномі 
трансформантів рекомбінатної пëазміди, що містить ãен ADH1 
S. cerevisiae, перевіряëи за допомоãою поëімеразної ëанцюãової реакції 
(ПЛР). Висновки. Рекомбінантні штами õарактеризуваëись в 4–6 
разів вищою активністю АДГ та в 2–3 рази вищою активністю ФР 
в безкëітинниõ екстрактаõ порівняно з виõідним штамом. Стабіëьні 
трансформанти виявиëись резистентними до підвищениõ концентрацій 
формаëьдеãіду (до 10 мÌ) у ростовому метаноëьному середовищі. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а : формаëьдеãідредуктаза, метиëотрофні дріжджі 
Hansenula polymorpha, формаëьдеãід, ãенно-інженерне конструювання.
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Форìальдегід (ФÀ) є універсальниì природниì ìетаболітоì живих 
організìів і водно÷ас дуже токси÷ною сполукою, у зв’язку з ÷иì вив÷ення 
шляхів підтриìання конöентраöії ФÀ в клітинах на безпе÷ноìу рівні та 
детоксикаöії екзогенного ФÀ ìає важливе прикладне зна÷ення [7, 10]. 

 Ìетилотрофні дріжджі ìожуть служити зру÷ною ìоделлю для ви-
в÷ення ìеханізìів утилізаöії ФÀ, оскільки здатність до ìетаболізìу одно-
вуглеöевих сполук є унікальною рисою öих ниж÷их евкаріотних організìів 
[11, 12]. Ó детоксикаöії ФÀ у дріжджів беруть у÷асть певні ізоферìенти 
алкогольдегідрогенази (ÀÄГ). Ó пекарских дріжджів Saccharomyces 
cerevisiae відоìо 7 структурних генів даного ферìенту: ADH1–ADH7 
[3, 6]. Продукт Adh1p – öитозольний ізоферìент ÀÄГ, який каталізує 
НÀÄН-залежне відновлення аöетальдегіду до етанолу і ФÀ до ìетанолу 
без у÷асті глутатіону: CH2O + NADH(H+) → CH3OH + NAD+ [5]. Öю 
реакöiю, зворотню до дегiдрогеназної, називають у випадку ФÀ, як суб-
страту, форìальдегiдредуктазною. Iзоферìент ÀÄГ Adh1p у S. cerevisiae 
гоìологі÷ний форìальдегідредуктазі (ФÐ) ìетилотрофних дріжджів [2]. 

Ìетою роботи було сконструювати та охарактеризувати продуöенти 
форìальдегідредуктази на основі терìотолерантних ìетилотрофних дріж-
джів Hansenula polymorpha.

Ìатеріали і методи
Ó роботі використовували штаì NCYC 495 (leu1-1) терìотолерантних 

ìетилотрофних дріжджів H. рolymorpha з колекöії Iнституту біології 
клітини НÀН Óкраїни; штаì S. cerevisiae BY4742 (ÌATαleu2-Δ0lys2-
Δ0ura3-Δ0his3-Δ1) люб’язно наданий д-роì Ä. Бекоì (ун-т ì. Балтіìор, 
ÑШÀ); Escherichia coli DH5α (штаì для конструювання та селекöії 
рекоìбінантних плазìід φ80d lacZΔM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 
hsdR17(rK

-, mK
+), supE44, relA1, deoR, Δ(lacZYA-argF)U169). 

Плазìіди, використані в роботі: pBluescriptIIKS+ (2,9 т.п.н.) вектор за-
гального призна÷ення E. coli (ori ColE1, ApR, lacZ’); p21 (7,9 т.п.н.) вектор 
експресії у H. рolymorpha з GAP проìотороì та ZeoR, який забезпе÷ує 
селекöію у дріжджах, сконструйований співробітниöею Iнституту біології 
клітини НÀН Óкраїни О. Iщук; pBlSc6 (4 т.п.н.) похідна pBluescriptIIKS+ 
з клонованиì геноì ADH1 S. cerevisiae; р21Sc21 (9,1 т.п.н.) похідна р21 
з клонованиì геноì ADH1 S. cerevisiae. Äві останні (pBlSc6 та р21Sc21) 
було отриìано в ході роботи. 

Äріжджі вирощували на синтети÷ноìу середовищі Беркгольдера (ÑБ) 
з наступниì ìінеральниì складоì (у г/л): ÊН2ÐО4 – 1; (NH4)2SO4 – 3,5; 
MgSO4½7H2O – 0,5; CaCl2 – 0,1. Залізо вносили у середовище у вигляді 
солі Ìора в конöентраöії 0,2 ìг/л, зі стандартною кількістю ìікроеле-
ìентів та 0,05% (в/о) дріжджового екстракту [2]. Äжерелоì вуглеöю 
слугували 1% глюкоза (в/о) або 1% ìетанол (по об’єìу). Äо середовища 
при необхідності додавали лейöин – до конöентраöії 40 ìг/л. Àгаризовані 
середовища ìістили 2% агару. Êультури дріжджів вирощували у терìо-
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статах на ÷ашках Петрі при теìпературі 30 °Ñ. Êультивування дріжджів 
в рідких середовищах здійснювали у пробірках або колбах об’єìоì 250  ìл 
на круговоìу шейкері (200 об/хв) за теìператури 30 °Ñ (за 37 °Ñ для 
терìотолерантних штаìів H. рolymorpha). Опти÷ну густину дріжджо-
вих культур виìірювали турбідиìетри÷но на фотоелектроколориìетрі 
ÊФÊ-2ÌП, і, використовую÷и калібрувальну криву, визна÷али їх суху 
біоìасу в 1 ìл середовища.

Безклітинні екстракти для визна÷ення активності ферìентів отриìува-
ли як описано в роботі [1]. Êонöентраöію білка в безклітинних екстрактах 
визна÷али ìетодоì Ëоурі. Загальні активності ферìентів у свіжих безклі-
тинних екстрактах визна÷али спектрофотоìетри÷но (Shimadzu-UV-1650) 
при 340 нì за швидкістю утворення НÀÄН – для ÀÄГ ÷и утилізаöії 
НÀÄН – для ФÐ [2]. Питоìу активність (ПÀ) для кожного ферìенту  
(в ìкìоль·хв–1·ìг–1 білка) розраховували за форìулою: ПÀ = ПÀ+субстрат – 
ПÀ–субстрат, яка враховує неспеöифі÷ні фонові реакöії. 

Ìетоди культивування бактерій E. сoli та ìолекулярно-генети÷ні ìето-
ди описані в [9]. Виділення суìарної ÄНÊ з клітин дріжджів H. polymorpha 
та S. cerevisiae проводили за допоìогою набору Wizard® Genomic DNA 
Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). Åндонуклеази рестрикöії 
та лігазу використовували згідно з інструкöією виробника (Fermentas, 
Vilnius, Lithuania). Поліìеразну ланöюгову реакöію (ПËÐ) здійснювали на 
аìпліфікаторі Gene Amp© PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA), з використанняì Platinum® Taq DNA Polymerase High 
Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) відповідно до інструкöії виробника. 
Òрансфорìаöію дріжджових клітин проводили ìетодоì електропораöії [4].

Ðезультати та їх обговорення
Äля підвищення виходу ФÐ із клітин ìетилотрофних дріжджів, було 

вирішено провести генно-інженерне конструювання штаìу, здатного до 
надекспресії гена ADH1, який кодує ФÐ. Відоìо, що продукт гена ADH1 
S. сerevisiae кріì дегідрогеназних властивостей, володіє редуктазниìи, 
тоìу наìи було вирішено клонувати даний ген для надекспресії у геноìі 
дріжджів H. polymorpha. З ìетою конструювання плазìіди експресії, що 
ìістить ген ADH1, за допоìогою ПËÐ, використовую÷и сконструйовані 
прайìери (ScFor5’- (ATCATATGTCTATCCCAGAAACTCAA-3’)/ScRev(5’-
AGCGGCCGCATG

CCG GTAGAGGTGT-3’) і хроìосоìну ÄНÊ S. cerevisiae BY 4742 
як ìатриöю ìи аìпліфікували відкриту раìку з÷итування гена ADH1 
S. cerevisiae. Äля полегшення ПËÐ, хроìосоìну ÄНÊ розщеплювали 
ферìентоì XbaI. Отриìаний фрагìент вели÷иною 1,2 т.п.н. клонували 
в плазìіду pBluescriptIIKS+ за допоìогою T/A клонування. Як резуль-
тат, отриìано плазìіду pBlSc6. На наступноìу етапі роботи ген ADH1 
S.  cerevisiae, фланкований сайтаìи рестрикöії NdeI і NotI, субклонували 
у плазìіду інтегративного типу р21 під сильний конститутивний проìо-
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тор гена гліöеральдегід-3-фосфатдегідрогенази (GAP1) H. рolymorpha. 
Плазìіда р21 ìістить доìінантний ìаркер стійкості до зеоöину ZeoR, який 
забезпе÷ує селекöію у дріжджах та ген LEU2 S. сerevisiae як додатковий 
селективний ìаркер для ауксотрофного за лейöиноì штаìу H. рolymorpha 
NCYC 495 (leu1-1). Одержану плазìіду було названо р21ADH1Sc (рис. 1) 
[8]. Ðестрикöійний аналіз її підтвердив, що наìи субклоновано фрагìент, 
який ìістить ген ADH1 S. cerevisiae. 

Äля конструювання та аìпліфікаöії плазìід на всіх етапах роботи 
було використано штаì E. coli DH5α.

Ðис. 1. Ëінійна схема плазміди р21Sc21 (9,1 т.п.н.).  
Фрагìент ÄНÊ S. сerevisiae, що несе ген LEU2, позна÷ено товстою сірою стрілкою; 
GAP1 проìотор H. polymorpha позна÷ено незабарвлениì відрізкоì; терìінатор AOX 

H. рolymorpha позна÷ено товстиì ÷орниì відрізкоì; ген ADH1 S. сerevisiae – товстою 
сìугастою лінією; ген резистентності до зеоöину – товстою пунктирною лінією; loxP 

послідовності – товстиìи світло-сіриìи відрізкаìи. Ñайти рестрикöії: PstI, EcoRI, 
KpnI, SalI, XbaI, BamHI, NdeI, NotI, SacI.

Fіg. 1. Lіnear scheme of plasmіd р21Sc21 (9.1 kb).  
S. сerevisiae DNA fragment containing gene LEU2 is marked as a thick grey arrow; 
promotor GAP1 H. polymorpha gene is marked as a white segment; terminator AOX 

H. рolymorpha as a thick black line segment; gene ADH1 S. сerevisiae as a thick striped 
line; gene of resistance to zeocine as a thick dotted line; loxP sequences as thick light 
grey lines. Restriction sites: PstI, EcoRI, KpnI, SalI, XbaI, BamHI, NdeI, NotI, SacI.

Ñконструйовану плазìіду експресії р21ADH1Sc лінеаризували ре-
стриктазою BamHI та трансфорìували за допоìогою електропораöії у 
штаì H. polymorpha NCYC 495 (leu1-1). Відбір трансфорìантів/інтегрантів 
проводили за резистентністю до зеоöину (за конöентраöії 150 ìкг/ ìл) та 
відновленняì лейöинової прототрофності. Ñередня ефективність транс-
форìаöії становила 1,5½103 (÷исло ZeoR-трансфорìантів/ìкг ÄНÊ).

Відібрані штаìи стабілізували шляхоì культивування в неселективних 
уìовах протягоì восьìи-десяти генераöій з подальшиì перенесенняì на 
середовище з зеоöиноì. Наявність у геноìі трансфорìантів рекоìбінатної 
плазìіди, що ìістить ген ADH1 S. cerevisiae, тестували за допоìогою 
ПËÐ. За використання прайìерів ScFor/ScRev і хроìосоìної ÄНÊ стабіль-ScFor/ScRev і хроìосоìної ÄНÊ стабіль-/ScRev і хроìосоìної ÄНÊ стабіль-ScRev і хроìосоìної ÄНÊ стабіль- і хроìосоìної ÄНÊ стабіль-
них трансфорìантів як ìатриöі, отриìано фрагìент о÷ікуваної вели÷ини  
(~1,2 т.п.н.) (рис. 2). 
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Ðис. 2. Åлектрофореграми ПËÐ-аналізу трансформантів штаму  
H. рolymorpha leu1-1 плазмідою р21Sc21. 

Äоріжки: 1 – ÄНÊ фага λ розщеплена рестриктазою PstI (λ/PstI) 
(розìір фрагìента подано в т.п.н.), 2–7 – трансфорìанти,  

8 – позитивний контроль (хроìосоìна ÄНÊ S. cerevisiae BY4742).

Fіg. 2. Electrophoresіs of the PCR assay of  
H. рolymorpha leu1-1 transformants wіth the plasmіd р21Sc21. 

Lines: 1 – DNA of phage λ digested with PstI (λ/PstI) 
(the fragment value is expressed in  kb), 2–7 are transformants, 8 – positive control 

(chromosomal DNA of S. cerevisiae BY4742).

 
Iнтегранти, що ìістили öю рекоìбінантну конструкöію, вив÷али на 

резистентність до ФÀ. Äослідили ріст вихідного штаìу H. polymorpha 
leu1-1 та його трансфорìантів у ростовоìу ìетанольноìу середовищі з 
конöентраöіяìи ФÀ 5, 8 та 10 ìÌ. Виявилось, що при інкубаöії дріжджів 
у присутності ФÀ протягоì 3 діб ростова біоìаса трансфорìантів була в 
2 рази більшою, ніж вихідного штаìу. Найбільша різниöя в біоìасі спо-
стерігалась при 8 ìÌ і 10 ìÌ ФÀ.

Щоб переконатися, що підвищена резистентність до ФÀ зуìовлена 
активністю ФÐ, отриìані трансфорìанти і вихідний штаì вирощували на 
середовищі з 1% глюкозою (Glc) та ФÀ. Ó присутності Glc синтез НÀÄ+ 
і глутатіон-залежної форìальдегіддегідрогенази, якій належить основна 
роль у дисиìіляöії і детоксикаöії ФÀ у дріжджів, є репресований, тоìу 
детоксикаöія ФÀ здійснюється за іншиì ìеханізìоì. Éìовірно, саìе за 
у÷астю ФÐ, яка каталізує відновлення ФÀ до ìенш токси÷ного ìетанолу. 
Як видно з рис. 3, отриìані трансфорìанти за таких уìов вирощування 
виявилися більш резистентниìи до ФÀ. 

Ðис. 3. Ðезистентність вихідного штаму H. polymorpha leu1-1 і трансформантів 
(Tf 8 та Tf 8-2) до ФÀ при рості на середовищі з 1% Glc 

(наносили по 4 ìкл суспензії з À540 0,27).

Fіg. 3. Resіstance of parental straіn H. polymorpha leu1-1 and transformants 
(Tf 8 and Tf 8-2) growіng іn the medіum wіth 1% Glc 

(add 4 μl of suspension with À540 0.27) to FA.
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Відібрані рекоìбінантні штаìи характеризувались в 4–6 разів вищою 
активністю ÀÄГ та в 2–3 рази вищою активністю ФÐ в безклітинних 
екстрактах порівняно з реöипієнтниì штаìоì H. polymorpha leu 1-1. 
Àктивності ÀÄГ та ФÐ у інтегрантів зростали синхронно, але не в одна-
ковій ìірі (рис. 4).

Ðис. 4. Питомі активності ÀÄÃ і ФÐ в безклітинних екстрактах штамів 
H. polymorpha leu1-1 та його трансформантів Tf 8, Tf 8-2, вирощених на 

середовищі з 1% Glc.

Fіg. 4. Actіvіtіes of ADH and FR іn the cell-free extracts of H. polymorpha leu1-1 
and іts transformants Tf 8, Tf 8-2 straіns, grown іn the medіum wіth 1% Glc.

Ó результаті виконання роботи отриìано рекоìбінантні штаìи терìо-
толерантних ìетилотрофних дріжджів H. polymorpha з підвищеною про-
дукöією форìальдегідредуктази. Показано, що одержані трансфорìанти, 
резистентні до підвищених конöентраöій форìальдегіду – до 10 ìÌ. 
Ñконструйовані штаìи є перспективниìи організìаìи для біореìедіаöії, 
для використання в öілях аналіти÷ної біотехнології, а також ìожуть слу-
жити джерелоì виділення та о÷истки ФÐ та ÀÄГ. 

Автор висëовëює подяку канд. біоë. наук Ю.В. Ребцю за допомо-
ãу у проведенні експериментаëьної частини роботи, а також проф. 
Ì.В.  Гончару за забезпечення фінансової підтримки даної роботи.
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ÊÎÍСÒÐУÈÐÎÂÀÍÈÅ ШÒÀÌÌÎÂ – СÂÅÐÕПÐÎÄУÖÅÍÒÎÂ 
ФÎÐÌÀËЬÄÅÃÈÄÐÅÄУÊÒÀЗЫ ÒÅÐÌÎÒÎËÅÐÀÍÒÍЫÕ 

ÌÅÒÈËÎÒÐÎФÍЫÕ ÄÐÎЖЖÅÉ HANSENULA РOLYMORPHA

Ðеферат 
Öелью данной работы было полу÷ить рекоìбинантные штаììы 

терìотолерантных ìетилотрофних дрожжей Hansenula polymorpha 
сверхпродуöентов форìальдегидредуктазы (ФÐ), которые ìогут иìеть 
биоаналити÷еское использование. Ìетоды. Äрожжи выращивали на син-
тети÷еской среде Беркхольдера следующего состава (г/л): ÊН2ÐО4 –  1; 
(NH4)2SO4 – 3,5; MgSO4½7H2O – 0,5; CaCl2 – 0,1; со стандартныì 
содержаниеì ìикроэлеìентов и 0,05% (в/о) дрожжевого экстракта. 
Èсто÷никоì углерода служили 1% (в/о) глюкоза или 1% ìетанол (по 
объеìу). Àктивности ферìентов в бесклето÷ных экстрактах определяли 
спектрофотоìетри÷ески (Shimadzu-UV-1650) при 340 нì по скорости 
образования НÀÄН – для алкогольдегидрогеназы (ÀÄГ) – или его по-
требления для форìальдегидредуктазы (ФÐ), при коìнатной (20–25 °Ñ) 
теìпературе. Àктивность (À) для каждого ферìента (в ìкìоль∙ìин–1∙ìг–1 
белка) вы÷исляли по форìуле: À = À+субстрат – À–субстрат, у÷итывающей 
неспеöифи÷еские фоновые реакöии. Ðезультаты. Ñконструирована 
плазìида экспрессии р21Sc21, содержащая ген ADH1 Saccharomyces 
cerevisiae, под контролеì сильного конститутивного проìотора гена 
глиöеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAP1) H. рolymorpha. 
Äрожжевые клетки H. polymorpha NCYC 495 (leu1-1) трансфорìировали 
ìетодоì электропораöии. Отбор интегрантов осуществляли по устой-
÷ивости к зеоöину. Нали÷ие в геноìе трансфорìантов рекоìбинантной 
плазìиды, содержащей ген ADH1 S. cerevisiae, проверяли с поìощью 
полиìеразной öепной реакöии (ПÖÐ). Âыводы. Ðекоìбинантные штаììы 
характеризовались в 4–6 раз высшей активностью алкогольдегидрогеназы 
(ÀÄГ) и в 2–3 раза высшей активностью форìальдегидредуктазы в 
бесклето÷ных экстрактах по сравнению с исходныì штаììоì. Ñтабильные 
трансфорìанты оказались резистентныìи к повышенныì конöентраöияì 
форìальдегида (до 10 ìÌ) в ростовой ìетанольной среде. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : форìальдегидредуктаза, ìетилотрофные 
дрожжи Hansenula polymorpha, форìальдегид, генно-инженерное кон-
струирование. 
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CONSTRUCTION OF METHYLOTROPHIC YEAST 
HANSENULA POLYMORPHA STRAINS OVERPRODUCING 

FORMALDEHYDE REDUCTASE

Summary
The aіm of the presented work was to obtain recombinant strains of 

methylotrophic yeast Hansenula polymorpha overproducing formaldehyde 
reductase (FR) which could be used bioanalyticaly. Methods. The yeast 
cells were grown in a synthetic Burkholder medium containing the follow-
ing (g/l): ÊН2ÐО4 – 1; (NH4)2SO4 – 3.5; MgSO4½7H2O – 0.5; CaCl2 – 0.1; 
with the standard content of trace elements and 0.05% (wt/vol) yeast ex-
tract. 1% (wt/vol) glucose or 1% methanol (vol/vol) served as the sources 
of carbon. Enzyme activities in the cell-free extracts were determined by 
spectrophotometry (Shimadzu-UV-1650) at 340 nm by the rates of NADH 
formation for alcohol dehydrogenase (ADH), or NADH uptake for formalde-
hyde reductase (FR) at room temperature (20–25 °C). The activity (A) for 
each enzyme (in μmol∙min–1∙mg–1 protein) was calculated by the formula: 
A = A+substrate – A–substrate, taking into account the nonspecific background 
reactions. Results. We constructed the expression plasmid р21ADH1Sc 
contained ADH1 Saccharomyces cerevisiae gene under the strong constitu-
tive promotеr of the H. polymorpha glyceraldehyde 3-phosphate dehydro-
genase gene (GAP1). H. polymorpha NCYC 495 (leu1-1) yeast cells were 
transformed by electroporation. Selection of the integrants was carried out 
in accordance with their resistance to zeocine. Presence of the recombinant 
plasmid, containing the ADH1 S. cerevisiae gene, in genome of transform-
ants was checked using polymerase chain reaction (PCR). Conclusіons. 
Recombinant strains were characterized by 4–6 times higher activity of 
alcohol dehydrogenase (ADH) and 2–3 times higher activity of FR in cell-
free extracts, compared to the parental strain. Stable transformants have 
elevated resistance to formaldehyde (up to 10  mM) in methanol containing 
medium. 

K e y  wo r d s : formaldehyde reductase, methylotrophic yeast Hansenula 
polymorpha, formaldehyde, gene-based construction. 
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