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Полиэкстремофильные дрожжи Yarrowia lipolytica нашли широкое применение в каче-
стве штамма продуцента различных биологически активных веществ, таких как жирные
кислоты, липазы, протеазы. Особый интерес представляют технологии синтеза рекомби-
нантных белков с использованием данного биообъекта [1]. Ранее в протеоме Y. lipolytica
Polf нами было выявлено два щелочеиндуцибельных белка, одним из которых оказался
митохондриальный порин (VDAC, Voltage Dependent Anion Channels) [2]. Промотор гена,
кодирующего этот белок, был предложен в качестве перспективного индуцибельного про-
мотора для синтеза рекомбинантных белков в щелочныых условиях [3].
В данной работе мы изучали экспрессию промотора гена POR1 в ходе продолжительного
культивирования в оптимальных (pH 5,5) и экстремальных (pH 9,0) условиях на сбра-
живаемом (1% глюкоза) и несбраживаемом (7,5% глицерин) субстратах. С этой целью
была создана генетическая конструкция pUVLT2, содержащая модифицированный ген 𝛽-
галактозидазы E. coli под контролем промотора гена POR1.
Было показано, что при росте на глицерине культура в обоих случаях имеет более вы-
сокую скорость роста и более высокую оптическую плотность культуры в стационарной
стадии роста (ОП595=5 против ОП595=2.5).
Измерение активности 𝛽-галактозидазы в экспоненциальной (40ч), переходной (70ч) и ста-
ционарной (120ч и 140ч) стадиях роста показало, что в оптимальных условиях активность
фермента (U/𝜇г белка) почти одинакова в экспоненциальной стадии (28 и 23) достигает
минимума как на глицерине так и на глюкозе (9 и 7 соответственно). При этом, культи-
вирование на глицерине приводит к более резкому падению активности. Через 140ч роста
активность снова возрастает, достигая значения 17-18.
Щелочной стресс приводит к заметному повышению активности 𝛽-галактозидазы на позд-
них стадиях роста, при этом при культивировании на глицерине максимум (43) достигается
через 120 ч роста, после чего происходит резкое падение активности до 9. В случае куль-
тивирования на глюкозе в щелочных условиях активность фермента проходит минимум
(14) на 70 ч роста, а максимальное значение (33) достигается через 40 часов роста.
Таким образом, максимальная экспрессия промотора щелосноиндуцибельного гена POR1
происходит при культивировании на несбраживаемом субстрате, при этом на 120 ч куль-
тивирования имеет максимальное значение, после чего резко снижается.
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