Использование транскрипционного репортёра для
изучения активности промоторов Y. lipolytica 
Куланбаева Ф.Ф., Эпова Е.Ю.

ФГБУН Институт биохимии им. А.Н.Баха РАН, Россия, Москва,
elen_iss@mail.ru 
Ген lacZ из E. coli является наиболее традиционным из всех известных репортёрных генов, используемых для изучения эффективности транскрипции в различных организмах, в частности для исследования активности промоторов в экстремофильных дрожжах Y. lipolytica.  Однако, влияние интерферирующих факторов, главным из которых является скорость протеолитической деградации репортёрного белка LacZ, не изучено. Задачей работы была адаптация структуры N-конца продукта трансляции гена lacZ из E. coli согласно N-концевому правилу Варшавского с целью повышения его стабильности в клетках дрожжей (на примере Y. lipolytica). Предполагалось, что усовершенствованный репортёр за счет снижения скорости деградации будет более объективно отражать интенсивность работы тестируемых с его помощью промоторов.
Были сконструированы искусственные гены lacZ, содержащие природную N-концевую последовательность, начинающуюся с остатка Ile, и модифицированную последовательность, начинающуюся с Gly. Эти гены под контролем промотора потенциал-зависимого порина VDAC были введены в состав конструкции, обеспечивающей множественную интеграцию в геном Y. lipolytica. Полученная конструкция была введена в геном коллекционных штаммов W29(Ura3-).
В работе Варшавского описан механизм, влияющий на скорость протеосомной убиквитин-зависимой деградации в дрожжах. На основе анализа статистики установлено, что наличие на N-конце первичного продукта трансляции (вслед за инициаторным Met) остатка Gly или Pro резко повышает стабильность белка в цитоплазме S. saccharomyces. Анализ природной последовательности N-конца продукта трансляции гена lacZ из E. coli показал его неоптимальность с точки зрения этого правила. Было показано, что использование модифицированного гена lacZ с искусственно внесенным остатком Gly непосредственно после инициаторного Met приводит к повышению величины измеряемого репортёрного сигнала и улучшению воспроизводимости результатов измерений при культивировании рекомбинантных штаммов на любых средах: полноценных и синтетических с рН от 4.0 до 9.0.

При конструировании репортёрных систем для исследования активности промоторов в клетках дрожжей целесообразно пользоваться геном lacZ, усовершенствованным в соответствии с N-концевым правилом Варшавского.
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