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МАТЕРИАЛЫ КОНФЕРЕНЦИЙ
совершенствования способов сохранения здо-
ровья детей с ОВЗ и др.), а также общепедаго-
гические и профессиональные умения и навыки 
(организаторские, аналитические, проектиро-
вочные, коммуникативные, оценочные, коррек-
ционные). 

В заключение следует отметить, что толь-
ко единство когнитивного, личностного и де-
ятельностного компонентов, их взаимосвязь и 
взаимодействие с другими компетенциями бу-
дут являться условием успешной деятельности 
бакалавра в области психолого-педагогического 

сопровождения детей с ограниченными возмож-
ностями здоровья в коррекционном и инклюзив-
ном образовании.
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В настоящей работе было изученo измене-
ния уровня экспрессии гена -кетоглу та рат де-

гидрогеназы Y. lipolytica при росте на средах с 
рН 5.0 и 8.5. с целью выявления степени универ-
сальности клеточного ответа именно по отно-
шению к рН проводилось варьирование состава 
среды по солевому составу и набору усвояемых 
органических веществ. Для облегчения реше-
ния поставленной задачи была создана и введе-
на в геном Y. lipolytica репортёрная конструкция 
на основе гена lacZ с промотором гена KGDH. 
Для сравнения были получены и охарактеризо-
ваны аналогичные конструкции без промотора 
и с промоторами гена Na-зависимой АТФазы 
ENA1 и синтетического производного промото-
ра гена щелочной протеазы HP4d. Для изучения 
активности промоторов генов ENA и KGDH мы 
разработали репортерную систему на основе 
β-галактозидазы E. coli.  Преимущество репор-
терной конструкции с геном lacZ заключается в 
возможности использования общедоступных и 
высокочувствительных хромофорных субстра-
тов X-gal и о-фенолгалактозид. β-галактозидаза 
обладает высокой устойчивостью в клетках раз-
личных организмов, что позволяет избежать 
влияния на результаты измерения протеолити-
ческой деградации, которая, в свою очередь, 
проявляет высокую физиологическую вариатив-
ность. Использование удобного для измерения 
репортерного фермента позволяет исследовать 
значительное число экспериментальных точек в 
каждой серии, что создает возможность изучать 
работу промоторов в широком диапазоне значе-
ний рН среды, детально характеризовать их чув-
ствительность к изменению количественного и 
качественного состава среды по таким параме-



64

INTERNATIONAL JOURNAL OF EXPERIMENTAL EDUCATION  №3,  2011

MATERIALS OF CONFERENCES
трам, как доступность пептидов, сахаров, со-
лей. Созданные конструкции pQE-KGDH-LacZ, 
pQE-ENA-LacZ и pQE-hp4d-LacZ использова-
ли для введения в геном модельного штамма 
Y. lipolytica Po1f, несущего маркер ауксотрофно-
сти Ura3. Подобно своим генетическим предше-
ственникам, штамм Po1f обладает высокой спо-
собностью к росту при щелочных значениях рН 
среды. Конструкции не способны к автономной 
репликации в клетках Y. lipolytica, и приобрета-
ют способность к стабильному наследованию 
в них только в результате интеграции в хромо-
сому путем гомологичной рекомбинации. При 
этом ожидается два варианта геномной локали-
зации – по геномному локусу URA 3 и по локу-
су, служившему источником исследуемого про-
мотора ENA или KGDH. В случае локализации 
конструкции по локусу ENA, возникает такая 
комбинация генов, в которой ген Na-зависимой 
АТРазы находится под влиянием клонирован-
ного промотора, усеченного на расстоянии 758 
п.н. от старта трансляции. При наличии регу-
ляторных сайтов выше указанного адреса в ге-
номе Y. lipolytica, в этом случае профиль регу-
ляции промотора окажется изменен, что может 
сказаться на синтезе Na-зависимой АТРазы, 
и поставить под вопрос сам факт выживания 
дрожжей на щелочных значениях рН внешней 
среды. Для изучения значимости этого эффек-
та конструкции pQE-KGDH-LacZ и pQE-ENA-
LacZ в момент введения в геном Y. lipolytica 
линеаризовались по двум различным сайтам, 
что стимулировало интеграцию конструкций 
в различные сайты. В случае сайта PstI, рас-
положенного в гене URA3, ожидалась преиму-
щественная интеграция конструкций в локус 
URA3, а при линеаризации по сайту EcoRI, рас-
положенного на фланге исследуемых промото-
ров – в сайты KGDH и ENA1, соответственно. 
Необходимо отметить, что штаммы, получен-
ные при использовании различных схем инте-
грации, имели одинаковую жизнеспособность 
и скорость роста, хотя частота образования ко-
лоний трансформантов в случае использования 
для линеаризации сайта PstI в 10-20 раз пре-
вышала аналогичный показатель для плазмид 
pQE-KGDH-LacZ и pQE-ENA-LacZ, линеаризо-
ванных по сайту EcoRI (данные не приведены). 
В случае конструкций pQE-hp4d-LacZ и pQE-
LacZ линеаризацию проводили только по сайту 
PstI, поскольку в их составе не имелось сайтов, 
пригодных для интеграции в геном Y. lipolytica 

помимо URA3. Рекомбинантные клоны на ос-
нове штамма PO1f с введенными репортёрными 
конструкциями отбирали с помощью троекрат-
ного пассирования на минимальной среде, не 
содержащей урацила, после чего переносили на 
полноценную питательную среду. Полученные 
трансформанты высевали на полноценную жид-
кую среду III для получения инокулята. После 
этого проводили физиологический эксперимент. 
Активность LacZ определяли с использованием 
хромогенного субстрата X-gal, нормируя ее на 
содержание общего белка в клеточном лизате, 
что позволяло получать достоверные результа-
ты вне зависимости от эффективности дезин-
теграции клеточной культуры. Каждое измере-
ние проводили в иммунологических планшетах 
в трех повторностях, определяя стандартную 
ошибку измерения рН среды, в которой прово-
дилась ферментативная реакция, указан в заго-
ловках столбцов. 

Таким образом, при сопоставлении данных 
по величине репортерного сигнала отрицатель-
ного контроля pQE-LacZ и положительного кон-
троля pQE-HP4d-LacZ можно сделать вывод об 
отсутствии в предложенной нами репортёрной 
системе факторов фона, существенно влияю-
щих на выводы из эксперимента. При исследо-
вании конструкций на основе промотора ENA1 
вне зависимости от сайта интеграции в геном 
Y. lipolytica можно сделать вывод о том, что ин-
дукция синтеза Na-зависимой АТФазы в клет-
ках Y. lipolytica в ответ на защелачивание среды 
культивирования происходит лишь при росте 
на синтетической среде с глицерином и сукци-
натом в качестве источников энергии и углеро-
да, но не на полноценных средах с глюкозой и 
пептоном (среды III-VI). С использованием кон-
струкции pQE-KGDH-LacZ впервые показана 
высокая pH-индуцибельность промотора гена 
-кетоглутаратдегидрогеназы Y. lipolytica. При 
сопоставлении транскрипционной активности 
конструкции pQE-KGDH-LacZ, интегрирован-
ной в геном Y.  lipolytica по локусу URA3 и по 
локусу KGDH, можно сделать вывод о том, что 
эффективность и рН-индуцибельность промото-
ра -кетоглутаратдегидрогеназы зависит от его 
локализации в геноме. 
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