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Ксилан является основным компонентом ге-
мицеллюлозы в клеточной стенке растении и 
представляет из себя гетерополисахарид, состоя-
щий из β-(1,4)-связанной D-ксилозы [1]. При ис-
пользовании растительного сырья в целлюлоз-
но-бумажной и пищевой промышленности, кор-
мопроизводстве и энергетике ксилан оказывает 
негативное влияние на свойства получаемых 
продуктов [2]. Ферментами, осуществляющи-
ми гидролиз ксиланов до ксиланолигосахаридов 
и D-ксилозы, являются эндо-1,4-β-ксиланазы 
(EC 3.2.1.8), которые входят в основную группу 
промышленных ферментов [3, 4].

Ксиланазы, выделенные из различных микро-
организмов, имеют различную структуру и физи-
ко-химические свойства [5].

Особый интерес представляют ксиланазы бак-
терий рода Paenibacillus. Они отличаются высо-
кой удельной активностью, термостабильностью, 
широким диапазоном рабочих значений рН и тем-
пературы, что позволяет использовать их в раз-
личных отраслях промышленности [6–10].

Так, недавно была выделена и охарактери-
зована ксиланаза из P. brasilensis [11]. Фермент 

обладает высокой удельной активностью, ки-
нетическими показателями, характерными для 
высокоактивного фермента, умеренной термоста-
бильностью, устойчивостью к действию пище-
варительных ферментов и ингибиторам ксиланаз 
злаков. Такие свойства фермента позволяют ха-
рактеризовать его как перспективный для исполь-
зования в кормопроизводстве. 

В настоящее время для получения рекомби-
нантных белков все чаще используют дрожжевые 
продуценты. Наиболее привлекательным объек-
том для создания штаммов-продуцентов рекомби-
нантных белков являются метилотрофные дрож-
жи Pichia pastoris, благодаря их биобезопасности, 
легкости молекулярно-генетических манипуля-
ций, мощным системам экспрессии генов и секре-
ции рекомбинантных белков, способности дости-
гать высоких плотностей клеток при культивиро-
вании в минимальных средах [12–16].

Существуют различные подходы, позволяю-
щие повысить уровень экспрессии целевого белка 
в P. pastoris: оптимизация кодонного состава ге-
нов, кодирующих гетерологичные белки [17–21], 
увеличение количества копий экспрессионных 
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кассет, интегрированных в хромосому реципи-
ентного штамма [12, 15, 22, 23], внутриклеточная 
коэкспрессия генов, кодирующих белки, способ-
ствующие улучшению фолдинга гетерологиче-
ских белков. [22, 24]

Цель настоящей работы ‒ создание штамма-су-
перпродуцента ксиланазы с использованием ком-
бинации подходов, повышающих уровень экспрес-
сии гетерологического белка в дрожжах P. pastoris.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Микроорганизмы, питательные среды, 
плазмиды

Для генно-инженерных работ был исполь-
зован штамм Escherichia coli XL1-Blue (endA1 
supE44 thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac hsdR17 
F′[proAB lacIqZΔM15 Tn10]), ВКПМ В-9838. 

Штаммы P. pastoris ВКПМ Y-3261 и S. cerevi-
siae ВКПМ Y-1334 были получены из Всероссий-
ской коллекции промышленных микроорганиз-
мов (ВКПМ).

LB-среда использовалась для культивирова-
ния Escherichia coli XL1 Blue (0,5%-ный дрожже-
вой экстракт («Диа-М», Россия), 1%-ный триптон 
(«Диа-М»), 1%-ный NaCl («Химмед», Россия)), 
YPD-среда ‒ для культивирования P. pastoris. 
( 1%-ный дрожжевой экстракт («Диа-М»), 1,5%-ный 
триптон («Диа-М»), 2%-ная глюкоза («Химмед»)).

Оптимизация кодонов и синтез генов 
Оптимизация кодонного состава гена xyl1 

(GenBank: MK014302) проводили в программе 
GenScript (https://www.genscript.com/tools/rare-co-
don-analysis). Для синтеза генов использовали ме-
тод, основанный на олигонуклеотидах [25].

Конструирование интегративных кассет
Интегративная кассета Pcup1-cre-loxKm со-

стояла из следующих генетических элементов: 
ген cre бактериофага Р1, индуцибельный промо-
тор Pcup1 Saccharomyces cerevisiae, сигнал секре-
ции ά-MF S. cervisiae, селективный маркер KanR 
под контролем дрожжевого TEF-промотора, сай-
ты lox66 и lox71. ДНК фрагменты генетических 
элементов сшивали методом «фьюжн-ПЦР» и ли-
гировали с ДНК вектора pPIC9, расщепленного 
эндонуклеазой рестрикции BglII. 

Выделение хромосомной ДНК проводили с 
использованием комплекта реагентов для экс-
пресс-выделения ДНК «ДНК-экспресс» («Син-
тол», Россия). Выделение и очистку ПЦР продук-
тов проводили с использованием набора GeneJET 
Gel Extractin Kit #KO692 (Fermentas, Литва). 

Все стандартные генно-инженерные манипуля-
ции (обработка ДНК ферментами, лигирование, 
трансформация клеток E. coli) соответствовали 
Методическим рекомендациям [27].

Получение реципиентного штамма P. pastoris
Интегративная кассета Pcup1-cre-loxKm была 

трансформирована в клетки штамма P. pastoris 
ВКПМ Y-3261 методом электропорации (http://
tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/pich_man.
pdf). Селекцию трансформантов проводили на ага-
ризованной среде YPD в течение 5 сут при темпера-
туре 30 °С. В качестве селективного агента добав-
лялся антибиотик G418 в количестве 500 мкг/мл.

Для выщепления маркерного гена клетки ото-
бранного трансформанта выращивали в жид-
кой питательной среде YPD до концентрации 
1∙108 кл./мл, после чего добавляли раствор суль-
фата меди до концентрации 0,3 мМ, инкубирова-
ли в течение 3 ч, затем клетки высевали на ага-
ризованную питательную среду YPD. Отбирали 
колонии, не способные к росту в присутствии ан-
тибиотика G418.

Таким образом был получен штамм P. pastoris 
ВКПМ Y-4392.

Конструирование рекомбинантных 
экспрессионных плазмид

Фрагмент ДНК, представляющий собой опти-
мизированную нуклеотидную последовательность 
гена xyl1-ор, кодирующего зрелый белок Xyl1, был 
амплифицирован методом ПЦР с использованием 
Pfu ДНК-полимеразы (Fermentas) и двух праймеров 
xyl1-op-f 5´-aaagaattcgctactgactactggcaaaactggactgac-3´ 
и xyl1-op-r 5´-aaagcggccgcttaccaaacagtaacgttagaagaac-
ca-3´. Амплифицированный продукт был обработан 
эндонуклеазами рестрикции EcoRI и NotI и клониро-
ван в состав вектора pAOX2-PAOX1-loxKm в единую 
рамку считывания с сигнальной последовательно-
стью вектора, в результате чего была получена реком-
бинантная плазмида pAOX2-PAOX1-Xyl1-loxKm.

Конструирование рекомбинантных  
штаммов P. pastoris

Плазмида pAOX2-PAOX1-Xyl1-loxKm была 
линеаризована с использованием рестриктаз SphI 
и BglII и трансформирована в клетки штамма 
P. pastoris ВКПМ Y-4392 методом электропорации.

Селекцию трансформантов вели на агаризо-
ванной среде YPD в течение 5 сут при температу-
ре 30 °С. В качестве селективного агента добавля-
ли антибиотик G418 в количестве 500 мкг/мл. 

Для отбора наиболее продуктивных транс-
формантов проводили их культивирование в 
жидкой ферментационной питательной  среде 
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YP ( 1%-ный дрожжевой экстракт («Диа-М»), 
 1,5%-ный триптон («Диа-М») с добавлением ме-
танола (3 мас. %)) в 96-луночных планшетах для 
культивирования (Greiner Bio-One, Германия) при 
30 ℃ в течение 72 ч на качалке (250 об/мин).

Анализ ферментативной активности
Определение активности ксиланазы в культу-

ральной жидкости проводили с использованием 
ДНС-метода [28] в 96-луночном планшете. В каж-
дой лунке смешивали 25 мкл 1%-ного раствора 
субстрата ксилана березы (Sigma, США) в 0,5 М 
ацетатном буфере (рН 6) и 25 мкл культуральной 
жидкости (КЖ). Инкубацию проводили при 50 °C 
10 мин, после чего добавляли в лунки по 50 мкл 
раствора ДНС. Планшет прогревали при 99 °С 
10 мин и измеряли оптическую плотность окра-
шенного раствора при длине волны 546 нм (ОП546). 
В качестве стандарта использовали раствор глю-
козы. По результатам ферментации отбирали наи-
более продуктивные трансформанты и проводили 
выщепление маркерного гена (см. раздел «Полу-
чение реципиентного штамма P. pastoris»). Проце-
дуру трансформации плазмиды pAOX2-PAOX1-
Xyl1-loxKm в отобранные наиболее продуктивные 
штаммы повторяли 5 раз, отбирая на каждом эта-
пе наиболее продуктивные трансформанты. Таким 
образом, был получен штамм P. pastoris Xyl 918.

Интегративная экспрессионная кассета РGAP-
HAC1i-loxKm была трансформирована в клетки 
штамма P. pastoris Xyl 918 методом электропора-
ции. Селекцию трансформантов, отбор наиболее 
продуктивных клонов и выщепление маркерного 
гена проводили как было описано ранее. Таким об-
разом, был получен штамм P. pastoris Xyl-НAC 302.

Ферментация рекомбинантных  
штаммов P. pastoris

Для получения инокулята штаммы выращива-
ли в течение 24 ч при 28 °C и аэрации 250  об / мин 
в жидкой питательной среде YPD. Полученным 
инокулятом засевали колбы с 50 мл среды YP с 
источником углерода 1%-ным глицерином в со-
отношении 1:10 и выращивали при 28 °С и аэра-
ции 250 об/мин в течение 96 ч. Через каждые 24 ч 
культивирования добавляли 1% метанола. После 
окончания ферментации определяли активность 
ферментов в КЖ.

Анализ ферментативной активности
Стандартное определение активности кси-

ланазы проводили в 100 мкл, смешивая 50 мкл 
 0,5%-ного раствора ксилана березы (Sigma) в 0,5 М 
ацетатном буфере (рН 6) и 50 мкл образца фермен-
та. Инкубацию проводили 10 мин при 50 °C.

За единицу активности фермента принимали 
количество фермента, требуемого для конверсии 
1 мкМ восстанавливающих сахаров за 1 мин.

Ферментация в 3-литровом ферментере
Ферментацию штаммов P. pastoris Xyl 918 

и P. pastoris Xyl-НAC 302 проводили в лабора-
торном ферментере КФ 103/4 («Проинтех», Рос-
сия) в соответствии с Руководством по процессу 
ферментации Pichia pastoris фирмы «Invitrogen» 
(https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/
manuals/pichiaferm_prot.pdf). 

Определение концентрации белка 
Концентрацию общего белка в КЖ определя-

ли методом Брэдфорда [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизация кодонов гена xyl1, кодирующего 
эндо-1,4-β-ксиланазу из Paenibacillus brasilensis 

Оптимизация нуклеотидных последователь-
ностей целевых генов в соответствии с частотой 
встречаемости кодонов в метилотрофных дрож-
жах P. pastoris является эффективной стратегией 
для улучшения уровня экспрессии гетерологиче-
ского гена и увеличения продуктивности штам-
мов. Так, ранее было показано, что оптимизация 
кодонов в последовательности гена xynB, кодиру-
ющего эндо-β-1,4-ксиланазу из Aspergillus usamii, 
привела к увеличению продуктивности рекомби-
нантного штамма P. pastoris на 59% [30]. 

Оптимизация достигается, как правило, за-
меной редких кодонов в нуклеотидной последо-
вательности на предпочтительные для использу-
емого штамма-хозяина, устранением АТ-богатых 
участков и корректировкой содержания GC-пар в 
соответствии с данными, полученными для высо-
коэкспрессируемых генов в P. pastoris. [31, 32]

Анализ, выполненный с помощью програм-
мы GenScript (https://www.genscript.com/tools/ra-
re-codon-analysis), показал, что кодонный состав 
нуклеотидной последовательности гена xyl1, ко-
дирующего эндо-1,4-β-ксиланазу из P. brasilensis 
(Xyl1) не является оптимальным для высокоэф-
фективной экспрессии данного фермента в P. pas-
toris. Так, редкие тандемные кодоны, которые мо-
гут снизить эффективность трансляции, состав-
ляют 13%, а индекс адаптации кодонов (CAI) 
равен 0,63. Оптимизация нуклеотидной последо-
вательности гена xyl1 была проведена в соответ-
ствии с частотой встречаемости кодонов в мети-
лотрофных дрожжах P. pastoris [33], в результате 
чего CAI был повышен до 0,96, а низкочастот-
ные кодоны заменены. Гомология  нуклеотидной 
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 последовательности оптимизированного гена 
xyl1-ор составила 75% с последовательностью на-
тивного гена xyl1. Данные по выравниванию ну-
клеотидных последовательностей нативного и оп-
тимизированного генов приведены на рис. 1.

Получение рекомбинантного многокопийного 
штамма-продуцента ксиланазы

Одним из подходов для успешного конструи-
рования высокопродуктивных рекомбинантных 
штаммов является интеграция в состав хромосо-
мы многокопийных вставок целевых генов. 

Для увлечения копий интегрированных экс-
прессионных кассет проводят несколько раундов 
трансформации, однако применение данного под-

хода ограничивается набором используемых мар-
керных генов. Для выщепления маркерного гена 
после раунда интеграции и его повторного ис-
пользования применяют Cre-lox-систему реком-
бинации бактериофага Р1 [34, 35]. Известны при-
меры успешного использования данного подхода 
в метилотрофных дрожжах для увеличения чис-
ла копий целевых генов [36, 37], для коэкспрес-
сии генов [11], для введения делеций в хромосому 
реципиентного штамма [37]. Во всех приведен-
ных выше примерах ген cre, кодирующий реком-
биназу, находится под контролем мощного AOX1 
промотора и входит в состав интеграционной кас-
сеты для экспрессии гетерологического гена или 
для введения генетических делеций. 

Рис. 1. Выравнивание нуклеотидных последовательностей генов, кодирующих ксиланазу из P. brasilensis (Xyl1): xyl1 – на-
тивная последовательность гена, xyl1-ор ‒ оптимизированная по кодонному составу последовательность гена. (*) – иден-
тичные нуклеотиды в последовательностях; (без *) – нуклеотидные замены в оптимизированной последовательности

Fig. 1. Alignment of nucleotide sequences of genes encoding xylanase from P. brasilensis (Xyl1): xyl1 ‒ native gene se-
quence, xyl1-op ‒ codon composition optimized gene sequence. (*) ‒ identical nucleotides in the sequences; (no *) ‒ nucle-
otide substitutions in optimized sequence
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Недостатком такого подхода можно считать 
то, что ген cre находится под контролем очень 
сильного промотора, в то время как продукт этого 
гена является токсичным белком, избыточное на-
копление которого негативно влияет на дрожже-
вые клетки и может приводить к их гибели. Кроме 
того, недостатком можно считать также громозд-
кость генетических конструкций, что может нега-
тивно сказываться на эффективности интеграции 
целевой кассеты. 

Чтобы избежать негативного влияния избы-
точного накопления Cre рекомбиназы, был скон-
струирован штамм-реципиент P. pastoris, в ге-
ном которого был интегрирован ген, кодирующий 
Cre рекомбиназу бактериофага Р1, под контро-
лем слабого строго индуцибельного Pcup1 про-
мотора из S. cerevisiae. Ранее было показано, что 
Pcup1-промотор достаточно эффективно работает 
в дрожжах P. pastoris, при этом силу его индук-
ции можно регулировать с помощью изменения 
концентрации ионов меди в среде культивирова-
ния [38]. Использование слабого индуцибельного 
промотора позволило избежать гибели клеток из-
за токсического воздействия рекомбиназы. Полу-
ченный в результате работы штамм был депони-
рован в БРЦ ВКПМ под номером Y-4392.

Для получения рекомбинантных штаммов 
P. pastoris с высокой продуктивностью ксила-
назы был разработан вектор pAOX2-PAOX1-
loxKm (рис. 2), экспрессионная кассета кото-

рого включает в себя: мощный индуцибельный 
промотор PАОХ1 и терминатор транскрипции 
TTAOX1 P. pastoris, сигнальную последователь-
ность α-фактора S. cerevisiae, селективный мар-
кер KanR, кодирующий ген устойчивости к ге-
нетицину (G418) под контролем дрожжевого 
TEF-промотора, фланкированный сайтами lox66 
и lox71. Данный вектор позволяет осуществлять 
интенсивный синтез целевого фермента после 
накопления высокой концентрации дрожжевой 
биомассы при использовании в качестве индук-
тора метанола и добиваться высокой концентра-
ции целевого белка в культуральной жидкости. 
Использование коротких последовательностей 
5´AOX2 и 3´AOX2 (менее 40 пн) в качестве обла-
сти встраивания интеграционной кассеты позво-
ляет преимущественно использовать механизм 
негомологичной рекомбинации (NHEJ) [39], что 
приводит к увеличению копий экспрессионной 
кассеты в составе хромосомы реципиентного 
штамма. Использо вание дрожжевого селектив-
ного маркера, фланкированного lox-сайтами, по-
зволяет осуществлять выщепление маркерного 
гена за счет использования Cre-lox-системы бак-
териофага Р1.

Оптимизированная нуклеотидная последова-
тельность гена xyl1-ор, кодирующего зрелую об-
ласть фермента ксиланазы P. brasilensis (Xyl1), 
была клонирована в единую рамку считывания 
с сигнальной последовательностью α-фактора 

Рис. 2. Физическая карта экспрессионного вектора pAOX2-PAOX1-loxKm. В скобках указано положение сайтов ре-
стрикции на карте вектора. Обозначения даны в тексте

Fig. 2. Physical map of the expression vector pAOX2-PAOX1-loxKm. In parentheses the position of restriction sites is 
shown on the map of the vector

KanR

TT
AO

X1
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вектора pAOX2-PAOX1-loxKm. Таким образом, 
была сконструирована экспрессионная плазмида 
pAOX2-PAOX1-Xyl1-loxKm.

Экспрессионная плазмида pAOX2-PAOX1-
Xyl1-loxKm была линеаризована и трансформи-
рована в клетки штамма P. pastoris ВКПМ Y-4392. 
Отбор наиболее активного трансформанта осу-
ществляли с помощью анализа ксиланазной ак-
тивности в культуральной жидкости, после чего 
проводили выщепление маркерного гена KanR из 
экспрессионной кассеты, интегрированной в хро-
мосому отобранного клона. Полученный транс-
формант продуцировал эндо-1,4-β-ксиланазу с ак-
тивностью 851 ед/мл КЖ при культивировании в 
500-мл колбе в течение 96 ч.

В клетки отобранного штамма вновь трансфор-
мировали плазмиду pAOX2-PAOX1-Xyl1-loxKm,  
отбирали наиболее продуктивный трансфор-
мант и проводили выщепление маркерного гена. 
Процедуру трансформации плазмиды pAOX2-
PAOX1-Xyl1-loxKm в отобранные наиболее про-
дуктивные штаммы повторяли пять раз, отбирая 
на каждом этапе наиболее продуктивные транс-
форманты. Схема конструирования штамма-про-
дуцента ксиланазы показана на рис. 3.

В результате работы был отобран штамм 
P. pastoris Xyl 918, способный синтезировать эн-

до-1,4-β-ксиланазу P. brasilensis в количестве 
2580 ед/мл КЖ при культивировании в 500-мл 
колбе в течение 96 ч, т.е. последовательная мно-
жественная интеграция целевого гена позволила 
увеличить продуктивность штамма в 3 раза.

Коэкспрессия гена HAC1i 

Известно, что сверхэкспрессия гетерологиче-
ских генов в дрожжевых клетках может вызывать 
накопление неправильно свернутых белков в эн-
доплазматическом ретикулуме, что перегружает 
секреторный аппарат клетки и негативно сказыва-
ется на продуктивности штамма [40].

Одним из подходов к повышению продукции 
секреторных белков в P. pastoris является сверхэкс-
прессия гена НАС1i из S. cerevisiae и P. pastoris, 
что позволяет увеличить продукцию некоторых 
гетерологичных ферментов в 0,4–11,1 раз [41].

Процессированный белок Haclр, кодируемый 
геном НАС1i, является активатором транскрипции 
нескольких генов-мишеней посредством связыва-
ния с мотивом последовательности ДНК, называ-
емым элементом Unfolded Protein Response (UPR). 
Мишенями белка Hac1р являются гены, коди-
рующие шапероны, фолдазы и белки, участвую-
щие в метаболизме липидов и инозитов. Hac1р яв-
ляется мощным активатором транскрипции, его  

Рис. 3. Схема конструирования многокопийного штамма-продуцента ксиланазы. 1 – этап редактирование генома 
штамма Pichia pastoris, 2 – последовательная интеграция экспрессионной кассеты. PCUP1 – индуцибильный Pcup1-
промотор; cre – ген, кодирующий рекомбиназу Cre; PAOX1 – промотор гена AOX1; alfa – сигнальная последователь-
ность альфа-фактора; xyl – оптимизированная нуклеотидная последовательность гена xyl, кодирующая область зре-
лого белка ксиланазы Paenibacillus brasilensis; KanR – маркерный ген устойчивости к антибиотику G418

Fig. 3. Scheme for the construction of a multi-copy strain producing xylanase. 1 ‒ stage editing the genome of the strain Pich-
ia pastoris, 2 ‒ repeated integration of the expression cassette. PCUP1 - inducible Pcup1 promoter; cre - gene encoding Cre ‒ 
recombinase; PAOX1‒AOX1 gene promoter; alfa – α-factor secretion signal; xyl is an optimized nucleotide sequence encod-
ing the region of the mature xylanase protein of Paenibacillus brasilensis; KanR ‒ marker gene for antibiotic resistance G418
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сверхэкспрессия приводит к повышению экспрессии 
как нативных, так и гетерологичных белков, а также 
к увеличению мембраны эндоплазматического рети-
кулума. Таким образом, Hac1p может быть исполь-
зован для увеличения продукции белков в клетках 
дрожжей путем одновременной активации UPR и 
экспрессии генов, кодирующих целевые белки.

В ходе работы была сконструирована экс-
прессионная кассета, содержащая в своем со-
ставе сплайсированный вариант гена НАС1i из 
P. pastoris под контролем конститутивного промо-
тора PGAP, а также маркерный ген KanR, флан-
кированный lox-сайтами. Кассета была трансфор-
мирована в клетки многокопийного штамма-про-
дуцента ксиланазы P. pastoris Xyl 918. Отбор 
наиболее активного трансформанта осуществля-
ли с помощью анализа ксиланазной активности в 
КЖ, после чего проводили выщепление маркер-
ного гена KanR из экспрессионной кассеты, ин-
тегрированной в хромосому отобранного клона. 
Полученный трансформант P. pastoris  Xyl-НAC 
302 продуцировал ксиланазу с активностью 
3620  ед / мл КЖ при культивировании в  500-мл 
колбе в течение 96 ч. Таким образом, сверхэкс-
прессия сплайсированного гена НАС1i из P. pasto-
ris позволила увеличить продуктивность штамма 
на 40,3% при культивировании в колбах.

Оценка биотехнологического потенциала 
полученных штаммов-продуцентов ксиланазы

Для оценки биотехнологического потенциала 
штаммов P. pastoris Xyl 918 и P. pastoris Xyl-НAC 
302 было проведено их культивирование в 3-ли-
тровых лабораторных ферментерах.

Как показано на рис. 4, максимальная ксила-
назная активность и концентрация общего белка 

для штамма P. pastoris Xyl 918 достигали 41500 
ед/мл и 4,75 г/л, а для штамма P. pastoris Xyl-НAC 
302 – 54400 ед/мл и 4,93 г/л за 140 ч. культиви-
рования при одинаковых условиях ферментации. 
Полученные результаты показали, что сверхэкс-
прессия сплайсированного гена НАС1i из P. pasto-
ris в штамме-продуценте, содержащем в составе 
хромосомы несколько копий гена xyl1-ор, привела 
к увеличению продуктивности на 31% при куль-
тивировании в лабораторном ферментере.  Однако 
концентрация общего белка возросла всего на 
3,8%. Возможно, такой рост продуктивности свя-
зан не с секрецией целевого белка, а с увеличе-
нием количества правильно свернутых молекул 
фермента, что объясняется позитивным влиянием 
Haclр на фолдинг ксиланазы. 

Таким образом, использованием комбина-
ции подходов, таких как оптимизация кодонов 
гена, кодирующего ксиланазу, получение штам-
ма с множественным встраиванием экспрессион-
ной кассеты в хромосому реципиентного штамма, 
а также улучшение фолдинга целевого фермента 
позволило получить высокопродуктивный штамм 
P. pastoris, секретирующий эндо-1,4-β-ксиланазу 
P. brasilensis.
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Рис. 4. Ксиланазная активность (а) и концентрация общего белка (b) в процессе ферментации в 3-литровом фермен-
тере штаммов P. pastoris Xyl 918 (1), P. pastoris Xyl-НAC 302 (2). На графиках показаны средние значения, получен-
ные в результате проведения трех независимых измерений с учетом погрешности измерения (p <0,05)

Fig. 4. Xylanase activity (a) and total protein contents (b) during fermentation in a 3-L fermentor of strains P. pastoris Xyl 
918 (1), P. pastoris Xyl-НAC 302 (2). The data shown in the graphs represent the average value obtained as a result of three 
independent measurements, taking into account the measurement error (p <0.05).
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Abstract–A Pichia pastoris yeast strain producing endo-1,4-β-xylanase from Paenibacillus brasilensis 
with an activity of 54,400 U/mL after 140 h of fermentation in a laboratory fermenter has been obtained. 
A number of approaches were used to increase the level of the xylanase production in this strain: 
optimization of the target gene codon composition, multiple integration of the expression cassette into the 
recipient strain chromosome using the Cre-lox recombination system, and also improving the heterologous 
protein folding via the overexpression of the HAC1i gene from Pichia pastoris.
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