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В настоящее время Komagataella pfaffii (бывш. 
Pichia pastoris [1]) приобрела статус одной из наи-
более эффективных и продвинутых эукариотиче-
ских систем экспрессии генов [2–5]. Множество 
разнообразных белковых препаратов были произ-
ведены с использованием K. pfaffii [6, 7]. Ряд из 
них был коммерциализован, получив разрешение 
для медицинского использования (https://pichia.
com/science-center/commercialized-products/).

Интерес к биотехнологическому использова-
нию K. pfaffii способствовал увеличению таксо-
номических исследований дрожжей различных 
видов рода Komagataella и росту числа новых 
природных штаммов, пригодных для разработки 
экспрессионных систем [1, 8–10]. В частности, в 
ходе таких исследований был выявлен новый вид 
дрожжей Komagataella kurtzmanii [8, 9], родствен-
ный K. pfaffii, на базе которого была разработана 
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Проведена оптимизация ключевых функциональных элементов вектора (промоторной, лидерной 
и терминаторной областей), обеспечивающих экспрессию целевого гена 1,3-1,4-β-глюканазы 
Rhizomucor miehei в дрожжах Komagataella kurtzmanii. Показано, что в составе вектора в клетках 
реципиентного штамма K. kurtzmanii Y727his4 промоторные области гена АОХ1 дрожжей 
Komagataella pfaffii (бывш. Pichia pastoris) и K. kurtzmanii обеспечивали равный уровень экспрессии 
целевого гена, т.е. оказались полностью взаимозаменяемыми. Это означает, что генетические 
конструкции, ранее разработанные для биосинтеза рекомбинантных белков в K. pfaffii, будут 
обеспечивать эффективную экспрессию и в дрожжах K. kurtzmanii. Среди пяти проанализированных 
лидерных последовательностей статус наиболее высокоэффективных элементов подтвердили 
лидерный пептид MF4I, использованный в работе в виде варианта mif4I, содержавшего одну 
аминокислотную замену, а также лидерный пептид maxHH, содержавший удвоенную про-область 
белка Hsp150 дрожжей S.cerevisiae. Их эффективность в 1,7 раза превысила показатель стандартной 
лидерной области альфа-фактора дрожжей и на 20% – показатели второй группы искусственных 
лидеров. В то же время, как было установлено, среди всех функциональных элементов вектора 
наиболее сильное влияние на экспрессию целевого гена оказал выбор терминаторной области. 
При этом лучшими терминаторными элементами оказались производные области терминации 
транскрипции гена АОХ1, а разница в уровне экспрессии целевого гена с использованием разных 
терминаторов составила примерно 4,5 раза. На основании анализа полученных данных был 
экспериментально определен оптимальный состав ключевых функциональных элементов вектора 
экспрессии, включавший промоторную и терминаторную области гена АОХ1 дрожжей, а также 
один из вариантов искусственных лидеров mif4I или maxHH. 
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оригинальная система экспрессии генов [11, 12]. 
Поскольку разработанная система K. kurtzmanii 
зарекомендовала себя как конкурентоспособная, и 
в отдельных случаях превосходящая возможности 
P. pastoris [11], интерес к ее использованию сти-
мулировал исследования, нацеленные на оптими-
зацию ее отдельных конструктивных элементов.

На сегодняшний день следующие классиче-
ские элементы векторов экспрессии являются со-
ставной частью метанол-индуцируемой систе-
мы экспрессии генов для секреции в дрожжах 
K. pfaffii: 1) промотор гена АОХ1, отвечающий за 
организацию транскрипции целевых генов; 2) ли-
дерная пре-прообласть альфа-фактора дрожжей 
S. cerevisiae, отвечающая за направление целевых 
белков по секреторному пути клеток; 3) область 
терминации транскрипции гена АОХ1 (aoxT), от-
вечающая за корректное полиаденилирование и 
стабильность мРНК целевого гена. 

Настоящее исследование посвящено оптими-
зации каждого из трех элементов вектора экспрес-
сии, разработанного для использования в дрож-
жах K. kurtzmanii [11].

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Целевым (и одновременно репортерным) бел-
ком в исследовании служила 1,3-1,4-β-глюканаза 
Rhizomucor  miehei [13–15], названная Bgl3. Ин-
терес к биосинтезу Bgl3 в дрожжах K. kurtzmanii 
был связан с физико-химическими свойствами 
этого фермента [13–15], определяющими высо-
кий потенциал его промышленного использова-
ния [13, 16]

Базовым вектором экспрессии служил pPH93-
AOX1Y727 [11]. Вектор экспрессии, содержав-
ший клонированный ген белка Bgl3, был назван 
pPH727-AOX727. Схематически структура ба-
зового вектора экспрессии pPH727-AOX727, ис-
пользованного для интеграции целевых генов 
в геном реципиентного штамма дрожжей, при-
ведена на рис. 1. Анализ экспрессии гена белка 
Bgl3 проводили в клетках реципиентного штамма 
дрожжей K. kurtzmanii Y727his4 [11].

Нуклеотидная последовательность синтети-
ческого фрагмента ДНК, кодирующая белок Bgl3, 
приведена на рис. S1 (Дополнительный материал).

Фрагменты ДНК, кодирующие альтерна-
тивные структурные элементы вектора экс-
прессии pPH727-AOX727, получали с помощью 
ПЦР. Матрицами для амплификации соответ-
ствующих нуклеотидных последовательностей 
служила геномная ДНК штамма ВКПМ Y-727. 

Использование в качестве матрицы ДНК плазми-
ды pPIC9 (Invitrogen) обеспечило получение эле-
мента рАОХ115. Последовательности праймеров, 
использованных для ПЦР, приведены в табл. 1 

Амплификацию плазмид осуществляли в 
клетках штамма E. coli Top10 (Invitrogen).

Трансформацию клеток реципиентного штам-
ма дрожжей Y727his4 осуществляли согласно 
описанной в работе [11]. 

(3)

(2)

(1) distal

XhoI

HindIII

NcoI

MluI
MluI
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Рис. 1. Карта вектора рРН727-АОХ727 с фрагмен-
тами ДНК. рАОХ1 distal – дистальная часть промо-
тора АОХ1; АОХ1 (рАОХ1) – основная часть про-
мотора; РР, CDS – последовательности лидерной 
области (artHH) и структурного гена целевого бел-
ка Bgl3, соответственно; ТТ – область терминации 
транскрипции целевого гена; ген HIS4 K.  Kurtz-
manii – селективный маркер при отборе дрожжевых 
трансформантов; pUC18 – последовательность бак-
териальной плазмиды, обеспечивающей реплика-
цию вектора в клетках E. coli и устойчивость плаз-
мидосодержащих клеток к антибиотику ампицил-
лину. Локализация некоторых сайтов рестрикции 
(MluI, BamHI, HindIII, NcoI, XhoI). (1–3) – сайты ли-
гирования BamHI/BglII

Fig. 1. Map of vector рРН727-АОХ727. The map illus-
trates the following DNA fragments: distal part of the 
promoter АОХ1 (рАОХ1 distal); the main part of the 
promoter АОХ1 (рАОХ1); sequences of leader region 
(RR) and structural gene (CDS) for Bgl3 protein; region 
of transcription termination of the target gene (TT); 
HIS4 gene of K. kurtzmanii, which served as a selec-
tive marker for selection of yeast transformants; the se-
quence of bacterial plasmid pUC18, providing replica-
tion of the vector in E. coli cells and resistance of plas-
mids containing cells to the antibiotic ampicillin. The 
map also shows the localization of some restriction sites 
(MluI, BamHI, HindIII, NcoI, XhoI). Numbers show 
BamHI/BglII ligation sites

pAOX1

pAOX1
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ОПТИМИЗАЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА 1,3-1,4-β-ГЛЮКАНАЗЫ

Трансформанты культивировали в течение 72 ч 
на ротационном шейкере со скоростью 300 об./мин 
при температуре 29 °С. Для культивирования ис-
пользовали среду YPgM следующего состава, %: 
дрожжевой экстракт – 1 (BioSpringer, 0207), пептон 
соевый – 2 (Amresco, P140), глицерин – 0,5 (Panr-
eac), метанол – 1 (метанол ГОСТ 2222-95 вносили 
в среду при засеве дрожжей и далее с периодично-
стью каждые 24 ч до конечной концентрации 1%).

Электрофорез образцов культуральной жид-
кости (КЖ) дрожжей, содержащих Bgl3, проводи-
ли, как было описано ранее [17].

Активность Bgl3 измеряли, как описано [18]. 
Измерения проводили в 0,1М натрий-ацетатном 
буфере рН 4,7 при температуре 42 °С. Реакцион-
ная смесь содержала 2 объема 1%-ного раствора 
β-глюкана ячменя (Megazame, США) и 1 объем 
образца КЖ дрожжей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор альтернативных функциональных 
элементов вектора экспрессии 

Вектор экспрессии содержал в своем составе 
промоторную область гена АОХ1 штамма ВКПМ 
Y-727 (pAOX727), слитую с последовательно-
стью ДНК, кодирующей репортерный белок Bgl3, 
секрецию которого направляла лидерная область 
artHH (см. рис. 1).

Особенностью вектора являлась интеграция в 
геном дрожжей без бактериальной части. С этой 
целью последовательность бактериальной плаз-
миды pUC18 [19], отвечающая за амплификацию 
вектора в клетках E. coli, была размещена в со-
ставе вектора в виде инсерции в сайте узнавания 
рестриктазы MluI (бывш. сайт SacI), локализован-

ном в дистальной области промотора гена АОХ1. 
Обработка векторной ДНК рестриктазой MluI не-
посредственно перед трансформацией обеспечи-
вала удаление бактериальной ДНК и направляла 
интеграцию вектора в локус промотора гена АОХ1 
генома дрожжей.

Промоторые элементы
Фрагмент ДНК, содержащий промоторный 

элемент рАОХ115, амплифицировали с использо-
ванием праймеров N666 и N629 (табл. 1). Ампли-
фицированный BamHI/HindIII фрагмент ДНК был 
использован для замещения аналогичного фраг-
мента ДНК в векторе pPH727-АОХ727 (см. рис.1). 
В результате замещения был получен вектор 
pPH727-АОХ115. 

Векторы pPH727-АОХ727 и pPH727-АОХ115 
использовали для сравнительного анализа эф-
фективности промоторных элементов гена АОХ1 
дрожжей P. pastoris (pАОХ115) и K. kurtzmanii 
(pАОХ727).

Терминаторные элементы
Недавно были опубликованы результаты мас-

штабного исследования дрожжей Saccharomy-
ces  cerevisiae, обнаружившего высокую зависи-
мость стабильности мРНК и уровня экспрессии 
генов от области терминации транскрипции [20]. 
В этой связи представлялось целесообразным ис-
следовать потенциальный эффект терминаторов 
транскрипции в клетках K. kurtzmanii. 

С другой стороны, часто в составе векторов 
экспрессии используются области терминации 
транскрипции целевых генов в виде фрагментов 
ДНК, имеющих избыточный размер. В частности, 
это справедливо для вектора pPIC9 (Invitrogen), 

Та бл и ц а  1
Последовательности праймеров, использованных для ПЦР-амплификации  
функциональных элементов вектора рРН727

Primer sequences used for PCR amplification of the рРН727 vectors functional elements

Праймер Первичная последовательность (5´→3´)
N629** aaggtaccagatctagccatggtttggatccttcgaataattagttgttttttgatcttctcaa
N666** atatacgcgtattggatcccgctcattccaattccttcta
N699 cctgctcgagccagtttgctgtccaaa
N700 gaaatatggtgttgggaaccaagcgagaga
gapT-dir taactcgagttgtatgtgaaatagctgaaa
gapT-rev gtcgacgagtgaagcctggttaga
aoxT2-dir ctcgagaaaagagaggctgaagctggccgcgaatt
aoxT2-rev gtcgaccgtacgagaagaaacaaaatga
aoxT3-dir atatctcgagtaatcaagaggatgtcagaatg
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служившего прототипом вектора pPH727. В этой 
связи в настоящей работе оптимизация термина-
торного элемента вектора включала не только ис-
следование сравнительной эффективности раз-
ных областей, но и минимизацию их размера. 
С этой целью в исследовании были использованы 
потенциально бифункциональные элементы hisP 
и gapT, содержащие в своем составе помимо це-
левой терминаторной области одного гена также 
промоторную область другого, находящегося ря-
дом гена, а также были получены и исследованы 
укороченные варианты терминаторной области 
аохТ2 и аохТ3.

В частности, при конструировании базового 
вектора рРН727 (рис. 1) в результате амплифика-
ции с использованием праймеров N699 и N700 в 
состав промоторной области гена HIS4 был вклю-
чен фрагмент ДНК, содержащий область термина-
ции транскрипции хромосомного гена PAS_chr1-
4_0159, расположенного в геноме дрожжей перед 
HIS4 (GenBank). Такой вариант промоторной обла-
сти гена HIS4 был назван hisP и в составе вектора 
pPH727-АОХ727 он использовался одновременно 
и для организации транскрипции гена HIS4, и для 
терминации транскрипции целевого гена (рис. 1).

Аналогичную структуру имел фрагмент ДНК, 
кодируюший терминаторный элемент gapT гена 
GAP дрожжей K. kurtzmanii, амплифицированый 
с использованием праймеров gapT-dir и gapT-rev 
(табл. 1). Этот элемент также относился к би-
функциональным, и помимо терминатора транс-
крипции гена GAP, он содержал в своем составе 
промоторную область хромосомного гена PAS_
chr2-1_0436 (GenBank), которая в результате кло-
нирования в вектор pPH727-АОХ727 могла на-
правлять экспрессию гена HIS4.

Фрагмент ДНК, названный aoxT2, содержал в 
своем составе терминаторную область гена AOX1, 
локализованную между встречно направленными 
генами АОХ1 и PAS_chr4_0820 (GenBank) дрож-
жей K. kurtzmanii. Фрагмент aoxT2 был получен 
путем амплификации с использованием праймеров 
aoxT2-dir и aoxT2-rev (см. табл. 1). Особенностью 
терминаторной области aoxT2 являлось присут-
ствие в ее составе 3′-концевой части структурного 
гена АОХ1. Сходной структурной организацией об-
ладал соответствующий терминаторный элемент в 
составе коммерческого вектора pPIC9 (Invitrogen), 
хотя он был несколько большего размера.

В составе фрагмента ДНК, полученного пу-
тем амплификации с использованием праймеров 
aoxT3-dir и aoxT2-rev (см. табл. 1) и названного 
aoxT3, содержалась укороченная терминаторная 

область гена AOX1 дрожжей K. kurtzmanii. Она от-
личалась от aoxT2 отсутствием 3′-концевой части 
структурного гена АОХ1. 

Амплифицированные последовательности, 
содержавшие в своем составе терминаторные об-
ласти gapT, aoxT2 и aoxT3, были клонированы в 
виде XhoI/SalI-фрагментов ДНК в сайт XhoI век-
тора pPH727-АОХ727. В результате клонирования 
были получены векторы pPH727-gapT, pPH727-
aoxT2 и pPH727-aoxT3.

Лидерные области
В дополнение к стандартной лидерной обла-

сти альфа-фактора дрожжей S. cerevisiae, назы-
ваемой preF, в настоящей работе использовали 
лидерную область artHH, содержавшую искус-
ственный сигнальный пептид preA [21], слитый с 
удвоенной про-областью proHsp150sc [22]. 

Также синтезировали последовательность 
ДНК, кодирующую лидерную область, названную 
mif4I, 97 из 98 аминокислотных остатков которой 
были идентичны остаткам известной лидерной 
области MF4I – одной из наиболее эффективных в 
дрожжах Pichia [23, 24]. В качестве производной 
последовательности ДНК, кодирующей лидер-
ную область mif4I, сконструировали последова-
тельность ДНК, кодирующую лидерную область 
maxF4, отличавшуюся от mif4I заменой трех ами-
нокислотных остатков из 98, а также выбором ко-
донов (codon bias). Первичные последовательно-
сти ДНК и кодируемые ими аминокислотные по-
следовательности лидеров mif4I, preF и maxF4 
приведены на рис. 2.

Последовательность ДНК, кодирующая ги-
бридную пре-прообласть maxHH, была получе-
на путем генетической рекомбинации между по-
следовательностями ДНК, кодирующими лидеры 
maxF4 и artHH. Рекомбинация была проведена с 
использованием уникального внутреннего сайта 
узнавания рестриктазы PstI. Гибридная лидерная 
область maxHH содержала сигнальный пептид 
max и удвоенную прообласть proHsp150sc. 

В составе векторов серии pPH727 замена по-
следовательностей ДНК, кодирующих различ-
ные лидерные области, производилась путем ре-
комбинации по сайту узнавания рестриктазы NcoI 
(см. рис. 1).

Сравнительный анализ эффективности 
альтернативных элементов вектора экспрессии

Отражением активности отдельных элементов 
и системы экспрессии в целом в настоящей рабо-
те служил уровень экспрессии гена репортерного 
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белка Bgl3. Уровень экспрессии гена белка Bgl3 в 
культуральной жидкости дрожжей контролирова-
ли с помощью электрофореза и определяли коли-
чественно в специальном тесте.

С целью анализа эффективности элементов 
вектора pPH727, были получены девять репортер-
ных конструкций, содержавших альтернативные 
функциональные элементы вектора экспрессии в 
различных сочетаниях. Они включали два вариан-
та промоторных областей (pАОХ115 и pАОХ727), 
пять вариантов лидерных областей (artHH, mif4I, 

maxF4, preF и maxHH) и четыре варианта обла-
стей терминации транскрипции (hisP, gapT, aoxT2 
и aoxT3). В ходе исследований были получе-
ны дрожжевые трансформанты, содержащие ка-
ждую из репортерных конструкций (минимум 
по три клона для каждой из конструкций), кото-
рые были выращены не менее двух раз в течение 
трех суток при температуре 29 °С до стационар-
ной фазы роста на среде YPgM. Полученные в ре-
зультате культивирования образцы культуральной 
жидкости (КЖ) использованы для качественного  

Рис. 2. Первичные последовательности ДНК и кодируемые ими аминокислотные последовательности лидеров preF, 
mif4I и maxF4. В последовательностях ДНК серым маркером выделены сайты узнавания рестриктаз BamHI (BglII), 
PstI, NcoI и EcoRI. Надстрочным шрифтом указаны три аминокислотные замены, сконструированные в последова-
тельности лидера maxF4

Fig. 2. Primary DNA sequences and encoded amino acid sequences of  leaders preF, mif4I and maxF4. Recognition sites for 
restriction enzymes BamHI (BglII), PstI, NcoI and EcoRI in DNA sequences are selected with a gray marker. Superscript font 
specified three amino acid substitutions constructed in the sequence of the leader maxF4
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и количественного определения уровня экспрес-
сии гена целевого белка Bgl3. Результаты обра-
ботки полученных данных приведены на рис. 3. 

На рис. 4 показаны результаты выборочного 
электрофоретического анализа образцов КЖ, ко-
торые хорошо согласуются с результатами, пред-
ставленными на рис. 3. Для культивирования вы-
бирали по три случайных трансформанта каждо-
го штамма.

Как показали полученные результаты, в зави-
симости от выбора функциональных элементов 
вектора уровень экспрессии целевого гена Bgl3 
различался почти в 7 раз (см. рис. 3). При этом 
большинству исследованных элементов соответ-
ствовали показатели, находившиеся в нижней ча-
сти спектра активности системы, то есть далеко 
от границы потенциальной области нелинейно-
сти (см. рис. 3). Это обеспечивало корректность 
заключений о сравнительной эффективности от-
дельных элементов вектора экспрессии, сделан-
ных на основе анализа полученных данных.

Согласно полученным данным промото-
ры pАОХ115 и pАОХ727 обеспечивали одина-
ковую эффективность экспрессии целевого гена 
(см.  рис.  3). При этом, как известно, промото-
ры различались между собой несколькими ну-
клеотидными заменами [http://www.genetika.ru/
aaa%20Ucheniy%20Sovet/2014/Tyurin/2014_04_
Tyurin_fulltext.pdf]. Две из них (T=>A в поло-
жении –622 и G=>A в положении –843 относи-
тельно стартового кодона ATG) локализовались 
в последовательностях ключевых сайтов промо-
тора гена АОХ1, участвующих в связывании ре-
гуляторного белка Mxr1p [25]. В этой связи, дан-
ные о равной активности промоторов pАОХ115 и 
pАОХ727 в клетках штамма Y727 K. kurtzmanii, 
свидетельствовавшие о нейтральном статусе вы-
явленных нуклеотидных замен, противоречили 
представлениям о функциональной роли указан-
ных сайтов. Тем не менее, они однозначно сви-
детельствовали о взаимозаменяемости промото-
ров АОХ115 и АОХ727 и гарантировали высокую 

Рис. 3. Активность репортерного белка Bgl3 в КЖ дрожжей в зависимости от выбора функциональных элементов 
вектора. Средние величины измеренных значений активности Bgl3 приведены у основания столбцов гистограммы. 
Показаны среднеквадратичные отклонения результатов измерения активности. Promoter – промоторные области 
(+ (pАОХ727), 115 (pАОХ115)); TT – терминаторные области (+ (hisP); Leader – лидерные области (+ (artHH)). Стати-
стически значимая разница в активности лидера mif4I и других лидеров: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Fig. 3. Activity of Bgl3 reporter protein in yeast culture liquid, depending on the choice of functional elements of the expres-
sion vector. The average values of the Bgl3 activity are given at the base of the histogram columns. Standard deviations of ac-
tivity measurement results are shown. The legend of the functional elements is following – the promoter region (Promoter): 
+ (pАОХ727), 115 (pАОХ115); + (hisP) terminator region (TT); + (artHH) – leader region (Leader). The results of the eval-
uation of the statistical significance of the difference in the activity of the leader mif4I and other leaders (*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001) are shown
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эффективность экспрессии конструкций, разра-
ботанных для K.  pfaffii, в клетках штамма Y727 
K. kurtzmanii. 

Сравнительный анализ лидерных элементов 
показал (см. рис. 3), что наиболее эффективны-
ми из них были mif4I, практически идентичный 
известному высокоэффективному лидеру MF4I 
[23, 24], и maxHH, содержавший удвоенную про-
область proHsp150sc [22]. Оба лидера обеспечи-
ли одинаково высокий уровень секреции целево-
го белка Bgl3, который в 1,7 раза превосходил по-
казатель стандартного лидера preF (см. рис. 3). 
По сравнению со стандартным лидером высокую 
активность показали и два других искусствен-
ных лидера artHH и maxF4, родственных maxHH 
и mif4I, соответственно. Их эффективность лишь 
на 20% уступала показателям лучших лидеров 
и при этом достоверно превосходила эффектив-
ность стандартного лидера preF (см. рис. 3). Тем 
самым полученные результаты подтвердили пра-

вильность решений, взятых за основу при кон-
струировании искусственных лидеров [23, 22]. 

Несмотря на высокий интерес к результа-
там сравнения активности промоторов и раз-
личных лидеров, наибольшее удивление вызва-
ли данные, показавшие значительное влияние 
областей терминации транскрипции на эффек-
тивность экспрессии целевого гена. (см. рис. 3). 
Ранее похожий эффект был обнаружен в дрож-
жах S.  cerevisiae и был связан с влиянием обла-
стей терминации транскрипции на стабильность 
мРНК целевого гена [20]. Очевидно, обнаружен-
ный эффект может трактоваться в терминах по-
зитивного (стабилизация) или негативного (де-
стабилизация) влияния терминаторов на стабиль-
ность мРНК и уровень экспрессии целевого гена. 
Принимая за основу первую интерпретацию, 
можно говорить о  том, что область hisP облада-
ла наихудшими терминаторными свойствами, об-
ласть gapT обеспечила умеренное повышение ак-
тивности, а наиболее эффективными оказались 
производные области терминации транскрипции 
гена АОХ1 – варианты аохТ2 и аохТ3 (см. рис. 3). 
При этом терминатор aoxT2 был эффективнее 
терминатора hisP в 4,5 раза.

Таким образом, проведенное исследование 
позволило экспериментально установить опти-
мальный набор функциональных элементов век-
тора экспрессии pPH727, обеспечивающий наи-
большую эффективность экспрессии и секреции 
гена целевого белка Bgl3 в дрожжах K. kurtzmanii, 
включающий: промоторную и терминаторную об-
ласти гена АОХ1 дрожжей K. kurtzmanii, а также 
искусственную лидерную область mif4I или max-
HH. Причем наиболее весомый вклад в достиже-
ние максимального уровня экспрессии обеспечил 
именно терминаторный элемент (aoxT2). 
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Рис. 4. Электрофоретический анализ образцов КЖ, 
полученных в результате культивирования штам-
мов дрожжей K. kurtzmanii, различающихся обла-
стью терминации транскрипции гена Bgl3 в соста-
ве вектора экспрессии. Над дорожками указаны три 
трансформанта (1–3) каждого использованного тер-
минатора. Показано положение двух форм целево-
го белка Bgl3 различающихся, вероятно, уровнем 
гликозилирования. Маркерами молекулярного веса 
(M) служили предокрашенные белки (Pierce-26616). 
На дорожки наносили образцы, содержавшие 5 мкл 
КЖ. Отрицательным контролем (K-) служил реци-
пиентный штамм K. kurtzmanii 

Fig. 4. Electrophoretic analysis of culture liquid samples. 
Culture liquids were obtained by cultivation of yeast 
strains K. kurtzmanii, differing in the transcription ter-
mination region of the Bgl3 gene used in the expression 
vector. 3 random transformants of each strain were se-
lected for cultivation. The name of the terminators is giv-
en above the lanes. The position of two forms of Bgl3 
target protein (differing, probably, by the level of glyco-
sylation) is shown. The molecular weight markers are 
prestained proteins (Pierce-26616). Samples containing 5 
µL of culture liquid were applied to the tracks. Recipient 
strain of K. kurtzmanii was used as negative control (K-)
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Abstract–Key functional elements of the vector (promoter, leader and terminator regions) that provide 
the expression of a target 1,3-1,4-β-glucanase gene from Rhizomucor miehei in the Komagataella 
kurtzmanii yeast have been optimized. It was shown that the promoter regions of the gene АОХ1 from 
the Pichia pastoris yeast currently reclassified as Komagataella phaffii and from K. kurtzmanii yeast as 
parts of a vector provided equal levels of expression of the target gene in the cells of the recipient strain 
K. kurtzmanii Y727his4, i.e. they were completely interchangeable. This means that genetic constructs 
that were previously developed for the biosynthesis of recombinant proteins in K. phaffii are able to 
provide an effective expression in the K. kurtzmanii yeast. The leader peptide MF4I (used as a variant of 
mif4I containing one amino acid substitution) and the leader peptide maxHH (containing the double pro-
region of the Hsp150 protein from Saccharomyces cerevisiae) confirmed the status of the most powerful 
elements among the five leader sequences analyzed. Their efficiency was 1.7 times higher than that of 
the standard leader from the yeast alpha-factor, and by 20% higher than the characteristics of the second 
group of artificial leaders. At the same time, it was found that, the choice of the terminator region had the 
strongest influence on the expression of the target gene among all of the vector functional elements. The 
best terminator elements were variants derived from the transcription termination region of the АОХ1 gene, 
and the difference in the expression level of the target gene using different terminators was approximately 
4.5  times. Based on the analysis of the obtained data, the optimal composition of the key functional 
elements of the expression vector was determined ; it included the promoter and terminator regions of the 
АОХ1 yeast gene and one of the artificial leaders, mif4I or maxHH.
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