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собственных генов K.  lactis или промоторами из дрожжей других видов  [1;  2;  13–17]. Однако наи-
более часто используемым является сильный LAC4-промотор K.  lactis, который регулирует экспрес-
сию β-галактозидазы, необходимую для утилизации клеткой лактозы [18]. Этот промотор содержится 
в составе коммерческого интегративного вектора pKLAC2, применяемого для обеспечения секреции 
гетерологичных белков клетками K.  lactis  [4]. Встраивание экспрессионной кассеты pKLAC2 с це-
левым геном в область LAC4-промотора дрожжевой хромосомной ДНК обеспечивает генетическую 
стабильность промышленных штаммов в течение их длительного культивирования в биореакторе [1].

Один из важных аспектов конструирования штаммов с биотехнологическим потенциалом – воз-
можность эффективной экспрессии функционально активных целевых белков в клетках неродствен-
ного организма. Это обусловлено явлением неравных частот встречаемости синонимичных кодонов 
в кодирующих областях генома у различных организмов [19–22]. Популяционно-генетические иссле-
дования показали, что синонимичные сайты находятся под слабым селекционным отбором и кодонное 
предпочтение поддерживается благодаря балансу между процессом естественного отбора, мутациями 
и дрейфом генов [19]. 

С использованием компьютерной программы [23] нами был определен индекс адаптации кодонов 
(codon adaptation index, CAI) гена glaA A. awamori, экспрессирующегося в клетках K. lactis. Его значе-
ние составило 0,662, что указывает на весьма вероятную эффективную экспрессию грибной глюкоами-
лазы в дрожжевых клетках.

Субклонирование кДНК глюкоамилазы A. awamori 466 в интегративный вектор pKLAC2 проводи-
лось из плазмидной ДНК pBGLA-1, созданной на основе вектора pBluescript  II SK(-), в который по 
тупым концам была встроена предварительно амплифицированная кДНК (рис. 1). 

Особым образом сконструированные праймеры позволили получить в результате ПЦР продукт це-
левого гена glaA, который на 5′-конце содержал нуклеотидную последовательность для рестрицирую-
щей эндонуклеазы XhoI и рядом расположенный участок, детерминирующий восстановление области, 
распознаваемой Kex-протеазой. На 3′-конце ампликона синтезировался сайт для рестриктазы EcoRI. 
В результате обработки плазмиды pBGLA-1 ферментами EcoRI и XhoI образовавшиеся продукты гидро-
лиза разделяли в агарозном геле и выделяли необходимую для клонирования кДНК. Вектор pKLAC2 был 
также подвержен рестрикции этими же ферментами. 

Рис. 1. Генетическая карта плазмиды pВGLA-1
Fig. 1. Genetic map of the pВGLA-1 plasmid


