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Биологически активные добавки на основе ферментов протеиназ активно применяют-
ся в кормлении сельскохозяйственных животных и птиц. На сегодняшний день в нашей
стране используется ограниченное количество коммерческих препаратов протеиназ, по-
этому поиск новых перспективных ферментов-кандидатов является важной задачей мик-
робной биотехнологии. Субтилизиноподобная протеиназа Bacillus pumilus 7P обладает
активностью по отношению ко многим субстратам и стабильна в широких диапазонах
рН и температуры. Благодаря своим свойствам данная протеиназа является потенциаль-
ным кандидатом для использования её в роли кормовой добавки в птицеводстве. Однако
высокий уровень спорообразования у бацилл, а так же конкурентная секреция других
внеклеточных белков во время ферментации могут препятствовать высокому выходу вне-
клеточного целевого белка. Данную проблему можно преодолеть, используя экспрессион-
ную систему на основе дрожжей Pichia pastoris. Широкое внимание к данной платформе
обусловлено такими факторами, как безопасный статус дрожжей, высокий выход гетеро-
логичного белка в процессе производства, а так же низкая стоимость условий культиви-
рования.

Целью данного исследования являлось получение стабильной экспрессии оптимизиро-
ванного гена протеиназы в эукариотических клетках дрожжей. В работе использовали
сигнальные пептиды лизоцима Gallus gallus, киллер-белка и 𝛼-фактора Saccharomyces
сerevisiae и интегративные вектора pPINK-HC/pPINK-LC. Клонирование конструкций
проводили в клетках E. coli DH5a, целостность вставки подтверждали секвенировани-
ем. Для получения эффективной экспрессии белка, в клетки P. pastoris трансформиро-
вали дрожжевой вектор с интегрированным геном бациллярной протеиназы. Эффектив-
ность трансформации для конструкций с вектором pPINK-LC составила в среднем 118
трансформантов/мкг плазмидной ДНК, а для конструкций с pPINK-HC - 83 трансфор-
манта/мкг плазмидной ДНК. С помощью ПЦР подтвердили наличие интегрированного в
геном дрожжей гена бактериальной протеиназы. Внеклеточное накопление рекомбинант-
ного фермента проверяли с помощью белкового электрофореза и измерения протеолитиче-
ской активности по гидролизу специфического субстрата Z-Ala-Ala-Leu-pNa. Максималь-
ная активность наблюдалась у трансформантов с низкокопийным pPINK-LC вектором
под контролем сигнального пептида киллер-белка - 6 Ед/мл и высококопийного pPINK-
HC вектора с сигнальным пептидом альфа-фактора - 4.3 Ед/мл. Таким образом, гидролиз
специфического субстрата подтверждает специфичность рекомбинантной субтилизинопо-
добной протеиназы.
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